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PROLOGO 



La presente tesis,: esta encaminada a orientar a las pers~ 
nas interesadas en el :tema de Validación de proceso, sobre su 
aplicación e implellientacidn en la Industria Farmacéutica, conce}?
to que trae como consecuencia mejores productos con mayor grado 
de aseguramiento de la calidad, reducci6n en los costos y lo que 
es más importante: un mejor servicio al cons1nllidor. 

En el desarrollo de este tema se tratará de mostrar la 
magnitud del concepto, as! como las áreas que abarca. Principal 
mente se tratará la Esterilizaci6n terminal de soluciones inyec
tables en autoclave, forma farmacéutica que merece atenci6n esp~ 
cial en su elaboración por las características propias que posee 
y donde algunos autores han propuesto, con justificaci6n, que 
con una adecuada validación del proceso, la prueba de Esterili
dad adiciona pocos datos a la seguridad, de que el producto en 
cuestión sea estéril, con la consiguiente disminuci6n de riesgo 
para el paciente. 

La tesis se presenta en s partes, siguiendo el orden que 
a continuación se presenta: La primera parte consiste en una 
breve introducción y de ella se deriva el objetivo m!smo del tr! 
bajo. La segunda parte tiene como finalidad situar al interesa
do en el campo que se abordar!, presentando el origen de la val~ 
dac~6n, el concepto mismo, y finalmente una breve interrelacidn 
entre las Buenas Prácticas de Manufactura ( BMP ) y el término 
de validación. En la tercera parte se presentan los requisitos 
necesarios para iniciar la Validación del proceso, siguiendo con 
la rnetodolog!a del trabajo experimental realizado, señalando co~ 
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sideraciones particulares de ~ate, y . .finalizando con los result~ 

dos obtenidos. 

La cuarta parte presenta la dis cusi6n de los· resultados 

y finalmente en la quinta parte se exponen las conclusiones a las 

que se llegaron, después de realizar este trabajo. 

Al término de estos capítulos se incluye un apéndice en 

el cual se presentan al~unos aspectos te6ricos que soportan el 

estudio de validaci·6n del proceso de esterilizaci6n en autoclave 

de soluciones parenterales, para su implementaci<5n y aplicaci6n. 
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J:NTRODUCCION 



ba Industria Qu!lllica Farmacéutica pers~gue. varios objet!:_ 

vos¡ el principal de ellos es obtener medicamentos que reunan 

las características necesarias para el uso para el cual fueron 

diseñados. Esto requiere un trabajo cont!nuo, para poder día a 

d!a proporcionar medicamentos que respalden la confianza que se 

ha depositado en ellos. 

Hoy en d!a no basta seguir las Buenas Prácticas de Man~ 

factura, es necesario seguir trabajando y mejorar los procedi:.,

mientos con objeto de optimizar la elaboraci6n de productos fa~ 

macéuticos. 

Es en 1976 cuando en la Industria Fannacéutica nace el 

concepto de Validación de proceso, a{in cuando los primeros re

glamentos publicados por la FDA l Food and Drug Adrninistration) 

en 1963, sin mencionar el t~nnino " Validaci6n de proceso ", 11~ 

vaban implícito el mismo; dicho t~rrnino, no se opone por lo tan

to a las Buenas Prácticas, sino que en ellas sienta sus bases, y 

su avance no se ha hecho esperar, siendo un concepto s6lido, de

finido, no muy distante de llegar a ser cimiento de una nueva 

técnica que asegure la calidad de los productos farmacéuticos 

por medio de consideraciones apropiadas de diseño, las cuales no 

están limitadas al diseño del proceso o control del proceso, si

no que involucran la operaci6n completa de la finna encargada de 

fabricar y vender el producto. 

Es debido a la Validaci6n de procesos, que surgen nuevos 

senderos en el Desarrollo Farmac~utico que culminarán con la ob

tenci6n de productos de calidad, seguros y reproducibles. 
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Objetivo 

Elaborar 1111 procedimiento confiable para la etapa de est~ 

rilizaci6n terminal de un producto inyectable en autoclave, me
diante una secuencia específica de trabajo ( Estudio de valida

ción). 
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GENERALIDADES 



El más qrande anhelo del hombre ha sido y es el de su~e
rarse y crecer cada vez más, ésto se ve reflejado a lo largo de 
su historia, ya sea que el mismo haya propiciado su avance ó 
bien debido a un evento casual, adecuadamente aprovechado. Hoy 
en d!a nos encontramos con acontecimientos que contribuyen al 
avance del hombre abarcando muy diversas áreas,· sin que la In
dustria Parmac6utica sea la excepción y as! en ella se observan 
continuos cambios que repercuten en el avanc·e de la misma. 

Tal es el caso de la Validación de procesos, la cual debe 
su origen a un evento relativamente casual, que una vez que el 
hombre comprendi6 y aplic6, di6 lugar a la creaci6n de una nueva 

técnica. 

Fué en E.U.A. en el año de 1976, cuando qrupos de inspec
tores de la FDA ( Pood and Druq Administration ), quienes duran
te la realización de auditorias cotidianas a los diferentes Lab2 
ratorios que conforman la.Industria Farmacéutica de ese pa!s, d~ 
tectaban la existencia de algdn problema en particular y daban 
alquna sugerencia de acuerdo a la experiencia obtenida. En va
rias ocasiones esa sugerencia· se componía de un pequeño cambio 

~& 

en alquna etapa del proceso, un muestreo ~s estricto, etc., lle 
gando a sugerir como verif icaci6n del cambio un desafio para 
comprobar su efectividad. Posteriormente dichos inspectores ob
servaron que sin darse cuenta habían elaborado una nueva técnica 
que surgi6 del inter6s por solucionar problemas rutinarios pre
sentes, pero que en su aplicaci6n tenia además la ventaja de 
crear calidad dentro de un producto farmac6utico. Después vino 
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la etapa de formalizar esta técnica, y en 1980 fué aprobada como 

ley por las autoridades corres·pondientes. 

En nuestros días es com1ln hablar de Validación de proceso 

y estamos conscientes de que no está muy distante de formar par

te de la historia de la Industria Farmacéutica. 

Definici6n 

Existen muchas definiciones sobre la Validación, sin 

embargo una de las más usadas es la siguiente: " El proceso es 

validado cuando el procesador tiene suficiente experiencia y da

tos para asegurarse a sí mismo y a las autotidades correspondie~ 

tes, que su proceso es altamente reproducible y que, con el apr~ 

piado Control de Calidad, hará consistentemente lo que se supone 

se debe hacer " 13 

Etapas de la Validación 

La FDA ( Food and Drug Administration ) ha reconocido ~ 

mo oficiales cuatro etapas en el Proceso de validaci6n. Estas 

etapas pueden dife(l!"ir en el contenido de cada una, dependiendo 

del proceso a validar, pero en esencia comprende: calificaci6n,· 

desafío, moni toreo, recalificaci6n. 

Calificación.- Es la ejecuci6n de pruebas para determi

nar sí un elemento posee los atributos que se ha informado que 

posee: esto puede parecer ambiguo, pero hay que recordar que el 

6 



equipo de la In;dustr~a ~axma.o1titica ha sido obtenido de difere!!,_ 
tes industrias, y es ·en: ·eata etapa en:. donde se determina s! re!:!_ 
ne las caracter!stic~s necesarias, las cuales posteriormente se 
rSn validadas. 

Desafío.- Es la realizaci6n de pruebas para determinar 
a! un elemento puede cumplir con su funci6n, para establecer 
los l!mites de capac~dad, 6 las condiciones en que el elemento 
empieza a fallar. Este es un concepto especialmente importan~e 
en el proceso de validaci6n, ya que se establecen especificaci2_ 
nes muy consistentes: conocer cuando el elemento empieza a tr! 
bajar para nuestro objetivo, as! como la condici6n 6 condicio
nes en las cuales empieza a fallar dicho elemento. 

Monitoreo.- Registrar las condiciones de los elementos 
cr!ticos durante el empleo de ese elemento en particular. 

Recalificaci6n.- Es la ejecuci6n de pruebas a interva
los determinados para confirmar la capacidad de un elemento pa
ra cumplir su funci6n. Es decir, nada queda permanente, as! 
que necesitar! ser recalificado por los elementos que se requi~ 
ren en el proceso. 

El m~todo de validaci6n no debería confinarse solo a la 
calificaci6n de los procesos, ya que cada elemento que interve~ 
ga en el producto 6 las especificaciones del mismo, deber!a su
jetarse al programa de calificaci6n - desafío - monitoreo - re_ 

7 



calificaci6n, Los elementos que i·nteJ:v.ienen en el proceso de 

validación se asocian ~ las Cu~tro Emes ( 4 M. l : Maquinaria 

Material, Métodos y Mano de obra. 

