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INTROCUCCION

Un procesa de nanufactura validado es aquel que ha sido proba
do y documentado, y cumple lo que se propone o representa. La
prueba cde la validacion se obtiene a través de la coleccién

Y evaluacién de datos, prefarentemeniae al inicio de la fase
de desairrollo y continuando en la fase de prcduccibn: La valg
dacién de procesos incluye la calificacién del proceso (mate-
riales, equipcs, sistemas, 1nstalactcnés Yy personald, pero
tambi én considera el control del proceso completo para lotes

o procesos repetidos (1,2]

La validaclién para preductos parenterales tiehe Lres ébJeLi -
vos fundamentales: producir la esterilidad dentro del produc-
to, demostrar con un nivel maximo de probasilidad que el pro-
ceso y metodos cu esterilizacidn han establecido asLerLliaad

a todas las unidades de un lote de produccion y proveer mayor
seguridad y dar soporte a los resultados de la prueba de este

rilidad en @l producto terminade (31.

EL abjetivo fué efecluar la validaciédn de los procesos de es—
terilizaeldn y desplrogenliaclon de ampolletas vaclas, y este
rilizacisdn final de inysctables. empleados por el departamen-
to de produceidn y los procesas de esterilizacién de material
de microbiologifa, relacicnande la temperatura alcanzada por

los articulos con la letalidad microbiana y la ihactivacién



de endotoxina.

La validacion en el presente trabajo, incluye Cnicamente la
calificacidn de la efectividad operacional, stendo esta la ul

tima fase de 1la validacidén., en sentids estricts.

La metodologla empleada para la validacidén ha s:ido sugerida
pur instituciones prestigiadas dentro de la rarma farmacéutica
como la Asociacién de Fabricantes de Medicamentcs Parentera —

lec CPDAY, y por expertus de la industria {4.5,50.

m

3 necesario mencionar que los cbjelives de es.e trabajo son
puramente académicos y no se deben considerar para fines reguy
latorios por carecer de la documentacien original, conhicibn
estricta para validar los procescos; mizma que se¢ encuentra en
Janssen Farmacéutica, S.A. de C. V., empresa gque patrocind los

wstudios.



1. EUNDAMENTACION DEL TEMA

A, Validagion de Procesos
1. DEFINICICN

Programa documentado que provee un alto grado de seguridad de
que los procesos empleados en la industria farmacédutica ope -
ran en rangus prestablecidos, de manera reproducihle. para ob
tener productos con los atributos y especificac:cnes de cali-
dad predeterminados como son: seguridad, potencia, pureza y

efectividad (7).

2. BAICNES PaRsa VallDeR

El Proyects de Norma Técnica que Establece las Guias Genera ~
les de Validucidn, indica on los articulos 1 -~ 4 que las ner-~
mas de validacidn zon dée observancia publlica e interes s -

cial (71,

La validacidén de procesos esti implicada como un requistto
que se¢ desprende de la Ley General de Salud, su Reglamento vy
de las Practicas Adscuadas de Manufaclura vigentes para pro -

ductos farmacdutices (7).



b. Sanit a5

La validaciédn de procesos es la unica manera de asegurar la

calidad de un proaducto. Los prineipios basicos de aseguramien
to de calidad tienen como meta la produccién de articulos pa-
ra el uso planeado. Estos principios se establecen como si -

gue:

La calicdad, seguricdad y efectividad deben disefiarse y constru

irse «n e! produc.o.

La calidad nc puede ser inspeccionada o analizada thicamente

en el producte Lerminade; cada paso en del proceso de manufac
tura debe ser conlreolado para tener la maxdma probabxltd;d de
que el productc cumpla con todas las especificacicnes de cali

dad y disefto.

La validacidn del procesos equivale a certificar al paciente
que se zdministirara un producto seguroe y que cumplird el obje

tive para el que fué diseRado 13].
c. Econe S,
El establecimiento de controles propios del procesc reduce el

namero de lotes rechazados ¥y de procesos, muestreos y anali -

sis repetidos.



Ez pesible reductir costos de produceidn zoms resultado de la
optimicacidn de procesos, al usar controlies apropiados que no

son arbitrarios

RPeduccidn del tiempo de proceso, al eliminar los faclcres de
seguridad empleadeos en los sistemas ne validados.

La reduccidn del tiempo de proceso evita gastos innecesarios,
al operar cerca de la capacidad maxima, ya que se establecen

log limites del proceso &ptimas.

Reduccidn de pruebas en proceso y producte termninade.

Incrementa la eficlencia operativa general de la planta,

Cuands la validacidn de procoscé ha side adoptada como un ob-
Jetive de la corporacidn, se obtienen Los s:guientes benefi -
cigs: Evita accidentes que se difunden rapidamenie a traves
de lecs medios masivos de comunicacién, coms el oeurrido en
marza de 1871 en los Ectados Unidos en el que 150 pacientes
sufrieron de septicemia y otros 9 murieron como consecuencia
de la administractdn intravenssa de suere contaminade por ba-
ctlos Erwinia y £. cleucae, y concluyd al retirar del mercado
103,700 botellas de suero. prohiblicidn de Lla produccidn de
suero por Abbott Laboratories hasta que se corrigid el proble
ma, ¥ la disminueldn de ventas por el decprestigio al hacerse

publico el accidente [81.



La validas.on puede proteger los productos en el mercado. Un
retiro o proble~2: serios con el producte en un pa.s, puede

Tesultar en re.l”3e en otros paises (&),

La Vvalizazidn preds asegurar astandares altos de uniformidad

en la zalidad e “wdas las cperaciones,

A traveas de la validacion, los aspectos de calidazs de los pro
ductos gpueden asejurarse mas licilmente, ¥ la exportacidn se
hace mas sencilla,

3. TiTLS CE YALIZAZIONES

a. Progrectiva

13 Cefirniston

Docurentacidn de .a validacidn obtenida antes de gque el proce

S0 Sfa ogelfacL

2> grgamizacien

La validacidn prauspectiva requlere un preograma planeadoe y una
organizacién necesaria para llevar a cabo el proceso comple -
to. La organizasién debe definir claramente las areas de res-—
poncabilidad y auteridad. La estructura debe ajustarse para

‘cumplir los requisiteos en una organizacién especifica, y ésta



varia de una compafila a otra. El punto importante es el que
define la estructura existente. que es'e aceptada y sea opera

tiva.

La estructura gerencial! tendra las funclones de planear, eje-

cutar y controlar el programa.

