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INTRODUCCION

+

l.as formas farmascedticas parenterales son las soluciones o
suspensiones estériles, emplesdas para administrar farmacos por
varias viag inyectables, Come intravenosay subcutdneay
intramuscular, intrarraguides, etcs Estas sustancias se presentan
en el mercado en ampolletas o frascos dmpula (viales).

En  la prepsraciéon de productos estérilesy, el problema para
la industria farmacedtica es obtener soluciones didfanass, libres
de particulas y/o cuslquier obtrs materis extrafa, en forms
estéril y, ademds deben estar exentss de pirdgenos.

Entre los factores gque pueden interferir en la obtencidn de
productos estériles con las caracieristicas antes mencionadas se
encuentran los siguientes?

~ Envagses vy tapones.- Es una parte muy importante en la
produccion de formss farmacedticas estériles ya que estos
de no ser tratados sdecuadamente podrian contribuir en
gran medida & la contaminacion fisicas, quimica o bioldgica
de los medicamentos. Para prevenir la contaminaciodn
bacteriana que proviene de envases y tapones se llevan 3
cabo diferentes métodos de esterilizascidn como pueden ser
per calor secoy hdmedo y/u dnido de etileno dependiendo
del material de que se trate.

- Aire,~ Es una de las mayores fuentes contaminantes de
particulas y microorganismosi para combatir éste problems,
un  buen sistema farmacedtico exige cierto equipo bésico,
que nos ayude 3 mantener un ambiente limpio existiendo
varios métodos para limpiarlo y esterilizarlo como son?
filtracidn (HEFA)yluz WY, y otros. Esto proporcions las
condiciones adecuadas pars manejar las soluciones que no
han de esterilizarse en su envase .definitivo vy la
periencia ha demostrado que los cuartos de llenado deben
ser construidos de acuerdo a un diseffo.apropiado,

- Personal.~ Las formas farmacedticas estériles deben
prepararse siquiendo las normas de produccion con el mayor
cuidado por un personal bien instruldo y experto., Se debe
concientizar al pevsonsl de que ez una fuente de
contaminacidén de particulas fisices y biolégicas por lo
que debe de cumplir con ciertas caracteristicas de
limpie=a y comportamiento dentro del 4vea de trabajo, asi
como también 1la importancia de vestir adecuadsmente para
entrar al &rea estéril,

~ l.ocales de Traba,jo.~ Las &reas de trabajo controladas
deben ser construidas con un disefio hisico que cumpla con



los requisitos exigidos por las Orgsnismos Gubernamentales
autorizados, de +tsl wmeners gque cubran las necesidades
pueridas  en las buenes préclicas de manufactura, Estos
ademnds deben proporcionar un confort adecusdo para
el personal que en ellos laboran, por lo tanto se debe
tener un contro)l de humedad y temperatura, ademds es
necesario  llevarlo pars ls estabilidad del producto. La
sanilizacion es otro de los factores que se debe
considersr para lograr lo esterilidad de los lugares de
traba,jo.

l.a  prevencidn de la contaminacidn debe ser el principal
objetivo en e) diseffo y construccidn de las 1llamadas dreas
controladas para la obtencidn de productos estérilesy, por 1lo
tanto, uno de los objetivos persequidos en este trabajo es
diseffar un 4res controlada para elaborar productos estériles
considerando las necesidades de un laboratorio farmacedtico asi
como también el comprobar que el acabado finzl cumpla con las
especificaciones wigidas por las buenas pricticas de
manufactura,

El diseflo y construccién de un 3res controlads es un temsa
bastante amplio y de mucho interés e importancia, s6lo que en
éste trabajo no se profundizsrd y unicamente se mencionarin en
forma superficial los puntos de mayor interés para el Quimico
Farmacedtico Riédlogo como lo es el acsbado final del &rea.

Otro de los objetivos de éste trabajo es el de realizar wun
programa de validacion del &res diseffado para verificar su
funcionalidad., El proceso de validacién viene cobrando cada vez
mas importancia en los conceptos de diseMo y construccién de
plantas farmacedticas. En affos recientes la industria
farmacedtica y la Secretaria de salud hap puesto mayor interés en
el campo de control de calidad sobre todo- en @1 proceso de
validacidn.

l.a validacidn es un programa destinado a establecer
evidencias documentadas que permitan ssequrar con alto grado de
confianza y tomando en cuents el estado de los conocimientos y el
arte farmacedtico que a +través de un proceso especifico se
obtiene o e obtendrd un producto que reuna todas las
especificaciones y atributos de calidad preestablecidos.

-

Lo sofisticado del diseffo de un 8rea controlada siempre seré
orientado a las necesidades de la empresa siempre que cumpla con
los requisitos necesarios edigidos por las dependencias
gubernamentales relacionadas con la industria farmacedtica vy si
ademéds se puede decir que se trabaja en un ambiente validado se
cumplird con una alta calidad en los productos estériles que ahi
s¢ elaboran.

)



GENERALIDADES

Cualquier idwmpurezay, va sea que esté constituida por seres
vivos u objetos inanimados, es considerada como un contaminante.
Dentro de estos contaminsntes se definen tres diferentes tipos
('t

-~ Contaminsntes microbinldgicos.
- Contaminantes fisicas.

- Contaminantes gquimicos.

Contaminantes Microbiolégicos.— Los microbios habitan en
cualquier parte! 1a tierva, el aire, el cderpo humano y por lo
general resultan peligrosos si aumentan demasiado en su cantidad
o si  son introducidos en cualquier parte de nuestro cuerpoy
pudiendo originar enfermedades como pulmonia, tuberculosis, las
infecciones intestinales) por ello no debe haber contaminantes de
éste tipo en los productos estériles,

Contaminantes Fisicos.~ El zire contiene particulas de diferente
tamafo, 13 mayoria de esas particulss son tan pequefias que es
imposible observarlas a simple vista y las mavores Lienen un
tamatio menor al dismetro de un cabello (150 micras). 8Bi son
introducidas 31 cuerpo  humsno causan dasfos como embolismo,
oclusidn o granulomas (2).

Contaminantes OQuimicos.- .Son 1as substancias extraffos 8 la
formulacidén de un producto y es conocida como contaminacidn
cruzads.

Area estéril se puede definir como un volumen en el cual no
existe ningdn microorganismo viva, ni en su forma vegetativa ni
en .su forma esporulada. Considerando ésta definicidn podemos
decir que no existe 4res estéril absoluta, vya que los métodos de
esterilizacidn de aire empleados en la elaboracién de formas
farmacéuticas estériles nos ofrecen una eficiencia méxima de
99.97%y como se mencionard durante el desarrollo de éste trabajo.
Por lo tanto 8l hablar de &rea estéril nos estaremos refiriendo a
un Area Controlada para obtener productos estériles.

Los cuartos estériles generalmente son  requeridos para
proteger un producto de 1a contamipnacién que radica en el
ambiente de trabajo y en el personal que ahi labora.



El aire es una de las fuentes mayvores de contaminantes de
particulas y microorganismes. Los contaminantes bésicamente se
hallan representados por cenizas, restos vegetales, polen, fibras
diversas, desprendimientos tequmentarios humsnhos vy de asnimalesy
particulsys minarales y organicas, tierra, elc (3) (4).

‘.

En 1l actualidad se cuenta con sistemas muy perfeccionados
que brindan un aire limpio. Sin embargoy ésto no garantiza que el
aire limpio que ha ingresado en un &rea de trabasjo se mantenga
micho tiempe como tal, pues répidamente se contamina con  las
particulas del medio circundante, provistaes haste por el mismo
opBIrario.

Cuando  gran parte de las particulas se han elininado se dan
condiciones de *SALA LIMPIA® o "AMBIENTE LIMFIO*, ésto es cuando
pueden ser debidamente controlades el ndmero de particulas, de
gérmenes, humedad y temperatura, Esto trae como consecuencia una
clagsificacion de *AMBIENTES LIMPIQS® definidos por su  contenido
de  particulas de actuerdo 8 los estatutos de la Norma Federal
Standard 209 de los Estados Unidos de Nortesmerica que constituye
una guia para tipificarlos (4) (8§),

POR QUE NECESITAMOS CUARTOS LIMPIODS,

Se consideran 3 razones por las cuales debemos preveernos de
cuartos limpias en la elaboracidn se productos estériles y  son
las sigquientes (6)1

1.~ Mantenimiento de esterilidad pars llenados ssépticos,
2+« Prevencitn de la pirogenocidad de productaes estériles

terminadas.

3o~ Prevenciotn de la contaminacidn de los  productos por
particulas.



1.~ Mantenimiento de Esterilidad para Llenados Asépticos.

Fl. llenado aséptice es probablemente la operacibn més
critica de todasy primero debe reconoterse que la
esterilidad no es una cantidad medible. Un simple vial es
estéril o no lo es. Fara un llenado asépticoy no se pueden
tener bastantes muestrss para  tener un  alto nivel de
confianza, asl que se trabaja a la categoris de "CERO
DEFECTOS" por lo que se debe proveer, cuantificar y validar
todos los sistemas que operan para producir un producto de
calidad estéril.,

l.a calidad del aire como una de las  respuestas de)
filtro HEFA (High Efficiency Farticulate aAir) debe ser
clase 100 continuamente, El aire provee un efecto purgante
en donde existe la posibilidad de la existencia de productos
o componentes contaminadosy luego el mds grande peligro para
la esterilidad son probshlemente 1los operadores, Cada
esfuerzo debe hacerse para minimizar el contacto del
operadory, o0 138 cercaenia de ¢l a los viales. Cuando ésto no
es posible, puede hacerse necesario la accion de aire
purgante de cubiertas de flujo laminar para evitar
turbulencias,

2.+— Prevencién de la Pirogenocidad de Productos Estériles
Terminados.

No solo los microbies vivos son peligrosos al
encont.rarse en un 3rea o producto estéril. 8Sino que tambien
lo son los microbios muertos o bien los desechos de los
microbios. Estos contaminantes se llamen "FIROGENOS® y se
caracterizan por que al inyectarse al cuerpo causan
elevacién de la temperatura, escalofrios, dolores de
espalda, de piernas, malestar general, y hasta la muerte,

A difevencia de la esterilidad, la pirogenocidad es una
cantidad medible y la pruebas es descrita por la USP como
sigue! (la pruebha es realizads en tres conejos) si  ninguno
de los tres conejos muestra una elevacién  individual de
temperaturs de 0.6 grados centigrados o m4s sobhre su
respective ‘*temperatura de control o inic4al® y si la suma
de los tres aumentos méximos de temperatura no excede de 1.4
grados, el producto satisface las especificaciones de 1la
prueba de susencis de pirédgenos. La prueba con el Lisado de
Limulus Falyphemus, también impone ciertos limites (7).



%1 los materias primasy log vialeg y los tapones estdn
libres de pirdgenos es imposible que wun producto se
contamine por pirdgenos provenientes del aire contaminado va
que la calidad de contaminacion no  puede sernr lo
suficientemente grande para crear un  producto que quede
fuera de espacificaciones de la pruebs de pirdgenos despuds
de ser esterilizado, Esto seria particularmente si al final
del llenado el producto es esterilizado, pero en el caso en
que no ocurre asi, se debe asequrar de que se oestd
trabajando en un ambiente de aire de clase 100,

3.~ Prevencién de la Contaminacién de los Productos por
Particulas.

Los productos esteriles asl comp el area de llenado no
s0lo deben estar exentos de microbios vy pirdgenos sino
también de polva, pelusas, trocitos de vidrioy
metalyplastico, hule, cabellos o cualquier otro objeto o
sustancia semejante, ya sea que tengan un llensdo aséptico o
que sean esterilizadog al finzl del llenado pues representan
un riesgo pars el paciente.

Imagine usted una persona enferma de los ogjos que
necesita wutilizar unas gotas en cuyo interior hay pequeffas
particulas de vidrio, o bien un individup a8 quien debe
inyectarsele el contenido de una ampolleta que contiene
pequefios pedecitos de metal.

Las particulas estédn presentes en todas partes y se
pueden presentar en infipidad de formas y tamaffosy pueden
estar en el aire, en el techo, el piso, los muebles, la
ropa, etcs Asl gue para prevenir éste tipo de contaminacidn
se debe contar con un ambiente de trabajo adecuado.



CAPITULD I DISENO Y CONSTRUCCION DE UN AREA CONTROLADA

1.1, CONSIDERACIONES FUNDAMENTALES PARA EL DISERO DE UN AREA
CONTROLADA -

Fara disefiar un Area controlada es necesario hacer un
minucioso estudio sobre los factores que influyen directamente en
la calidad del ambiente de trabajo, entre estos factores se
pueden mencionar los siguientes (7) (9)2

1.~ Determinacion del tamaffo del 4rea.
2.~ Distribucidn del 4rea (diagrama de flujo).

3,~- Equipo inmévil.

1.1.1 DETERMINACION DEL TAMANO DEL AREA.

La planta debe estar diseffads y construida de tal manera que
pueds permanecer siempre limpia. Un 4rea controlada debe estar
diseffada de tal forma que se aisle del medio ambiente exterior vy
de tamaffo suficiente que baste para satisfacer 1la producciényg
siempre y cuando no sea menor de 10 metros cuadrados, contard
ademés con cubiculos adyacentes para que el personal se vista con
ropa estéril (10) (11).

El tamaffo de un &rea es especifica psra cada necesidad vy
dependersd de los siguientes factores.

3) Linea de Productos,- Una empresa puede producir toda la
gama de productos estériles! soluciones, oftalmicosy
inyectables, productes liofilizados, polvosy etcsy o
producir solo algunos de ellos.

b) Volumen de Produccidn.~ Es un factor determinante para el
cédlculo del tamaffo del 3rea. A mayor diversidad de formas
farmscéuticas por producir serd mayor el ndmero de
cuartos necesarios y posiblemente mayor la cantidad de
personaly y solamente que se cuente con equipo
modernizado el personal se puede veducir.



1.,1.,2 DISTRIKRUCION DEL AREA,

71 diseffo de un ares para productos estériles serd de tal
manera que permits la entrasda y salida del personal vy materisles
sin peligro de contaminacidén., El &rea de produccién de formas
farmacedticas estériles normalmente debe ser dividida en § &reas
seccionales (1218

- fArea de limpiexa.

- frea de preparacidn,

~ Area controlada o de llenado.

- Area de cuarentena.

Area de empaque.

Todas éstas 4reas deben ser diseffadas y construidas para
obtener facilidad de limpieza, operacién eficiente y bienestar
del personal, El disefio y control de un &rea controlads debe ser
planeada de tal forma que quede adyacente a8 las otras, con la_
finalidad de mantener las condiciones de asépcia en toda el area
de produccién.

Esto normalmente involucra divisiones selladasy generalmente
paneles de vidrio para mayor visibilidad y claridad. La entrada
a#l &rea controlada deberd ser solamente a través de puertas de
seguridad entre el 3reas controlada vy el cuarto de vestido, por lo
tanto, se diseffaré de tal manera que ambas puertass no puedan ser
shiertas a8 la vez.

En general los componentes de un producto preparado en drea
controlads deben fluir de la bodega ol

- Area de preparacién (todos los ingredientes de la féormula)d.

- Area de limpieza (los contenedores, ampolletas, frascos y
t.apones).

Todo el equipo vy suplemento de llenado debe ser estéril
viniendo directamente del proceso de esterilizacidn,
preferentemente & través de sutoclaves de doble puerta, Cuando
esto no sea posible se debe hacer por medio de paquetes con
enveltura doble vy serédn pasados 2 través de puertas de minimo
tamafio que puedan ser cerradas rapidamente bajo condiciones
asépticas.

La envoltura exterior de los paguetes debe ser desatada y el
contenido con la envoltura interior es recibido por el persanal
que estd dentro del dres controlada pava llenado y sellado.



Todas los componentes deben fluir con seguridad a8l drea
controlada pars el llenado del produclo en su envase apropiado.
Estos movimientos deben efectuarse de acuerdo 8 los  reglamentos
de las DBuenss PFréacticas de Manufactura en &reas estériles
respecto a8 la introduccion de materiales y equipo al &rea con
caracter estéril,

Del 4rea de 1llenado el producto debe pasar a3l &rea de
cuarentena donde debe ser retenido hasta que se realicen todas
las pruebas necesarias. Si el pruducto debe ser esterilizado en
si1 envase final, el flujo normal debe ser interrumpido después
que el producto sale del 4res aséptics de llensdo para ejecutar
el proceso de esterilizacién, Después de conocer el resultado de
las pruebas se esteblece la efectividad vy sequridad del producto,
s& pass al &vea final para su marcado y empagues. Algunas vetes se
pueden presentar algunas variaciones en édste diagrams de flujo
con la finalidad de obtener las necesidades especificas de un
producto individual o para facilitar su aprovechamiento (ver fig.

1.0,

ALMACEN > | DESENCARTONADO 2> | LAVALOD
> | ESTERILIZACION | <
A
A 4
FARRICACION > LLENALD > REVISION
v
ALMACEN | < ACONDICIONANIENTO { < MARCADO

Fig, 1.1 Flujo de materisles,



1.1,3 EQUIPD INMOVIL.

Ientro de un dres controlads debe edistir la minima cantidad
de equipo, por eajemplo! maguinas llenadoras, dosificadoras,
Jliofilizadores, gabinetesy mesasy etc. Este equipo permanece
dentro del 4rea de trabajo cubiertas todas sus partes mecénicas y
s0lo ocasionalmente llega a sacarse para recibir una limpieza
especialy para llevar a cabo la limpieza de éste equipo se debe
contar con manuales por escrito que describan  éste tratamiento
sin romper la esterilidad del &rea.

Dentro del equipo inmovil es importante mencionar?

- Equipo de fabricacion,

- Hornos y autoclave esterilizadores de doble puerta.
- Lavadoras de frascos, ampolletas y tapones,

- Engargoladoras.

- Dosificadoras de polvos.

~ Llenadoras y selladoras de ampolletas.

- Llenadoras para frasco ampula (liguidos y polvos).

Es importante seffalar 1la colocacidn de los hornos vy
autoclaves, deben ser de tamaffio adecuado dependiendo del volumen
de produccidn e independientemente de esto ambos deben ser de
doble puerta, comunicando 1la =zona de llenado con 1la =ona de
lavado.

1+2 CARACTERISTICAS DE CONSTRUCCION DE UN AREA CONTROLADA

finteriormente los cuartos de un &rea controladu ersn
construidos wusando materizl de contruccién tradicional como!
ladrillos, tablas, vyeso y pintura coman} pero debido a que con
éste tipo de construccién nunca se lograron las condiciones
ambientales requeridas de un &rea controlada éste acto fué puesto
~en manos expertas de ingenieros, arquitectos y diseffadores,
asesorados por técnicos de la industria farmescedtica que basan su
criterio en 1las buenas parédcticas de manufactura y en la
actualidad podemos lograr las condiciones deseadas en dichas
construcciones (13) (14).
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Hay wn ndmero de mnaterisles alterpativos que pueden  ser
usados en s construccién de cuartos controlados, tales como
laminas de acero inoxidable, tablarocs, laminacidn de aluminioy
plésticoy plastico laminado, fibra de vidrio y formaica.

lLos materiales mds comunmente empleasdos son las laminas de
acero inoxidable y aluminio, aunque 1las més indicadas son los
plisticons, plésticos laminados vy fibra de vidrio as{ como 1la
tablaroca, va que las superficies de metal son muy vulnerables a
la corrosidén y oxidacidn de tal forma que podrian ser dafladas
debido a que los cuartos deben fumigarse periodicamentey, por
ejemplo con formaldehido que es un fumigante popular de gran
efectividad, sin embargo produce alts humedad durante la
gasificacibn (11) (13) (15).

lLas superficies deben cubrirse con pintura epdéxica y para
cubrir el piso se utilizan baldosas,y resinas e incluso
laminaciones viniliecas que 3 veces se hacen polimerizar en el
mismo lugsr,

Al hablar de construccidén es muy importante tomar las
consideraciones necesarias en cuanto a3 la integridad y
elasticidad de los materiales empleados en el sellado de juntas
de paneles, la estabilidad de adhesivos usados, as{ como también
los materiales de paredes y techos deben ser compatibles con los
del piso, El1 materisl empleado debe ser ampliamente estable a los
ciclos de temperatura y humedad.

La presurizacidn es una de las funciones méds importantes &
considerar en el diseffo de un dres controlada, se recomiendan
monitoreos Y alarmas de presién en 4reas estériles y
mantenimiento de una presidn de 0.05 pulg. de agua, entre dos
dreas limpias adyacentes, Habrid taombién puertas de entrada vy
salida interpuestas, dado que el 4&rea nunca deberd estar
directamente expuesta 3l ambiente circundante.

Lo ideal es un inyector de ashastecimiento vy un  retorno de
aire, Si se quiere un deshumificador se debe poner mucha atencion
en ls selecidon de una unidad sequra, que no vaya a ser causa de
deshalantes, La bhermeticidad del suministro y del ducto de
retorno  es de lo m3s importante} se recomiends affadir o utilizar
un  ducto de alta presidn de construccién esténdar y que tenga
los orificios de pruebs estrictamente necesarios.