Interrelación entre las Buenas Prácticas de Manufactura 

y Validaci6n 

Siendo las Buenas Prácticas de Manufactura ( BPM ) las 

bases sobre las que se asienta la validac16n de procesos, es i~ 

teresante presentar la relací6n existente entre ellas. Las BPM 

establecen procedimientos estadfsticamente adecuados, esto es, 

experimentos apropiadamente diseñados con un número de réplicas 

para establecer niveles de confianza. Asi mismo hacen resaltar 

en varias de sus secciones la importancia de validar procedi

mient0s y procesos; entre otros se mencionan: 

" Especificaciones· válidas en proceso para caracter!st~ 

cas tales como claridad, pH, mezclado adecuado que asegure la 

homogeneidad de la solución, deben ser consistentes con las es

pecificaciones finales del producto terminado y deberán deriva~ 

se de promedios aceptables del proceso, as! como de variaciones 

del mismo, donde ésto sea posible, determinados por la aplica

ción de procedimientos estadísticos adecuados cuando ésto sea 

apropiado. El éxamen y análisis de las muestras asegurará que 

el producto en proceso y/6 terminado cumpla con las especifica

ciones " 
4ª 
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" Deben tenex-se p~oced~-entos. escr.S;tos pa.X'a p;r:oducci6n 
y control del procea'o,. diseñados para as~gu~ar que los p;r:oduc
tos farmac~uticos t~gan la identidad, potencia, calidad y pur~ 
za especificada. Estos procedilllientos escritos, incluyendo 
cualquier cambio deben ser preparados, revisados y aprobados 
por la organizaci6n autorizada, y revisados y aprobados por la 
unidad de Control de Calidad¡ deben ser seguidos para la ejecu
ci6n de las diversas y variadas funciones de producci6n y con
trol de proceso, y deben quedar documentadas al momento de su 
desarrollo. Cualquier desviaci6n de los procedimientos escri
tos deberlln registrarse y justificarse ". 4b 

En estas citas se menciona .indirectamente la importancia 
de la validaci6n y adem4s se puede observar la participaci6n de 
un departamento clave dentro de cualquier organizaci6n como lo 
es el de Control de Calidad, especifictlndose que los cambios d~ 
ben ser revisado y aprobados por el mismo, con lo cual s~ ejer
ce una acci6n de vigilancia para as~gurar que se cumplan dichas 
pr4cticas. As! mismo se nota la importancia du~ante el Desarr2 
llo de un producto, de determinar un promedio aceptable de pro
ceso y más importante artn de conocer la variabilidad del proce~ 
so. De tal manera que un buen diseño de proceso y un adecuado 
seguimiento del mismo durante la manufactura da lugar al produ=. 
to de la calidad esperada. 

Los procedimientos y especificaciones que involucra la 
calidad de un producto, presentan variantes muy amplias en'la 
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Indust~ia Famnacdutid~f· ~ cu~ntg ~ .lo que constituye la Vali~ 
daci6n del proceso p~~a el p~apóa~tQ de s~tisfacer a las autori 
dades correspondientes. 

La diversidad de instalaciones en la Industria, crea un 
formidable desafto para presentar un solo sistema de cuantifica 
ci6n que fuera aceptable para cada proceso. El gran ntúnero de 
procesos que est~n involucrados en la manufactura de procedi
mientos farmac~uticos se multiplican aan m~s, y st las rnodific~ 
cienes que son inevitables para favorecer un proceso especifico 
se incluyen por una exigencia en part!cular, el narnero de pro
cesos aumenta considerablemente. 

Despuás de revisar estos conceptos, se intuye que en re~ 
· lidad, lo que se ha estadp haciendo es validar el proceso para 

satisfacernos a nosotros mismos,, y ~ntonces despuás de efectuar 
un cambio en el monitoreo' de la producci6n, asegurarnos de que 
se está operando dentro de los nuevos parámetros establecidos. 
La determinaci6n de las variables del proceso y la validación 
de los cambios, es una exte~si6n postermor de la premisa: 
" Crear calidad dentro de un producto " 
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.PARTE EXPERIMENTAL 
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Infornia.ctdn .Ucn+ca de sopor.te 

Manual. geneJ:al de fabr~cacidn 
El manual.general de fabrtcactdn se presenta de una man~ 

ra abreviada, ya que solamente se pretende dar la ubicaci6n del 
proceso de esterilizacídn en la manufactura del producto. La 
secuencia de fabricacidn es la siquiente: 

Pesar el veh!culo, en un tanque de acero inoxidable. 
Con agitacidn constan~e, ~gregar el principio activo. Adicio
nar la solucidn amortiguadora. Detrminar el pH de la soluci6n 
y ajustarlo en caso de ser necesario. Filtrar la solucidn. Pa 
sar la muestra al departamento de Control de Calidad. Llenar 
las ampolletas, previamente tratadas para la el~minacidn de mi
croorganismos y pirdgen~s, una vez aprobado el l!quido a granel 
por el departamento de Control de Calidad. Esterilizar las 
ampolletas. 

Siendo el tema de este trabajo la validaci6n del proceso 
de esterilizacidn por autoclave, se debe centrar la atencidn en 
el Gltimo punto " Esterilizar las ampolletas ", debiendose pre
sentar el.instructivo del manejo del autoclave, para tener una 
idea del funcionamiento del mismo: 

El autoclave con el que se trabaj6 fue un Esterilizador 
rectangular AMSCO, modelo UME 3660 RPD y su manejo.es el si
guiente: Cerrar la puerta y bajar la palanca, apretar la llave 
de seguridad. Mover la palanca del regulador de vapor a la po
sici6n de parado, abrir la llave de vapor, esperar a que la pr~ 
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Qi6n del ma,ntlJl)et;i:o de la cmi;que4 se.o; de. 20 ~sig. Llevax:- la, pa
lanca a la poaicidn de estex:-~l~zado ~sta que el man6metx:-o de la 
cámara marque 20 psig. 1 y el indicador de temperatura est~ en 
12oe, poner el interruptor e "switch" l del. graficador en la po
sición de encendido ( "ON" ). Esperar 20 min., poner el in
terruptor en apagado ( " OFF " ) , cerrar la llave dei vapor en 
escape lento 5 minutos y después en escape rápido para descar
gar la cámara, en cuanto el m~nometro de la c~mara marque cero, 
se procede a abrir la puerta del autoclave y sacar las ampolle
tas. 

Caracter!sticas generales del inyectable.en estudio 
Ampolletas de v!drio neutro, conteniend~ un l!quido cla 

ro libre de part!culas extrañas, estéril, libre de.Pir6ge~os, 
pH definido1 y una concentraci6n del principio activo ( Cimeti
dina base ) de ciento cincuenta miligramos por mililitro, siéndo 
la v!a de administración del producto intravenosa 6 intramuscu
lar.· 

Las pruebas a que se somete el producto para asegurar su 
apego a las especificacione~, se dividen en f!sicas, qu!micas y 
biológicas. 

Por lo que respecta a las pruebas f!sicas se tiene: 
Inspecci6n f!sica. Que consiste en observar que la 

solución sea incolora, y exenta de part!culas extrañas visibles, 
contra un campo claro y obscuro. 

Vol~en contenido. Siguiendo el método establecido 
en la FNEUM IV Ed., pp 181. 



En cuanto al análj:sis :qu!mtca se tiene: 
Valoraci6n del principio activo. Que se analiza de a

cuerdo al método espect.fico por Cromatografta Uquid<1 de alta r~ 
soluci6n y por espectrofotometrta de ultravioleta. La variaci6n 

permitida va de 95 a 105%. 
pH. Se toma el pH de la soluci6n a 20°C, utilizando 

un potenci6metro adecuado. 
Otras impurezas. Se determinan por el método de croma 

tografía de capa fina y por espectrofotometría infrarroja, comp~ 

randolo contra un estandar de referencia. 
Respecto al analisis biol~gico se tiene: 

Esterilidad. Siguiéndo el método establecido en la 
FNEUM IV Edici6n. 

Pir6genos. Siguiéndo el método establecido en la FNEUM 

IV Edici6n. 
Seguridad. Siguiéndo el método establecido en la FNEUM 

¡v Edici6n. 

Parametros claves del.producto. Relaci6n de las caracte
rísticas del inyectable con el proceso de esterilizaci6n. 

Es importante que antes de iniciar el Estudio de valida
ci6n de un proceso, se determine qué características del produc

to pueden verse afectadas durante su elaboraci6n, con el fin de 
controlar muy de cerca estas características. En el caso de un 
inyectable la misma definici6n de la forma farmacéutica nos in
dica las características primordiales que debe poseer y por co~ 
siguiente las que hay que conservar. Para fines de este traba-
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jo se presenta brevemente la etapa de esterilizaci6n del produc
to analizando los factores que intervienen en el proceso de est~ 
rilizaci6n y las caracter!sticas primordiales del inyectable que 
hay que conservar. Esta relaci6n se presenta en la Tabla No. 1 

pág. 15. 