Fin responsabilidades definidas claramente, puede haber par -
tes de la validacion prospectiva que no se realicen. Contra -
riamente puede czurrir que dos © mas individuos o grupos, asu
man la responsabilicad unilateralmente, resultando en una du-

plicidad de esfuerzoc, pérdida de tiempo y dinero (1.

Los problemas coms 235 mencionados, seolamente pueden ser mini

mizades mediante unza adecuada planeacldn organtzacional (1!,

3 Pocumentacion

Un programa de‘validac;sn prospectiva debe estar soportads en
una documentacidn extensiva a partir del inicio de la preduc-
cidn a gran escala. El paquele de documentaclidén puede referic,
se coma "Archivo Maestro de Documentacién”. Este se acumulara
como un progreso en el concepto del producto al punto de po -
nerse a produccidén a gran esczla, obteniendo una historia del
producto tan completa como sea posible. El paquete final seri
el trabajo de muchos individuos. Consiste en reportes, proce-

dimientes, protocolos, especificaciones, mélLodos analiticos y



otros dosumentos criticos perteneclientes a la formulacidn y

proceso.

Zl paguete pueds convener los reportes actuales, o puede uti-
lizar referencias cruzadas a la documentacidn formal & inter-

nes ¥ externes a la organizacion (13,

&. Fases en lag gue Interviene el Erogrhma de Validacion
La validaciin ne es un process aislado. Es una porcldn inte -
gral de la secuencia de desarrollo del producte y procesc caom

pletos, que incluye las siguientes Tases:

a) Desarrello de! Producte

Inicia cuand® una entidad quimica ha mostrado que pousee los
atributos necesarios para su caomerclializacién. Las activida -
des de deszarrollo del producto para la entidad quimica acti -
vi. formulacidn y proceso forman la fundacién bajo la cual

los datos de la valldaeidn subsecuente serin censtruidos (11,

b> Pesarrolleo de la Capacidad Productiva

Deben existir las instalaciones de produccidén adecuadas para
cada proceso de manufactura. Estas instalaciecnes incluyen edi
ficios., equipo, departamentos de apoys, Y funciones de sopor-

Lte. Se realiza paralelamenie a la capacidad de manufactura



del producto. El objetive y el tiempo de desarrollso de la ca-
pacidad productiva sera dependiente del proceso y la necesi -
dad de utlilizar o medificar las Iinstalacicnes existentes o es

tablecer nuevas (T},

c) Besarrollo del Procesc Y Producto 2 Gran Escala

El desarrollo del proceso de produceidn a gran escala final,
procede a través de los siguientes pasos: ostudlios de escala-
mlento del proceso, pruebas y calificacidn de procesos..

d) Definicion dea Programas Experimentales

El objelivo de esta parte es examinar los expeerenLoé o com-
binaciones de experimentos que reallzaridn los programas de de
sarrollo. El énfasis estard en las teécnicas para incrementar

la efectividad del programa de desarrollo.

Una metodologlia ldgica y sistemitica para cada situazidn es
esencial. Cualquier experimenio que se& realice sin definicidn
previa de la metodoalogla léglica es fuente de pérdidas. Un ba-
lance estricto entre sobreplaneacion y subplaneacidén siempre
debe estimarse., Generalmenle es imposible definir un experi -
mento sustancial al inicio. y ejecutarlo con todo detalle

sin sufrir modificaciones; para disminuir esto, és necesario

elaborar compartimientos del programa.
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3 Ingerieria

Las funciconaes que tiene son: escalamiento de nuevos productos
¥ proceses, manufactura de productos para propédsitos clinices

y mantenialente de la planta.

4) Investigacion y Desarrollo

Se invoiucra debido a la optimlizacidn, escalamiento y wvalida-

sién de nuevas productos y procesos {111,

B. Validacion de Productos Esteriles

1. ESTERILIZACION

Los productos estériles poseen varias propiedades como forma
farmacéutica Unica, tales coms: libres de microorganismas, a-—
pirogénicos y libres de particulas, y patrones extremadamente
altoz de calidad; sin embargo. el punto algido en la manufac-
tura de productos estériles es la ausencia absoluta de conta~

minacidn microblana {31,

Contraria a las especificaciones de muchas formas farmacéuti-
cas, la esterilidad es un valor absoluto. Un producto puede

ser estéril o na—estéril. Histéricamente, la evaiuaciéﬁ de eg
Lerilidad se baza en la prueba de esterilidad en producvto ter

minado; sin embargo, sufre de una gran cantidad de limitaclo-



nes, La mas importante s la naturaleza do la misma, es una
prueba destructiva; por lo tanto depende de la seleccidn esta
disfica de una nuestra al azar del lote complete. la incerti-

dumbre puede existir si la muestra no representa la totali -

w

dad. SiL se conociera que una unidad tomada de mil unidades e
tuviera contaminada Cl.e., grads de contaminacidén de Q.1:0 y
20 unidades fueran muestreadas al azar, la probabilidad de

que una unidad estuviera incluida en esas 1000 unidades es d=

0.02% (53,

Aun si una unidad contaminada estuviera presente en las 20

muestras. existe la posibilidad de que la prueba de esterili-
dad fallara en detectar la contaminacién. El contaminante mi-
crobiano puede estar en concentraciédn demasiado baja Qara ser
deleclable durante el periodo de incubacién o no crecer dedi-

do a 1nsuficrencias nutricicnales del medio de cultivo y tiem

po ¥y temperatura inadecuados de incubacidn,

Si se delecta crecimiento microbiano en una prueba de esteri-
lidad, este puede reflejar lectura falsa-positiva por el pro-
blema de contaminacién accidental del! medio de cultive cuanda

se realiza la prueba {31,

En 1983 la FDA publicd los lineamientos pertenecientées a los
principios generales de validazién de processs. Un punto se
enfatizéd: la insuficiencia de i1a prueba de esterilidad come

forma unica de liberacién de un lote de producto parenteral.

17



13

Se debe poner mayor interes en la validacidn de procesos (3],
Las mayeres limttaciones demcstraron que la liberacidén de un
productco terminado estértl basado en la prueba de esterilidad
puade resultar errdnew. Un objetivo en la validacidn de prao -
ductes estériles @s minimizar la dependencla de la prueba en
preducts terminaco. Los principios que se invelucran en la va

iidacion <de procesos para productos estériles son:

Construir la esterilidad dentro del producto.