A continuacidn se darsn 1as caracteristicas de construccidn
de cada una de 1las dreas involucradas en 1a preparacidn de
productos  estériles. Estas &reas deben estar adecuadamente
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equipadas para que la temperatura, humedady iluminacién vy
ventilacién sean combinadas para el confort del personal que alldi
labore.

1.2.1 AREA DE LIMPIEZA.

El 4rea de limpieza debe estar construida para soportary
humedady vapores y detergentes. Los techos paredes y pisos deben
ser construidos de material impermeabilizante de tal manera que
1a humedad corra y no la retenga.

Iebe haber precauciones para prevenir la acumulacidn de
suciedad vy el desarralle de microorganismos especialmente por la
presencia de alta bhumedad y cslors Esta drea no necesita ser
aséptica pero si limpiable y permanecer siempre limpis y se deben
tener ciertss precauciones para prevenir 1la contaminacidn en el
area controlada,

1.2.2 AREA DE PREFPARACION.

En ésta 3rea todos los componentes de la formulacidén son
mezcladosy, a8si  que agquil las condiciones de limpieza del equipo
toma un papel muy importante, no es esencisl que éstas dres sea
aséptica, sin embargo se le considers como taly por lo tanto, los
controles de limpieza deben ser mds estrictos que en el drea de
limpieza,

Los gabinetes vy mesas preferentemente deben ser de acero
inoxidabley los muebles deben ser pegados a la pared, los techos,
paredes vy pisns deben ser lisos. Es conveniente dar un acabado
con una capa de pintura epdxica o de vinil para obtener wuna
superficie continua libre de agujervros y grietass. Todas las
superficies deben lavarse a intervslos regulares para mantener
una limpieza completa.
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1.2,3 AREA CONTROLADA.

Esta

requiere una construccién especial diseffada para

obtener méuine sequridad, las caracteristicas se pueden enumerar
de la manera siguiente?

1.~

o I

o

4,-

Se=

b4~

l.e  superficie internas de las paredes, techos vy
pisos debe ser!

- Lisa.
- Impermesble.
-~ No desprender o acumular materio particulads.

~ Permitir repetidas aplicacionés de agentes de
limpieza vy desinfectantes,

- Debe ser libre de grietas y agujeros.

- Evitar formacién de escalones.

Fars reducir 12 acumulacién del polve vy facilitar la
limpieza deben ser?

- Exenta de bordes y salientes.

- Los &ngulos que forman las paredes y éstas con el
techo y el piso deben ser redondeados.

Falsos techos (si  las hay) deben ser adecuadamente
sellados para prevenir 1la contaminacién del espacio
sobre ellos,

El recubrimiento de pintura epdxica de pisoe a8 pared
deberd ser .continuo, si se emplean léminas de
materisles de construccién, las Juntas deben ser
selladas y emparejadas para evitar trampas de polvo.

Las ventanas no tendrén posibilidades de abrirse vy el
vidrio se ajustard con cordones de goma. Los vidrios asi
como el marco para su aplicacién serdn de 4ngulos
redondeados vy las juntas lisas, de tal modo que no
ofrezcan rincones donde puedan albergarse particulas.
Las wventanas internas vy externas serdn dobles para
evitar escalones,

Las conexiones eléctricas de iluminacidén Y conexiones
eléctricas para luz ultraviolets permanentes deben astar
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empotradas en las paredes o convenienlemente ocultas vy
los sistemas de encendido deben  tener un  sistoems
automdtico que permita ponerlas en servicio cuando se
apage la Juz y viceversa.

Las conesiones de gas, aire comprimido, vaclio, elcey
también deben permanecer ocultas en el interior sole
debe haber las llaves de salids tlpn hospital,

Toda la tuberia y cebles permanentes deben ser
acanalados y ocultos,

L& tuberia deberd ser fabricada de mateviales
resistentes a la corrosidn y de propiedades no fragiles.

l.as  instaslaciones eléctricas deben ser antideflagrante
¢ impermeables para su adecuads limpieza.

l.os artefactos deben colocarse al nivel del techo o de
la pared,

Las lémparas de luzx ultravioleta deben preveer un
sistema automdtico que permitas ponerlas en servicio
cuando se apaqga 1a luz de iluminacidn normal.

l.as mesas bancos y asientos deben ser de un material
que no libere particulas, como de acero inoxidable o
plastico y su contacto con el p150 debe ser minimo para
facilitar su limpiexs

l.as instalaciones en general deben presentasr facilidad
para desmontarse y reinstalarse en un futuro préuimo.

El aistema de construccidén debe cumplir con estatutos
de construccidon cddigos y regulaciones relacionados con
la elaboracidn de productos farmescedticos estériles,

El sistema de construccidn debe ser una inversidn
econdmica.,

El  buen manejo es muy importante ya que se indican
estanddres de alta precision que son de consideracién
especial.,
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Gi an la construccion de un  drea controlada s0N
considerados todos estos puntos, puede asequrarse que como
resultado se obtendrdn un producto de cslidad estérid.  No
obstantey la experiencia ha reportado algunas  variantes, pero
apegandose a las normas exigidas por los organismos
gubarnamentales dee la industria farmacedtica obteniendose
resultados satisfactorios, :

1.3 DESCRIPCION DEL AREA CONSTRUIDA

El - &rea consts de una superficie de 13 3 20 mts. (3460 mis,
cuadrados?), la cual fud subdividida en dos zonas (fig. 1:3)¢ zona
contraolada y zona no controlada.

Las caracteristicas de construccidn cumplen tcon las
especificaciones del punto 1.2.37 su construccién es s base de
tablaroca.

1,3.1 DESCRIPCION DE LA ZONA CONTROLADA.

lLa =ona controlada (estéril) es dividida en dos secciones?

- Seccidn de llenado de antibidticos (polvos)d.
~ Seccién de preparacion y lNlenado de soluciones
inyectables.
La Seccién de Llenado de Antibidticos.~ consta del
- Cuarto de desvestido (zonza negra).
~ Cuarto de vestido (zonas gris y blanca).,
=~ Cuarto de esterilizacién y enfriamiento.

- Seccitn de llenado,

Esclusa.

Todas éstas con control de luz W vy aire filtrado, a
excepcidn del cuarto de desvestido que no tiene luz uliravioletas.
El cuarto de vestido consta ademds de su lavamanos con  jabhonera
(zona gris)y una banca que divide la zona gris de la zona blanca
Yy un espejo en la =zona blanca ' que sirve pava verificar el buen
vestido.



Fig. 1,2 Ubicascion del srea controlada
en @l ares productiva,
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La escluss situads dentro de la zona blanca es el lugar por
donde  entran y salen los materinles y en donde se colocardn  los
meteriales durante un determinasdo tiempo en exposicién de luz W
ademds presentars presion positiva para evitar 1la entrada de
contaminantes al drea,

La Seccién de Fabricscién y Llenado de Soluciones.~ Consta de?
~ Cuarto de desvestido.
= Cuarto de vestido.
- Cuarto de esterilizacién y enfriamiento.
~ Seccion de preparacion de soluciones inyectables.
- los secciones de llenado de ampolletas.
- Beccidn de llenado de frasco vial,

- Esclusas.

lLas condiciones en esta =ona son similares o las ya
descritas para la zons de llenado de antibidticos.

1.3.2 DESCRIFCION DE LA ZONA NO CONTROLADA.

En la =ona no conbrolada (no estéril) se encuentran
incluidas 1las secciones necesarias para llevar 8 cabo les
procesos asudiliasres de 1a fabricacién, desde la entrada de los
materiales hasta la entregs del producto terminado a3
acondicionamiento sin  incluir el proceso de llenados, Estas
secciones son las siquientes!

~ Seccidn de desencartonado.— En esta zona se reciben los

materiales en su empaque original vy es donde se  despo,jan
de las cajas de cartdn pasandose a3 charolas de acero
inoxidable. ,

- Seccidn de lavado.- Esta seccién une 3 1las dos zonas
controladas y consta de m3quinas lavadoras, estufa vy
autoclave de doble puerta, ..

- Seeccidn de revisidn.~ Agul se lleva a cabo la revisidn del
producto  terminado para determinar particulas en
suspensidn, asnomalias en el selladoy, defecto de frascoy
etc,

- Seccidn de marcado.~ Es el dltimo paso del producto donde
es marcado y enviado 8 scondicionamiento.
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1,3.3 SISTEMA DE CONTROL AMEIENTAL.,

£1  4res controlada tiene sistema de lux UV con lamparas de
cdtodo caliente empotradas en la parte del techo en un  admero
suficiente que permite  tener un  ambiente controlado, 56
encuentran laémparas de luz UV en cuarto de vestida, cuarto de
enfriamiento, 2onas de llenado vy en esclusa (fig. 1.4).

Consta de flujo de aire acondicionado y filtrado a través .de
filtros absolutnsy teniendo una rejilla de entrada dé aire
colocada en la  parte superior del drea de tal manera que 1la
direccidn sea hacia las rejillas de salida colocadas en 1a parte
inferior opursta a la rejilla de entrada, evitando gue se formen
turbulenciasi en la zona de liquidos estdn con direcciédn hacia el

pasillo que une cada una de las secciones, permitiendo la salida
del aire o través de las puertas obteniendose una presidn
positive econstante, se presenta unae rejilla de entrads en cada
una de las seccionas de esta =ona. En la =zona de llenado de
antibidticos se tiene el miswo sistema de entrada vy salida de
aire (‘Figb 1.5).,

. Ambas secciones constan de un mandmetro gue mide la presidn
del asire, registrandola en pulgadas de agua, también estan
-equipadas con un higrometro y un termémetra.
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CAFITULD II CONTROL PARA EVITAR LA CONTAMINACION

Con el fin de mantener estéril un producto @ lo largo de  su
fabhricacidn es necesario efectuar uns serie de procedimientos
destinados & dmpedir la contaminacidn de  las  herramientas,
materiales v utensilios emplesdos durante su procedimiento, Estos
procadimientos se conocen  en  conjunto como técnicas de
sanitizacion.

En la actuslided  se emplesn dos médtodos que ayudon a  la
prevencidn de la contaminacién .
- Métodos fisicas.

- Métodos gquimicos

2,1 METODOS FISICOS.

L.os métodos fisicos empleados corrvectamente resultan ser muy
efectivos para la eliminacidn de microbios, pirdgenos y algunaos
ayudan a dissinuir la cantidad de particulas en el ambiente.

Los métodos fisicos més comunmente empleados soni

2,1,1 Aire filtrado

2/1.2 Luz ultraviaelets

2.1.3 Calor

24144 Filtracidn de liquidos (micro y ultrafiltracidn)

2:145 Destilacidn

2,1.1 AIRE FILTRADO.

En  las salss aséplicas destinadss al llenado de soluciones
estérilesy debe haber wventilscidn con  aire adecuadamente
Filtradn, debe mantenerse en todo tiempp una presidn positive del
aive, de manera gque cuando se abran las puertas no penetre aire
sin  filtrarv,El aire debe Tiltrarse psra quitarle el polvo y 1las
particulas cargadas de hacterias,
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El aire puede esterilirarse por filtracién, éste método ha
adquirido una seguridad y comodidad de manejo y &l incluir
instalaciones de luz ultravioleta en los ductos se abtiene mayor
confibilidad en su esterilizacidn,

El control de la contaminacidn de up ambiente comienza con
medidas destinadas a evitar el ingreso de envases, cartoneria o
recipientes portadores de particulas.

Fara obtener la limpiezs del aire se han estudiado varios
medios de recirculacidn de aire o de filtracién logréndose en el
mejor de los casns la eliminacion de las particulas.

Fara obtener unas uniformidad en la distribucién del drea V¥
para mantener vy vreducir la contaminacién es de fundamental
importancia estudiar el flu,jo de aire en el ambiente
acondicionado, teniendose dos diferentes categorias de flujo del
aire,

- Flujo convencional o turbulento.

- Flujo laminar

Flujo Convencional.

La velocidad del asire de una &rea controlada con un sistems
de flujo convenciongl es de cerca de 0.25 m/seq, una velacidad
inferior no permite el intercambio de pdrticulas mientras que una
velocidad mayor causaria excesiva turbulencia,

E1l ndmero de cambios de asire serd de 12 a 30 veces/hora,
proporcionando una concentracion de 1 750 000 - 3 500 000
partidculas/m3 wutilizando el limpiador de acondicionamiento de
filtros de . alta eficiencia.

Flujo Laminar,

La obtencién de un aire pricticamente estéril se debe al
empleo de filtros absolutos conocidos como HEPA (High Efficiency
Farticulate Air) desarrollado por la Comisidn Nacional de Energia
Atémica de los Estados Unidos en 13 década de 1940 (19).
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Los filtros absolutos son los filtros finales de un  sislema
que comienza por los prefiltros, que eliminan el 98Z de las
particulas de § micras o mayores y cumplen el doble propdsito de
proteger los filtros finales por retencidn de las particulas vy
crean una caids de presidn que ayuda a la distribucién uniforme
del aire (4).

l.as particulas del ambiente suelen ser de diferente
tamafioy, 1las mavores por efecto de la gravedsd caeny, Yy 1o hacen
con movimientos mas o menos complicados, pero cuando su tamaffo se
haya por debajo de 0.8 micras las particulas se agitan por un
movimiento HBrowniano que 1las wmantienen en suspensién en la
atmésfera. Camo consecuencia siempre existirdn =zonas de
turbulencia en donde también las particulas depositadas serén
atraidas hacia ellas, formandose verdaderas bolsas de polucién.
En tales condiciones no puede ejercerse auténtico control de
particulas, ya que no se puede preveer su distribucién en la
sala.

L.s norma Federal Standard 209 (5) d& una clasificacidn de
cuartos limpios que depende del contenido de particulas del aire,

8Al.A DE CLASE 100, Contiene 100 particulas o menos de un
tamafo igual o mayor de 0.5 micreas por pie cdbico de aire (3.5 -~
4,0 particulas por litro) y no contiene particulas iquales o
mayores de § micras. Esta es 1a calidad del aire que results por
tratamiento coan el sistema de flujo laminar y es el que se
persigue al diseffar una 3rea estéril (se estudiard posteriormente
en éste capitulo) (20) (21).

SALA DE CLASE 1 000, Contiene 1 000 particulas o menos de un
tamafio igual o mayor de 0.5 micras por pie cdbicc de aire (35 -
40 particulas por litro) y un miximo de 10 de 5 micras en iqual
volumen.

SALA DE CLASE 10 000, Asi se denomina a la sala o ambiente
cuya cuenta no excede de 10 000 particulas por pie cfdbico de aire
(350 -~ 400 particulas por litro) de 0.5 micras y mayores de las
que solo 65 por pie cidbico (2.3 particulas por litro) podrdn ser
de 5 micras o mds.

SAalLA DE CLASE 100 000. En éste caso la cuenta no excede de
100 000 particulas por pie cdbico de aire (3 500 - 4 000
particulas por litro) de 5 micras y mayores: Asi se define la
sala simplemente °"LIMFIA®. )



lLas condiciones de humedad y temperatura son las miomas para
las diferentes clases de ambiente (4) (3)3

8) Humedad Relativa.— Un promedio del 4%Z con tolerancia de
més menos 107% para el caso general y de wmds menos G4 para
las elabovaciones sensibles a la humedad del ambiente.

b) Temperatura.— 19 a 25 grados centigrados con variaciones
de m3s menos 2.5 grados centigrados para los casos
corvientes vy no mds de 0,25 grados centigrados parva las
operaciones sensibles 3 la temperatura,

FPara poder alcanzar los niveles de limpiezsa de 1a clase 100,
se pensé en la necesidad de acondicionar el aire no solo en
cuanto a temperatura, humedad vy limpieza sino también 3 1la
direccién de su corriente, y de ésta manera surgid 1la idea de que
todo el techo se construyera de filtros HEPA y se lanzara un gran
volumen de aire con velocidad de flujo uniforme en sentido
vertical vy que ademds ese flujo fuera recibido por debajo de un
piso enrejado para que se lograra el efecto de flujo laminar.

Cuadro 2.1 Clases de Aire Limpio.

Maximo ndamero de Maximo ndmero .de
Clase particulas de ta- particulas de ta-
mafio igqual o mayor maffo igual o mayor
de 0,5 micras de 5.0 micras
: X
100 100 (3.9 | = memeemme—
X X
10 000 10 000 (350) 65  (2,3)
X X
100 000 100 000 (3 500) 700 (25)

X Farticulas/litro (sistema métrico)

l.a Federal Standard 209 define el flu,jo laminar como *Flujo
de aire por el cual la totalidad del aire de un  recinto se
desplaza a8 una velocidad uniforme 3 lo largo de lineas paralelas
de flujo con el minimo de turbulencias® (95).

Esta norma establece para éste flujo vertical 1a velocidad
de 90 ft/min (27 mts/min) como la necesidad para 1z eliminacidn



de das particulas del aire sin afechar el confort del operador.
El proceso es continuo v por lo tanto el opevador no se¢  enfrenta
dos  veces con el mismo aire. Cualquier particulas que ¢l  mismo
libere en cuestién de sequndos y 3 una velocidad préxima de los
2 Kn/hr se elimina de la zona de trabajo.

Con  los sistemss de aire scondicionado el sire se cambia
alrededor de 12 veces por hora, mientras que con el flujo laminar
alcanza a cambiasr 10 veces mds obteniendose un aire 500 veces més
Idmpio.

Algunas de las ventajss del sistema de flujo laminar son las
siguientes?

1+~ Provee un gire ultralimpiosr ne turbulento.
2.~ El sistema permite la autolimpieza del aire.
T~ Elimina la contaminacion cruc-ada.,

4,~ Tientro de ciertos limites permite alguna libheralidad
respecto de las rigidas normas que se imponen al
aperador en las zonas eslériles.

Principio del sistems de Filtracidén y Flujo Laminar.- La
instalacidn se divide en dos partes (4)@

- Un sistema gque se haya constituldo de inyeccidn de airve
destinado a8 mantener un flujo constante.

-~ Un sistema que permite una mezcla de aire fresco con aire
primaria en movimiento, a fin de alcanzasr los niveles
deseados de temperatura y humesdad.

for regla gensral, es necesario que la velocidad del flujo
de aire que se adople sea proporcionsl a la  actividad que se
desarrolle en la sala.

En 13 sala se puede instalar 3 tipos de flujo?l

~ En vertical en donde el aire se desplazas del techo 8l
pispe.

~ E1 horizontal en donde el aire va de una pared a3 la
apuesta,

~ E£1 misto en donde el aire va de una pared'al pisa o del
techo a la pared justo por arribs del nivel del suelo,

2
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Es interesanbte ls comparacidn de uny dres controlads con  f£lujo
tradicionsl  conbra  un lominar, En un  dia de labores  las
particulas ascienden 8 cercs de 35 000 000/mn3 en un  flujo
tradicional con turbulencia y s 35 00003 con flujo laminar (16).

COMPARACION FLUJO LAMINAR VS TURBULENTO

Fart./m3
!
3.5%10 ~
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7 : ] L] ‘ + L2 L] . 1] * L]
3.5410 -
6 1
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Fige 2.1 Compargcidn de flujo laminar vs turbulento.

Precipitador Eléctrico.

La esterilizecidon del aire por éste método se efectaa de la
siguiente manera! el aire a3 tratar, pasa a través de una serie de
rejillas cargadas de potencisles eléctricos., lLas particulas se
cargan pasitiva o negativamente vy son atraildas por los elementos
de)l filtro de carga contraria los cuales estédn cubiertos con
adhesivosy lo que hace que las particulas queden atrapadas. lLos
filtros se lavan periodicamente (9).