Criterio de aceptaci6n 
Establecida la relaci6n existente entre las caracter!st! 

cas del inyectable y el proceso de esterilizaci6n, resta dnica
mente establecer el criterio de aceptaci6n, con el cual se va a 
trabajar durante el estudio de validación. Recordando que dicho 
criterio de aceptaci6n, se establece en la etapa de Desarrollo 
del Medicamento, basándose en las especificaciones oficiales, ya 
que durante el estudio de validaci6n debe determinarse si las 
condiciones no van a modificar lo establecido inicialmente, y 

por lo tanto continuar elaborando medicamentos con caracter!sti
cas para los cuales fueron aiseñados. 

Descripción general del autoclave en estudio 
Esterilizador rectangular AMSCO, modelo UME 3660 RPD, na 

mero de serie M 811018534, de 61 cm de ancho ( 24 pulgadas ) por 
91 ~m de alto ( 36 pulgadas ) por 151 cm de fondo ( 60 pulgadas ). 
De vapor directo para empotrarse en una pared, doble puerta de 
seguridad de presión de vapor con empaque de hule silic6n en 
ellas y palanca de ajuste. Contiene doce termopares miniatura LN 
tipo T rango de -180 a 371 ºC, de acero inoxidable 316 diámetro 
de 1/8 de pulgada y una pulgada de longitud. 
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C'J\RllC'IERISTICAS 
DEL nmx::TABI.E 

FISICA 

~ 
{ * ) 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

J?RESIClll 
{ * ) 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

TIEMPO DE EKPO OTroS FAC'IORE'.S 
SIC!Clll - ( + ) 

( * ) 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

( * ) Factores correspon:lientes al ciclo de esterilizaci6n. 

( + ) calidad del vidrio, procesos adecuados de lavado y filtrado, etc. 

\ 

TMl'.A Nó. 1 

INFimN:IA DE DIVERSOO FAC'IDRES SOBRE US cruw::TERISTICAS DEL INYOC
Tl\BLE - Pro:::ESO DE E'Sl'ERILIZACIOO. 



Materiales de construcci6n del autoclave 
El autoclave as! como los accesorios de ~sta son de ace

ro inoxidable. Cumpliendo con todos los detalles sanitarios de 
construcción como son: válvulas faciles de remover para su ade
cuada limpieza, arillo de acero inoxidable soldado a la cámara 
para asegurar el blindaje contra la corrosi6n, control ciclomá
tico para asegurar que se realice el periodo correcto, secado 
de vacío para mantener el ambiente seco y fresco, válvulas de es 
cape para acelerar el enfriamiento de líquidos en frascos, puer
tas de cierre a presión para asegurar absoluta protección. 

Localizaci6n del autoclave 
El esterilizador antes detallado se encuentra dentro del 

área de inyectables, el cual se haya dividido en área de Inspec
ci6n física, área de lavado de material, área de recepci6n y pr~ 

paraci6n de materiales, área de cuarentena y área estéril ( en 
donde se localizan las zonas de llenado y sellado, zona de fabri 
caci6n y filtración). Para una mejor comprensión, ver la loca
lización del área en el Plano No. 1, pág. 17. 

M~todolog!a y consideraciones para la validaci6n 

Siendo esta etapa la parte medular del trabajo a rGalizar 
y con el fin de que cualquier persona que desee adentrarse en la 
experimentación propia, tenga elementos para iniciarla, se pre
senta a continuación, en forma e~quematizada, la secuencia de 
trabajo especificando los objetivos a lograr, as! como las cona! 
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deraciones al d;t_sejlo del expex-imento ,. stenclo necesa;rio remarca,i: 

que el diseño es y debe SeJ:' sien¡p;re un t.i:abajo conjunto de las 
áreas de Desarrollo, Producci6n, Control de Calidad y Manteni-, 
miento, ya que se requiere la participaci6n de las mismas con el 
fin de obtener resultados satisfactorios as! como el de .no inte~ 
ferir en las tareas diarias de cada departamento. 

El estudio.de validaci6n del proceso de esterilizaci6n se 

realiz6 en tres etapas: 
Etapa I. Validaci6n del proceso de esterilizaci6n utili

zando tapones de hule. 
Etapa II. Validaci6n del proceso de esterilizaci6n utili 

zando frascos viales. 
Etapa III. Validaci6n del proceso de esterilizaci6n uti

liza.ndo ampolletas. 

Etapa I. Validaci6n del proceso de esterilizaci6n utili
zando tapones de hule. 

Cuando se instal6 el autoclave con sus correspondientes 
termopares, a fin de conocer su funcionamiento, se realizaron v~ 
rios ciclos de esterilizaci6n en c&mara vac!a, colocándo en cada 
ciclo los termopares en diferentes posiciones, de estos resulta~ 
dos se obtuv6: 

El ajuste de los termopares de acuerdo a su calibraci6n, 
la determinaci6n de los puntos frtos y calientes del autoclave y 
la temperatura de distribuci6n. ( Para comprensi6n de estos t~ 
minos, ver la secci6n de Apendice, p4g. 57 ), Este trabajo se 
realiz6 a lo largo del estudio de validaci6n, partiendo por su-. 
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puesto de loa ·dqtoa obten;l:.dos de la ~ám~~a vac!a¡ de la misma m~ 
nera el eatudi-o de tempe;i:atu:i:-~ de disti:j;buci6n de esta etapa se 
utiliz6 para las dos s~guientes etapas. 

Iniciando con esta eta¡¡xa del estudio, los objetivos a lo
grar fueron: 

Trabajar con tapones de hule, los cuales son de uso coman 
en la Industria Farmact!utica. 

Integrar al personal involucrado de manera activa, ini
ci!ndolos en un trabajo sencillo de rutina para ellos, como es 
el manejo del autoclave y material utilizado, como por ejemplo 
term6metros e indicadores biol6gicos y f!sicos. De esta manera 
se pretendi6 no alterqr la secuencia lógica de trabajo. 

Comprobar el funcionamiento del autoclave, con una distri 
buci6n de tapones de hule en su cámara. 

Es importante remarcar en este momento las razones que se 
tuvieron para trabajar con tapones de hule en esta etapa del es
tudio de validaci6n: los tapones de hule son de fácil manipula
ci6n, presentan dificultad para su esterilizacidn, ya que pier
den su integridad a elevadas temperaturas, por lo que no se pue
den esterilizar por medio de calor seco, debido a su porosidad 
almacenan fácilmente microorganismos, ltquidos y ~ases, por lo 
que se elimina la esterilización por medio de: gases y líquidos 
qu!micos, es un material que se tiene a disposici6n de costo más 
bajo que el del principio activo que contienen las ampolletas 
para iniciar el estudio de validaci6n del proceso de esteriliza-
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ciOn en autoclave. 

Para poder cumplir con los objetivos antes señalados se 
realizar6n: cuatro diferentes distribuciones de la carga de est~ 
rilizaci6n en el autoclave, que para fines de registro se denom! 
naron DA-1, DA-2, DA-3, DA-4, respectivamente. De cada uno de 
los contenedores que forman las diferentes distribuciones de la 
carga en el autoclave, se varió el número de tapones de hule de! 
tinados para el análisis microbiológico, siendo éstos, 60 ta~o
nes de hule por contenedor, 50 tapones de hule por contenedor, 
30 tapones de hule por contenedor, 25 tapones de hule por conte
nedor, y 10 tapones de hule por contenedor. El análisis de las 
muestras destinadas para el an&lisis microbiol6gico se hiz6 bajo 
el siguiente criterio: 

La muestra es representativa de la poblaci6n. 
Para disminuir el tamaño de la muestra fue requisito 

necesario que los resultados obtenidos en los análisis y pruebas 
fueran satisfactorios, es decir, las diferentes distribuciones 
de la carga en el autoclave con uri tamaño de muestra para el an! 
lisis rnicrobiol6gico ( DA-1 60, DA-2 60, DA-3 60, DA-4 60 ) se 
realizar6n por triplicado, debiendose obtener el 66.6% de los r~ 
sultados satisfactorios, esto es, que los resultados ten!an que 
repetirse dos de tres veces, no necesariamente seguidos, ~ero no 
existiendo un intervalo de m~s de un análisis entre cada uno, ya 
que de lo contrario no serta atribuible a las condiciones de tr~ 
bajo sino posiblemente aleatorios. Cumpliendo ésto, el tamaño 
de muestra pod!a disminuirse, de esta manera se estableci6 la re 
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producibtlidad del J116todo. 
Esta primera etapa del eatudio de val~dactan utilizando 

tapones de hule se realizO en un ttempo aprox:tmado de cuatro me-
ses. 