Demostrar con un cierto nivel miximo de probabilidad que el
proceso ¥ nétodos de esterilizacion proveen esterilicdad a to-

das las unidades del lote de produccion.

Proveer rayecr seguridad y dar soporte a los resultados de la

Erusba de esnerilidad a producto terminade.

Microbiana

13 Medels Materatico

Se considera la muerte microbiana, y mas especificamente la
inactivac: 4n de esporasS, ¢omd UNA reaccidn monomolecular con-
sistente en una reaccidn de primer order; esto es, la veloci-
dad de reaccién esta gobernada per la concentracién de los
reactantes Cesporasd. Matemitleamenie se expresa coms:

-dCrdt. = KC 1>
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Donde t es el tiempo, C es la concentracién de esporas, K es
la velocidad de reaccidn y -DC/DL es la velocidad en que de -

erece la concentracian de esporas.

Integrande la ecuacidn antericer entre limites de concentra -

eidén C, Co, tiempo Lt y to. oblenemos:
In CCortd = K Ct ~ tad, ta = O <2

por lo tanto 1n CCerC) = K t., transformando a logaritmo en

base L0 cbtenemos:
2.303 log CCorC) = Kt <30

.
Una c¢urva semilzgaritmica de concentracidn vs., tiempo muestra

.

una linea recta con pendiente K representada en la grafica i
2 Valer D

El valor D esta definido como el tiempo requerido para redu -
cir lz poblacidn microbiana en Q0% © un clelo logaritmice en

condiciones especificas de exposicidn.

l.a pendiente de la curva de =upervivencia puede expresarse ¢

ma:

Clog Co — log /D £ 1D cad



Sustituyendo en l2 ecuacion de ia linea recta y = mx s
se obtiene: log a - log b = ts/D (4.5
rearraglanda t = Xlog a - log b> = D log Cartd [y )

Compar ando las ecuaciones €3) y €77, tenemos

D = 2,303/ [4-5]

Ya quée tanto K como D representan la pendiente de la curva de

csupervivencia.

Muchos microorganismos muestran eurvas de supervivencia no-=li
nealez como la siguiente:
1 {1-alt - (aBeC Tt

D= ——mmmee - - cox
log Co log Ct

La causa de las curvas de supervivencia no lineales ha sido
explicada por varias teorfas. como la teorfa de los sitios
miltiples y helerogenicidad de la resistencia de esporas al

calor.

El valor D es el término mas conveniente para comparar la re-—

sistencia de diferentes microorganismos a algun agente letal.
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3. Valor z

El valor T se¢ define como la Ltemperatura requerida para redi-

eir en una unidad logaritmica el valor D Al graficar la temn-

peratura ve. O, se obtiene la pendiente 2z Cgrafica a3,
Z =Clog D2 - log Dudrz = 1r2 L2

El valor z perm_te calcular y evaluar los procesos de ester:i-

lizacion dependiences cdel calor, si se emplean diferentes e

=]

peraturas en tcz<os el proceso, ya que diferentes especies y ce
Pas varian su resistenclia relativa a diferentes temperatiuras
Y a agentes Quimicos en fase vapor aplicados a diferentes ~em

peraturas.

4> Valor

£

EL valor F &s la ftntegracidn de la velocidades de destrucciin

en un preceso Lérmizo.

Del grafico (25 se obtlene la ecuacidn:

icg Dz - log Di = €C1/23CTL -~ T2 €1id

Introduciendsa el valor F como tiempo en modificar el valer O

en un diferencial, tenemos:



1E+3

1E+

vaLoRr D
R

105 118 115 123 2
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GRAFICA 2, Efecto de la temperatura en el valop D! valer =z
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1ogFt =~ logF2 = €1,2) CTr = T2) ciLas

(.
Y
2
a
»

"
"

tiempe a una ‘emperatura de referencia T
Fz = Lierpo que causa el mismo grado de destruccidn a

otra temperatura

Tr =0
Ti ~ Ta
log F = -me—w —————— L3
z
£ = jolCTI-Td 2] C143

Considerando el intervalo de un minuto en la curva de destruc

cLén, haciendo

L = 1olCT-Todsz]

L = letalidad constante integrada entre limites de tiempo t1
¥ 2.
tz -
F= | La C16)
L

Los datos de Lemperatura durante todo el ciclo a intervalos

continuos Ce.g. cada minuta) deben estar disponibles como un
prerrequisito para la eQaluacién analitica del proceso de es-
terilizacidn mediante calor. Ya que los datos estan disponi -

bles, el valor F del procese de asterilizaclén pusde determi -



narse zin importar la carga de la camara.

Cuonvencionalmente 1o que interesa es el valer de esteriliza ~
eion en la zona de calentamrente mas baja del contenedor,
i.e., la zona en la que el contenador recibe el valor F mus

bajo, llamada comuynmente pupte fric £3).

Las Lemperaturas deben medirse a intervalos de tiempo cortos,
de tal forma que se tenga una visidn ¢lara del calentamiento
come del enfrianiento. La frecuencia en la que deben hacers;
las mediciones tiempo-lemperatura depende de la velocidad del
calentamiento del products. ques asimisme es funcidn del tama-
Ro'de la carga ¥ la viscesidad del praducio en el contenedor
Cpara el caso de liquidos). Probablemente un minimo dé 20 da-
Los son necesarios para cdescribir adecuadamente el perfil de
calentamiento ¥y enfriamiento y calcular el valer F del proce-

80 de esterilizacaan.

Loc métodos para calcular el valor F de la grafica obtenida
son los empleados en matématlcas para cohocer el area bajo la

curva y son:

Integracidn indefinida. Para aplicar esta técnica as necesa -

rio conocer la funeldn de la curva,

Regla Lrapeéial. Es un métodso de aproximacidn en el que se di

vide la funcion del valor §F en segmentos iguales y se determl

25



fian las areas de los trapecios formados.

Regla de Simpszn. Es un método mas aproximade que la ragla
Lrapeza:2al ya que les puntos sucesivos en la grafica de
F = rIL) son conectados por lineas reetas y en la regla de

Simpeun son conectados por parabolas.
b. Equibos Empleados para Esterilizar

£l metodo de elecclon para esterilizar es mediante vapor bajo
wresiin, exceplo para productes que no son penetrados adecua-
darmsente por el vapor o donde el calor y la humedad dabian el

producho, en este caso se utiliza proceso aséplico, radia -

cidn, 5 empleands dxido de etileno [41,
1) Leswlazamiento por Gravedad

Ecta bacado en el principio de que el aire frio dentro de la
camara eL mas pesado que el vapor que entra. La densidad del
aire a aO°C es alrededor de 1.2 g-1; y la del vapor a 100°¢
es O.Cg/}. Cuando el vapor entra a la camara el aire es empu-
Jjado al fondo del drenaje y sale con el condensado a través
de una trampa termostdtica o bomba de vacio. La efectividad
‘de la eliminacidn del aire de la camara se obseva midiendo la’

temperatura en la linea de drenade [471.