Un circuito convierte 115 volts de corriente alterne a 1la
tension continua de alto voltaje necessrio para la operacién del
precipitador eléctrico. E1 transformador eleva primero el voltaje
de la linea a2 3 000 volts, ésle alto voltaje es rectificado  por
el tubeo de vaclo y este es convertido en corriente continua
siendo splicado & las refillas,



2.1.2 LUZ ULTRAVIOLETA,

Los rayes de lyz ulbrasvioletls Lienen una acoion
antibacteriano, produciendo una accidn desinfectante en  una
superficie directamente irradiada,. Estos ravos penetran la
mayorfs deo los  mater] 26 produciendo algunos e Los en  la
superficie, con 1a principal excepcidn de la penetracion limitadas
a8 través del asire y agus pura (220,

1

lLlos rayos de lux ulravioleta viajen solo en lines recta, son
irritantes a la piel y particularmente a los o,jos humanos. FPor
esn e) personal en éatas dreas debe tener proteccidn al exponerse
directemente 3 1a irradiacidn,

Las lémparas de luz ultravioleta son instaladas para proveer
una radiacioén directs y otras indirecta. La irradisacidn directa
en un cuarto de personal, no se presenta un medio valuasble para
reducir 1a cuenta bacteriana en superficie de trabajo y pisos. La
irradiacidn local tiene que ser ussds en instalacidn de tipo
capucha sobre el llenado y otras operaciones del proceso para
protecci6n contra la contaminacidn, las lémparas de lus
ultraviolets usualmente estan empleadsas en conjunto con  flujo
laminar, da una irradiscidn adecuads letsl para microorganismos
que estén portados en la corriente de aire,

Para poder matar con irrvadiacidn las bacterias necesitan
estar por tiempo suficiente con una intensidad efectiva, es
necesario saber que las bacterias tienen una disminucidn en el
crecimiento por la emxposicidn 2 la irradiacidn letal, debido a
que éstas radiaciones ocasionan reacciones quimicas en  los
componentes vitasles de la célula, particularmente a8 nivel de
dcidos nucléicos de tal accidén resulta la muerte de la céluls
(23) (243,

La luz ultraviolets estd constituida por fotones de baja
energlia intrinseca. El mdximo efecto de la luz ultravioleta estd
entre 240 - 280 nm. A 280 nm tiene un fuerte poder ‘hactericida
que resulta ser peligroso para el personal que labora sin
proteccién en las dress irradiadasy provocando eritemas vy
conjutivitis (4),

La mayor accidn germicida se obtiene a 245 nm. La radiacidn
empleada en 13 préctica es la que corresponde a 2B3.72 nm ¥y es
producida por 13 lamparas de mercurio y corresponde al 757 de la
éptima, Hay que tener @n cuenta que la relacidn entre intensidad
de  radiacidn y tiempo de exposicion del material es constante
(10,
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Lo practico do los rayos de luz U, son las ldmparas de
vapor con cdtodo caliente de mercurio, Las lémparas usan un tubo
de  vidrio de tal meanerva gue los rayos pasen hacia afuera, el
vidrio regularmente cambia en su estructura de cristal con el uso
ocasionando que el paso de los rayos sean reducidos gradualmente.
Es requerida una irradiacién de intensidad de 20 microwastts/cmd
pars lograr actividad antibacterians efecliva,

Evaluacién de intensidad y accién antibacteriana de la luz UV,

La luz W es medids por horas de viday el cambio de la luz
UV debe hacerse cuando tenga de 30-35%Z nmenos de la lecturs
intcisl, aseguradndose de que la limpiexa del tubo ses correctsa v
no sea ésta la causa de la disminucién de potencia de la luz UV,

Un método pars evaluar la laz U, es exponiendo una
suspensidn  de células bacterianas 8 las radiaciones ultravioleta
por un tiempo determinado. Una parte de la suspensidn se siembra
en placas inmedistamente después de .13 exposicién y se incuba  en
la aobscuridad para determinar el ndmero de "supervivientes®' (25).

Mecanismo de muerte por luz ultravioleta.

El mecanismo fundasmental a nivel molecular de la muerte por
UV, es probablemente la lesidn irreversible del [INA que es de
dos  tipost mutaciones letales y wmodificeciones quimicas que
interfieren 1la subsiguiente replicacidn del INA (por ejemplo
uniones cruxadas entre las hases). El namero de supervivientes
observados a3l estudisar una suspensidn celular irrsdieda, asi como
el namero de mutantes aparecidosy estd en relaciédn con 13 rapidex
en la reanudacidn del crecimiento (22) (24),

2.1,3 CALOR,
Calor Hadmedo.

Esta técnica es la més usada, para esterilizar todos los
materiales a8 excepcidn de aquellos a los gue podria alterar. Es
répiday, todos los organismos son sucepiibles y el agente penetra
entre los recodos alcanzando lugares que podrian permanecer
inatscados por los desinfectantes gquimicos, lLos hongos, la mayor
parte de los virus y las células vegetativas de variag beacterias
patdgenas s esterilizan de S50 - 70 grados centigrados en pocos
minutos (4) (23) (246).
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Fuesto que parsa los medios de cultivo es esencial la
esterilizacidén lo mismo que para algunos instrumentos usados en
la técnica de llenado se ha usado un autoclave con vapor 8 1la
temperatura de 121 grados centigradns durante 15 a8 20 minutosy
temperaturs que alcanza el vapor a8 una presidn de 15 1b (1 atw)
por pulgada cuadrada sobre la presién atmosférica en puntos
situados aproximadamente al nivel del mar (27) (28) (29).

Al usar el autoclave es importante que la corriente de vapor
desplace el aire antes de que aumente la presién. Cuando el vapor
se halla mezclado con el aire, 1la temperatura viene determinada
por 13 presidn parcial del vapor de agua, de aqui que el wvapor
saturado (libre de aire) a 15 1b (1 atm) de presidn manométrica
tenga una temperatura de 121 grados centigrados. De hecho, el
efecto del aire es siempre nocivo puesto que siempre tenderd a
permanecer no calentado en el fondo de la cémara,

Es tombién importante que los recipientes tengan un cierre-
adecuado y no estén completsmente llenos de liquido, & fin de
permitir ls libre ebullicién del liquido durante el caleptamiento
y la libre ebullicién del liquido sobrecslentado cuando descienda
la presidn de vapor,

Con objetos voluminosos o con grandes voldmenes de liquidos
es necesario una mayor pevmanenciaz 8 fin de permitir que el calor
alcance la totslidad del materisl.

l.a sensibilidad de un organismo a8l calor &€ express con
frecuencias en la practica por el punto térmico mortal, que es ls
temperaturs mds baja, a ls cusl una exposicidn durasnte 10
minutos, de un determinado volumen de caldo de cultivo o de una
suspensién turbia de células conduce 2 su esterilizacién. Se ha
encontrado que ests temperatura son 120 grados centigrados paras
_ lag esporas mas resistentes.

Egste criterioc cualitativo ha sidao sustitueido por una
determinacién cuantitativa del ondmero de supervivientes en
diferentes tiempos y puesto que la muerte por el calor posee una
cinética exponencial simple, el grado de muerte puede expresarse
en términos de la constante K (dependiemte de 1s temperatura)}

ln N/No = -kt

El mecanismo de esterilizacién por calor implica,
evidentemente, una desnaturalizacion protéics, De asqui que el
grado de temperatura necesario sea aquel en que se degnaturaliza
la mayor parte de proteinas; ademds, tanto la esterilizacion como
la desnaturalizacidn proteica tienen un coeficiente térmico
elevado.



Ciclo de esterilizacidn,

Comprende el tiempo necesario para desarrollar todas las
gperaciones que corresponden a un proceso de esterilizacidn
completo.

Es necesario tener en cuents que el tiempo de esterilizacidn
ge toma desde el momento en que el material ha alcanzado la
temperatura de esterilizacidn, Este periodo se debe determinar
en forms experimental para cads caso (estd vinculado con su
naturaleza y volumen) siendo mayor para los materiasles envasados
en recipientes cerrados hevméticamente,

El autoclave dehe ser sometido & pruebas de presidn
hidrostética con un exceso no inferior al S0Z de la presion de
trabajor no se deben observar pérdidas de liquido en ninquna de
las conexiones ni deformaciones ni en la cubierta ni en el fondo.
Se debe controlar también hermeticidad en pruebas de vacio, 1a
seqguridad de 1a vdlvulas y el tiempo de conservacidn del vaclo en
13 autoclave cerrasday puede aprovecharse para determiner 1l1a
posibilidad de fugas de vapor. El control de 1la distribucién
homogénea del calor es importante sobre todo en las autoclaves
grandes lo que puede hacerse colocando termopares o termdmetros
de maxima convenientemente distribuidos en los puntos dudosos (3)
(4),

Leyes generales de la destruccidn de los microarqaniéuos por el
calor. .

- Primera 1ley.— Para una temperatura dada, el ndmero de
gérmenes o esporas sohrevivientes 31 tratamiento térmico, decrece
en forma exponencial en funcidn del tiempo de aplicaciéon del
tratamiento (30), .

Este decrecimiento representa la destruccidn de
microorganismos y la curva responde a3 1a siguiente ecuaciént

~Kt
N = No e

Donde t es el tiempo de tratamiento a una temperatura daday
siendo No el ndmero inicial de wmicroorganismos, cuando el ndmero
de sobrevivientes tiene un valor que equivale al 10%Z del inicial,
Comunmente a2 ese tiempo se le denomina D y su valor depende del
tipo de wmicroorganismo del medio en que se encuentre y de la
temperatura del tratamiento.
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- Bequnda ley.- Para una misma reduccién de una poblacién
microbiana dada, la duracidn del tratamiento térmico decrece do
forma esponencial en funcién de la elevaclidn de la temperatura.
Esta ley es definida por el pardmetro z, que es la elevotidn de
temperaturs que veduce la duracidon del tratsmiento a un décimo de
s valor,

Nichos fundamentos han dado lugav a un  wétodo allevnastivo
para validar la efectividad del proceso de autoclaveado tomando
como hases las formas microbianas mds resistentes @ la accidn
térmica (Bacillus stereothermophillus para calor hdnedo). Podemos
admitir que al ser eliminados éstos microorganismos los  menos
resistentes habrén sido por lo tanto tembién eliminados.

Se deben tener datos confisbles y altamente precisas pars
identificar dos variables més!

a) El efecto térmico real del proceso de esterilizacidn en
puntos representativos dentro de la cdmara del autoclave.

b) Datos acerca de la penetracidn del calor a8l producto  en
cada tipo y tameflo de envase Bl ser esterilixado, wusando
termopar el cual es sensible y repetitivo 8 cambios de
temperatura tsn pequefios como 0.1 grados o menos, la
pequefla fuerza electromotriz producide en la Junta
bimetdlice del termopsr es amplificada electrénicamente
por instrumentos fuera de 1la caémara. El termopar entonces
es conectado de tal manera que la temperstura puede ser
medida y registrada.

Calor Seco.

Segdn se sabe, cuando las bacteriss y los virug se encuentran
80C06y necesitan, &l iqgual que las enzimas aisladas, uns
temperatura més elevada para que se produ=ca una lesién
irreversible, La esterilizacién segura wediante calor secos
requiere de temperaturas elevadas superiores 8 160 grados
centigrados durante dos horas. El calor seco tiene el
inconveniente de que el aire caliente penetra en los materiales
porosos con mucha wés lentitud que el vapor} asi, después de una
hora a 160 grados el interior de un gran paquete de compreuas
quirdrgicas puede no alcanzar adn los 100 grados centigrados. Lo
esterilizacion por el calor seco se ussy en general sédlo pars
ob,jetos metdlicos y de vidrio (4),

Se puede aplicar por accién directa de 1o llema con 1o
finalidad de esterilizar ipstrumentos de wuso accidental y so
aplicard de modo que la llama toque toda la superficie ded objelo
y que su masa llegue a la temperatura del rojo sombra.
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Con mds frecuencie se aplica el calor seco calentando el
aire en el interior de una estufa disefNada especialmente para ese
fin, El disefio debe asegurar una distribucién homogénea de la
temperatura, Para cumplir con ese requisito indispensable es muy
importante tener en cuents la naturaleza de la fuente del calor vy
s ubicacidn con respecto a8 la estructura metdlica de la estufa.

Naturalmente que se debe determinar el tiempo de
esterilizecidon a8 partir del momento en que la cémars vy el
material alcanzan la temperatura seleccionada, en éste sentidoy
las farmacopeas difieren tanto en la medida de la temperatura
como en el tiempo necesario, algunas exigen una temperatura de
160 - 170 grados centigrados durante una horay la USP indica dos
horas a8 170 grados centigrados. Eg conveniente cargar el material
cuando la estufs estd o la temperatura ambiente porque su
naturaleza, temaflo vy cantidad tienen también influencia sobre
éste periodo de calentamiento.

La dnica ventaja que podemos sefislar se refiere a los cas0s
en que sean necesario tener el producto estéril completamente
seco, como cuando se tratas de material de vidrio.

La construccidn de la estufs es relativamente simple, va que
consta de una cajay por lo general de cobre con una puerta
frontal y estanteris metélica con ingreso del aire caliente o los
gases de combustidn en la parte inferior con una salida regulable
colacada en la parte superior. La cslefasccién es regulable con un
termostato que la controle.

Entre los dispositivos mé&s importantes, consideramos de
interés los siguientes?

- La pared metdlica puede ser doble creando una cdmara de
aire entre ellas. .

~ L8 camara puede estar rellens con material aislante o
mejor dicho 1la pared externa estd recubierta por un
material aislante.

- El sistema de calefaccién puede estar colocado en la parte
lateral, entre las dos paredes, con una separacion que
facilite y oriente la conveccidn del aire caliente.

- Un circulador de aire colocado debajo de la columna de
calefaccidn, que provogque una conveccién forzads, aumentia
la homogeneidad y la velocidad del calentamiento,



2.1.4 FILTRACION DE LIQUIDOS,

La filtracidn es uns técnica de esterilizacidn que el
farmacéutico practice desde los tiempos mds remotosy en  formo
artesanals La evolucidn de su conocimiento desde el punto de
vista técnico, ha permitido integrar los factores que la componen
con @l cardcter de operacidn unitaria y lograr normas correctas
para resolver los mids diversos problemas de filtracidn, enssyo de
meterigles filtrantes, deleccidn de filtros, empleo y valoracidn
de los auxiliares de filtrecidn, etc. ().

La aplicacién de 1la filtracién a3 la esterilizsci6bn de
fluidos es una de las consecuencias de ésos estudiosy, cuya
aplicaci6tn con este fin permite la separscidn Ffisica de los
microerganismos del medio liquido o gas que los contiene por un
dispasitivoe poroso que los retiene por asccién wmecdnica basadas
en el tamafio de los poras y por adsorcién.

La aplicacién de 1la esterilizacidén por filtrecidn se puede
dividir en dos grupos? :

- Esterilizacién de 1liquidos, aguay agus destilada vy
soluciones para uso inyectsble.

- Egterilizacién de gases, en particular de aive y su
extensidn 8 la esterilizacidn de ambientes (visto en el
capitulo 2.,1.1),

Esterilizacidn de Liquidos,

l.os filtros que se emplean para este fin responden o
diversas formas y composiciéon quimica y deben reunir las
giguientes condiciones (4).

~ No alterar la composicidn ni los carscteres organolépticos
del liquido que pasa por él., No ceder materiales solubles
al liquido. : .

- Tener una porosidad uniforme en todes su superficie, sin
determinar mucha pérdida en el flujo del liquido.

- Retener los gérmenes con seguridad.

-~ Sopoartar las diferencias de presién necesarias para
obtener un caudasl eficaz y no sufrir alteraciones
estructurales por accidn de las soluciones.

- Ser facil de limpiar o de preferencia desechables,
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- Soportar la esterilizeacidn por el vapor a 121 grados
centigrados.

- Econbmico, no sélo en su costo directoy sino también en
las maniobras de preparaciOn y emplea.

Iebe considerarse que la filtracidn farmacéutica corrviente
es de elevada eficscia y que por lo comdn retiene todass la
particulas de wmés de § micras., EL paso hacia una retencién de
particulas del tamafo correspondiente a los microorganismos se
dio al principio con materiales cerdmicos como porcelanas no
vitrificadas, vidrio poroso ¥y placas de asbesto., Le sparicidn mas
reciente de las placas y sobre todo de las membranss desechables
para filtracion, las ha transformado en el elemento de accidn en
la esterilizacidén de soluciones perenterales.

Las resistencia al passo del liquida, que determins wuna
pérdida de cargs en la solucién a filtrar puede vencerse por el
empleo de bombas impulsoras del liquido, por presién ejercida
sobre el recipiente donde se ha preparado la solucién o por
vaciéd, Indudablemente 1la resistencisa es mayor @ medida que se
emplean membranas de poros mds finos, Casgi siempre se usan
membranas con poros de 0.22 o 0.45 micras, pero los fabricantes
proveen materiales que pueden variar su porosidad entre 12 micras
y 9 milimicras. Pueden emplearse las de mayor tamafo como
prefiltros, dejando para las de cerca de 0.22 micras ls
esterilizacidn propiamente dichs, evitando que obstruyan sus
poros cen rapidex,

Pruebs de Integridad de Membrana.

En #l método de esterilizaciéon por filtracién debe
verificarse ls integridad de sus filtros mediante la prueba de la
burbu,ja. Esta prueba se realiza para comprabar la integridad de
la membrans y asl tener seguridad del producto esterilizado por
filtracién (31) (32),

Toda membrana tiene uns presién preestasblecids minima que
resiste el paso del aire a3 través de ella, al aplicar presiones
superiores 3 1la minima preestablecids hay apertura de los poros y
permite el paso del aire, que es detectado en un recipiente con
agua donde se presents un burbujeo continuo (fig, 2.2),

Se recomienda que ésta prueba se hagse al inicio y al final
del proceso de filtracidn,
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Se humedece la membrana ya ses con agua o con el Jlquido
filtrante y se aplica presidn hasta que haya burbujeo en el
recipiente con agua y se lee la presion a 1a que se presentd
burbujeo, &ésta no debe ser menor a 1la preestablecida, Cada
membrans tiene su valor particular y varia con la marca.

Cuadro 2,11 Relaciédn de Porosidad y Presion de
las Membranas Filtrantes,

Porosidad Presion
0,22 micras 95 lbs.
0.45 micras 33 lbs.
1,20 micras 12 1bs.

En la practica de esterilizacidn por filtracién de
soluciones, 1la aplicacion més comin es la destinada & la
preparacién de inyectables en solucién acuosa, fraccionada en
ampolleta,

Fig, 2.2 Esquematizacién de la pruebs de burbuja,
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2.1.5 DESTILACION.,

Al hervir el agua se vaporizs dejando como residuos las
impurezas; a3l condensar estos vaporesy e obtiene sgus limpia,
exenta de los contaminantes que contenia a1l principio.

El aqus es el vehiculo que normalmente se usa para la
preparacidn de soluciones estériles, por lo que debe cumplir con
los requisitos indicados en ls USF para la prueba de pirdgenos.
El agua para inyeccidn 1libre de pirdgenos se prepara por
destilacidn, es preferible que el agua destilada se use
inmediatamente despuds de preparadsa, por lo regular en las
primeras 24 horas de destilada.

El agua debe destilarse adecuadamente, recogerse
cuidadosamente, protegerse de toda contaminacién y conservarse
libre de pirdgenos por un tiempo mucho mayor que el limite (24
horas despuds de destilada), por el contrario puede ocurrir que
se contamine en las 2 primeras horas y se wvuelva completamente
pirogénica en condiciones inapropiadas.

Estd permitido almacenar agus recientemente destilads para
usarla en el futuro en soluciones parenterales, esto se logra
envasandola en recipientes apropiados inmedistamente después de
destilada y esterilizandola rapidamente. El agua almacenada dehe
cumplir en todo tiempo las pruebas de esterilidad de la USF.

La especificacidn importante final es que debe demostrarse
que @l agua para inyecciones y el agua estéril estén libres de
pirdgenos.

La composicidn de los pirdgenos es de fosfolipidos vy
polisacdridos que enmascaran una proteina, Son 1los microbios
muertos o bien los desechos de los microbiosy, &stos provocan una
reaccion  similar 8 una severs reacci6n slérgica en la produccién
de fiebre, una migracién de linfocitos, completa actividad vy
liberacién de histaminas, 1la sobrerreaccidn como mecanismo de
defensa puede provocar la muerte o debilitar todo el sistems
circulatorio (33),

Los pirdgenas se presentan probablemente con mayor
frecuencia en el disolvente empleado para preparar la inyeccidn,
debemos recordar gque cuando se multiplican las bacteriss pueden
producir pirdgenos. Son muchas las precauciones que se deben
seguir en su slmacenamiento para evitar la contaminacidén con
pirdgenos. Es necesario mantener una temperatura superior o
inferior 38 la spropiada para el desarrollo bacteriano,
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El equipo puede ser fuente de contaminacidny, por lo que se
debe hacer una limpieza apropiada con abundante Jjabbon,
detergente, 4cido o 4lcalis, eviténdose la proliferacién de
bacterias en el equipo. Es esencial escurrir bien todo el equipo
después de lavarlo cuidsdosamentey, se debe dedicar igusl cuidado
al proceso de fabricacién. Conviene por lo tsnto preparar
unicamente el material que se usard en un dia de trabajoy vya que
la rapides desfavorece al crecimiento microbiano. El almacenaje a
temperaturas adecuadas o en presencia de conservadores evitard el
desarrollo de las bacterias, pero carece de sequridad de un
proceso que se lleva al término sin interrupciones,

Los pirdgenos son destruidos por Acidos, dlcalis y
calentamiento entre 200 -~ 250 grados centigrados durante 30
minutoss pero estos métados no pueden aplicarse a las soluciones,
ya que los pirdgenos atraviesan los filtros que detienen a las
bacterias. En la actualidad se estd usando el wmétodo de
ultrafiltracion para eliminar los pirdgenos,y que es una
filtracion fraccionada que elimina los solutos més finos
incluyendo pirégenos.