Una mejor comprensidn del desarrollo de trabajo de esta 
etapa, se observa en la secuencia !ndicada·en el Diagrama No. 1, 

pSq. 22, y el pr?grama de cargas de esterilizaci6n junto con loe 
análisis microbiol6gicos se pueden apreciar en la Tabla No. 2, 

p!g. 23. 

Etapa II. Validaci6n del proceso de esterilizaci6n utili 
zando frascos viales. 

Los objetivos de esta etapa se pueden resumir de la si
guiente manera: 

Controlar el ciclo de esterilizacidn con los siguientes 
elementos: termopares, indicadores físicos, tiras de esporas, 
as! como microo~ganisrnos en·suspensi6n. 

En base a la Biovalidación, llevar a cabo la conducción 
del Desaf!o del ciclo, utilizando para ello diferentes tipos de 
microorganismos en concentraciones variables. (Para compren-· 
sión de estos t~rminos, ver la seccUin de Apendice, pág. 51 ) • 

Es importante remarcar en estos momentos las razones para 
la elecci6n de frascos viales en el estudio de temperatura de p~ 
netración: los frascos viales son de fácil manipulación, la in
troducci6n del termopar es m!s sencilla que en una ampolleta, el 
grosor del contenedor opone mayor resistencia· al paso del calor 
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SEMANA 

1 

2 

3 

4 

CICCD DE ESTERILIZ1lCICN SmmRA RESULTAOO IAVNXJ 

DIA * 

1 
1 
3 

3 

8 
8 

10 
10 

lS 

lS 
17 
17 

22 
22 
24 

24 

E5'lERILil)}D Sm!BRA MMERIAL 
DISTlUBUCICN DIA * DIA'* 'DIA * 

DA -1 60 2 17 18 
DA -1 60 2 17 18 

DA - 1 60 4 19 20 
m-2 60 4 19 20 

DA - 2 60 9 24 2S 

DA - 2 60 9 24 2S 

DA - 3 60 11 2S 26 

DA - 3 60 11 2S 26 

DA - 3 60 16 30 1 

DA - 4 60 16 30 1 

m-4 60 18 l 2 

DA - 4 60 18 1 2 

DA - 1 so 23 6 7 

DA - 1 so 23 6 7 

DA -1 so 25 8 9 

DA - 2 50 2S 8 9 

TABLA No. 2 

PRCX;RAMA DE ESTERILIZACICN - ANALISIS MICXllIQ[OOICO 
* DIAS CALEMWUO MENSUAL 
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que el de un~ am¡:>0lle.t:o,, 

Para cumplil:' con los objetivos antes' señalados se :realiz6 
una distribuci6n de frascos vi~les en el autoclave, la distribu
ci6n fué aquella en la que se obtuvieron los mejores resultados 
~e la primera etapa del estudio, es decir con tapones de hule, 
repitiendose por ocho veces, en donde el nt1mero de frascos via-. 
les por cada una de las charolas de la distribuci6n de carga en 
el autoclave, destinados para el an4lisis microbiol6gico se redu 
ce en cinco ocaciones ( 100, 60, SO, 20.y 10 frascos viales por 
charola ) , siendo el tiempo estipulado de estudio un mes. 

As! mismo se utilizaron: doce termopares, cinco indicad~ 
res de tiempo, tres indicadores circulares de distribuci6n de v~ 
por, para cada ciclo de esterilizaciOn. Los microorganismos de 
prueba que se utilizar6n fueron: ·e; ·a·lb'icans,· &. coli,· s. aureus 
cada uno de los microorganismos se probaron en tres concentracio 

7 ' . -
nes diferentes: 10 microorganismos / frasco vial, 10 6 microor-

. 4 
ganismos / frasco vial y 10 microorganismos / frasco vial. 

Las concentraciones de 107 microorganismos/ frasco vial 
de cada uno de los 3 microorganismos se utiliz6 como Desaf !o m4-
ximo esperando que satisfaciera la condici6n de que fuera aprob~ 
do en un m!nimo de tres pruebas, en virtud de 1qaber obtenido r~ 
sultados aprobato;rios en la etapa anterior del estudio de valid~ 
ci6n, en este caso el nllmero de frascos viales destinados para 
el an4lisis microbiol6gico fué de 100 frascos viales por conten~ 
dor. En los cinco ciclos restantes se utilizaron concentracio
nes de 106 microorganismos / frasco vial y 10 4 microorganismos/ 
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frasco via.l de. ca.da. uno de los f!lf:cl:'oo~i¡a.~ismos, siendo la mu.es
tra pra el an!ltsi~ mtc~obiol~gico de.· 60, SO, 30, 20 y 10 fras

cos viales por charola. 
El tamáño de muestra destinado para la prueba de pir6ge

nos se mantiene constante, ya que en esta étapa se incluye este 

control. 
Una mejor apreciaci6n del desarrollo del trabajo de esta 

etapa se observa en la secuencia indiciada en el Diagrama No. 2, 
pág. 26 

Etapa III. ValidaciOn del proceso de esterilizaci6n ut~ 
lizando ampolletas. 

Los objetivos correspondientes a esta etapa se pueden r~ 
sumir en: 

Realizar el ciclo de esterilizacitln con el producto en 
estudio. 

Desafiar el proceso' de esterilizaciOn con el producto 

farmacéutico, una vez controladas las variables críticas de ope
raci6n. 

En vista de que los objetivos de la s~gunda y tercera 

etapa del estudio de validaciOn no difieren, en cuanto al traba~ 
jo a realizar, la secuencia de trabajo se presenta de manera si
milar, variando ónicamente en la etapa del llenado del producto. 

El muestreo por tratarse del desafío final, .( solamente 
para fines de este estudio ) 1 se realizO con una muestra de cien 
unidades para el an!lisis microbiolOgico, y la concentraci6n de 

25 



PREPJWCIOO 
DE J\CXHIICIO 

SWX::ram> - ?WmNro ¡-. 

INlRCJXX:CIOO CXlIJ:x:ACIOO 
'lElMPARES a:mmmx:m:s EN ,_ 

EN VI.1laS - .l\lmXIAVE 

DUGRAM!\ No. 2 
SEXlJEN:IA DE TRABAJO ( smJlilt\ E'mPA ) 



En esta etapa loB controles se realizaron por tr!plt.cado 
y los an~lists a los que se sometieron las muestras fueron exac
tamente los mimnos que se usan rutinariamente en Control de Cal! 
dad. 

Una mejor aprec1aci6n del desarrollo de trabajo de esta 
etapa se indica en la secuencia del Di~qrama No. 3, p4q 28 

Trabajo Experimental 

Como ya se habfa comentado en la secci6n de Metodología 
y consideraciones para la validaci6n, este estudio est4 dividido 
en:tres etapas; para seguir con la misma secuencia, el trabajo 
experimental se expone de la siquien.te manera: 

Etapa I. Validaci6n del proceso de esterilizaci6n utili 
zando tapones de hule. 

Siguiendo la secuenc.18 de trabajo presentada en el Dia- · 
grama No. 1, p4g. 22, se tiene que: 

- Se trabaj6 con 15000 tapones de hule, los cuales se ex 
pusieron durante 48 horas a la contaminaci6n ambiental en el lu-

. qar común de almacenamiento, antes de realizar el ciclo de este
rilizaci6n. En los an4lisis microbiol~qicos .del medio ambiente 
que se realizan peri6dicamente, se encontr6 que los microorgani~ 
mas presentes no eran pat6genos. 
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- Se rep~i:Uex'On lea ta1?0n~ de hule en 30 con.tenedores 
adecuado~, la diatr:tbuci6n de los tapones de hule se biz6 pQr p~ 
so, ya que de esta manera se fac~ltta el trabajo. 

- se distribuyeron los contenedores en los cinco niveles 
del autoclave; esto se condujo de la s~guiente manera: 

Al personal encargado del manejo del autoclave y área 
est~ril se le pidi6 que hiciera tres diferentes distribuciones 
de los contenedores en el autoclave, de esta manera, el personal 
inicia su colaboraci6n en el estudio de validaci6n. 

- Distribuidos los contenedores, se colocaron 12 term6-
metros de temperatura máxima y 20 tiras de esporas. Las cuatro 
diferentes distribuciones de la carga en el autoclave elegidas 
de las propuestas por el personal, se presentan en la secci6n de 
Resultados, Esquema 1, 2, 3 y 4 

- Teniendo los contenedores en el autoclave se realiz6 
el ciclo de esterilizaci6n, control~ndo durante el mismo los p~ 
r4metros tálea como temperatura, presi6n, tiempo de exposici6n. 