El alre gravitarid al Area mas baja de la cémara, disminuyendo

26
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la tetoperatura er la linea de drenaje. Cuando el aire es eli-

minado serd reemplactado por vapor saturado puro [4].

1

2) Ciclo de Precazio

Un metodo mas efestivo consiste en remover el aire atrapado
machnlcamente ante: do Que la esterilizacisn comlonca. Se

realiza medianie una bomba de vacio.

3 Ciclo por Pulszczion

Debido a la dific:ltad de obtener condiciones drasticas de
vacie para remover el aire, se diseffaron estos ciclos en base
a pulsadores de vapor alternados. seguidos de excurs:énes Ce

vacfeo. Las pres:zrnes maximas y minimas son variables.

4) Mezrclas de Vac:- v Aire para Parenterales de Gran Volumen

Aunque el aire s2 considera un problema ya que reduce la efy-
clencia de la esterilizacién por vapor, en ocasiones su pre -

sencia es requer:<a.

Las soluciones acurcsas de parenterales son comunmenle estery-
lizadas en autoclaves de vapor, en este caso la funciédn mas

importante de condensar vapor esta provista por una transfe -
rencia de calor rapida a las paredes del productos, estos pue

den ser llenados en contenedores flexibles o rigidos.



Cuancz 1a solucidn se calienta, €l gas se expande a una velio-
cidad maysr que el volumen equivalente de vapor; por lo tan -
to, la presidn Zel conteredor excedera la presion de la cama-—

ra.

Los viales de vidrio pueden sellarse con cierres especiales
para liSerar esia presidn. Las bolsas de plistico o contenedg
tes semirigidos presentan un gran problema, yYa quUe no Lienen
la dureza inherente al vidrio, pueden abrirse o presantar de-—
formidades cuandec se presentan tncrementos diferenciales de

presién.

2. DESPI 20GENT ZACION

En el proceso cde despirogenizacidn el objetivo es inactivar
los reransnties de las bacterias gramnegativas. Estos organis-
mos S€ encuentran comunmente ¢n el agua y sus paredes celula-
res cehitienegn endstoxinas que son capaces de inducir desde
una respuesta febril,. hasta shock y muerte cuando se encuen -
tran en fluido cerebro-espinal. Aunque estas respuestas son
de gran interés para la industria farmacéutica, no todos los
efaectos causados por las endotoxinas son peligrosos. La por -
cién mayor de la cadena polisaciarida es el antigeno O, la re-
gidén responsable de la tnmunidad a las infecclones por bacte-
rias gramnegativas. La porcién liplidica A es la responsablae
del resto de los efectos bioldgices de las endetoxinas: indu-

cen la produccidn de factores que son citotoxlices a los tumo-

4
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res, olras prataegen contra los efectos de la radiacidn. Mu -
chos do estos efectos, incluyenda la respuesta febril, resui-
tan de ta alteracidon del metabolismo de la sangre y células
tisularex. Las endolodinas inducen a los macrdfagos para pro-
dueir los factares gué influencian obtros factores celulares
coma los que causan la coagulacidn de la sangre. hipotensisn
y frebre. fos efectos bliolégicos especificos y Su intenzidad
dependen de la fuente bacteriana de endotoxina, su solubily -
dad en los fluicos biolsdgicos y la presencia o ausencia de
sustancias asoacladas {e. Q. otros camporentes de la pared cely

lard (1231,

a2, Metlogdologia zara la Prueba de Pirogenos

1) In viuve

La prueba conzis<e en inysctar el producto en la vena de la

areja del conejs, Yy regisirar la temperalura corperal duranta

tres horas después de la inyeccidn y observar i hay incremnen

te de temperatura (maximo 0.8 C2.

2> In wvitzre

Este método ha demosirade ser mas sensitlivo actualmente dispo

nible para la deteccidn de endotoxinas,

Es un procedinjento que utiliza lisado preparade de los amebg
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citas del cangrejo herradura Climulus polyphemus).

La prueba es simple, especifica, rapida y relativamente bara-

ta., comparada con la prieba de pirdgenos tn vive.

La prueba de Limulus consiste &n la combinacian de una canti-
dad de¢ lisado de amebocities con la solucidn muestira, incuba -
cien a 57% potr un peri{cdo especifico de tiempo, y la veriri-
c;clan de la muestra para evidenciar coagulacidn. El punto i
nal pogitive es indiczads por la formaciédn de un gel sélido,

un puntc de turbides ¢ un punto colorimétrico. La prueba se

Leg por examinacidn visucal del gel o por técnicas espectrofo-

toretricas.
La cuantificacion se pueds llevar a cabo peor comparacién dal
punto final con un control positivo de concentracidén conocida

da endotovina,

L., Cinetica de Destrugcion de Endotoxina

Durante muchos afios, los pirdgenos fueron descritos por sus
fendmenos fisiolégicos sin ccn;iderar.el cenocimlento real de
su estructuyra quimica o mecanismo de accidn;, por lo tante.
los pirsgencs fueron descritos unicamente como entidades reas—

ponsables de la induccién febril (13,14).

Los pirdgenocs predominantes son ahora conocidos como lipopoli



Sacaridas CLPS) provenientes de la pared celular externa de
los microorganismos gramnegativos {(13.14].

El calor seco ha sidc‘ usads tradiclonalmente como un medio de
daspirogenizar vidria, equipo, instirumentos, materiales termo
estables, etc. Los concocimientas de destruccidn de LPS se inp
cliaron con los trabajos de Tsuji y colabaradores [13,143. La
carencia de la informacidén se debia al gran nimero de anima -
les requeridos para la prueba de pirdégenos de la USP, que ha-
ce impricticos l<s estudios de cinética de desiruccidén de en-

dotoxina,

El dusarrollo del nmélodo in vitro para la deteccidn sensidble
de LPS por medic da2 amebocitos lisados de Limulus cuu.i hizao

posible conducir 135 estudios de cinédtica de destruccisn.