2.2 METODOS QUIMICOS.

Exigsten muchos agentes quimicos que sgon eficaces para
destruir los microorganismosy especialmente las bacterias, Hay
miles de substancias quimicas y de preparasciones que afectan 1la
vitalidad de los microorganismos} entre los principales agentes
antimicrobianos estdn los desinfectantes y el 6xido de etileno.

2.2.1 DESINFECTANTES.

l.os desinfectantes son letales para todo tipo de célulss,
Debido 8 ¢ésta inespecificidad, no es sorprendente que las
bacterias desarrvollan muy poca resistencis o éstos agentes. No
ohstante es muy arbitrario clasificar una substancia como
desinfectante, puesto que una gran cantidad de compuestos ejercen
una accién inhibidors del crecimienta bacteriano cusndo se hallan
en una concentracidn suficiente (34).

El hecho de que una substancis sea nutritiva o téwica pars
las bacterias depende con frecuencia de su concentracién. En
oposicién 3 lo que sucede con la mayor parte de agentes
guimioterépicos bactericidas, los desinfectantes actdan
directamente sobre las estructuras celulares,
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Fueden dislinguirse dos mecanismes principales?

- Iiselucion de los lipidos de la membrana celular (mediante
detorgenles digsolventes de lipidos).,

- Alteraciones irreversibles de las proteinas (por ejemplo,
oxidantes, agentes alquilantes y reactivos sulfhidricos),

E1 grado de auerte por medio de los desinfectantes aumenta
con la concentracién del compuesto y con la temperstura, al igual
que sucede con las reacciones quimicas. Los agentes
antibacterianos capaces de ionizarse como dcidos sen més activos
cuando se incrementa la acidez de la solucidn, entre tanto que lo
vpuesto es valido pars los reactivos catidnicos.

Con el fin de emplear caorrectamente los desinfectantes es
necesario considerar que?d

3) Uno de los factores esenciales para la efectividad de un
desinfectante, es su concentracidn,y generalmente existe
una concentracién adecuada para cada desinfectante,

b) Como método de defensa, los microbios crean resistencia
contra los desinfectantes vy es por ello que éstos deben
usarse en forma slternada,

Entre 1los desinfectantes més comunmente empleados en la
industria farmacedtica estén los siguientes!?

Fenol y Compuestos Fendlicas.— El fenol fué usado desde hace
muchos affos en las técnicas de asepcia y aunque es todavia un
desinfectante de uso comdn, hoy se cuenta con otros mucho méds
eficaces vy activos a concentraciones notablemente menores. Se
sigue empleando también el fenol como compuesto tipo o patrén con
el que se comparan los demds desinfectantes para estimar su
actividad hactericida. Este ensayoc se conoce con la denominacidn
de método del coeficiente de Fenol (25).

Coeficiente del fenol.- El coeficiente fendlice de un compuesto
es 1a proporcién existente entre las concentraciones
esterilizantes winimas del fenol y ls concentracidn necesaria de
un compuesto determinado, para lograr el mismo efecto, Para ello
se procede diluyendo un caldo de cultivo 1310 con wvarias
concentraciones de éste compuesto en diferentes tubos, el tubo
limite es aquel de menor concentracién en el que se produce una
total esterilizacidn de la muestra después de una incubacidn de
10 min., 8 20 grados centigrados; se recomiends la utilizacidn de
germicida a concentraciones 5 veces superiores a la existente en
el tubo limite de la prueba. Para ésta pruebs se wutilizan en
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general dos organismos, 8. typhosa como vepresentante del grupo
entérico y Staphylococcus sureus como el pricipal causante de las
infecciones en las heridas,

El coeficiente fendlico proporciona un indice atil paras
comparar distintos desinfectantes, De aqui que las
concentraciones de un desinfectante, [ necesarias para
esterilizar una poblacidn bacteriana en distintos tiempos =,
corvesponde generalmente a unag curvay en la cual puede sjustarse
mediante la ecuacidn?

La efectibidad de una técnica desinfectante depende con
frecuencia de la limpieza del material, la eficacia de un
desinfectante debe valorarse en las condiciones en que se usa.

Alcoholes.~ El1 alcohol etilico se emplea con mucha frecuencis
como desinfectante de la piel, para el uso general las
concentraciones entre 50-70% son las mids eficaces. Se afirma que
la concentracidn del 70X es la més efican como bactericida (23)
(3G,

El1 alcohol met{lico es menos bactericida que el etilico}
ademds es muy téxico. Los alcoholes superiores, propilicoy
butilico, amilico y otros son md3s germicidas que el etilico. En
realidad, hay un incremento progresivo del poder germicida a
medida que aumenta el peso molecular de éstos alcoholes.

Los alcoholes cosgulan las protelnas y este efecto explica
sy actividad germicida, son también deshidratantes. Farte de la
eficacia del alcohol como desinfectante de superficies puede
atribuirse a8 su accién limpiadora o detergente.

Jodo.~ E1 iodo es un agente bactericida muy activo y tiene 1la
singular propiedad de ser poco selectivo en su accidny
mostréndose eficaz contra toda clase bacteriasy tiene también
efecto esporicida} sin embargo 1la intensidad con que son
destruidas las esporas depende notablemente de las condiciones de
exposiciény por ejemploy cantidad de materis orgdnica presente y
grado de desintegracidn, Ademds es un poderoso fungicida y en
cierta medida antiviridsico. Los vapores de iodo son empleados
para la desinfeccidn de aire.

El fundamento de la accidn antimicrobiana del iodo no es
bien conocido, se supone que el iodo se combina con  alguna
proteina (quizd algquna enzima) con la consiguiente alteracidn de
una substancia esencial para la vida de las células,
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Cloro y Compuestos Clorados.- Existen muchos compuestos de cleoro
que pueden emplearse con mds facilidad que el claro libre por
edemplo hipocloritos y cloramings. La accion germicida del cloro
y sus derivados se realiza por medio del 4cido hipocloroso, ¢ue
se formas en combinaciébn del cloro elemental con el aguid, segdn la
siguiente reaccion,

Cl + H 0 —D HEl + HCl 0 (4cido hipocloroso)

2 2

Ilel mismo modoy los hipocloritos y las cloraminas forman
4cido hipocloroso después de hidrolizarse, E1 HClO que se produce
en cada caso se descompone ulteriormente como se indica @
continuacion?

formado por cloraminas,
HCl O €l , hipocloritos
’ <

-4 £

> RHCl + 0O

El oxigeneo desprendido en la reaccién anterior (oxigeno
naciente) es un poderose agente oxidante, cuyo efecto sobre los
constituyentes de 1la céluls destruye los microorgsnismes., La
accidn letal del cloro y sus derivados se debe también, en parte,
8 la combinacidn directa de aquel elemento con aslguna substancis
celular vy la consiguiente intoxicacidn de la célula.

Metales Pesados y sus Derivados.—- La mayor parte de los metales
pesados, sea como elemento o en ciervtas combinaciones quimicas,
ejercen efecto nocivo sobre los microaerganismos. Los méds activos
en éste aspecto son el Hgy, Ag y Cu. La accién antimicrobisna de
los metales y de sus compuestos se debe a la combinacidn del ién
metdlico con ciertas proteinas de la célulsy inactivéndolas.

Jabones y Detergentes Sintéticos.- Los jabones son sales de sodio
y potssio de 1los 3cidos grasos swuperiores, como grupo son
ligeramente germicidas y presentan accidn selectiva contra  los
microorganismos. [Disuelven los lipidos y desnaturalizan las
proteinas en las soluciones.

Compuestos de Amonio Cuaternario.~ La mayor partie de los
detergentes catidnicosg germicidas =1 sales de amonio
cuaternario. El poder bactericida de las sales de amonio es
excepcionalmente elevado contra las bacterias Gram (+), pero son
tambidén muy activos contra los organismos Gram (~). L.as
concentraciones bactericidas oscilan entre diluciones de wunas
parte en algunos miles a una parte en varios cientos de miles,
lLas sales de amonio cuaternario son también fungicidas y poseen
accidn nociva para ciertos protozoasrios patégenos. EI modo de
accion de los detergentes catidnicos desinfectantes no se caonoce
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exactamente, es posible que inactiven ciertas enzimss de los
microorganismos debido & su propiedsd de combinarse con las
proteinas y desnaturalizarlas) otra posibilidad es que alteren la
superficie de la célula, dando lugar a3 la fillracion de los
constituyentes celulares al exterior,

Aplicacidn de Agentes Sanitizantes,

Las actividades de desinfeccidén y limpieza se llevardn de
acuerdo a8l programa establecido (indicando fecha y nombre del
desinfectante) con el objeto de evitar 1la farmacidn de
microorganismos resistentes., Durante la limpieza del 4rea estéril
deberd usarse el uniforme estéril reglamentario (1),

Todos los dias se limpian paredes, techosy mesas, dtilec de
trabajo y suelo con soluciones germicidas mismas que se usarén de
acuerdo al programa establecido,

Cada semana fumigar cuartas, techos, paredes, plsosy
ventanas y equipo con soluciones gernmicidas de acuerde 3l
programa de desinfeccidn.

lLsas normas mencionadas anteriormente se efectuardn por
lavado, aspirasdo o cualquier otro método adecuado de limpiexa.
Nunca deberd usarse el barrido o sacudido en seco como método de
limpieza en un sitio donde se fabrican productos estériles.

El equipo que genere contaminacidén debe estar localizado en
un &drea adjunta para ahi efectuarse su sanitizacién por alqun
método adecuado} asimismo, deberd ger anotada en una librets de
registro, el material, su sanitizacidn y su fecha en que se
efectud,

Las m#quinas dosificadoras tienen un sistems diferente de
sanitizacidén ya que se puede ocasionsr una oxidacidn interna o
externa en el equipo y como consecuencia una contaminacidn del
producto.

Daspués de la sanitizacién del 4rea y equipo, se deja secar
sin detener el sistema de aire acondicionado y sin apagar las
ldmparas de luz ultravioleta.
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2.2,2 OXIDO DE ETILENO.

La técnica de esterilizacidén con 6xido de etileno es
aplicada a aquellos materisles que son sensibles al calor. En la
industris farmacedtica se emplea para esterilizar plésticosy
equipo médico, tapdn y sellos para viales, etc., sin embargo
debemos recordar que algunos materiales y farmacos resultan
perjudicados por el 6xido de etileno, tales como la
estreptomicina, vitamina R12 y proteinas.

El o6xido de etileno en su forma pura tiene las siguientes
caracteristicas! es incoloro, tiene olor etéreoy inflamable vy
altamente explaosivo en presencia de aire; soluble en el agua y en
la mayor parte de los solventes orgdnicos; por éstas razones
requier@ ser mezclado con otros gases inertes para reducir las
caracteristicas negativas y permita su manejo}; primero se pensd
en el uso con la mezcla de 0.E. con bidxido de carbono en
proporcién de 10 X aprox., de O.E. pero los resultados no fueron
muy satisfactorios debido a la diferencia en las propiedades de
los dos componentes, posteriormente se recurrig al empleo de los
derivados clorofluorados del metano! triclorofluorometano (fredn
11 y el diclorodifluorometano (fredn 12) minimizando asi su
capacidad inflamable y explosiva,

Se ha encontrado (4) que el O0.,E. es efectivo para tods clase
de microorganismos, parsa lograr resultados Seguros de
esterilizacién deben controlarse factores como concentracidn de
0.E+y humedad relativa, temperatura y presién de los cusles es
fincibn el tiempo necesaerio para la esterilizacidn, La
penetracion del O0.Es para esterilizar se produce por difusiéon vy
convecciétn. E&n algunos casos esos factores pueden sumentarse por
medio de otros métodos, como circulacidn forzada o haciendo un
prevacid en 1a camara de esterilizacién.

Los equipos que se emplean para esterilizar con O.E.
corresponden & diseffos comerciales de autoclave para vapor, puede
decirse que toda sutoclave de ese caricter equipadas con una bomba
de vacio es atil para esterilizar con 0.E. La concentracién varia
de acuerdo con las caracteristicas del material y las factores de
humedad relativa, temperatura, presion y tiempo pero casi siempre
estd entre 450-900 mg, de 0.E, por litro de autoclave.

Una vez cargado el autoclave y establecidas las condiciones
de temperatura y humedad se procede 3 dar vacio para eliminar en
forma més completa posible, el aire de la cémara y el que pueda
estar ocluido entre los materiales, Se deja un periodo para
estabilizar 1a presidn y se rompe el vacio con el ingreso de 1la
mexecla esterilizante dejandola actuar dursnte un periodo variable
considerando lus factores antes mencionados, que por lo general
estd entre las 6 vy las 12 haras.
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Al termiar e) ciclo de esterilizacidn se procede 38 hacer
nuevamente vaecioy se deja un periodo de 15-30 minutos pars
favorecer la eliminacidn de 0.E. residusl y se rompe el vaclo por
ingreso de aire estéril @ travéds de un filtro, este ingreso de
aire puede repetirse paro lograr seguridad en la eliminascidn del
0+E¢ vesidual.,

Cantidades significativas de 0.E. pueden provocar reascciones
téxicas al cuerpo humsnoy en soluciones acuosas irrita el sistema
respiratorio, los ojos y 1a inhalacidn por un periodo prolongado
pravoca ndusess vomitos vy dolor de cabezs por tal razfn es
aconsejable tomar las debidas precauciones al manejar este gas
empleanda el equipo apropisdo para esta técnics de
esterilizacidn.

Destruccidn de los Microorgasnismos por el Oxido de Etileno. La
evidencia indica que la destruccidn se debe a wuna reaccidn
quimica del gas con 13 materis orgdnica del protoplasma celular,
haciendo inactivas las células microbianas, 1o que resulta en la
esterilidad del producto expuesto 3 18 mezcls gsseoss de dxido de
etilenao (23), ’



CAPITULO 11T IMPORTANCIA DEL. PERSONAL

filgunos  estudios han permitido establecer gue el hombre
constituye 1s principsl fuente de contaminantes fisicos y
bioldgicos en el &res estéril. La concenptracién estd determinada
por el ndmero de personas y por su  actividad, las ropas o
uniformes, la piel en razdn de los procesos metabdlicosy bhocay
narivzy zona peritoneal diseminan gran ndmero de particulas. Esto
convirte al ser humano en el foco principal de contaminacidn del
srea controlada,

E1  hombre al moverse emite una cantidad de particulas v el
namero depende del tipo de actividad. El reposo relativo, un
suave accionar de la cabess o brazous, puede liberar de 100 000 a
%00 000 particulss mayores de 0.3 micras por minuto, un ejercicio
muy livieno le hace producir de ! a S millones de éstas
particulas y si se +trata de un movimiento més activo, el
desprendinmiento de éstas particulas puede llegar de 10 a 1§
millones, Mientrss mds enérgico o brusco sea el movimiento, mayor
es también el ndmero de particulas eliminadss y hay formacidn de
turbulencias de gire.

Relacidn de particulas desprendidas en diversos movimientos (18).

TIFO DE HOVIMIENTO PARTICULAS EMITIDAS/MIN.
(mayores de 0,3 micras)
Un pie (segun ses movimiento) 100 000
Un ligero mov. de la mano o antebrazo 500 000
Un mov. medio del cuerpo, del brazo o
cuglquier movimiento del pie. 1 000 000
Alzando con mov. todo el cuerpa 2 500 000
fAndar lento a 3.5 km/hr, 5 000 000
findar Normal 6.0 Km/hr, 7 000 000
Move libre 15 - 30 millones
-

Los contaminantes muy grandes poseen caracteres fisicos vy
quimicos propios, son neutros o cargados de electricidad v se
puerden clasificar en (4)1

a) Soportes, que son particulas grandes capaces de adsorber
a los gérmenes y sedimentar rapidamente.

b) Gotitas de saliva, de 1 a3 2 mm de didmetro que se mueven

en forma constante y répida en el espacio de la
evaporacion,
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c) Nicleos de condensaciéon de 2 8 8 micras de didmetro que
resultan de 1la concentrvacién de saliva sedimentisn
lentamente; contaminando mucho tiempo la atmosfers siendo
posteriormente transportadas muy lejos. A menudo su carga
es negativa,

Las prendas de vestir constituyen una fuente considerable de
contaminacidn debido a8 la pelusa que desprenden en mayor o menor
cantidad dependiendo del material con el que esté fabricado. Por
lo que es importante la seleccién de las telas y vestimenta,
siendo aconsejables los vestidos hechos de fibra poliester aunque
pudiera ser de nylon u otro material sintético similar,

3.1 CARACTERISTICAS DEL PERSONAL.
Las peﬁsonas escogidas para laborar en dress estériles
debarén cumplir o reunir las siguientes caracteristicas (1) (348).
a) Limpias.~- En su personas, su ropa, sus costumbres y actos.
b) Ordenadas.~ Esto es muy importante porque s6lo con orden
se pueden evitar sccidentes como caidas, mal manejo de

maquinaria.

c¢) Responsables.~ Para que sus actividades sean dignas de
toda confianza.

d) Honradez.— Para que comuniquen 8 su inmediasto superior
cualquier apomaliay falla o error que afecte a los
productos.

e) Capacitacidn.~ El personal debe recibir un curso de
capacitacidn para trabajar en el drez estéril,

3.2 LIMPIEZA DEL PERSONAL,
- Las personas deben ser limpias, baffarse y cambiarse todos
los dias.
- Cepillarse los dientes después de cada comida.
- llebido al gran riesgo que presentan las wmanos sucias como

medio para propagar contaminaciones microbianas! la
limpieza de las manos es muy importante,
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- Las uffas deberdn mantenerse cortas Y cepillarae
cuidadosamente 2l lavarse las manos.

- El uso de harniz de las uffas para el personal del érea
controlada estd prohibido.

- El cabello deberd mantenerse limpio, 8rreglado y de
preferencis deberd usarse corto.

- Nunca deberd peinarse o tratarse el cabello en el interior
del &rea controladas o

- Los varones deberdn estar bien afeitados.

- No deberd usarse cosméticos que generen contaminantes.
Deben evitarse especialmente el maguillaje para ojos,
lapiz labial, polvo facial y laca para cabello.

3.2+.1 REVISION DEL ESTADO DE SALUD.

- El personal que lsbara en el Area controlada deberd gozar
de buena salud.

~ Cualquier persons que padezca algdn sindrome, afeccién o
estado fisiolégico imcompatible con el trabajo debers ser
excluida de la manufacturz de productos estériles, -

~ Toda persona que labhora en el &rea controlada ests
obligada a reportar a su supervisor cualguier enfermedad
que padezca., . .

~ Deberd recibir atencién médica pronta y debers mantenerse
en observacién el tiempo que las circunsteancias ameriten,

- Taoda persona que esté directamente involucrada en 1la
produccidn de formas farmacéuticas estériles deberd
someterse a8 revisiones cuya periodicidad serd de 3-6
reses.,

3.3 COMPORTAMIENTO DEL PERSONAL.

El 4rea contralada, por ser una =zona estrictamente delicada
requiere de un comportamiento especial del personal que laborsa
dentro de ells para ayudar a evitar la contaminaciéon (37). Este
comportamiento se observa desde el momento que entra al é4rea
controlada asi como dentro de ella.
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3.3+.1 ENTRADA AL AREA CONTROLADA.

El personal que entra a un Arvea controlada dehe de portar un
yniforme © equipo especial para ésta 4rea. Debe seguir una
técnics adecusda que estd detsllads en sus manuales de wvestidoy
pero en forma general se trats en este capitulo.

La ropag de calle es portadoras de gran cantidad de
contaminantes por lo que es necesario despojarse de ellas vy
sustituirlas por rops limpis y estéril antes de entrar al dreas
contralada. Ls ropa gque se usa en ares controlada debe reunir las
siguientes caracteristicas?

~ Fabricada de materiales cuya liberacidn de particulas sea
minima o nula, sin cargarse de electricidad par
rozamiento,

- Ser holgada y fresca psra permitir el trabajo comodamente.

- Cubrir el cuerpo completamente sin impedir la vision vy
respiracién,. Cansta de las siquientes partes (38)%

- Cubrebota.,

- Capucha.

=~ QOverol.

~ Guantes.

~ Botas,

~ Bogpgles o Carela.

- Debe hasber sido lavadoy envuelto y esterilizado antes de
cada uso para evitar 1a cantaminacién,

El doblado de la ropa es muy importante, dehido o que al
manipularse al vestir, no debe tocarse 1a parte externa de la
tela vy no debe tocar el suelo ninguna de 1las prendas 8 exepcidn
de las botas, (debe seguirse la técnica adecuads descrita en sus
manuales) por lo que antes de usar la ropa deberd cerciorarse del
doblado correcto.

Otra forma de impedir que la contaminacién entre sl &4rea
controlads consiste en sequir una técnica adecuads al entrar &
ella,
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lL.a persona al llegar & la planta, se despoja de su ropa de
talle y usa el uniforme de planta, cambia su calzado de
calle por el de la planta.