- Concluido el ciclo de esterilizaci6n se anotaron las 
temperaturas marcadas por los terrn6metros de temperatura máxima. 
Estos resultados se presentan en la secci6n de Resultados, Ta
bla No. 3 

De los diferentes niveles del autoclave, se muestrea
ron los tapones de ~ule, y se sacaron los controles biol6gicos 
pana su correspondiente análisis microbiol6gico. Para elegir las 
muestras destinadas al análisis microbiol6gico se tom6 en cuenta 
el siguiente criterio: 

- Se analizaron .aquellas muestras en donde el termopar 
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indicaba una temperatura baja y/o un factor de esterilización 
( F

0 
) alto, en donde se hubiera detectado alguna zona fr!a y/o 

caliente en estudios previos (Temperatura de distribución )1 

as! tambi~n se analizaron las muestras en donde los indicadores 
detectaron " zonas anormales". Si no se presentaba alguna de 
estas condiciones, el muestreo se realizó en forma aleatoria. 

Se anotaron los resultados obtenidos del análisis mi
crobiol6gico, los cuales se presentan en la sección de Resulta
dos, Tabla No. 4, S, 6, y 7. 

Etapa II. Validación del proceso de esterilización util! 
zando frascos viales. 

Esta etapa se basa en los datos obtenidos durante el des~ 
rrollo del medicamento, as! como en la Biovalidación, ya que se 
requiere conocer los microorganismos y las concentraciones a las 
que se van a trabajar para realizar el Desaf!o del ciclo de est~ 
rilizaci6n. 

Siguiendo con la secuencia de trabajo presentada en el 
Diagrama No. 2, pág. 26 la segunda etapa de este estudio se 
inicio de la siguiente manera: 

Se fabricó la solución inyectable, excluyendo el princi
pio activo, pero cumpliendo con los requisitos de toda fabrica
ción. De esta soluci6n a granel, se separ6 el 30\ de ~ata, y se 
acondicion6 en frascos viales. A la so1uci6n l!quida a granel 
resultante se le adicionaron los microorganismos para llegar a 
las concentracion.es establecidas, 10 7 , 106 , 104 microorganis-
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mos / f;tiasoo,:yt~l, X.a. pX'opo¡i;c~dn ~e.eata.blectda ¡¡>a.re. muest;rae 
controles positivos y muast;t;'e.s· con;txiol:es n~ge.ttvos es de 70 a 30 1 

esta proporc:i:On fué f:i:jada en forma aleatos:oi·a. 
Las suspens:tones contentendo los microorganismos se acon 

dicionaron, marcandose los frascos vtales como controles positi
vos aquellos frascos que contentan microorganismos, y controles 
negativos aquellos que solamente contentan el placebo del inyec
table. 

Se distribuyeron los indicadores de temperatura y de va
por, asf como los frascos viales en las charolas de acero inoxi
dable, en los diferentes niveles del autoclave. La distribuci6n 
de las muestras conteniendo microorganismos se hiz6 de acuerdo a 
los resultados obtenidos en el estudio de Temperatura de distri

buci6n, as! como a los datos obtenidos ee previos ciclos de est~ 
rilizaci6n. 

Las termopares se introdujeron en los frascos viales con 
troles negativos, ya que de esta forma se abarc6 un área de est~ 
dio mayor en el autoclave. Para los diferentes niveles del auto 
clave, la distribuci6n de los termopares se hiz6 siguiendo los 
resultados obtenidos en el estudio de Témperabura de~dist~ibu~ 
ci6n. 

La distribuci6n de los frascos viales en las charolas, 
en el autoclave, se puede observar en la secci6n de Resultados, 
Esquema 5 

Se procedi6 con el ciclo de esterilizaci6n, controlando 
durante ~ste, la temperatura, la presi6n y el tiempo de exposi
ci6n. 
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Se r~.t:tltX'A;t;Qn lH· teni¡.:>81-'0,tUX-fl,a ll)~C~daa J?OX' los teI'Il)Op!_ 
res { Temperatura de penet~ac!.6n.· lf ast COl!IO los FactoX'es de es
terilizaci6n F .- Se tomaron las muestras de los diferentes ni-o 
veles del autoclave y se procedi6 a su an!lisis microbiol6gico, 
la relaci6n de viales controles posittvos y controles negativos, 
para sus respectivos anSl:tsis microbtol!Sgicos se mantuvo de 
acuerdo a la relacidn 70 a 30. 

Luego se comprobaron los resultados de los indicadores 
utilizados. Para finalizar, se anotaron los resultados obteni
dos en el ánSlisis microbiol6gico, Ver secci6n de Resultados, 
Tabla No. 8 

Etapa III. Validaci6n del proceso de esterilizaci6n ut.!_ 
!izando ampolletas. 

El trabajo de esta etapa se sustenta en los comentarios 
de la metodologfa y en la secuencia_ de trabajo presentada en el 
Diagrama NO. 3, pSg. 28, es decir: se fabric6 la soluci6n in
yectable. Se contamin6, con los microorganismos requeridos a 
la concentracidn especificada, una parte del l!quido inyectable 
a granel. 

Se marcaron las ampolletas con controles positivos y co!!_ 
.troles negativos, previo llenado de datas. Distribuir las ampo
lletas en las charolas en los diferentes niveles del autoclave, 
de acuerdo a los resultados de la Etapa II del estudio; as! como 
los termopares, indicadores. Ver secci6n de Resultados, Esquema 
6 

Realizar el ciclo de esterilizaci6n controlando los par! 
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metros clave. Seleccionar las muestras destinadas a los diferea 
tes análisis, anotando la localizaci6n de las mismas. Correr 
los análisis y pruebas correspondientes del inyectable, es decir 
los análisis rutinarios de la elaboraci6n del producto. En este 
aspecto es importante señalar que las muestras para la prueba de 
Pir6genos se mantuvo siempre constante y la toma de las mismas 
se realiz6 de acuerdo a las especificaciones del manual de con
trol interno. Los resultados de los andlisis microbiol6gicos se 
presentan en la secci6n de Resultados, Tabla No. 9 

Resultados 

Debido a la gran cantidad de resultados obtenidos en el 
estudio de validaci6n, a continuaci6n se presentan algunos de 
ellos, como ejemplo. 

En la etapa I del es'tudio de .:ralidaci6n, al trabajar con 
tapones de hule, se ·hizo una variaci6n en el tamaño de muestra 
destinada al anUisis microbiol6gico¡ de tal forma que los tama
ños de muestra fueron: 100~. 60, SO, 30, 25 y finalmente 10 tap2 
nea por contenedor. 

Se enfatiza que, solamente se presentan los resultados 
de.una distribuci6n de carga de estiri1izaci6n para un tamaño de 
muestra,.asumiendose que el resto de los resultados fueron simi
lares para esa misma distribuci6n. 
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A conttnuactdn n pruentan los resultados obtenido• 
atrav,. del estudto de valtdactdn del proceso-de eatertltzac1dn 
en autoclave. Para Un•• de r~tatro se presentan t 

Esquema• J.,2 1 3 y 4. en donde a, ·b, ••• k son las colum 
na• del autoclaver x,y,s son los re~glones de la• charolas del 
autoclaver s ttra1 de e1poraa { tndtcador btol~g1co·) y T 
ion 101 termdmetro• de temperatura maxtma. 

B1c¡uenia• 5 y 6 en donde a,b, ••• h 

con1:anedor en las charolas del autoclave y 

temperatura Jdxbnll. 

es lll poaicidn del 
' T term6metro de 

Tablas de Resultados 4,5,6 f.7. Loa po1iciones_ae date~ .. 
mtnan de la 1~gutente 111anera a el n1'mero corresponde al nivel 
del autoclave en donde 18 encuentra la_ttra de 88pora ( Indica• 
dor biol~9ico') y/del contenedor con 101 taponu de hule, la. 
pri.&ra letra corre1ponde a.la colUlll\a r la •!t9Unda letra a la 
Ula'O re~9ldn de la charola en donde .. localisa •l contenedor 
con el tndtcador b1ol~S:Co y/o tapen 4e hule, dandono• de ••ta 
aanera la• coordenada• para •u localtaaci~n. 