Los microorganistcs que scometieron a estudio el equipo de
Tsuji fueron: 5. ~arcencens, S. typhosa, P. aeruginosa, E.

colr y B, thermodurans.

Somet.leron los LPS de estos microorganlismos a diferentes tem-
paeraturas €160 - 200 C) y Liempos €1 - 3 hY, las conclusiones
a las que llegarcr fueron las siguientes:

La velocidad de destruccidn es independiente de la concantra-

cidn de LPS,
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La destruccidn por calor seco de LPS fué¢ no lineal cuando se

graficd en papel semilogaritmico.

Los lipopclisaciridoe represantan una clase de compuestos de
signifizacde bioldglee ¢on caracleristicas drasticas de resis-

tencia al calor sezo.
La cinética de desiruccidn es de segundo orden.

La eccuac:idn que mermite &valuar la inactivacién de cicle es:

P = atziofCT = Trerd/z)

de donde:

é = fnactivactédn alcanzada por el ¢cielo en términos de endotg
xina

&t = diferencial del tiempo, para fines priacticos se utiliza

un minuto
T = temperatura registrada
Teef = Lemperatura de referencia, por convencionalisme es
170°C
z = temperatura requerida para reducir una unidad logaritmica

el valor D
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c. Equipos Empleados para Despirogenizar

La industria farmacéutica emplea tipicamente los hornos de e

I

lor seco y tuneles para esterilizar yso despirogenizar una
gran variedad de materiales empleados en la manulaciura de
productos parenterales. Las caracteristicas del calor seco le
hacen €l método de eleccidn para despirogenizar los compsnen—
tes de empaque ce vidrio por su capacidad de destruir pirége-
nos, debido a las altas temperaturas alcanzadas C180-3C0°CH.
Loes equipos tsadss para este Lips de proceso pueden variar de
los remarcadaments simples, a los muy complejos, Una esiula
por canveccldn de gravedad consiste unicamente de una caja
cen fuente de calar, y un termostato; un tinel usado para des
pirogenizacidén de ampolletas y viales en produccion puede czn
tar con sistemas de control computarizades muy sofisticados
para manitorar Vv nantener las temperaturas, flujos de aire,

presicones relativas, ¥ olros parametros,
Los tipos de esiterilizadoressdespirogenizadores son: hornc
por convescidn forzada, en tunel por conveccidn forzada, 1n -

frarrojo ¥ a la flama continuo {S].

1> Ezterilizador en Lote por Convesclon Forzada

Es el tipo de esterilizador por calor ceco mas usado en la in
dustria. La unidad utiliza les principios de transferencia de

calor convectiva para calentar los componentes. Los esterili-
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tador es preden emplear un rango de ciclos Cmediante la varta-
ci1oin de tiampos ¥ temperaturas) para utensilios, material de
vidria, equipa dé acero inoxidable y producto. Los articulos
s=n preparados en una area contrelada no-esteéril Cempleande
~ontr sles cono acceso limitado, niveles de particulas reduci-~

dse, calidad de aire conocido., empleo de cofias, etc.)

Lot artf{culos son colocados sobre charolas e introducides en
la cimara. El disefio de los clclos dependera del objetivo de
esterllizar y-so despirogenizar. Convencicnalmente hay una
fase de enfriamiento al terminar el ciclo de calentamiente
que sivtve para miramizar el choque térmico de los componentes

& incremsntar lz seguridad en el manejo.

En la rayorla dz las inctalaciones se emplea un horne de do -
ble puerta ¥y la carga ez removida del horno en el area asépti

ca.

Cpera continuamente y tiene la capacidad de procesar una ma -
yor cantidad de viales de vidrio y ampolletas, que la del es-—
terilizador en lote. Las botellas, viales o ampolletas son la
vadas en @l area no-esteéril y transportadas a traves del tu -
nel donde se encuentra aire a diferentes temperaturas. El ma-
terial de vidrio se calienta en la poreidn inicial y media

del tunel, y se enfria gradualmente mediante filtros de alta



eficiencia CHEPAD, antes de salir de la terminacién estéril.
Los luneles por cunveccliodn forzada scn calentados por resis =
tencias eléctricas y emplean los mismos principios que log

hornos en lote (31,

33 Zsrerilizader #n Tunel per Infrarroio

Esta equipado con una fuente de radiacidn infrarroja, ya sea
por resistenclia o tubo de cuarzo. Tiene sensores de temperaty
ra para controlar el calentamiento y estin localizados en la
zona de& esterilizacién. El calentamiento y el tiempo de expo-
siclon pueden ser afectados por la geometria, color, supserfi-
Cie y composicidén del articulo a tratarse, as! como también

de la temperatura y velocidad del aire (S).

4) Esteriljzador de Flama

Utiliza la transferencia de caleor por conducceidn y conveccian
en el proceso de ampolletas., Puede procesar arriba de 10,CCO

ampolletas por hora. Laz ampolletags son colocadas en un riel,
lavadas con agua para inyectables, transportadas y calentadas
durante un minuts aproximadamente. Pasan entonces a la camara
de enfriamliento donde son enfriadas gradualmente por aire fii
trado HEPA. Las ampolletas frias se llenan y sellan. El este-
rilizador de flama posee una serie de deflectores en la cadma-
ra de esterilizacién para inerementar la uniformidad en el ca

lentamiento (S).



II. QBIETIVOS

1. Relazisnar la temperatura aplicada a los articulos para es
tarilizar, con la letalidad microbiana e inactivacién de enda

toxXina em los ciclos de esterilizacién y despirogenizacion.

2. Calificar los procescs en base a los factores figsicos y
microbiosleégicos predeterminados.

3. Cetericirar si los procesos aseguran esterilidad, en conceor
dancia zon los conzeptos de validacién C(protocolad; para libe
rarlos en produccidn rutinaria o aplicar las acciones correc-—

tivas necvecarias ¥y efectuar una revalidacidn.
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ITI. HIPQIESIS

El factor mas importante en el proceso de esterilizacidn ms -
diante caler, es la temperatura alcanzada por los articulss

durante el tiempe de exposicién.

La verificacidn de las caracteristicas del abastecimientc
del calor a cada tipo y tamafio de carga en los procesos espe-
eificos, permitirid evaluar la letalidad de los ciclos en %é&r-

minos microbioldgicas.



IV, METGOOLGGI A

cion aprobado por la corporacién, el diagrams I permite visua

lizar (s secuencia experimental de manhera general.