.
Entrega articulos de ornato 81 supervisor, no debe usar
cosméticos.

Fasa a la zona de desvestido donde se despoja de la ropa
de planta colgendola en sitios adecuados, cambia el
calzado de planta por el calzado de drea controlades que
estdn destinados exclusivamente para ésta Srea.

Frosigue al lavado de manos siquiendo la técnica detallada
en el manual del area.

Selecciona un uniforme de talls adecuada y verifica que
haya sido esterilizado y la fecha en que se realizd ses
reciente, Verifica la presencia de qguantes y cubrebocas
adicionales, pass 38 la xona de vestido.

Se prosigue al vestido siguiendo la técnica adecuada.

Todas las personas que entren a area controlada es necesario

que se

evitar

Es

les capacite en cada una de lss +técnicas usadas para
la contaminacidén,

importante imbortante mencionar e) orden apropiado de

colocarse las diferentes prendas estériles.

La

fuera

diario.

Lavarse las manos.

Se coloca el cubreboca y gorro desechable.

Se coloca la capucha.,

Se desdobla el overol y se coloca cuidando que no arrastre
el suelo, cuidando que la capucha gquede en el interior del

averol,

Se ponen las botas cuidando de no pisar zonas
contaminadas.,

Se debhe verificar el buen vestido frente a un espe,jo.
Se colocan los goggles vy por dltimo se colocan los

guantes.

ropa usada dentro del 4rea controlada no debera usarse
de ella vy los uniformes estériles deberdn cambiarse a
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3.3.2 COMPORTAMIENTO DENTRO DEL. AREA CONTROLADA.

- 8i se sienten deseos de estornudar o toser a3l lshorar en
el 4rea controlada deben retirvavse o la antecamara adjunia
y hacerlo ahi tan suavemente como sea posible, luego se
procederd a quitar el cubrebocs, colocandose uno nuevo y
se  enjuagardn  los guantes con una k eopecial
desinfectante. £l cubreboca sucio deberd depositarse en un
basurero provisto de tapo.

- En c¢aso de que el estornudo o 1a tos hays ocurrido con la
cara orientada hacia el 3ves critica, deberd separvarse de
inmedisto el producto sin tapsr expuesto durante el
accidente y se tomarén las medidas indicadas.

- El uso del paffuelo esta estrictamente prohibido en el &rea
controlada, si su uso es imperativoy, la persona deberd
utilizar paffluelos desechables y enjuagar posteriormente
los gquantes con una solucidn desinfectante.

- No se deberd caminar o mover inecesariamente dentro del
4drea y al hacerlo los movimientos deberdn ser tan lentos y
suaves como sea posible.

-~ No deben comer, fumar o masticar chicle en el interior del
4vres controlada.

- La conversacidn entre las personas que laboran en el area
controlads deben evitarse lo mds posible.

- Los abjetos personsles como llaves, monedas, cigarrillos,
cerillos, 1lapices, pafitelos, relojes y peines no deberén
introducirse al &rea.

- Las manos enguantadas deberdn mantenerse estrictamente
sobre el material de trabajo. Debe evitarse tocar o
apuyarse en cualquier superficie para disminuir los
riesgos de contaminacion del producto, por medio de las
manas.

-~ Deben evitarse tods clase de manerismos nervviosos tales
como rascarse la cabeza, tallarse las manons o partes del
cuerpo y actitudes similares.

- Cuslquier objeto ya sea herramienta o parte de los
utensilios de traba,jo que caiga al suelo no volverd a
usarse sino gue deberd ser sustituido por otro iqual.

- Siempre se deben usar guantes estériles y herramientas
asépticas cuando se trabaje en condiciones de esterilidad.

- Las operaciones de manleniwiento del drea debe ser

restringida durante la operacién normasl del area
controlada,
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CARITULDO IV VALIDACION DE UN AREA CONTROLADA PARA LA ELABORACION
DE PRODUCTOS ESTERILES

l.a  comprobacién de la efectividad y reproducibilidad de una
técnica, una operacidn o un proceso se ha llamado *validacidn®.
Es evidente ademds, que el elemento humano responsable, eficdiente
y adecuadamente capacitadoy constituye la parte medular de un
sistema completo de control de calidad (38).

Nentro de 1a industria farmacéutica, una de las etapas de
mayor importancis en la fabricacidon de wedicamentos, es el
proceso  de validacién, ya que mediante é1 se determinardn las
variables por controlar, con el objeto de garantizar la
fabricaciotn consistente de un producto. Un programs de validacién
implica el poner mayor énfasis en lo que hacemos y en mantener un
mejor control en la documentacidn de tales actividades. Aantes de
validar, seradn necesario efectuar una evsluacién del equipo
seleccionado, ésto implica la necesidad de optimizar el proceso
pava ssegurar asi, la credibilidad de los datos.

lLa FIA caracteriza a un proceso como “fuera de control® a
menos que haya sido validado y mantenido dentro de esos limites.
Es  una prueba del sistema que surge de los resultados obtenidos
preferentemente durante la fase de dessrrollo del medicamento vy
se continda durante 1a etapa de fabricacidén e incluye a sistemas
auviliares como aire, agua, materiales empleados y personal,

El proceso de validacién se define como el reto
intencionado a un proceso (durante su desarrollo) pzra determinar
cuales variasbles deben ser controladas para asegurar la
produccién consistente de un producto o sus intermedios.

lLas caracteristicas de calidad, sequridad y efectividad se
encugntran dentro de los medicamentos, déstas son impartidas
durante el proceso de manufactura por lo tento no debhen ser
verificades unicamente en el producto terminado (31).

Todas y cada una de las etapas de un proceso de manufactura
deben conocerse y controlarse de tal manera que se tengas la
certera de que aquellas wvariables que afectan la calidady
seguridad y efectividad de los medicamentos se mantienen
uniformes vy que cada producto terminado cubre consistentemente
todas las espocificaciones de calidad y disefio.



La finalidad de cualquier compafia farmacedtica es producir
medicamentos que cumplan ampliamente con el propésito que
pretenden y para el cual fueron creados.

Los elementos de un proceso de validacidn son (40)8

- Yalidacidn FProspectiva,

- Validscion Retrospectiva.

Validacién Progpectiva.— Se refiere a comprobar a través de un
plan experimental denominado "protocolo de validacidn®, que un
procesn realiza lo que estd destinado s hacer antes de
comercializar un producto} requiere normalmente de un alto grado
de experimentacidén preliminar @ nivel de desarrvrollo.

El programa de validacidn prospectiva incluye!

- Caracteristicas del producto.

- Especificaciones de aceptacidén del producto.

- Equipo, calificacidn de las instslaciones, calificacidn
del funcionamiento del proceso

Un sistems que asegure una revalidacidn opbrtuna.

1

Nocumentacidn,

Validacién Retraospectiva.~ Se refiere & analizar resultados
histéricos de tel manera que evidenciemosy en un documento, que
un  proceso realiza lo que estsd destinado a hacer. Este tipo de
validacidn requiere de técnicas estadisticas de analisis,

La ~ revalidacién puede ser periddico y naos estaremos
refiriendo a2 una validacidén retrospectiva o en el caso de que
ocurran cambins se efectuard una validacidn del tipo prospectiva.

La. wvalidscion debe incluir la preparacién de los protocolos
y 1a documentacidén sobre el equipo, las pruebas de calificacidén
para demostrar ls eficiencia del proceso y 1la certificacidn
final,



La documentascidén debe incluir evidencis de!

Eleccién y cslidad de lot meterisles.

Funciconamiento y seguridad del equipo.

—~ Funcionamiento y seguridad de las instalaciones.

Competencia del personal.

L3 documentacién sobre el equipo debe incluir la descripcidn
y los planos del autoclave u horno, los sistemas de tuberia, los
sigtemas de instrumentscién, 1las instalaciones de respaldo vy
cualquier eguipo critico que pueds afectar las condiciones del
proceso.

Etapss del proceso de validacidén para productos o procesons?

~ Establecer las caﬁacteristicas que se desesn del producto.

- Establecer especificaciones de aceptacidn..

- Seleccionar y evaluar el proceso ¥ el equipo.

- Establecer procedimientos de manufactura que proporcionen
monitoreos adecusdos. :

= Mantener un sistema de sseguramiento de calidad el cual
ses revisado cuando ses apropiado.

- Especificar métodos de muestreo y anélisis,

‘E1 proceso de validacién es un programa destinado a
establecer evidencia documentada, que permits asegurar con alto
grado de confianza y +teniendo en cuenta el estado de los
conocimientos vy el arte farmacéutico, que a través de un proceso
especifico se obtiene o se obtendrd un producto que reuna todas
las especificaciones y astributos de calidad preestablecidos.

El proceso de validacidn consiste,en!
- Definir las caracteristicas del producto.

- Identificar las caracteristicas claves del producto,

- Determinar 1las etapas criticss del proceso para asequvar
las caracteristicas claves.

- Disefiar y dirigir experimentos para controlar las etapas
claves del proceso.



-~ Seleccionar los limites del proceso y las especificaciones
del producto "proceso®.

- Establecer ensayos de procedimientos de produccidn vy
completar la documentacidon de pre-preoduccidn.

~ Revisién y aprabacién de control de calidad, normas
reglamentarias, manufactura y desarrollo.

- Correr ensayos de produccién.

-~ Redefinir los parametros del proceso y las
especificaciones si es necesario.

Las etapas principales en el desarrollo de un programa de
validacién son los siguientes!?

- Obtener datos experimentales para determinar el rango de
cada pavametro,

~ Establecer las especificaciones limite de los datos
experimentales psra cada parédmetro determinado.

- Determinar en que grado las especificaciones limite nos
indican que el proceso estéd bajo control.

~ Certificar el equipo que usamos en la obtencién de los
datos y control del proceso.

La - validacidn empieza con el diseflo inicisl del é&rea de
trabsjo como el esfuerzo mancomunado profesional de ingenieros,
diseffadores y quimicos farmacedticos bidlogos que la firma
farmacéutica elige. La fase de disefio es el resultado de
desarrollo de planos, dibujos y especificaciones de trabajo. Los
puntos clave para la validacidn serédn! clase de cuarto, equipo de
produccidn vy los sistemas de soporte ( como control de calidad y
areas de almacenamiento) son los ingredientes esenciales de los
pardmetros de disefio (8) (17),

La literatura ha reportado algqunas razones fundamentales
para llevar a cabo el proceso de validacidn (15) (27) (41),

- Es un requerimiento estipulado en los Buenas Précticas de
Manufactura (de algunos paises), que establece los
requerimientos winimos que un producto debe sstisfacer,

~- El resultado final de 1la wvalidscidn serd obtener
medicamentos de calidad wuniforme vy reproducible a la
altura de los mejores fabricantes internacionales.

- Deseo de mejorar costos y/o evitar gastos (reduccién de
rechazos Yy tiempos muertos, identificacién répida de
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problemas, mejor productibilidad, reduccidn de andlisisy
etc.)

- Integracién de &4reas funcionales en equipo.

- Provocar una sensacidn de "buen negocio®, introduciendo un
nuevp producto con un buen soporte de su historia técnica.

~ FPosibilidad de convertirse en un requisito reglamentado a
carto plazo.

- Tener el objetivo de cero defectos-cero rechazos,

Costo de un Programa de Validacién,.

Cualquier tentativa paras determinar el costo efectivo de los
programas de procesos de validacion es sometido 8 consideraciones
econdmicras. Debido &8 que no se trata adn de un requerimiento
legal obligatorio pars todas las firmas de productos y procesos,
puede parecer un gasto inecesario, considerando lo cuantiose que
resultan ser los programas de calibracidn de equipo y los
estudios de estabilidad y sumado 8 ésto 13 necesidad de llevar la
acumulacién de 1la documentacién de los datos de validacién se
puede pensar que involucras un traba,jo adicional,

La validacién representa un costo extra a nivel de
desarrollo para establecer atributos y especificaciones del
producto, determinar proceso y equipo y evaluar los procesos en
condiciones criticas; ésto constituye un reto ya que debe
ajustarse & la capacidad finsnciera de 1a enpresa, También
constituye un costo moderado por entrenamiento del personal,
Otros costos pueden absorberse si el miswmo personal existente
realiza la validacidn con eficiencia siguiendo un plan adecuado,
de ascuerdo a recurses humanos de la empresa. Generazlmente se
tiene 13 necesidad de asesoria especializada de alto nivel en
ingenieris y desarrollo industrisl (39) (40).

En algunas situaciones se requiere mucho wm4s que 1las
validaciones retrospectivas conducidas a través de datos
existentaes, Este tipo de investigaclén, particularmente cuando va
encaminado & corregir csusas de desviaciones de produccidn,
podria aportar recomendaciones positivas para prevenir futuros
problemas o desviaciones de produccidn. Asl que junto &8 un
proceso de validacidn viene upna revalidacion gue es un ejercicio
que requiere de revisién y aprobacién por up comité de Re-
Vazlidacién para que pueda ser .oficial. Muchas degviaciones
futuras pueden ser prevenidas por éste procedimiento.



i whgetive primordint del proceso de Re-Validacion serd el
oo whtener Poooea b icctes® y "cero rechazos® y de éstas manera  se
Plativ & estimar vl boweficio” financiero de los procesos de
validatidn.

4.1 EVALIACION DE FILTROS HEPA

Para la produccién aséptica de productos estériles son
indispensables cuartus de flujo laminar y/o estaciones de aire
puro filtrado a través de filtros HEPA; pruebas iniciasles vy
rutinarias se deben llevar a cabo para asegurar la velocidad, 1la
integridad y el buen funcionamiento de los filtros HEFA, entre
las cusles tenemos las siguientes (42) (43)¢

- FPruebz de reto con DOP,

- Prueba de integridad y patrones de flujo.

- VUelocidad y presién.

4+.1+1 PRUEBA DE RETO CON DOP.

Una aproximaciéon analitica para determinar la efectividad de
un  cambio de aire en un cuarto se prevee extremadamente
compleja, debido a los muchos parémeros involucradoss éstos
incluyen (44) (45) (46):

a) Método de iluminacidn,

b) Confiquracién de las salidas de aire,

c) Método de difusidn del aire.

d) Altura del techo.

e) Diferencias de temperatura del aire suministrado.

) Tamafio del Area y configuracién.

g) Equipo en el Srea.

h) Tamafio de particulas,



Fue por ésto diseffado un método empirico para tener 18
determinacidn de 1la efectividad de un sistemay habiendo
considerado muchos sistemas. El uso de gas halocarbépnico fué
contemplado pero tuve que descartarse, debido & que el gas no
puede removerse facilmente del sistema de recirculacion,

El sistems que mds facilmente fué adoptado es el que usa
dioctil ftalato (IOF). Las particulas generalmente son muy
cercanas a 0.3 micras de didmetro y tamsfo wuniforme. Esasg
particulas poseen buenas caracteristicas de difusion y para los
propdsitos de éste andlisis, son afectsdas por la gravedad de
manera insignificante. Una particula de 0.3 micras, se asentard
en una proporcion de no menos de una pulgada por hora.

Se han efectuado muchos andlisis experimentales para
determinar 1a factibilidad de usar ROP asi como muchos fotémetros
de prueba para determinarlo.

Determinacidn de log Coeficientes de Limpieza para un Ares Usando
Humo de DOP,

El coeficiente de limpieza, se define como la centidad de
tiempo = requerido para reducir el nivel de DOP en un espacio
cerradoy de 100 microgramos por litro & 1 micrograme por litro.

Procedimiento de 1la prueba.

a) Preparacién.

- El sistema de aire acondicionado debe estar funcioénando
y balanceado.

~ El cuarto debe estar libre de todo personsl.

.= Los filtros deben ser analizados por estdndares de DOP,

b) Inicio del Andlisis,

- Coloque el generador de humo de DOP en el 4rea de
trabajo a3 por lo menos un metro del suelo. Esto es
necesario para preveer un wmedio de operacidn del
generador desde fuera del cuarto.

- Coloque el probador manual en la entrada del retorno o

un registrador en el piso, de ésta forma, se asegurard
que todas particulas en el retorno sean uniformes.
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- Cologue el fotdmetro junto al cuarto por la parte de
afuera de maners que pueda ser operado durante la
prueba, Calibre el fotémetro segdn las instrucciones de
manufactura.

c¢) Desarollo de la Prueba.
~- Comience a generar el humo de DOP dentro del cuarto.

~ Cupndo el fotdmetro indique una concentracion de 100
microgramos/litro detenga la generacién de LOP.

- Gontinde observando el fotdmetro y cuando se muestre la
lectura de 100 microgramos/litro comience a computsr el
tiempo de reduccidn de la concentracién.

- Efectde lecturas a intervalos de S5 2 30 segundos hasta
que se slcancen lecturas de 1 microgramo/mililitro o
Menares.,

Este procedimiento hs sido usado en los dltimos affos
reportando resultados con alto grado de reproducibilidad
realizendo enssyos en un mismo cuarto.

Como un estdndar para la comparacién de 1a eficiencis,
congideremos un cuarto teé6rico ideal con un flujo laminar
perfecto, en donde un cambio de aire desaloja completamente todo
el aire y los conteminantes gque en el existen y comparando todos
los sistemas con éste.

v
t N e—
tedrico F

en donde!

t = tiempo de un cambio de aire
tedrico .

V = volumen del cuarto

F = flujo de aire que ingresa al cuarto

Con ésta base, cuando el tiempo de un cambio de aire se
divide entre el coeficiente de limpieza y se multiplics por 100
se obtendrd la eficiencia de limpieza del sistema,

t
tedrico
Eficiencia de limpieza = X 100
t
coeficiente de limpieza




El resultado obtenido del coeficiente de limpieza de la
pruebs proporcionsd una valiosa informacidn de ingenieria. Por st
misma indica un valor absoluto de limpileza en el cuarto, cuando
éaste es dividido entre el tiempo tedrico de un cambio de aire del
cuarto y multiplicado por 100 se obtendrs parva el sistems el
porciento de eficiencia de limpieza.

4.,1.2 INTEGRIDAD Y PATRON DE FLUJO.

Esta prueba nos dard la informscién de la integridad de los
filtros vy direcciones que lleva el flujo de s8ire y nos muesiras
ademds si hay turbulencis dentro del &res critica que es lo que
se trata de aevitar.

Se hace con la formacién de un humo densoy que se obtiene al
poner en contacto con el oxigeno sl tetracloruro de titapio., E1
humo que se forma- tome las direcciones que lleva el aire
demostrando las zonas de turbulencia. .

La integridad de log filtros HEPA es también determinada con
el cuentsa particulas RoyKko, de tal maners que si se registra un
nimero elevado de particulas esto indicard que existe la
probahilidad del que el filtro presente fugas debido » roturas
€45, ’

4.,1.3 VELOCIDAD Y PRESION,

La velocidad y presién del asire son dos parémetros
importantes de controlars E£s necesario controlar la velocidad de
inyeccién del aire, para evitar turhulencias provocadas por altag
velocidades, causando una contaminacidn de los productos que ahi
se elaboran. Esa velocidad debe ser adecuada, permitiendo 1los
cambios de aire requeridos para mantener una presidn positiva.

Con 1a puerts de entrada cerrada una diferencia de presidn
minina de 0.10 pulgadas de columna de agua, debe ser mantenida
entre el cuarto limpio y 1s seccién estéril, esto asequrard una
velocidad de salida del flujo de aire del cuasrto limpio cuando
1a puerta de entrada esté abierta, Una diferencia de presién
minima de 0,05 pulgadas de columna de agua debe ser mantenida
entre 1a seccién limpia y la de vestido, de modo que cuando 1la
puerta es abierts deberd haber upa velocidad de salida de flujo
de la seccién limpia (5).



Unas difevencis de presidn minima positiva de 0.01. pulgadas
de colwmne de agua debe ser mantenidsa entre la seccidn de vestido
y la de degvestido, de modo que debers haber unn velocidad de
salida de flujo de aire de la seccidn de vestido (les diferencia
de presidn es medida con la puerta de entrods cevrada).

La presidn en un sistema de ductos es medida frecuentemente
con un mandmetro inclinado, que estéd lleno cop un liquido que
serd desplazsdo por presiones ejercidas en cuaslquiera de los
extremoss Una escala médvil permite 1a czlibracidn del instrumento
en ceroy cuando estd expuesto a la presién atmosférics solamente.

En el trabajo normal de aire ascondicionado, no es necesario
genevalmente determinar la presidn de velocidad. Sin embargo la
velocidad en términos de desplazamiento o movimiento en pies por
minuto s1 es importante, porque estsd relacionada con el ruido y
el balanceo de un sistema. . :

Un instrumento usado paras medir la velocidad del saire que
sale por un suministro, es el anemédmetro. Consiste en unas sspas
montadag en un eje que gira cuando se introduce en una corriente
de aires En el centro esté un indicador que muestra la velocidad
en pies/minuto. Un crondmetro es necesario para tomar registros a
distintos tiempos. Algunas gituasciones pueden requerir que el
anemémetro trabaje por mas de un minuto. Mientras més dure el
registro los promedios serén més exactos (3).