Tablas de Re1ultado1 8 y 9. La localiaácidn de 101 fra! 
coi vtal•• •• detal:llina de la 1:f.9uiente aaneraa el ndmero •:f.gni
ftca el nivel del autoclave en donde •• encuentra el fruco vial 

en estudio, y la letra indica la charola en que •• encuentra el 
frasco vial. 
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~ ~ EN.I.09 ~·DE TEMPERA 
'lUW\ MTIXJMT\, ( .El'l\PA I DEI. :ES'IDDIO DE VMJD1CicN ) -

1 
2 

3 

4 

5 
6 
7 
a 
9 

10 
11 

12 

DA-l 

("C) 

125 
126 
125 
126 
127 
126 

126 
127 
125 
125 
126 
125 

DIS'mIBtx:ICN 
DA-2 DA-3 

(·~C) (ºC) 

126 125 
126 125 
127 126 
125 126 

126 125 
125 125 
127 126 
125 126 
126 125 
126 126 

125 127 
126 125 

DA-4 

(ºC) 

125 
125 

127 
126 
127 
125 
126 
125 
125 
126 
126 
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msuI/ll\DOS DEL ANl\LISIS MICXBIOUlGIQ) RFALIZAOO A 'mPO 
NES DE HULE E INDICADORES BIOUJGicm. ( E'll\PA I DEL -
ES'!UDIO DE VAL1DllCIOO ) ; OORRESPCmIENmS A IA DISTRIBU 
croo DE C\OOA m - 2 DEL FS;PEMl\ i -

l'CllJICIDI 
t1am- Wlll ...... 
' CllOCM:llCll 1 ( CXIOC7ll;llll 1 

1 ex CMC. 181, 
1 °' cm:. 11111 
1 "" awc. 1111. 
1 fl a.:.im. 
111 cae. 1111. 

lm aa:.am. 
l fJc cae. 181. 
1 lll am:. 181. 
l C1. 01EC. 1111. 
l fl a~.111;1. 
1-1.1 -aac, 1111. 

2m aa:. 1111. 
2"" Ql!lC,ICJ, 
2 ca aire. Mil. 
2 fl =· 1811. 2 11 =· 1111 2 Q( QllC, 181. 

2 fx ClllC, 11111, 
2 la ama. 1111. 
2 .. CRC, 191, 
2 fl cm:. 1111. 
2 11 ama • ..,, 

Jm ClllC, 1111. 
Jb CllrC, Mii. 
JSx ama, 1111. 

J .. a.: .•. 
J fJc c.:.tm. 
J ix '*'· •. Jas a.c. Mii. 
l fl aia:.11111. 
lb Ql!C, im . 

• fx cm:. 181 • 
• ix a.: .•. 
4 CI ama. im. 
4 f1 ama. 11111 • 
• j1 aai. 1111 • . .. aa: .•. 

• fJc ae:. !El • 
• ix C'll:, Nro. 
4 .. Clf.IC, NOO. 
4 fl au:. llll. 
4 11 as::. llEG •• s ... ame. 19l. s 11 a.:. 19J, 
Sb aa:. llll. 
s 11 a.:: .•. 
S C1 aa:. llll. s ,. ae:. N!ll. 
s 11 as:. lml. 
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~TAOOS DEL ANALISIS MICmBIIDGIOO REALIZADO A 'mPO 
NES DE HULE E IND~ BIOIDGICX:S. (ETAPA I DEL -

. ES'IUDIO DE VALIIW:IOO ) , ~IENTE.S A IA DISTRIBU 
CIOO DE C'AR:>t\ DA. - 3 JEL ESC(JEMA 3 -

llOSllCllll 
'llM•~ W'llll Cl llU 
1 a:m::llCJQI 1 1 ID.OIX%al 1 

i .. O.:. IBl. 
l 'IX Qlla: • •• 
11'1 aac.1BJ. 
1 lll' ame. llll. 

l Cll CRB::. llO. 
l• aolllC.llll. 
191 am::.-. 
1111 ~.IBI, 
19'/ aa:. ltlQ. 

2 .. 
l !IY aa:.111:1. 

aa:.im: 
U:t aa:x:. m. 
2 ta a:ax:. Jal. 
2 ji Qtl!:l, lf!I], 

2 Cll a.:r::. lllQ, 
2 1:t ~.ICllO • 

. 2 d:t aa:. tm. 
2.f• CRIC'. tm, 
2.,, csa: .. em. 
2~ awc, NDJ. 

J di 
2 ja c::aa:. M!O, a.:.-. 

) .. a.Q, lllJ, 
J fy a.e, MIO, 
) Cll c.:, *3, 

J cllr QC,)BJ, 
J fil CIC,,_,, 
J"" a.:: .... 
J fY atl:, IBI, 
J CI ae: . ..,, ,_ J VI aac. 1111. 

QC, llll. 
41't' ac,mJ, 'di aa:. IBJ, 
4 :!• a.:.-· ·- CM: ••• 

4 ilc ae:. Mil. 
'by ca:a:, MO • 
• 91 ac,ll!SJ, 
• di .~. llXJ. 

s 111 
4 :!• ame.*'· ac.•. 5"' ca: ••• 

a~ Ole. •• 
ca:. im. 

si. Clll:, 1111. 
s :!• QIC, •• 
s 91' au:. im. 
5 by 

QIC, -· 

'11\BIA No. 6 



RE.5ULTAOOS DEL ANALISIS MICOC>BIOIDGIOO RFALIZADO A TAFO 
ÑES DE HULE E INDICADORES BIOIOOICOO. ( E'JMIA I DEL -
FSIUDIO DE VALIDACICN ) , OORRESPONDIENTFS A IA DISTRIBU 
CION DE CAP.Gii. DA - 4 DEL ES00EMA 4 -

lll8lallll llllllmllO 'l'DrllS!SIOM 'IMJI 111 llU 
1 IXUlCN:lQ¡ 1 ( CXXDiXIal 1 

1911 CRIC, tm, 
1 di' ae::, IBl. 
1 fy au:, IBJ, 
l 91 CllllC, IEG, 

1• aa:. aEJ. 
lb 

aa:, -· 19'1 CRl:C, Hm, 
1 di' au:. HEJ:l, 
1 fy am:. lllll. 
191 CRZC, H!C, 
lea aa:, te:l, 
lh a11:. tBJ. 

2 ... OllJ:, MIO, 
2 9X am!, tal, 
2 oy CREC, teQ, 

2 CI CllEC, IBl. 
2 9X Ol!l:,tm, 
2 b¡r CE:, IEQ, 

l• 
2 91' CRZC, lllG, 

CRB:, le], 
l ja CRB:, lee, 
l coy aas:. tm, 
3 hy CUJC, lllJ, 
3 •1 aa:c, le:G, 

l• am::. ic. 
3 ja caic. IBJ, 
> cr am::. Mm. 
3 oy Clll!X:, IEQ, 
3 hy Cll!C, !Bl, 
lea Ol!C, Nlrl. 

4111 am::. IBl • ... 
aiu:, -· • cr al!C, IBl, 

4 ey am::, imc. 
4 1y am:. ic. 
4 b1 am::. !Bl, 

4 111 ata:, IG, 
4 clJc =·-· 4 ... aa:.-. 
• cr a.:. im. 
4 ey aSIC,lilllJ. 
4 1y au:.im. 
4 ba CllllC,tm. 

5 da CJC, ll:D, 
5 911 

ae::. -· S CI CM:,tm, s il aec.1im, , ... e.e.-· 
51111 a.:, IEl, 
S C1 owc.im. na aos::, Mil. 
s 11 Clll!X:, llm. 
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.RSSmmlIOO IEL ANl\LISIS MICRBIOIOOJm REALIZJ\00 A FIU\S 
CD; VIAIES. ( E'D\PA II IEL FSIU>IO IE VALIDllCia'I ) , -
<XlRSKH)IENl'ES A IA D~ IE ~ M - 2 IEL 
~s 

K1lllCICll vw. -C. lanJIQ c.~ mnm:t.11111 J'DIDml 

lA 1 • ~-- .. 11 1 1 c.:.-. .. lC 2 1 -.: .... IBI. 10 1 1 CM:.-· -· lE 2 o c.:.im. -· 1r 2 1 aa:.-. -· 1G 1 2 
aa:. -· 

-. 11 J o Oll:. IBI, IBI, JA :i· 2 a.::.-· 1111, 
21 2 1 aa:. 1111. IBI, 
2C 2 o aa:. 181, IBI, 2D 2 1 ae::. 11'..C, -. 21 J o ae::. ltro. IBI, 
2r 1 1 cm:.11111. 1111. 2G 1 1 ae::. 1111. -· JH 2 o 

OllC', -· 
1111, 

J 11 1 1 

al!IC. -· 
1111, 

JI 2 1 aa:. Mil, 1111, JC J o as:. Mllll, Mllll. JO 2 o CllC. lllll, 1111, 
ll 1 1 aa: .•. llll. Jr 1 2 . as:. 1111, Mllll. JG 2 o cm:. 11111, 1111. JI 1 1 aa:. 1111. -· 4A 2 o ae::. 181, -· 41 1 2 aa:. Hlll • •• 4C 2 1 al!IC. 181, -· 40 J o e-=.-· •• 41 2 1 cm:.• • •• 4 r 2 o cm:.-· -· 40 1 1 cm: ••. -· 4. 1 1 c.:.-· •• SA 2 • a.:.1111 • .. 51 1 2 

~--· -. te 2 a c.:.-· •• ID l 1 cs.• . .. •• 1 1 es: ••. -· ., 2 o os: ••• •• ID 2 1 a.:.m1 •• 5H 3 o .-: .•. •• 
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Despu4.a de h.aber realtzado el estudto de validación del 
proceso de ester~lizact6n se presenta la afinaci6n de los datos 
con los que se empezd a trabajar, los cuales ser~n tomados como 
base para la elaboraciOn del Manual de Operaciones. 