A. Process de Despiroqenizacion de Ampolletas

1. CALZBEACZICN LE TERMCPARES

a. Matercal ¥ equioo

15 Lermaopares Lipo “T" (cobre-constantanad

Tervinetrs de referencia estandar CNBS certificaded
eccala 153-303° C con divisiones de 0.8°C y escala auvd -
liar & O°C

BaXo de glicerina {180°CO

Ba%¥e de nlele CO°C

Reg: strador de temperaturas multipunto KAYE DIGISTRIPM®

. Procedimiento

Colocar las termopares en €l reglsirador de temperaturas te -
niendos una escala de graduaciones na mayor a o.1°¢, prender
‘al registrader y permitir &l tiempo adecuado para estabilizar

los compunentes (X S minutosd.
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Diagrama 1. Secuencia experimental de la validacién en planta

y en laboratorio,
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Calibrar los termopares a 0% y 180°C conira el termémetro es
tandar de referencziz. La lectura debe estar entre = 0.5°C con

€l Lermémetra de referencia.

Pealivar un tetal de § lezturas, cada una a intervaleos de un

moaus s,

Los termopares gu4 no estén acordes con el termémetro de refg

Tencis no deben utilizarse en los estudios y se retiran.

Verificar la ¢alibracidén anlet y después de cada proceso de
la valicdacioén; la calibracidn posterior al proceso del cicleo

se considera com> la calibracion inisial del proxime ciclo.

Tegizstrar todos los datos de calibrazian de termopares.

2. DIzie

nil

X

3UCICH DI CALCR

a. bMaterial

Horno VECO™® de 1.5m" de capacidad

Carro para calocar charolas de acero inoxidable
56 charolas para colocar ampolleias

16 termopares tipo “T"

Registrador de temperaturas KAYE DIGISTRIPMR
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b. edimienta

Los estudios de distribucidn de calor se reazlizan con la cima
ra vacfa, cdmara con charolas vacias y horno cargado con pro-
ducto en el patron de carga minimo, para determinar la presen

e¢la y localizacldn de puntos frios.

Suspender 7 termopares homogeneamente en la camara, uno donde
se encuentra el centro de la cimara Yy sels alrededor de las

puertas, ya dque son les puntos con mayor probabillidad de rec;
bir menor calor, siguiendo el! diagrama 2, procesar el cicleo ¥
efectuar las lecturas de temperatura cada minuto en el regis-

trador.

Verificar los dates de temperaturas en horno, tanto en camara
vacia, como en =zamara conteniendo el carro con charolas va =~

cias, para determinar los puntos frios del equipo.

Los puntos frios son posiciones que muestran consistentemente
temperaturas bajas. o que presentan la temperatura especifica

da, pero no el tiempo.

Efectuar tres procesos adicicnales en la camara conteniendo
la carga minima d¢ ampolletas C70000 lavadas segtn se indica
en el procedimiento de manufactura, colocandeo los termopares
en los puntos frios determinados previamente, de acﬁerdo al

diagrama 3.
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DIAGRAMA 2: Distribucidn de termopares para estudio

térmico preeliminar en el horno carga-—

do con charolas . vacias.
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DIAGRAMA 3: Localizacidn de termopares para estudio de
distribucién de calor con carga minima.
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Verificar si los datos de los puntos frios corresponden a los
estable-ideos en les estudious anteriores, para emplearce en los
estudios de penetracicen y reto microblolégico Cesporas y endo

toxinad.
3. INGCULACION DE ENDOTOXINA EN AMPCLLETAS
a. Material ¥y equips

Pipetas graduadas de 1.5 y 10 ml

Tubos de ansaye 10 2 7Smm

Agua para inyectables

GCuantes de latex

Perilla de hule

Cafia y cubrebocas

Gradilla

Endotoxina E, Colil de referencia hidratada lete 7LO0010
Lisado de amebocitcs de Limulus reconstituido
Ampallietas de 10 ml abiertas

Papel aluminio

Campana de flujo laminar horizontal

Bafio ultrasdnico Mallinkrodt

Aglitador vortex

Termémetro calibrade 0 - 45°C

Estufa para incubacién C3I7°C % 0.5°¢>
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b, Brocedimients

reparar los indicadores de endotoxina en condiciones asépti-—
cas Ci.e., en campana de flujo laminar., con cofia, cubrebecas
Y guantes de latex estériles). Todos los materiales deben eg

tar esterilizados y despiregenizados siempre y cuando tengan

contacteo ¢on reactivos ¥ ampolletas en su interior (111

Inocular las ampolletas con endotoxina en concentracisn 1000
vecec mayor que el limite de deateccidn, la sencibilidad de la

prueba de Limulus es 0.250 UE Cuntdades de endotoxinad.

Efectuar las diluciones a dosificar y hacer los ajustes nece-

sarios para obtener la concentracidn de 250 UB mi.

Tapar con parel aluminio la boca de las ampolletas y distri -

butr la endolonina en la3z paredes de la ampolletas y dejar se

¢ar x BO°C durante 12 horas.

a, Materixl v Equipo

Horno VECOM®
Registrador de temperaturas KAYE DIGISTRIPHR
16,128 ampolletas de 10ml vaclas

16 termopares



10 tiras de B.subtilis var. niger certificadas TECSIQUIM™®
ATCC ©372 lowve 438 TC

10 ampelletas inoculadas con endotoxina & coli

b. Procedimients

Colocar los bioindicadores de B, subiilis adyacentes a las am
polletas conleniendo endotoxina E. colr, en los puntes frios

localizados en los estudios de distribucidén de calor.

Inzertar 16 termopares en las ampolletas conteniendo endotoxi

ra, de acuerdo al diagrama 4.

Efectuar &l proceso, registrar la temperatura cada minuto y
retirar los hioindicadores y el reto de endotoxina para efec-—
tuar la prueba de crecimiento microbiano y la prueba de endo-

toxinas bazterianas C(pirdgenocs) con reactive de Limulus.

Rexlizar el proceso por tripllicado, retando al sistema en ca-

da uno de los procesos con biocindicadores y endotoxina.

Determinar el valor F para cada uno de los puntos frioc en
las tres corridas, para evaluar la destruccién del ciclo en

términos de endotoxdna.
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S. P¥JEBA DE ENDOVOXINAS BACTIRIANAS CPIROGENOS)

Despuées de cada proceso de pehetracidn, se recuperan las ampo
il2tas fnoculadas con endotowina ¥ se refrigeran hasta el mo-
mento de reallzar la prueba per €l personal de microbiolagia
La pruebas consiste de los siguientes pasos, de manera gene -
ral:

La prueba debe efectuarse con técnica as¢ptica.