4,2 EVALUACION DE- SANITIZANTES

lla eficacia de las operaciones de limpieza y sanitizacidn
deben ser evaluadas continuamente. Varias técnicas para evaluar
dichas operaciones, se han desarrollado con respecto a la forma
de la superficie que se va 8 examinar y la naturaleza de la
informacién requerida, pero todas tienen por objetivo asegurar
que las instalaciones y el equipo estén adecuadamente limpios vy
asi{ reducir la posibilidad de contaminacidn (25) (47).

Le evaluascién de los sanitizantes se lleva @ cabo en el
laboratorio siguiendo uno de los tres métodos siguientes, donde
en cada uno de los casos el agente desinfectante se ensaya con
respecto a3 un microorganismo elegido.

1.~ Los productos liquidos, solubles en agua, en solucidén
convenientemente diluida, se colocan en tubos de ensayo
a los que se les agrega una cantidad medida de organismo
testigo a intervalos de tiempo determinadas, %e
transfiere una alicuots de éstos tubos a unos de medio
de cultivo esterilizado, que se incuban, observandose la
aparicion de crecimiento. Por éste métoda también se
puede determinar el ndmero de organismos muertos por
unidad de tiempo. -

2.~ 8e incorpora el agente quimico a un medio de agar o
caldoy se inocula el organismo testigo, se incuban y se
observan?

- Disminucién de la intensidad de crecimiento.
~ Ausencia total de crecimiento,

3+~ Se inocula una placa de agar con el organismo testiqgo 'y
se deposits el agente quimico desinfectante, ya sea por
discos de papel filtro impregnados con el desinfectante
o por cilindro placa., Después de una incubacién ge
obgervard una =zona de inhibicién de crecimientay
alrededor del lugar donde se depositd el agente
antimicrobiano, :

La comprobacidn del método de sanitizacién se hace con las
pruebas de placas de contacto Rodac y Swabs,

La frecuencia con la que se hacen estas evsluaciones debe
ser dos veces al affo por lo menos. Los limites de aceptacidn
serdn los considerados posteriormente en las pruebas de placas de
contacto Rodat y Swabs.,

40



4.3 EVALUACION DE CICLOS DE ESTERILIZACION

“Los  estudios de validacidn de los ciclos de esteridizacidn
son  diseffados para demostrar que la distribucién del calor es
uniforme . ¥y que el proceso de letalidad alcanzedo en el ciclo de
esterilizacidn en el punto mds frio de la cargn es (246)1

a) Suficiente para useguﬁar esterilidad,

b) Reproducible para los pardmetros del ciclo operacional
usado y para el modelo de carga mdximo definido.

La validacidn de un nuevo proceso de esterilizacidn definido
por nuevas condiciones para el ciclo debido o puevo equipoy
diferente al ordinario, incluye un mimino de calificaciones
planeadas en las cuales deben satisfacerse todos los criterios de
aceptacién delineados en el protocolo. Cada equipo de
esterilizacidn debe calificarse independientemente (29).

Los diferentes métodos de esterilizacién requieren una
evaluacién tanto fisica como microbioldgica
Microbioldgico’
Calor Himedo (autoclave)

\
Fisico

Microbioldgico

Calor Seto (Horna) ’
\ Fisico
Microbiolégico
Oxido de Etileno ’
Fiaico

61



Calor Hdmedo y Calor Seco.

Cuslquiera que sca el método de esterilizacién empleado v
por rigurosos que hayan sido los controles de towmperaturo,
presién, tiempo, etc., durante el desarrollo de un proceso es
aconse,jable que se realice un  control final del producto
esterilizado y se puede controlar por medio de (14) (26) (27)
(28)¢

- Introduccion de indicadores fisicos.~ Que sufren
modificaciones en  su estructura, generalmente por
ablandamiento o fusion de las substancias que los componen

por ejemplo dcido henzofco gue funde de 121-123 grados
caentigrados y sulfatiazol que funde entre 200-204 grados.

- Introduccion de indicadores quimicos.—- Estos indicadores
sufren modificaciones generadas por el agente de
esterilizacidén sobre reactivos que los componen y que
generalmente se ponen en evidencia por cambios de color
sobre indicadores de pH.

S5in embargo, el wuso de éstos indicadores no representas
ninguna garantia real sobre 1la esterilidad del praducto
terminadoy, es por éste motive que se fueron perfeccionando los
indicadores bioldgicos vy la forma de aplicarlos.

Indicadores Biolégicos.— Sirven parz demostrar la efectividad de
un  proceso de esterilizacién dado, empleando un cultiveo de una
sola especie conocida de microorganismo en cuslquier de las dos
formas siquientes?

8) Afiasdiendo e)l cultive al contenido de las unidades
representativas del lote por esterilizar y/o0 38 sus
envases,

b) En el c¢8so de slgunos sdlidosy agregando el cultivo a8
discosy tiras de papel Ffiltroy cuentas de wvidrio,
plistico o metal, que simitlsn muestras del producto, las
cuales deben ser lo mds parecido en composicién al
producto o envase por esterilizar,

8i se trata de un liquido y no es conveniente affadir
indicadores bioldgicos a las unidades representativas del lotey
también se puede agregar el indicador, como en el caso antes
mencionado, a un producto simulado, que ofrezca la misma
resistencia a la esterilizacidn que o1 producto en cuestidén.



Al emplear los indicasdores bioldgicos se deben considerar
los siguientes factores (43!

-~ Que tengan wuna resistencia al  agente esterilizante
superior a cualguier gérmen que pueds contaminar la
muestra. .

~ Que se cumpla la cinétics de la destruccion de los
microorganismos que sctdan como indicadores binlégicos en
relacién con el proceso de esterilizacidn a emplear.

Cuadro 4.1 Bioindicadores Propuestos por la USF XXI para los
Diferentes Ciclos de Esterilizacién.

Esterilizacidn ) Microorganismo
Vapor B. stearothermophilus
Calor seco C+ tetani (cepa no patdégena)
Oxido de etileno B, subtilis (var, nigher)
Radiaciones iopnizantes B¢ pumilus

- Que su <¢colocacidn en 13 carga represente las mismac
condiciones de exposicidn que el resto de los elementos
por esterilizar,

- Que el ndmero de muestras que se colocan en la autoclave
comprenda +todos los sitios donde pueda haber variaciones
significativas del agente de esterilizacidn,

- Que se emplee un medio de recuperscidn seguro.

- Que se haya eliminado cuslquier substancia
bacterioestética que pueda acompaflar al indicador
biolégico.

La penetracién del calor vy la distribucién de temperaturas
en 13 cémara esterilizante, debe evaluarse usando sensores para
temperatura, disefflando un patrdn de colocacidn rastrezble que es
Justificado por las caracteristicas del proceso de manufactura.
Los sensores de temperatura para la penetracidn de calor deben
colocarse dentro del recipiente de productos de acuerdo con  los
rasultados de los estudios de distribucidn de temperaturs  del
producta,
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Condiciones de Carga del Autoclave y Horno.

Los estudios de calificacidn deben llevarse a8 cabo
utilizando 1las cargas maximas de los autoclaves u hornos 6
bien cargas criticas cuando ésto sea apropiados. También
requiere efectuar la calificacddn en aquellas que sean carga
minima, .

81 los estudios con cargsa minime y wméxima muestran
entre sl variaciones significativas en el proceso, deberén
correrse estudios con cargas intermedias.

Riovalidacidn.
Esta fase del procesc debe incluir?

- Un programas de wverificacién continua del ambiente
microbiano.

- Jesafio adecuado con indicadores bioldgicos.

~ Evaluacién de la carga microbiana de pre-esterilizacidén
y de su resistencla térmica.

Certificacidn.

I8 documentacidn, incluyendo protocoloy detos ¥y

- resultados obtenidos con el equipo y la calificscidén del

proceso asi como durante la wvalidacidén, debe ser revisada

por el responsable(s) adecuado(s) quien(es) debera(n)y
mediante una certificacidn, dar 1la aprobacidén,

Debe planearse una calificacién sencills a efectuarse
periodicamente para verificar de maners continua 13 ausencia
de cambios indeseables que pudierédn pasar inadvertidos.
También debe planearse una calificacién sencilla siempre que
se realice una modificacién en el equipo para demostrar que
el proceso de esterilizacién no ha sido alterado.

Oxido de Etileno.

La esterilizacién con éxido de etileno es un proceso
complejo yas que factores tales como estratificacién del
temperatura vy bhumedad pueden limitar o  incrementar la
dindmica de esterilizacidn con éxido de etileno,
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Los factores que pueden afectar el proceso de esterilizacidn
deben, por lo tanto, ser revisados apropiasdamente, FPara completar
estlos andlisis son usados termopares para evaluar la distribucidén
y penetracidn del cslor dentro de la cdmara y el producto.
Ademadsy para evaluar la eficocia del proceso se nsan
concentraciones conocidas de microovganismos con gran resistencia
8l duido de etileno, dichos controles integran los efectos de
temperaturas, bhumedad y concentracién de dxido de etileno (33).

En la esterilizacidn por 6éxido de etilena se deben
establecer los modelos de carga minima y md3sims de 1la misma
menera que los pardmetros de esterilizacidn en autoclave y horpo.

Evaluacidn Filsica.

Al efectuar 1l1la evaluacidn fisica de los ciclos de
esterilizaciéon con 6éxido de etileno se determinal

a) Distribucién de calor.- Estos estudios se llevan a cabo
para determinar la uniformidad de temperaturs dentro de
la camara, ya que puntos calientes y frios y/o
estratificacidén de temperatura pudeden ocasionar
estratificaciéon de gases o una reduccién de humedad
relativa. Este estudio se resliza, tanto para cémara
vacia como para el modelo de carga wanima,

b) Fenetracién de calor.- Debido & la dificultad paras medir
la penetracién del gas y de 1a humedad, s escoge 3 1la
temperatura como indicador de los sitios méds dificiles de
esterilizar, ésto asume que la efectividad del gas serd
mas baja en los puntos frios dentro de la carga y cémara.

Existe una técnica para evaluar la esterilizacidn por axido
de etilenoy que permite medir la penetracidén del gas 3 través de
unp sobre de polietileno, e) sobre contiene una solucién de
cloruro de magnesio y un indicador de pH.

B¢ colocan sobres de polietileno que contengan 3, 6 y 12 m)
de wuna solucion &cida de cloruro de wagnesio =1 11,8% que
contenga como indicador rojo de metilo y se cierran por calorj la
liberacién de 4cido clorhidrico por accién de 6xido de etileno
sobre el cloruro de magnesio determina el viraje del indicador.



Evaluacidén Microbioldgica,

Al efectuar la evaluacidn microbioldgice de los ciclos
de esterilizacion con 6xido de etileno se determinal

Estudios de Reproductibilidad.~ Los puntos méas frios
identificados en los estudios se monitorean otra vez en un
estudio final para verificar la reproductibilidad de 1la
penetracién del calor. Se pone en cada punto esporas de
Bacillus subtilis,

Resultados.

a) Se determina 1a desviacidn de la temperatura maxima a
intervalos de 30 minutos durante el periodo de
exposicion, sin tomar en cuenta la primera hora de
aesterilizacidén. El promedio de éstas desviaciones no debe
exceder de 5.5 grados Centigrados.

b) Todas las tiras de esporas deben inactivarse.
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4.4 VALIDACION MICROBIOLOGICA DEL AREA

E)l proceso aséptico es una de las operaciones mis exigentes
en la industria farmacedtica y requiere ser ‘validade para
asequrar en un lote la calidad del produgto, En el proceso
aséptico el mayor interés estriba en la calidad del producto,
aseguramiento de la esterilidad paraz los productos vy 1a
disponibilidad de obtener constantemente el nivel de esterilidad
asequrada.

La validacidn pretende establecer que el proaesb aséptico lo
es verdsderamente en cuaslquiera de sus etapas. Algunas elapas
bssicas para la validacidn del sistema son (41) (48)¢

~ Practicemente diseffando los componentes del 4reas 4
sistemas.

- Desafiando el sistema (probando sistemss y métodos),

- Monitoreando el gistema (anotando los. efectos del
desafio).

~ Evaluando el sistems (evaluando los datos para  determiar
en donde reslmente puede llevarse 3 cabo ls evaluacidn del
sistemns para los estadndares pretendidos).

Asi que el sistema de validacidn es necesario para acordar
sobre el criterio aceptahle de validacidn (previo) para enfocar
el desafio. Las pruebas de desafio empleadas y la interpretacion
de resultados debe ser constante para que el ejercicio de
validacidn sea significativo.

Validacidn Prospectiva del Area.

Para wun proceso de produccién una proposicidn para la
validacién podria ser (41)!¢

a8) Auditar el 4&rea para asequrar que todo el equipo
instalado sstisfage el criterio de ingenieria, disefio,
calidad prometida y estén funcionando correctamente.

b) Evaluar 1los patrones de flujo y calidad de aire en 3reas
criticas, usando patrones de huno, contadores de
particulas y monitoreos microbianos de aire para asegurar
aire de excelente calidad y existan patrones de flujo.
Esta evaluscién puede llevarse a cabo en los siquientes
custro casos para demostrar que el sistema funciona
adecuadamente.

67



- E1 &rea critica sin equipo de proceso y sin personal.

- E1 é4rea critica con equipo de proceso (pero ne
funcionando) vy sin personal,

- El 4rea critica con equipo de proceso funcionando
normalmente y sin personal,

- El1 4rea critice con equipo funclonando (llenando
producto) vy personal presente realizando opevaciones
normales,

Esta 4dres critica puede ser monitoreada para particulas
viables durante las actividades sntes mencionadas. Este
monitoreoc de calidad de sire deberd continuarse hasta que
g demusstre que se tiene un estado confiable.

) Realizar pruebas de simulacidn del praceso y continuar el
monitoreo de drea critica (aire y superficie eMpuesta)
para particulas viables.

d) Revisar los datos generales de las actividades antes
mencionadas vy determinar si las operaciones realizadas
han sido convenientes. Un efecto de ésta revisidn podris
ser parz redefipir limites en el punto que se haya
demostrado ser razonable.

Es necesario realizar, por lo menosy dos pruebas de
simulacidn de proceso antes de liberar 1a produccién normal de un
producto al mercado.

Métodos para Vslidar el Proceso de Llenado Aséptico.

\

La wvelidacidn del proceso de un llenado aséptico involucras
consideraciones de dos tipos!

~ Ambiente inmediato del producto " (contenedor, +4rmaco,
-guperficie critica), el cual ha sido previamente esterilizado.

- Ambiente donde estos materiales previamente esterilizados
son reunidos y procesadeos en forma de dosis final.

4,4.1. MONITOREQO AMBIENTAL.-

El ambiente del cuarto de llenado es la dltima ocasidn,
antes del sellado del producto en su contenedor final, en el cual
la contaminacidn ambiental podria ocurrire Esta contaminacién
puede debprse a cualquier sedimento de microorganismo suspendido
en el aire o malos procedimientos de manipulacién que podrian
iniciar la contaminacidn (49).,
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Monitoreo Microbiano y Evaluacidn del Aire.

El equipo empleado en la evalusacién microbiolégica vy
monitoreo del aire debersd estar sujeto a8 una calibraciaon
rutinaria, El1 medio de soporte de desarrollo micraobiano deberd
probarse Yy demostrar su efectividad (incluye muestreo y
condiciones de manipulacién & los niveles a8 las cusles se
expondrd el medio).

El fabricante deberd tomar las medidas necesarias para
establecer niveles de las cuentas bacterianas y cuande estos
niveles sean excedidos se aplicard una accidn correctiva bien
planeada. Esta accion correctiva debe ser bien diseffada para
colocar el 4rea en el estedo de validacién édptime y de ser
pesible para determinar la causa que ocasiond la desviacién de
los niveles normales de cuentas bacteriocnas.

La locaslizacidn del muestreo de aire debe llevarse a cabo en
aquellos lugares dentro del proceso en los que el producto
presente el mavor potencisl de contaminascién ambiental; la prueba
de humo puede ayudar a la identificacién de éstas 8reas,

Existen wuna serie de métodos para el monitoreo microbiasno y
1z evaluacidén del aire, el fabricante puede seleccionar el método
mss ospropiado de acuerdo a su situacién y necesidades, los
siguientes son algunos de les més comunes?

8) Método cuslitastivo.

h) Método cuantitastivo.
Método Cualitativo.

Cuentz de Placa.- Este es uno de los métodos méds ampliamente
usados para el monitoreo de orgsnismas viables del aire en 4reas
de llenado aséptico. Las cajas petri conteniendo medio de cultivo
microbioldgico se exponen en el medio ambiente, los organismos
colonizan 1la superficie del medio en el cusl se desarrollan
después de una incubacidn sdecusda. Cualquier microorganismo
presente serd identificado y evaluado de acuerdo 8 los niveles
establecidos por el fabricante.

Esta técnica cualitativa béasica es simple, portétil vy
econfmica} no requiere de procedimientus de subcultivos y permite
monitoreos continuos que son de gran eficiencia..

La exposiciétn de cajas peteri con medio de cultivoe en las
dreas de produccidn permite evaluar la contaminacidn microbiana
del aire en dichas Aress. Esta evaluacidn constituye up control
en proceso que permite la deteccién de cualguier mial
funcionamiento de los filtrog HEPA v cualquier desviacidn de
buenas préacticas de manufactura,
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La localizacién de édstas placas es muy importante, por lo
menos  deben exponerse dos placas (rutinariasmente) continvamente
durante el proceso de validacidén; una plsca debe exponerse tan
cerca como sea posible al equipo de llenado y la localizacidn de
la otra placa dependerd del historial de)l d&rea, seleccionando
anticipadamente el supuestamente mds critico o desfavorable de
los sitios.,

Criterio.~ La cuenta dptima de 12 placa debersd ser cero después
de 30 min. de exposicidn u ocasionalmente 1 a 2 microorgenismos.
Cuentas de 3 o mds microorganismos en una placa de la misma 4rea
critica indicardn 18 necesidad de una investigacidn para tomar
las medidas correctivas que se requieran.

Métodos Cuantitativos.,

£l fabricante deberd establecer loa velocidad de muestreo vy
los niveles de accidn, se puede tomar como referencia la cuentas
de 1 microorganismo/10 pies cdbicos de aire muestreado el cual
serd disponible por flujo de aire laminar (A5) (44) (49),

Muegstreador de Impacto.- Este muestreasdor emplea una placa
rotatoria. que contiene un medio de cultive con agar, debajo de
una rejilla fija tipo orificio., EIl volumen de aire muestreado
debe ser en relacidn con el nivel de contaminacidn esperado del
cuarto, Este método es portdtil, eficiente, +tanto cualitativo
como cuantitativo, proporciona una relacidn entre concentracidn
y tiempo y no requiere de procedimientos de subcultivo, El equipo
requiere de una fuente de vaclo, algunos modelos tienen integrada
una bomba de vacio, sin embargo esto implica que debe tenerse
mayor cuidado en la limpieza y aspiracién de la bomba. La unidad
entera no puede ser esterilizada por wvapor pero puede ser
sanitizada con agentes sanitizantes apropiados como el alcohol al
70%, algunas partes pueden ser desmontadas y esterilizadas por
saeparado. Este instrumento no  puede ser empleado durante
operaciones de llenado de polvos sin tomar precauciones o
modificaciones para prevenir daffos en el equipo.

Muestreador de Centrifuga Reuter.- Este aparato es operado con
baterias y proporciona aire a 40 lis./min & través de sus aspas,
las particulas del aire son lanzadas por fuerza centrifuga frente
a8 un sustrato de agar. El volumen de sire muestreado debe ser en
relacién con el nivel de contaminacién esperado del cuarto., La
unidad es partdtil, conveniente y no requiere de fuente de poder
ni de vacio, las partes de ls unidad pueden ser esterilizadas por
vapor,



Liquido Impingement.~ El mire es aspirado dentro de la unidad por
medio de vacloy el volumen de sire aspirado es determinado por un
orificio capilar limitante, las particulas y wmicroorganismos
presentes en el aire son incididos en el liquido a muy alta
velocidad, a1 final del periodo de muestreoy, la solucidn en la
cual fué inversido el aire es filtrado a través de un filtro de
manbrana y este es manipulado y tratado como se describo en  1la
seccidn de filiro de membrana.

La unidad es econdmica, altamente eficiente y cusntitativa,y
porque se tiene la relacidn de altas velocidad del flujo de aire
adicionado y las diluciones reslizadas de tal forms que se pueda
obtener el ndmero real de microorganismos, Las unidades de vidrio
son  fdcilmente limpiadas y esterilizadas pero deben {ratarse con
esnero adecuado debido a su frégil construccidn, Se requiere de
ung fuente de vacio pasra la operscidén del aparato. En la
colectacidn  del fluldo (generalmente solucidn salina) puede ser
necesaria la adicidn de agentes antiespumaentes. EI1  ndmevro de
placas y diluciones requeridas dependerd del nivel de
contaminacidn  esperado, Cada tipo de aparato (de l{quido
impingement) tiene sus propiss caracteristicas de operacidn en
cuanto a velocidad de flujo y volumen de aire muestresdo.