Tamaño de carga en el autoclave 
En el autoclave, se introducirá~una carga de ampolletas 

de vidrio neutro conteniendo 2.2 ml de la solución inyectable 
con una concentraciOn del principio activo ( Cimetidina base l 
de 150 mg / ml. 

Las ampolletas se distribuirán en 40 charolas de acero 
inoxidable, en los cinco niveles del autoclave. 

Distri:buciOn de carga en el. autoclave 
Las charolas conte'niendo las ampolletas, no se distribui 

rán hasta que se especifique, de la misma manera que se muestra 
en el Esquema 6 ( ValidaciOn del proceso de esterilización uti~ 
!izando ampolletas. Etapa III ) • 

Las termopares se irán modificando de posición en cada 
ciclo de esterilización, anotandose siempre su localización. 

Los indicadores biol6gicos se repartirán en los diferen~ 
tes niveles del autoclave. De igual manera, los indicadores f!
&icos y qufmicos serán distribuidos de manera aleatoria. Esto 
es debido, a que no se encontró un punto en el autoclave que re
quiera " Vigilancia constante "· En el momento en que se obser
ve un punto frfo y/6 caliente, se proceder~ a controlar adecuada 
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Mnte. 

"-nual de Operactdn del ~toclave · 
Bl manual de oper"ctdnedel autoclave corresponde a un se 

9u1miento preciso de las condictones recomendadas por el provee
door del equipo. 

M•todo de Muestreo 
El muestreo va a estar sujeto a la 1nformaci6n proporci2 

nada por los termopares colocados en los diferentes niveles del 
autoclave, as! como la de los indtcadores utilizados en cada pr2 
ceso normal del inyectable. 

Registro de la VltlidaciOn 

Para realizar el registro 6 cert1f 1caoi6n de la valida
c16n, •era necesario incluir la siguiente 1nformaci6n: 

F6rmula general del fabricaciOn 
- Manual de fabrtcaci6n 
- E•pecificacione• del producto 

Tarjetas de limpieza del equipo 
Tarjetas de peso de materia prima 
Hojas de calibraciOn de termopares 
Indicadores biol~9icos 

- Gr4ficas de temperatura 
- Esquema de la distribuc16n de carga en el autoclave 
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- Repo~te t~o - qu~o del ftoducto 
- Reporte de eat~tlt4A.d 
- Reporte de ptr!'genos-

Info~ct~n referenta al autoclave valtdado ( descrip
c!On, matertales de conatrucctOn, localizaciOn, etc. l 

so 
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En. 1• et~ i:. del .. tudto da. :YAlt:dactC'n, d. tnb"jar con 
l•• a••tro dtferent .. dt1t~tbuctone~ de c4~9a en el autoclave se 
elig16 para las etapas aubsecuentH, la "dtltrtbuciOn DA-2 debido 
a que haca llfs sencilla la tarea a realtzar por el personal, ya 
que 1e ei•Pltfica en tanto que no le es necesario recurrir a di! 
9rama1 explioattvos. 

El eatudio de validaoi6n 1e realiz6 para una carga cons
tante, por lo que en caso de aumentar l~ producci6n del inyecta
ble, el ciclo da e1terilizaci6n 1e realizarla tantas veces como 
fuera nece1ario hasta completar el lote producido, pero sin mod! 
ficar la distribuoi6n particular en el autoclave. 

En todas sus etapas el estudio de validac16n cumpl16 con 
las eepectativas generadas al respecto. Debido a ésto el mues
treo para los an4lisis mic~obiol69icos en una fabricac16n del i~ 
yectable, no puede estableceree anticipadamente, ya que est4 en 
funci6n de 101 re1ultados por obtenerse en 101 ciclos de esteri
li1aci6n rutinarios. 

En la etapa I del estudio de validaci6n se trabaj6 con 
diferentes tamaños de muestras destinados al an4lisis microbiol6 
qico como fueron 100, 60, 50, 20 y 10. En la etapa II primerame~ 
te 1e inici6 con muestras de 100 unidades para la concentrac16n 

7 . 
de 10 microorqanismos por frasco vial, en los subsecuentes ci-
clos de esterilizac16n se utilizaron diferentes tamaños de mues-
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ti;¡¡, con¡o aqn;.100., 6Qr 50, 2.0 .y· .10, En l¡i eta.p'1. UI por tratarse 

del desa,f!o fina.l ae traba~d cqn. 100 muestras para el análisis m~ 

crobiol6gt:co, El objeto de reducir el tamafio de muestras es deb~ 

do a la necesidad de encontnar la mtntma cantídad de muestras que 

sean representativas. Sin embargo, para aumentar la confiabili

dad y segurídad en el an~lisis microbiol6gico, en fabricaciones 

siguientes del inyectable, el tamaño de muestra ser§ de 40 unida 

des, es decir, 4 veces el m1nímo encontrado. 
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fa.J"o. qQ.ten.ei; i:eaul~doa- potsttm'1 en un estudj,Q de va
lidactdn, es nece~r~ la pM"ti..c$t>act.dn de las fi,J;"eas de produc
cidn, desarrollo• control de calidad y·mantentmtento. 

El mtn:J::mo camb~o realizado debe ser discutido y apro
bado por las áreas parttc~pantes. 

El personal juega un papel :J::mportant!simo, ya que el 
trabajo realizado no ttene sentido s! el personal de operaci6n 
no se conctenttza de su labor. 

Es necesario que el personal de operaci6n participe 
activamente en el trabajo realizado durante el estudio de valid~ 
ci6n, para que se sienta parte de ~l. 

El supervisor de producc.i6n tiene la obligación cons
tante de vertfi·car que se realice el proceso de esterilización 
con apego total a los resultados del estudio de validación. 

Un programa de validación no concluye nunca, es nece
sario trabajar continuamente realizando recalificaciones y desa
fios a intervalos establecidos¡ 6 bien, a la menor variación en 
los par~metros del proceso. 

Al finalizar el estudio de validación se tiene la seg~ 
ridad de que se ha aumentado la confiabilidad en los productos 
es decír, en la calidad, m&s no se afirma que un producto jamás 
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pueda aalµ de~e.c:tUQao, k e.ce.te~· c¡ue. la, -valtd~c~n incrementa 
el 9rado de &elJUrtdad del ~Qducto·y que no substttuye al concep
to de Control ·To~l de Calidad. 

~ validact6n de procesos tiene :tmplicaciones amplias 
pero esta al alcance de todos, ya que no se necesita elementos 
sofisticados para realtzarla, stno a:tmplemente deseos de mejorar 
los procesos ya existentes en la Industria FarmacGutica. 

El estudio de val:tdact6n debe ser un trabajo que se 
realice en la etapa del desarrollo del medicamento, en la reforrn~ 
laci6n del mtamo, en la adquistct6n de un equipo nuevo 6 en las 
construcciones de nuevas tnstalactones de la planta farmacGutica. 

Las tres etapas del estudio de validaci6n realizado 
en este trabajo, pueden extrapolara~ a otras operaciones~ 

En este estudio se validaron las condiciones de traba• 
jo del equtpo, el manual de operact6n, aat como las recoaiendacio
nes proporcionadas por el proveedor del mi8lllO. 

El tamaño de muestra para el a~liais microbioldgieo 
de 10 unidades se incrementa deapuGa de realizar este estudio en 
cuatro veces, es dectr, el t8111año de muestra ser& de 40 unidades, 
de esta manera se est4 incrementando en esa misma proporci6n la 
confiabtl~dad del eitudto, stn un aumento de costos notablea. 
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St. hten. 94· ct.~to. .que. 8(1 ta;rea de Control de Calidad 
ve~iftcar que se s~~n·los proced:tJl\i-e.nto~ eatablectdos s~n las 
Buenas Pr~cttcas· de Manufactura, despuds- de haber realizado e.ate 
trabajo, cabe enfatizar que ser4 co-responsabtlidad de toda Area 
involucrada en el estudto de valtdact6n hacer respetar y respe
tar todos los1lineamtentos emanados del estudio. Unicamente será 
tarea de Control de Caltdad el de tener una supervisi6n constante . 
sobre el proceso. 
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Eate 'a,a1?ect<!l es el punto de partt.da para el estudio de 
vali'dacitln. de. estel:'tli'zacit5n para un producto determinado 1 ya 
que es requ:l::stto ~dtspensable_ conocer los 1"11:i:croorganismos comu
nes que estan presenten en el producto antes de su esteriliza
ción. 