Peconzstituir el lisado de amebocitos, con agua para tnyec-

Ltables.

Preparar la endotoxina de ref<«rencia Chased y dLsolverla con

agua para Lnyectaslies,

Diluir la encctowina a la concentracidn de 250 UEsml a partir

dz la solucizn base.

Preparar controles nejalivos con agua para i1nhyectahles,

ARadir el reaz.ivo LAL a loc controles negativos.

Ajustar el pH de la muestra C6.0 - 7.6),

Adicionar el reactivo de LAL a las muestras.
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Freparar 123 cantroles positivos con endotoxina de referencia

v efectuar la reaccidn.

Incubar les tubos con control positive, negative y muestras a

37°C * 0.2°C durante 60 minutos.

Evaluar los resultados; presencia de gel: reaccidn positiva,

ausencia ze gel: reaccidn negativa.

6. DETERM_WNATICN DE ESRPORAS TERMOPRESTSTENTES

Las tiras zolectadas después de los estudios de penebraclian
e calor se re#frigeran hasta realizar la prueba de promecidén
de creciniento por €l parsonal de microbiologia. La prueba

consicte =7. 1S siguientas eventos:

Colocur Lat niras bioindicadoras de 8. subtilis en botellas

estériles e 100 mi.

Adicionar a cacda batella con las tiras, medio de cultivo cal-

dc caselna sova,
Incubar las botellas a 30-35°C durante S dias.

Los Lubos con medio de cultivo, sin tira blotndicadora, actda

coma control negativo.,
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Las tubos con medio de cultive y Lira bioindicadora sin ha =~
berse sometido al cliclo de esterilizacidén actilan como control

positivo.
t.a evaluacidn de prueba se realiza mediante la observacidn de

turbider i1ndicando presencia de microorganismos, Yy la ausen -

cla de turbidez indica ausencia de microorganismos.

B. Proceso de Esterllizacion Final de Invectables

1. CALIBRAGION DE TERMOPAPES

La calibracidén s2 realiza como & indiecd en pagina 28 a o%c y

121%¢.

2. DISTRIBUCICH DE CALOR

a, Material y Equipo

Autoclave FEDEGARIM®

Carra para colocar charolas de acero inoxidable
22,000 ampolletas de 10 ml llenas con agua

48 charolas para caelacar ampolletas

16 termopares tipo “T' Ccobre-constantano)

Registrador de Lemperaturas KAYE prerstrip™®
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b. Procedimienta

Los estudiss de distribuetlén de calor se realizan en camara
vaclia, en camara con charolas vaclasz y en carga minimax por
triplicada, para evaluar la reproducidblilidad en el mantenl -~

miento del caler.
Colocar los termapares en los puntes frios o mas dificiles de
la carga, de acuerdso xl diagrama &, prestablecido.

Efectuar la corrida de los ciclos a 121°C durante 30 minutes.

Registirar las termperaturas cada minuto.

3. PENETRACICI: DE CALOR Y RETD MICROBIOLOGICO

Colocar los termopares en los puntos frios localizados en los

estudios de distribucidn de calor, siguiendo &l diagrama 6.

Colocar un indicador hbiolégico de B. stearothermophtlus
ATCC 7053 lote 1387 de TECSIQUIMM™ en Liras conteniendo
10%- 10° mlcerocorganismos, previamente contados en el laboratg

rio de microblologia.

Loz termopares de distribucién de calor deben colocarse en

forma inclinada, para que no se formen gotas de condenszdo en



AUTOCLAVE _VISTA FRONTAL VISTA AEREA
] O :

I

AREA ESTERIL

pod I Rz
wlf 1
-

vI
VI

NIVELES DE CARGA

! ] 7
ae 52 () g [ ]
%5 ]
(] ;. ' N
11
14 13 10 6| %
1 II L LI v }
4
3
1
[ ]
v VI VII.

Diagrama 5, Localizacién de termopares en el estudio

de distribucién de calor con carga minima



AUTOCLAVE VISTA FRONTAL VISTA AEREA
AR ESTERIL
vI
vIo
[]
NIVELES DE CARGA
) of | |2
et 0 s
.
(] .
7 B
e
T II Iv
i
f
D S . i
& ]
3 2 i
1
r ® !
Diangma 6. Lccangnciﬁn de :crmgggres en el estudio

de penetracifn y reto microbioldgico,
1: (D1,P9), 2: (D2,P10), 3: (DP3,Pil1)

4: (D4,P12), 5: (D5,P13), 6: (D6,P14)
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Realizar Lres ciclos consecutlivos en el tiempo de exposicidn
minimo permitido por la especificacidn del cicla fue se esté

avaluando.

Registrar las temperaturas, la presién y el tiemps Ze cada

ciclo,

Retirar las tiras bioindicadoras después de cada praceso y
mantenarlas en refrigeracidén para realizar posterizrmante la

prueba de promocidn de crecimiento.

Calcular los valores Fo para cada punteo en todos lis procesos

y &valuar la letalidad de los ciclos.

4. DETERMINACION DE ESPORAS JTERMORRESISIENITS

Cl procedimients a reaslizarse &s ¢l que =2 desariiisd &en la

pagina 49.

&, REQUISITOS GENZRALES PARA LA CALIFICACION

Todos los datos deberian ser reportados en las formas disefia -

da= para ello por los departamentos de produceidén y control

de calidad.

Para que ¢l proceso se considere validado., se deben cumplir

los siguientes requisitos:
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Valer Fo equivalente a 8 minutos © mayor en los puntos frios
determinados en los estudios de distribucién y penetracidn de

calor.

La prueba de promeeidn de crecimiaento de B, stearothermapht -

tus debs ser negativa,

Contar con registros de temperatura a intervales de minuto,
cuando infician los ciclos, durante el calentamientos y durante
el enfriamiento hatta que los termopares indiquen temperatu -

ras abajo de 100°C, y registros de presién.

Los estudlos deben cumplir con Leodos los limites de las espe-
cificaciones de los cicles ¢€1219C £ 1°C y 30 mnutes mé nimos

de exposicidnd.