Filtracién por HMembrana.- El aire es agpirado a través de un
filtro de membrana por un periodo de tiempo determinado
anticipadamente en relacién al nivel de contaminacién del cuasrto.
Los filtros de membrana son colocados seobre un medio nutriente
para promover el desarrollo de colonias formadas por unidades}
éste método es econdmico y permite el muestreo pricticamente en
cualquier localizacidn, Este método es recomendado en el muestreo
de manufactura.

Impactor de Malla o de Cascasda.,- Este tipo de <colectores de
cascade o de malla de impacto de particulas es de acuerdn al
tanaMo de las particulas sobre placas llenas con medio de cultivo
nutriente, el medio es incubado y posteriormente se cuentan las
colonias. Es portadtil, eficiente y no requiere de procedimientos
de subcultivos; la unidod requiere de una fuente de vaclo pars su
operacién, la alta velocidad del aire usada en el aparato debe
ser vigilada para evitar el secado del medio de cultivo.
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4,4.,2 MONITOREO MICROBIANO Y EVALUACION DE SUPERFICIES.

Placas de Contacto Rodac.~ Las placas de contacto son preparadas
con  un medio de soporte que cdntengas agary se preparan de il
forma que el medio resalte de las paredes de la caja petri, las
superficies del wmedio estéril se aplica por un  deslizamientlo
sobre la superficie que se va a probar (prueba de superficie
plana)y inmediatemente se coloca la tepa de la plsca y se incubaj
cualquier colonia presente es considerada pars determinar la
contaminacidn del Adrea (45) (446) (49),

A

Esta técnica es indicadas pars monitoreo suave de superficie
plana tal como! equipo, paredes, pisos, guantes y ropas de
operadoress Se deben tomasr ciertas precauciones para asegurarse
de que el medio residual sea removido de la superficie probada,
esto se logra limplando con un agente apropiado como el 3lcohol
esterilizado. Si se emplean desinfectantes para sanitizar el
equipoy el medio de cultivo empleado en las placas de contacto
podria ser inactivado y para evitar tal inactivacidn es
conveniente adicionar lecitina o tween 31 medio empleado para
neutralizar la accidn del sanitizante.

Estas placas se emplean para pruebas de superficies tan
cercanamente como ses posible a8 1ls zona critica de la operacidn
aséptica (mdquinas llenadoras, tolvas de tapaones). Las
superficies de paredes vy pisos en el drea critica deben ser
monitoreadas suficlentemente durante ls validacidén y despuéds
peribddicamente para asegurar 18 sanitizacién adecuada y la muerte
bacteriana. ’

Criterios~ Para superficies criticas 1ls cuents debe ser cero
sunque cuentas de 1 o 2 colonias podrian ser aceptables si ge
probaran una o més superficiesy ésta técnica es recomendada para
el monitoreo microbizno en guantes de operadores.

Bwabs.~ Empleando técnicas ssépticas los swabs egterilizados son
sumergidos un un medio de cultivo liquido o diluente estéril,
estos son frotados sobre la superficie de prueba y colocados en
un medio de incubacién apropiado. El ndmero de colonias por
unidad de 3res puede determinarse usando técnicas microbioldgicas
estédndasr como cuenta de placa.

Los swabs son indicados para superficies idrrequlares, ésta
técnicsa es més indicada para wvalidacién cualitativa que
cuantitativa, La superficie probada con suwabs  puede ser
estandarizada psra una drea constante (4 pulgadas cuadradas es el
drea recomendada)) ls cuenta debe ser cero siempre en &dreas
criticas,
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4.4.3 PRUEBA DE SIMULACION DE PROCESO.

El llenado aséptico de un farmaco es un proceso que presenta
numerosas oportunidades de contaminacidn del producto finaly es
por ésto que 1la evaluacién del ambiente .y de las técnicas
involucradas en la manufactura y llenado de éstos productos son
criticas, para minimizar 13 posibilidad de contaminacidén (38)
(46) (49).,

Las pruebas de simulacidén de proceso permiten evaluar tado
el equipoy, procedimiento y ambiente asociados con el proceso de
un producto estéril, cusndo la pruebs .se lleva & cabo
correctamente se checa la validez y adeptabilidad de (16)¢

Filtracidn estéril.

Esterilizacidn de recipientes.

i

Esterilizacién de equipo de proceso.

Condiciones ambientsles del 4rea de llenado.

i

Fracticas de manufactura.

La simulacién de un proceso aséptico de manufactura
empleando un medio de cultivo microbiolégico es una herramienta
sensitiva y wvaliosa en toda la validacién del proceso de
manufactura microbioldgica aceptable. Los resultados de esta
prueha pueden emplearse pars la deteccidn e identificacidn de
algdn paso del proceso que esté fallando el cual puede ser la
fuente de contaminacidn microbiolégica del producto final.

Consideraciones del Medio de-Cultivo Empleado en la Prueba de
Simulacién de Proceso. (14) (27) (49)

a) Tipo del medio.- Varios medios microbioldgicos pueden
emplearse en el programa de validaciédn del proceso, en
general cuando se selecciona un medic debe tenerse en
cuenta las siguientes caracteristicas!

~ Selectividad.~ E1 medic debe tener baja selectividad
para soportar el desarrollo de un amplio espectro de
microorganismos incluyendo hongos y levaduras.

- Filtrabilidad.~ El1 medio no debe contener agar ni altos
niveles de sdlidos suspendidos cuando se emplean para
el proceso de filtracién.

- Claridad,~ E1 medin debe ser claro de tal forma que

facilite la observacidn de 18 turhidex ocasionada por
la conteminacidn,
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b}

c)

d)

178G - Digerido de caseing soya es uno de los medios mds
comunmente empleados daebido a su baja selectibidad vy
relativamente bajo costo, sin embarge existen otros
aceptables, entre ellos se pueden incluir los siguientes!

TGYE Extracto de levadura-glucosa-triptosa.
BHI Infusidén cerebro corazdn.

NIH Tioglicolato (si se desea un crecimiento anserobio).

Concentracién del medio.~ El fabricante determinard 1la
concentracion del medio para la prueba de simulacién de
proceso de scuerdo 3 sus necesidades internas.

Utilizacidén del medio.- Para el desarrollo de la prueba
de simulacidén del proceso se pueden emplear dos técnlcas!

- Usar medio no esterilizado y filtrado por membrana
esterilizante normal. El medio puede ser prefiltrado
para reducir la biocarga e incrementar la eficiencis de
filtracibn.

~ FPre-esterilizar el medio en una operacidn por separado,
depués verificar la esterilidad del mediol wusar el
medio para la prueba de simulacidn de proceso, pasar el
medio esterilizado 8 través del wquipo de proceso
normal

Esterilizacién del medio.- La esterilizacidén del medio
empleado en la pruebs de simulacidn de proceso puede
llevarse © a8 cabo por medio de calor hdmedo (autoclave) o
filtracibn. El método elegido depende de la
digponibilidad del equipo indicado y 18 informacidn
diseffada para el estudio.

Esterilizacién con calor.~ Cuando este método es empleado

es recomendable que?

~ E1 medio debe ser solubilizado y distribuido dentro de
un reciplente con cierre adecyado para permitir el
intercambio de gas filtrado y para distribuir las
subsiguientes en la linea de llenado.

- El medio deberd ser expuesto a vapor bajo presién en un
ciclo de esterilizaclén validado pars lograr una
probabilidad de 0.,0000001 (uno por diez 8 la menos
siete) organismos supervivientes en el medio.

- E1 medio deberd ser enfriado lentamente para prevenir
el exceso de ebullicidn,
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- E1 medio debe emplearse inmediatamente después de su
preparacidn.

Esterilizacién por filtracidn.- Cuando se emples déste
método es recomendasble que!

~ El medio debe ser solubilizado a una temperatura de 50
grados centigrados para facilitar la solubilidad de los
sdlidos.

- l.a filtracién debe realizarse bajo las condiciones
normales de produaccidn usando un filtro con grado de
eaterilizacidn con prefiltracidn adecuada,

- El medio puede ser almecenado en recipientes estériles
voluminosos después de la filtracidén pars asequrar que
la técnica aséptica usada fué adecuada.

Parémetros de 1s Prueba de 8imulacidn de Proceso.

a)

b)

)

Programacidn.~ Las pruebas de simulacién de proceso  son
desarrolladas independientemente de las corridas normales
de produccidn can la linea de 1llenado preparada
especificamente para 12 prueba, éstas pruebas podrian ser
realizadas & varias tiempos durante los cawmbios de
produccién normal,

Namero de contenedores.- La cantidad de contenedores
llenados durante la prueba deberd reconocer uno o més de
los criterios siguientes (donde ses posible)!

~ E1 ndmero de contenedores requeridos para la pruebe
debe ser definido asi como el ndmero de contenedores de
llenado normalmente en wp periodo de 1llenado dado
cuando el equipo esté operanda a velocidades normales.

~ El ndmero de contenedores llenadas, probados puede ser
definido en términos de un periodo de tiempo
predeterminado cusndo el equipo esté operando a
velocidades de llenado normales.

- La proeba de simulacidédn de proceso debers ser tal que
haya suficientes contenedores y que sean llenados para
determinar apropisdamente la proporcidn de
contaminacidn.

Velocidad de llenado.—~ El eguipo debe ser operado a
velocidades de produccidn normal,
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d) Volumen de llenado.- El volumen de llenado de wmedio en
cadas contenedor durante una prueba de simulacidn de
proceso debe equivaler al volumen de un producto llenado
normaslmente, esto es necesario pare simular derrames del
contenedor por el medio, tan bien como se simulan las
condiciones de wposicion experimentadas durante la
produccién  normal. 8i se emplean volumenes de llenado
meENOres, la equivalencia de ests desviscidn de la
situscién de la produccién normal debe ser documentada.

Pardmetros del Medio de Incubacidn.

a) Técnica,~ Los contenedores llenados con medio deben ser
supvenmente rotados inmediatamente antes de su incubacidn
de tal manera que todas las superficies incluyendo los
cierres, sean humedecidos por el medio. El1  contenedor
debe ser incubado en posicidn vertical con el cierre en
la parte superior, ésta posturas miniminiza la migracidn
de ingredientes que pudiera afectar 1la promocién del
crecimiento caracteristico del medio.

b) Tiempo.— Los contenedores sellados son liberados de la
linea de produccién y deberdn ser incubados por un minimo
de 14 dias,

c) Temperatura.— Los contenedores de la prueba deben ser
monitoreados durante el periodo de prueba y deberdn ser
mantenidos dentro del rango de temperatura especificado
para el perfodn elegido.

d) Controles positivos.- Estos deberdn ser incubados bajo
condiciones idénticas que los contenedores de prueba,

Andlisis e Interpretacidén de la Prueha de Simulacién de Proceso.

Siguiendo el periodo de incubacidén spropiada el medio de los
contenedores llenados deberd examinarse visualmente para
desarrollo microbiano.

"

Los contenedores contaminados deben ser examinados para
gvidenciar dafos de contenedores y cierres, 1o cual podrias ser

una falla de 1la integridad del sistems de empacado, Log
contenedores daffados no deben ser considerados en los resultados
de la validacién,. Cuando los contenedores son daffados oe

establece una investigacidén pars determinar laos causes posibles y
tomar 1a accidn correctiva apropiada,
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La identidad de  los microorganismos  dentro de los
contenedores cuntaminados daberd ser determinada, bata
ldentificacidn deberd incluir-como minimo colonia y morfologia
celular asi como también las caracteristicas de la tincién de
Gram.

El nivel de contaminacidn en la prueba de simulacidén de
proceso (cuando existe desarrollo positivo) puede ser determinado
usando la siguiente fdarmula (49).

% nivel de contaminacion =

No, de contenedores con crecimiento microbisno
e e e m—— ——— x 100
No.tot., de conte,llenados ~ No. de cont, contaminados

Un método paras 18 identificacién de contenedores daffados es
empleando una tinta o solucién surfactante sumergiendo los
contenedores y edpuestos sl vacio bajo presién con parémetros
especificados de tiempo y severidad de exposicién.

Esta es la responsasbilidad de cadea fabricante para
establecer el punto final aceptable de la prueba de simulacidn de
proceso3y un punto final ampliamente aceptado del nivel de
contaminacién para la prueba es de 0.3%, sin embargo es sugerido
que los fabricantes deban esforzarse paor un nivel de
contaminacién menor de 0.1%,

Si ocurre una falla en la prueba de simulacidén de proceso
durante el monitoreo de rutins se deberd considerar en los
estudios de validacidén posterioresy un programa de sequimiento
consistird en una revisidn por produccidn asi como por control de
calidad, aseguranza de la calidad y otros grupos funcionales vy
deber4 ser iniciado para revisar?

latos ambientales,

-~ Registros de esterilizacion.

Ragistros operacionales.

Otros datos relacionados con la prueba.

La repeticiéon de la prueba deberd realizarse  tan  pronto
como sea posible, i el nivel de contaminacién de la repeticidn
#s mayor que el punto final estashblecido, el proceso de validaaidn
no 8s considerado a ese nivel,



La accidn investigativa deberd iniciarse inmedistamente para
identificar 13 causa del crecimiento del nivel de contaminacién y
las acciones correctivas deberén ser tomadas, el proceso de
revalidacién no puede ser considerado hasta que por lo menos 2

a5

pruebss de simulscidn de proceso consecutivas sear aceptables.

Cuadro 4.I1 FROGRAMA DE MONITOREO MICROEINLOGICO AMBIENTAL (46)

Expo.de Rejillas
Elemento Rodac Swabs cajas de Aire Otros
Fared y
pisos ® b
Area con-
trolads by b b X
............ [§ [VIIVIR RSP SN RIS SRR IRy S e s 000 -
Area
critica % X »®
Filtros poP, integridad
de aire H velocidad
Equipo de
produccidn X
Equipo de X
llenado M FeSBesFo
Mangueras . X
lin., llen. PSP,
Hornos ¥y Testigo bionld~
autoclaves X gico y fisico
Sandtizan~ Cuenta cilindro
tes " N placa
luz ultra- Lectura de
violeta % intensidad

X P.8.,P, - Prueha de Simulacién de Praceso.
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CAPITULO V  PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

5.1 EVALUACION DE FILTROS HEPA

La evaluacidn de los filtros HEPA que se 1levd g caba es la
microbioldgica, medisnte la exposicidn de cajas petri en las
entradas de aire al 4dvea controlada. Los resultados de la prucha
con QOF no fueron facilitados por ls empresa y unicamente se
reportd como! "resultados satisfactorios®, :

CONDICIONES DE LA FRUEBA?

- La circulacién del aire serd siempre 13 misma durante los
dias de prueba,

=~ El monitoreo se llevd 8 caho durante 10 dias consecutivos
con equipo en el Ares y sin personal operando y 10 dias en
condiciones normales de trabajo.

- Uniforme apropiado para &res3 controladas.

MATERIAL EMFLEADOS
- Incubadoras 8 20 y 35 grados centiqgrados.

- Cajas petri esterilizadas de 153 % 100 mm. con medio de
cultivo de agar soya-tripticaseina y con agar de saboraud.

PROCEDIMIENTO?

- Exponer 2 plscas con medio de cultivo de agar soya
tripticasein2 y de aggar de saboraud a una distancia de 30
cme aprox. de cada una de las entradss de aire.

- Exponer por tres minutos.

- Condiciones de incubacidn. Las cajas petri con medio de
cultivo de sgar de soya-tripticaseina se incubaron 8 395
grados centigrados por 72 horas y las cajas petri con
medio de cultivo de agar de saboraud fueron incubadas a 20
grados centigrados durante 5 dias.

RESUL.TADOS

- No se observd desarrollo microbiano después del tiempo de
incubacidn en las  cajas petri con medio de culltivo
expuestas en lag entradas de aire durante los 20 dias de
la prueba.

79



5.2 MEDICION DE LA INTENSIDAD DE LAS LAMPARAS DE LUZ UV

La  evaluacidn de las lédmparss de luz WY se reelizd  tomando
lecturas de la intensidad de l1a luz UV en cada lémparay
considerando los valores de intensidad dptimos entre el 60 X y el
100 % del valor tedrico reportado poar la casa proveedora. Para el
tipo de lémpara que se probd se considera un 100 % de intensidad
al 7.7 microwatts/cm2 por lo tanto, el 40 % serd de 4.62
microwatts/cm?2.

MATERIAL EMPLEADO?
= Lienzo humedecido con alcohol isopropilico al 70 Z%.

- Medidor de intensidad de luz UV.

- Equipo adecuado para 3rea controlada.

"FROCEDIMIENTO!

- 8e limpis cuidadosamente 1a ldmpara que se va a probar
con un lienzo humedecido con alcohol isopropilico al 70 %.

- 8e coloca el sensor del aparato para medir la  intensidad
de luz UV a8 1 cm aprox. de la lampara,

~ Se efectuan 3 lecturas en cada ladmpara (extremao derechoy
centra y extremo i=quierdo). A una distancia de 5 cm
apros. del electrodo a8 lo largo de la lampara.

- E1 tiempo pars tomar 1la lectura es de aprox, 2 minutos que
@5 @l tiempo necesario para estabilizaer la sensibilidad,
esto esy que no se presente una variacidén mayor de 5
centésimos,

~ Se determinaron lecturas en cada una de las l3mparas que
muestran las figuras S.1 y 5.2,
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RESULTADOS
l.os resultados que muestra el cuadro 5.1 eg el promedio de las

tres lecturas en cada limpara. L8 evaluacidn se reslizéd dos veces
con dos meses de diferiencia.

Cuadro 3.1 LECTURAS DE INTENSIDAD DE LA LUZ LWV

LLAMF SECC+ DE LLENADO DE SECC. DE LLENADO DE
ANTIBIOTICOS (POLVOS) LIQUIDOS
la, Determ. 2a. Determ, ia. Determ. 2a. Determ.
microwatts microwvatts microwatts microwstts
1 8.43 6,38 6401 6,70
2 7,44 54,29 &.89 . 7439
3 7+35 6467 7.07 6425
4 7.48 46,79 7.51 7.95
5 7.55 6,37 64,47 beb7
6 7+33 6.71 7+34 6011
7 7.76 6.083 7435 beb7
3 4.94 6,33 4.93 b447
14 7.55 6433 696 7.03
10 7.89 6499 7.13 46.58
11 7.87 5,92 7.24 6.70
12 7.48 4,71
CRITERIO?

84 el promedio de las tres lecturas es menor de 4.62
microwatts/cm2 se deberd cambiar la lédmpara. Si el promedio es
mayar de 4,62 y menor o igual 3 7.7 microwatts/cm?, se considera
una lampara eficiente vy i el promedio es mayor de 7.7
microwatts/cn2 se considera una lémpars en muy buen estado.
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G+3 VALIDACION DE CICLOS DE ESTERILIZACION

Fara comprobar que el tiempo de esterilizacién es correcto y
la distribucidén de calor es uniforme dentro de la cémara
esterilizante, se realizs la validacién del ciclo de
esterilizacidn.

Esta validacidn se realizd por dos métodos diferentes!

a) Método fisico. En el método Fflsico we usaron dog
procedimientos paras determinar que la distribucidn de
temperatura e uniforme en toda la chmara de
esterilizacidén vy dédstas fueron?

-~ Utilizando termdmetros de méxima certificados y un
termopar integrado a un graficador,

- Utilizando indicadores fisicos para autoclave (dcido
benzoico p.fe 121 grados - centigrados) vy horno
(sulfatiazol p.f. 200-204 grados centigrados).

b) Método wmicrobiolégico. En el método microbiolégico se
utiliza como indicador biolégico para autonclave Bacillus
sterotherméphilus.

CONDICIONES DE LAS FRUEBAS!

a) Autoclave!

- Con carga.
~ 8in carga.

b) Horno!

- Con carga.
- 8in cargs.

c) Equipo de sequridad adecuado para manipular autoclave vy
horno.
MATERIAL EMPLEADO!
~ fMutoclave y Horno.
- Indicadores fisicos y bioldgicos.
- Fragcos &mpula y ampolletas.
- Termémetros de mdxima certificados.
- Garro esterilizador.

-~ fmpolletas con producto.



PROCEDIMIENTO PARA AUTOCLAVE!

Se utilizeron ampolletss selladas conteniendo S50 mg,
aprox. de &cido henzoico (p.f. 121 grados centigrados)
como indicador fisico colocadas en 9 diferentes posiciones
para tener mayor seguridad en los resultedos. Al final del
tiempo de esterilizacidn se sacaron las ampolletas y se
observd su estado fisico.