Este estudio se realiza durante la etapa del desarrollo 
del medicamento, y antes de :i:n:l::c:i:ar el estudio de validaci6n, es 
conveniente realizarlo, para conocer la naturaleza de los micro
organismos aat corno la concentrac:i:6n a la que se encuentran. 

Calibraci6n de teJ:'lllopares y term6metros de temperatura 
máxima 

Insertar los termopares dentro de la cámara del auto
clave a trav~s de una entrqda hermética. 

_ Conectar los termopares .a una registradora múltiple 
con una escala de temperatura con graduaciones no mayores de lºC 
6 2ºF. 

Sumergir los termopares y/o term6metros de temperatu
ra máxima en un baño de referencia de la misma profundidad y tan 
cercanos como sea posible del bulbo de un term6metro certificado 
de referencia, 

Si se usa el baño de calentamiento ( aceite 6 glice
rol ) para la calibraci6n, se recomienda que se use también una 
temperatura que se aproxime a la que se usa en el ciclo de este-
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rilizaci6n. 
Tamb~én la exactitud por encima del monto de la tempe

ratura operacional ( lOOºC para temperatura de esterilizaci6n ), 
deber4 ser determinada para eliminar un error significativo al in 
tegrar matematicamente los factores del proceso de esteriliza
ci6n, durante el calentamiento y el enfriamiento. 

Echar a andar la registradora y permitir a los compo
nentes que se equilibren antes de que se haga los ajustes. 

Comparar las lecturas de la registradora con los term6 
·metros de referencia. 

Ajustar la registradora de tal manera que la lectura 
este dentro de O.SºC 6 lºF de la lectura de referencia. 

Aquellos termopares que no concuerden en sus lecturas 
con el term6rnetro de referencia deber! verificarse por corto ci! 
cuito, conexiones falsas, polaridad invertida, etc. S! el probl~ 
ma no puede corregirse, estos termo~ares deberán ser reemplaza
dos. 

Se recomienda verificar la calibraci6n antes y despu6s 
de un estudio de validaci6n; despu6s de que los termopares hayan 
sido colocados en el autoclave 6 despu6s de que las partes elec
tr6nicas de la registradora hayan sido reparadas. 

Temperatura de distribuci6n 

Es sabido que la manertt en que se cargue interiormente el 
autoclave afecta la distribuci6n de la temperatura, dependiendo 
de la configuraci6n y el i:ro1arnen de los recipientes. Es por ésto 
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que el e.atud;t,..-q de. d~r;.'f;lluct§n 4• 'e2'loJ7 .. ea un. traba~o ~rduo, )?e
ro de gran relavanc~, 

l'ara real:tzar el eatudto de tempel"atura de distribuci6n 
se B!-Jg:l:.ere el ei::f9utente 111@todot 

Colocar los terniopares en puntos del autoclave elegi
dos al azar. 

termopar. 

Rea.l.t.zar el. e.te lo de ester.tl:l:zaci6n espec!fico. 
Registrar las temperaturas, anotando la posici6n del 

Repetir la operact6n variando las posiciones de los 
termopares. 

l:dent:t;ftcar los puntos fr!os y calientes encontrados 
en el autoclave. 

St la$ de~tactones de temp~ratura son mayores de ~ 2.5 
ºC 6 ± 4.5 !F de la temperatura media de la c~ara, puede indi-.· . 
car mal funcionamiento de la c~ara. Generalmente la uniformi-
dad de temperatura puede ser considerada aceptable si la desv.ia 
c16n es menos de ± 1 ºC 6 ± 2 ºF de la temperatura media de la 
c4mara. 

Temperatura de l'enetraci6n 

Los estudios de penetraci6n del calor se efectGan para 
asegurar que el contenedor m&s frfo dentro de un modelo de car
ga estar! cons·tstentemente expuesto al valor de F

0 
adecuado, P.! 
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ra con~~~ l~ deatr.Qccf.dn. de: lli!• 111~JXJ«;1;i¡9a.nmo~ • 

La inan.ez:a de. ~eail~ este est12d:f-'Q es; 

Dtstrtllut:r lo~ contene4ores en el autoclave. 
Colocar los termopares en los dtferentes contenedores 

basandose en el eatudto de temperatura de distribuci6n. 
Introductr los termopares de 1118.nera que el sensor que

de en el seno del lfqutdo a estertlizar y tan lejos de las pare

des como sea post.ble • 
Realizar el ctclo de esteriltzaci6n. 
Regt$trar la~ temperaturas indicadas por los termopa-

res. 

Deba tenerse en cuenta cuando se realiza por primera vez 

este estudto lo sigutente: Cuando hay varios niveles en el aut~ 
clave, y les termopares se encuentr~n distribuidos en ~stos, debe 
compararse la dtferencta de temperatura entre los niveles de 
acuerdo con la f6rmula: 

Donde.; 

AFL = FL-FT 

FL e: Promedio de temperatura de cada capa. 
·FT = Promedio de temperatura para toda la 

carga. 

Si hay una diferencia significativa en una prueba de T 
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( p a Q •. os· l entre. 1/11'. f' 'fT•. la Jll8fol'ta .ele loa texJl)opares deber4n 
estar concentrado~ en la, capa frt~ en lQ(I; eatud:to~ subsecuentes. 
s:t no hay una dt;f~~cia s-i9n:tf:tcat:.tva, d:tstributr los termopa
res ho1110gene.a.111ente ·por toda la.ca~qa en los siguientes estudios. 

Se necas.ttan eatudio~ repettdos para establecer que los 
puntos frtci~ sen reproducibles. St el punto frfo no es consis
tente, deben realizarse es-tudioB adicionales para determinar el 
punto que es m!a frto la mayor parte del tiempo. 

Sí los puntos frfos no pueden ser determinados por me
dio de la ínspecct6n vtsual de los datos de temperatura, calcd
lense los- valore.$'.-de. P 

0 
parttendo de los- datos del termopar. 

El punto que tenga el valor de P
0 
m~s bajo es designado como el 

punto m~s frto, 

Desaffo del ciclo de esteríltzaci6n 

Es jJl¡portante conocer en que l!mite•.de contaminaci6n mi
crobiana se puede trabajar, y en cuales el proceso de esteriliza
cí6n ya no puede ser utilizado con la misma confiabilidad. Para 
ello es neceSi,\r;to desafiar el ciclo de esterilizaci6n. 

El desafto del ciclo se hace en base a la Biovalidaci6n. 
El procedimiento general para llevar a cabo dicho estudio es: 

Inocular el contenedor seleccionado con un volt1men re
querido de una suspensi6n de microorganismos. 

Efectuar controles positivos para verificar que el con 
teo inicial sea correcto. 
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Cqlocar lo~ contenedo~e.eri de 4e~~tQ e~ el autoclave. 
El modelo de. cl!,rga debera· ttel' el m~!llllo que el especi

ficado para el uao: en producc:l:6n no:irn1al. 
Reali•zar el c:l:clo de ester:l:lízac:i:ón especificado. 
Despué~ de concluír el c:l:clo de esterilización, recu

perar los contenedore~ de prueba, y de acuerdo a un muestreo pr~ 
establecido ( ~:I: se requiere 1 separe los destinados al an~lisis 
microbíológ:l:co y los restantes proceda a su destrucción. 

Factor de Ester:l:lización F
0 

Es una medída de capacidad de un proceso de esteriliza
ción con calor h~medo, para destruir microo~ganismos. El valor 
F

0 
se calcula integrando tiempo y temperatura en las condiciones 

de calentamiento del producto, en términos del tiempo equivalen
te a 121.lºC 6 250°P, usando su valor de Z de lOe ó 18ºF. 

Tambí~n podemos definir el Factor de esterilización F
0 

como el mfnimo t:l:ernpo a una temperatura T ( 121ºC ) requerida pa 
-6 -

ra proporcionar una probabilidad mayor de 1 x 10 de supervive~ 
cía m:i:crobíana. La fórmula para calcular el valor F

0 
es: 

Donde: 
B = Nivel máximo aceptable de posibilidad de supe~ 

vivencia. Previamente establecido como l x 10-6 6 1 unidad en 
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A ~ Bi~ca~qa del producto y de lo$ cQJ!lponentes ( determi
nada durante. e&tud.tos .tn:tctales: l • 

o ,. T:tempo ( mi·n } a 121 "C 
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