Se colocaron termémetros de mdxima en 9 posiciones
diferentes, los cuales se sacaron al terminar el tiempo de
esterilizacidn tomandose la temperaturas de éstos paras
verificar la distribucidn de calor,

Se colocaron ampolletas con R, sterothermophilus como
testigos bioldgicos en las mismas posiciones que los
indicadores filsicos. Después de la esterilizacidn se
incuba a 5% grados por 48 horas, pasando ¢l tiempo de
incubacién se observd sl presentan dessarrollo.

Las posiciones empleadss son las siguientes?

1.~ Extremo izquierdo superior frente.
2+~ Extremo izquierdo superior fondo.
3.~ Entremo derecho superior fondo.
4.~ Extremo derecho superior frente.
Se~ Centro.

6.~ Extremo izquierdo inferior frente,
7.~ Extremo izquierdo inferior fondo.
8.~ Extremo derecho inferior fondo.
?.~ Extremo derecheo inferior frente.

RESULTADOS?
Cuadro 5.1I RESULTADOS DE AUTOCLAVE
Posiciones - Temperatura Indicadores
sin cavrga |. con carga | bioldgico fisico
1 121.5 120.0 negativo ¥positivo
2 121,85 120.5 negativo positivo
3 121.5 120.0 negativo positivo
4 123.0 12140 negativo pogitivo
5 120.0 120,5 negativo positivo
é 123.0 120.5 negativo positivo
7. 12245 120.0 negativo positive
8 121.0 121.0 negativoe | positivo
4 : 122.0 121.,0 "negativo positivo
grafica 123.0 o 124.0

¥positivo = aleanzé el punta de fusién.
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Condiciones de esterilizacidén?

Prosion = 15 1b/cm2,
Temperatura = 121 grados centigrados,
Tiempo = 35 minutos,

Indicador Bioldgico = K. sterothermophilus,

PROCEDIMIENTO PARA HORNOG

Se utilizaron ampolletas selladas conteniendo S50 mg.
aproxt, de sdlfatiazol (p.f. 205 grados centigrados) como
indicador fisico colocadas en § diferentes posiciones para
tener mayor sequridad en los resultadoss Al final  del
tiempo de esterilizacidn se sacaron las ampolletss vy se
observd su estado fisico.

Se colocaron termometros de maximo en § posiciones
diferentes, los cuales se sacaron al terminar el tiempo de
esterilizacidn tomandose 1a temperaturas de éstos para
verificar 18 distribucidn de calor.

Como testigo bioldgicn se aconseja utilizar esporas de C.
tetani, que no fué posible usar por ser altamente
patdgeno, por lo tanto en la esterilizacidn con carga se
tomd una muestra de 1Y visles por posicién a los cuales se
les efectud 1a pruebs de esterilidad, tomando los
resultados como los de un testigo bioldgico.

Las posiciones empleadas son las siquientes!

1+.- Extremo superior fondo.
2.~ Extremo superior frente.
3.~ Centro.

4.~ Extremo inferior fondo.

S

- Extremo inferior frente.
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RESULTADOS

Condiciones de egterilizacién!

- Temperatura = 200 grados centigrados.

- Tiempo = 120 minutos.,

- Indicador Bioldégico

= Prueba de esterilidad.

Cuadro 5,111 RESULTADOS DNE HORNO No. 1
Posiciones Temperatura Indicadores
sin carga con carga biolégico fisico

i 200,0 206.0 negativo ¥positivo
2 209.0 208.90 negativo positivo
3 205.,0 205.0 negativo positivo
4 200,0 200.0 negativo positive
5 205.0 203.0 negativo positivo

- grafica 210.,0 210,0

Xpositivo = alcanzd el punto de fusién.

Cuadro $.IV  RESULTADOS DIE HORNO Na., 2

Posiciones Temperatura Indicadores
sin carga con carga biolégico fisico
1 200,0 200,0 negativo kpositivo
2 205.,0 203.0 negativo positivo
3 205.0 203.0 negativo pasitivo
4 203.,0 206,0 negativo positiva
5 205.0 205.0 negativo positivo
gréafica 210.0 210.90
¥positivo = alcanzd el punto de fusibn,




5.4 VALIDACION MICROBIOLOGICA DEL AREA

L.a validacién microbiolégica del drea se realizd mediante el
manitoreo de superficie y de medio ambiente.

Evaluacién de Superficies,

Este monitoreo se realizd en las parte mds criticas del &rea
de ascuerdo al criterio del departamento d? contrel de calidad, en
las =zonas hlanca y critica,

CONDICIONES?

- Las condiciones ambientales deberan ser indénticas a  las
normales de trabajo.

- El monitoreo se realizd durante 10 dias? S5 dias con equipo
en el area y sin personal laborando vy § dias con personal
laborando normalmente.

- Uniforme apropiado para 8res controlada,

MATERIAL EMPLEADOS
~ Incubadoras 8 20 y 35 grados centigrados.

- Cagas petri esterilizadas de 15 » 100 mm. con medio de
cultivo de agar de soya-tripticasedina y con agar de
saboraud.

~ Isopos estériles dentro de tubos de ensayo que contengan
2 ml., aprox. se solucién amortiguadora de fosfatos FH=7.,2
de tal manera que permanezcan hidmedos para poder efectuar
el raspado de la superficie a probar. :

FROCEDNIMIENTO!

- Monitoreo de equipo (méquinas llenadoras, selladoras,
engargoladoras y bandas) y acsesorios; se hace un raspado
de una superficie de 10 » 10 cme por medio de un isopo y
s@ siembra en estria sobre placas con medio de cultivo de
agar de soya-tripticaseina vy con agar de szhoraud,

- Monitoreo de pared y puertasy se reslirza en cada posicidn
a § cme del ras del piso, 3 1la altura de loa mesa  de
trabajo vy lo més alto que se pueda, tomando muestras de un
dree de 10 » 10 cm, empleando un isopo diferente para cadn
altura vy se siembra en estria sobre los modios de  cukiivo
de agar de soya-triplicaseina y con agqor de saborand.
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- Condiciones de incubacidén, Las cajas petri con medio de
cultivo de agar de soya-tripticaseina se incubaron a 3%
grados centigrados por 72 horas y las cajes petri  con
medio de cultivo de agar de sashboraud fueron incubadas a 20
grados centigrados durante 5 dias.

RESULTADOS?

No se observéd desarrollo microbiasno en ninguna de las
muestras tomadas.

Monitoreo de Medio Ambiente.

El monitoreo smhiental del 4rea de fabricacién de productos
estériles se realizd en las posiciones indicadss en las figuras
S¢el y 5.2 por considerar que son las zanas de mayor riesgo de
contaminacién. .

CONDICIONES DE LA PRUERA!

- La circulacidn del aire serd siempre 1a misma durante los
dias de prueba, ’

- El monitoreo se llevd a3 cabo durante 10 dias consecutivas
con equipo en el &rea y sin personal operando y 10 dias en
condiciones normales de trabajo.

- Tiempo de exposicidén 30 minutos.,

- Uniforme apropiado para &rea controlada.

MATERIAL EMPLEADO?
- Incubadoras a 20 y 35 grados centigrados,

- Cajas petri esterilizadas de 15 % 100 mm., con medio de
cultivo de agar soya-tripticaseina y con agar de saboraud.
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FROCEDIMIENTO!

- Colocar 2 placas una con wedio de cultivo de agar de soya
tripticaseins y la otra con agar de sshoraud,y en cada una
de 1la posiciones indicadss en las figuras 5.1 y 5,2,

- Exponerlas durante 30 minutos.

- Condiciones "de incubacién. Las cajas petri con medio de
cultivo de agar de soys—tripticaseina ge incubaron a3 395
grados centigrados por 72 horas y las cajas petri con
medio de cultivo de sgar de saboraud fueron incubadas a8 20
grados centigrados durante 5 dias,

RESULTADOS ?

Al finalizar el ciclo de incubacidén se sacaron 1las cajas
petri y se realizd la cuents de coloniag que se. desarrollaron.
Los resultados son agrupados por zona.de trabsjo (zonas criticay
blanca, gris Yy negra) y se muestran en los cuadros del 5.V 8l
5.VIII.

La representacion grafica de ndmero de microorganismos
productores de colonias encontrado en cada =zona de trabajo,
corresponde 21 ndmero mds alto repetitivo durante el dia de
prueba debido &8 que si se considerara el promedio se estaria
hablando de fracciones de microorganismos siendo esta situasciébn
irreal, por lo tanto, a1 considerar al ndmero méds alto se puede
decir que se encontran, cuando més, el ndmero reportado.

Se grafican los velares encontrados en =zona critice vy
blanca para observar como varia la contaminacidén durante las dos
fagses de wvalidacifn con y sin personal, tanto en seccién de
llenado de antibidticos como de liquidos.

Las figuras 5.5 y 5.6 representan 1la wvariacién de
contaminacién en las diferentes zonas de trabajo caomparando 1las
dos fases de la validacidn con y sin personal.
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CON EQUIFO Y STN PERSONAL DENTRO
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DE LA EVALUACTON MICROBIOLOGICA AMBIENTAL DE LA SECCION

RESWLTAROS

Cuadro 5.VI

CON EQUIFO Y PERSONAL DENTRO DEL

DE LLENADO DE ANTIBIOTICOS (POLVOS).
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RESULTADOS DE LA EVALUACION MICRORIOLOGICA AMRIENTAL DF LA SECCION
BE PREPARNCION Y LLENAID DIE SOLUCIONES,

DENTRO DEL AREA
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DE LA EVALUACION NICRUBIOLOGICA AMBIENTAL IF LA SECCION

UE  PREFARACINN ¥ LLENADO DE SOLUCIONES, CON EQUIFD Y FERSONAL DENTRO

UEL AREA LAKORANDIO NORMALMENTE

RESULTADOS
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5.5 PRUEBA DE SIMULACION DE FROCESO

Con déeta pruesha se verifica la efectividad y adaptabilidad
de filtracidn de  aire, ecterilizacidn de contenedoresy
esterilided del equipo, los condiciones ambientales y précticas
de manufactura,

CONDICIONES

- Las condiciones ambientales doberd ser idénticas a lso
normales de trabajo.

- Uniforme apropiado para Area controlada,
- Todo el material empleado deberd ser estéril.

~ Las pruebas se realizaron en las dos secciones de 1llenado
de antibidticos (polvos) y soluciones.

- La pruehs se realizd en dos ocasiones con un mes de
diferencia entre ellas.
MATERIAL EMPLEADO?
~ Medio de cultivo digerido de caseina soya (TSG).
- Medio de cultivo tioglicolato (NIH).
- Agua destilada,
~ Frasco smpula, tapon y sello,
- Ampolletas.
- Equipo de sellado, llenado y engargolado.
~ Incubadoras a 20 y 35 gradas centigrados.
- Horno y autoclave.

- Equipo .de microfiltracién.

FROCEDIMIENTO

- 8e. llenaron 500 contenedores en las mismss condiciones de
velocidad, voldmen y personal que en el llenado de un lote
de producto normal con medio de TS56 y 500 contenedores con
medio de NIH, procediendo al cerrado y sellado de cada uno
de ellos.
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- Posteriormente los contenedores con THEG se incubaron a 20
gradns centigrados y los de tioglicolato a8 3% por un lapso
de 5 diass Finalmente se observéd i  hubo dessrrollo
microbiano.

- Ge llenaron 500 contenedores con agua destilads que fueran
utilizados para realizer las pruebas de esterilidad,
tomicidad y pirdgenos,

RESUL.TADOS ¢

Los resultados de la prueba de simulacidén de  proceso  se
reporta en los cuadros S5.IX vy G.%

Cuadro 5.IX RESULTADOS DE LA FRIMERA PRUEBA DE SIMULACION DE

FROCESD
Area de Esterilidad{Piro-}Toxi- Nivel de
Frueba TS6 NIH lgenos|cidad| Contaminacidn
Antibidticos (polvos) 1 - - - 0.06 %
lLiquidos fro. ampula 1 - - - 0.06 7%
Ampolletas No, 1 1 - - - 0.07 %
Ampolletas No. 2 - 1 - - 0.07 %

Fara Antibidticos (polvos) y liquidos, como no se daffaron
contenedores, el nivel de contaminacién es?

1
Nivel de contamin@cidn = ——r—————— s 100 = 0,06 %
1500 - 0

En el llenado de ampolletas se dafiaron 120 ampolletas, por 1o
tanto el nivel de contaminacién es!?

1

Nivel de contaminacidn = » 100 = 0.07 %

1500 -~ 120

100



Cuadro 50X RESUL.TADOS  DE LA SEGUNDA PRUERA DE  SIMULACION I
FROCESO
Area de Egterilidad{FMiro-|Toxi- Nivel de
Frueba TS6G NIt |oenosjcidad} Contaminacidn
Antibidticos (polvos) - - - - ]
Liquidos foo. dmpula 1 - - 04006 %
fimpolletas No. 1 - - - O
Ampolletas No., 2 - - - - 0

En el

llenado de liquidms.no se dadfaron

tanto el nivel de contaminaciéon es!

Nivel de contaminacidn =

Cuadro S.XI

1500

contenedores, por

% 100 = 0,06 %
-0

DE LAS AREAS ANTIERIOTICOS (FOLVOS) Y LIQUINOS

ELEMENTO

RESULTAIOS

PRUEEAS EFECTUADAS

Filtros HEPA

0 Cols/3min,

600 - 805
microwatts/cm2

Exposicidn de cajas en
entradas de aire.

Lecturas de la intensi-

L T LT LT T

Autoclave

120,5-123 C

Ambiente en?
zona critica

Satisfactorios
Horno 200-208 €

Satisfactorios
Superficies 0 Colonias

1 colonis mad,

zona hlanca 2 colonias max,
Equipo de Nivel de
Llenado y contaminacidn
Fersonal 0 - 0.07 %

dad de radiacion.
Ilistribucidn de temp.
Testigous fisico vy

.biolégico,
Distribucidn de temp.
Testigos fisico vy

biolégico.

ok o B R S U B o 44 e ook b b Bkt o Bt L4 11 e B4 B b B

Exposicién de cajas por
30 min.

1 S s S it B o o Lo 48 R i G o B S B B

Frueba de simulacidn
de proceso.

lo

RESUMEN DE RESULTADOS DEL MONITOREO MICROEIOLOGICO
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ANALISIS DE RESULTADOS

Al obtener los resultados satisfactorios para los sistemas
de ester zacidn del  filtros HEFa&, 1luzx W, autoclave, horno y
evaluocidn de superficies que muestrs 1s table S.XI se continda
con el programa de validacidn amhiental microbioldgico.

En las graficas de resultados obtenidos en 1o validacidn
ambiental se puede observar claramente como el nidmero de
microorganismos  encontrados en  las secciones de llenado de
antibidticos (polvos) vy liguidos compuestas de sus  respectivas
zonas critica, blanca, gris ¥y negra va disminuyendo conforme los
controles para la prevencion de la contominacidn aumentan, esto
eny QuUe ' 1la =ona negra que e und parte en lo que po cuenta con
luz WV, ademds que el personal entra con ropa de calle llevando
un  halo de contaminacidn aumentando la cuents de microorganismos
respecto a las otras. ‘

Otro punto que se puede observar al comparar los resultados
de 1las dos fases de la validacioén con y sin personal, es que la
contaminacion es  ligeramente mas alta los primeros dies de 1la
prueha en la primera fase y esto se puede atribuir a3 que el 4rea
se estuvo limpiando, asi que la contaminacidén encontrada es el
resultado de los dltimos dias de la purga de los sistemas
esterilizantes.,

Una wvez que se asegura que el ambiente es adecuado para el
llenado de productos estériles se procede 3 la prueba de
simulacidén de proceso, en 1la que se evalud ademds de los sistemas
de esterilizacidén, el equipo de 1llenado y el personal que
interviene en el proceso obteniendose un nivel de contaminacidn
satisfactorio para 12 empresa,

Los valores obtenidos en esta validacidén serén considerados
para validaciones posteriores exclusivamente para la empresa  en
la que se llevd a cabo dicha validacidn, de tal forma que si se
encontrara alguna desviacidn, se estudiardn los sistemas que se
han estudiadoy para determinar 1la causa que origine tal
desviacidn.

Despuéds de analizar los resultados de la  wvalidacidn se
recomienda seguir un  programa de validacidép periddicamente,
especifico para cada sistema como se muestra en el cuadro S.XII.
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Cuadro S.XII

FROGRAMA

DE VALIDACION

DEL AREA CONTROLALIA

Equipo de
LLenado

Testigos Fisicos y
Riolégicos

Frueba de Simulacién
de Fraceso

SISTEMN TIFD DE FRUEBA FRECUENCIA
Filtros HEPA Reto con DOF Cada 6 Meses
Microhioldgica Semanalmente
Luz UV Medicién de Int. de Cada 3 Meses
Lédmparas
Horno vy Distribucién de Temp. Cada 6 Meses

Diariamente

Semanalmente

Cada & Meses
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CONCLUSIONES

Al elaborar éste trabs,jo tuvimos la oportunidsd de comprobar
lo importanttr que es para el Quimico Farmacedtico Ridlogo, el
tener conocimiento 8 cercs del diseffo y la construccidén de un
dres controlada en condiciones dptimas pars la elaboracién de
productos estériles, ya que su fucidn es primordisl por ser é1
quien exige resultades de la funcionslidad del lugar de trabajo.
fsi es que, es muy importanie conocer las opciones gue existen en
cuanto a3 materisles y las ventajas que presentan cada uno de
ellos para los fines que se pretenden en el acabado final.

Se dependid bisicamente de las disposiciones de la empresa
en la que se construyd el ares y se puede asegurar gue fué bien
pstudiado el proyecto de diseffo y construccidn, en el que se
consideréd muy a conciencia todos los detalles y requisitos
exigidos en la BRuenas Fracticas de Manufacturs y la Secretaris de
Salud. El papel mis importante que desempefiamos en édste proyecto
fué principalmente 13 de comprobar que el 3dres es reslwente
funcional, es decir, desarvollar y realizar un método de
validacién asi como el proporcionar un programa pars validaciones
pasteriores,

Durante la investigacidn para el desarrnllo de ésta tesis
encontramos varios métodos para efectuar la validacidén de los
sistemas que ayudan a evitar lz2 contaminacidn en el &rea
controlada, de 1los cusles 13 mayorfia de éstous métodos son
reportados en 1la literaturs oficial, mientras que atros son
recomendados por casas proveedoras que aseguran resultados
satisfactorios, Los métodas utilizados en la parie experimental
de 13 validacidn del &reg controlada son oficialmente reportados
en la U.S.P,, BHB.P, vy C,F.Re con excepcidn del método utilizado
para la evaluacién U.V, en la que se empled el recomendado por la
casa proveedora mismo gque ha sido estudiado en otrs literatura no
wficial demostrando su efectividad,

Al no contar con todo el equipo necesario se tuvo que hacer
slgunas wodificaciones en los siguientes métodos!

~ En  la evalusciébn del sistems de aire, por no contar con
muestreador de aire, e muestred directamente de 1las
entradas de aire filtrado por un tiempo determinado para
realizar 1l evaluacién microbioldgica,

~ En 13 evaluacion del método de esterilizacién por calor
seco (horno) se reslizasron pruebas de esterilidad en
frasco vacio, muestreando de les diferentes niveles del
horno y considerando el resultado como e) de un testigo
biolégico.,
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Estas modificaciones dieron resultados que consideramos
confiables, de ahl que podemos concluir que si no se contara con
el equipo adecuado y sugerido en las lécnicas oficiales se puede
adaptar o crear otro método que permita abtener resultados de
evaluacidn.

A1 obtener los resultados ya analizados de la wvalidacibn
ambiental y de los sistemas del 4drea controlada se concluye que?l

- El disefflo y el acabado del Aaros, cumple can las
especificaciones requeridas por las Buenas Fracticas de
Manufacturas y de la Secretaria de Salud a la vezr que se
adapta a las necesidades de la enpresa,

- Al obtener un medio ambiental adecuado dentro del Adres
controlada vy niveles de asepsis satisfactorios, se asegurs
un alto grado de calidad de los productos estériles que
alli se fabriquen.

- Estos primeros datos seran un antecedente para
validaciones retrospectivas o reevaluacioney y sirven para
la elasboracidon de un programa de validacién vy la
frecuencia con !4 que se debe efectuar,

La validacién es un conjunto de evaluaciones documentadas que
permiten comprobar la efectividad de los procesos involucrados en
la fabricacidén de un producto, teniendo como resultado final 1a
calidad de dicho producto. For medio de estas evaluaciones
podemos determinar 1las variables que se deben controlar para
avitar desviaciones posteriores del proceso.

Finaslmente podemos asegurar que los ob,jetivos fi,jados al
inicio de ésta tesis se cumplieron satisfactoriamente, ademds que
durante su desarrollo adquirimos experiencias que 3yudardn a
mejorar el criterio de nuestra vida profesional,
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