El tigmpo de expozicidn no debe exceder el tiempo minimo per-
mitida por La especificacién p#ra. el estudic de penetractdn

de calor y blovalidacidén €30 minutos),

Los estudios de distribucién de calor, en cada minuto durante
la permanencia de exposicidén, la diferencia mixima no debe ex

ceder un grado centigrado entre los Sensores.

Para estudios de dxstrtbuc.tdm de calor ningun senseor indivi -
dual debe indicar una temperatura abajo de 120°C durante el

periodo de sxpasicion,
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Para el estudio de distribucldn en chdmara vacla ¥ cdmara con
charolas vacias, los datos deben mosirar que la temperatura

puede¢ ser controlada dentro de un rango de 1°¢C.
C. Esterilizacion de Material de Microbiologia

Realizar los siguientes estudios para cada une de los tipos
de ciclos empleados en el laboratoric de microblologla: y que
sor en el caso de liquidos. para esterilizacidén de med:os de
cultive y liguidos, ¥y el de gravedad, en el que despuas de la
fase de vapor s.gue la de enfriamients, es utilizado para ec—
terilizar arificulos cubiertos como pipetas. muestreadcres,

guantes, uniforses, etc.
1. CALIBRACICN DE TERMOPARES

La calibracidn se realiza como se indicd en la pagina 38 a

e°c y 121°¢C.
2. ESTUDIO DE LISTRIBUCION DE CALOR

Se requiere un proceso en camara vacia y otra con camara con
carroc charolero., y Lres con carga minima para determinar los
puntos frioes, los cuales se retarin Con esporas tLertirresis -
tentes duranie los estudios de penelracldn de calor, con leoca

lizacidn de termopares descritos en el diagrama 7.



A B c ESPPRA
D1(25,00) 25,0,0 25,0,0 -
D2(25,0,0; 25,0,0 25,0,0 -
D3(45,45,99) | 45,35,10} 40,35,10 2
D4(5,45,90) 5,35,10 | 25,6,48 3
D5(40,25,80) | 45,15,90{ 10,6,74 4
D6(30.40,70) | 5,35,90 | 10,6,15 8
D7{(15,25,60) { 25,35,48} 10,35,40 6
DB(45,40,60) | 25,25,48| 40,8,16 7
>09(zs.3s.ao) 45,10,15) 40,35,10 2
p10(15,15,70)! 5,10,15 25,6,48 3
D11(30,20,60) 30.50,96 10,6,74 4
p12(10,15,30)} 10,15,85{ 30,8,70 9
D13(20,35,25)} 25,10,25} 10,35,40 6
p14(40,20,10)({ 30,5,40 | 40,8,16 7
p15(10,15,48)] 20,5,70 | 10,6,15 8
D16(25,25,3) | 20,35,65| 40,35,75 S

Diagrama 7, Localizacibn de termopares en el
autoclave de microbiologia.
A: Chmars vacia, B: Clmara con carro y charolas

vacfss, C: Penetracibn y reto microbiolégice



3. PENSTRACICH D& CALOR Y PETO ORI OLOGIC

Efectuar dos corridas con carga maxita para evaluar la repra-
ducibilidad, en los punt.os frios se colocan tiras certifica -
das de B. ste:u-othermophilus..colocanda un termopar adyacen-
te a cada punte frio para determinar los valores Fo, de acuer

do al diagrama T,
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A. Proceso de Despirogenizacion de Ampolletas
1. DLSTRIBUCION DE CALCR EN CAMARA VACIA

Los puntos frios localizades fueron los 7, 11 y 13, en al pro
cezo efectuado; LﬁchAndonos que la distribucidédn de calor no

es homogénea.

Ningun termopar indicd temperaturas mencres a 165°C durante

el perlodo de exposicién, estando dentro de especificaciones.

La temperatura minima fué de 165.8°C y la mixima de 208, 5°C,

estando dentro de especificacicnes (Lemperatura minima 165°C)

2. DISTRIBUCION DE CALOR CON CAPRO Y CHARGCLAS VACIAS

Ei flujo de calor =& modificéd al cambiarse la configuracién
de la carga., los puntos frios localizados fueron leo=s 7, 9,
10, 11, 12 y 13, mantenléndose los puntos 7, 11 y 13 con res-—
pecto al estudic en camara vacia, por la que se consideran es

tos puntos para el reto microblolégico.
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3. DISTRIBUCION DE CALOR EN CARGA MINIMA

En los tres precasos consecutives se determinaron los puntas

frios 13, 14 y 16, estos no se modificaron.

Las temseraturas minimas se muestran en la tabla I.

PUNTO FRIO
13 14 18

c 178.7 i8a8.1 184.8

1
Q
R
R
I 2 182.1 182.8 178.7
D
A

3 174.6 179.9 1€3.9

Tabla ¢ I ). Temperaturas minimas obtenidas durante los estu-

dios de dzstribucicn en carga minima.
4. PENETRAZICH DE CALCR Y RETO MICROBIOLOGICO

Las temperaturas promedio se observan en la tabla ¢ II 2, el
punto frio consistente en laos tres procesos consecutivos fué
el numero 11, en este punto se omitid el reto microbioldgico
con eésporas y endoloxina; por lo que se realizéd un procese

adiclonal para retar con endotoxina la zona donde se localiza
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TERMOPAR

[ S

-

o 0O N6 U

11

12

13

14

16

ORRIDA

1a 2a 3a abtcroNat *
198.1 199.9 201.9 168.9
186.1 189 .5 191.5 175 .4
104 .8 187 .7 189.0 $173.1¢
ta3.8 181 .5 183 .4 177.3
187.2 188.4 197.1 169.8
196.6 197.7 199.1 185.4
182.1 178.8 185.8 165.3
187 .1 184.5 180.0 184.3
178.5 180.5 180,0 178.2
196.1 197.9 199.3 190.0
177.5 163.1 166.5 180.3
184.3 184 .6 184.6 t86.6
186 .7 189.3 189.3 185.0
200.2 204.1 206.9 185.5
184.5 180.1 180.6 190.1
191.3 196.6 197 .6 187.6

1
Corridse adicrondl. lo diatribucian de lérmapares ho cartes

ponde @ ta utilizada en las tres corridas anteriocres

Tabla ¢ 1I ). Perfil térmico obtenido durante los estudios de

distribucien v penetracion de calor.
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»! punto 11, de acuerdc al diagrama 8. Las temperaturas obte-
nidas durante este ¢iclo se encuentran en la columna 4 de la

tabla € IT 2.

5. PRUEBA DE ENDOTOXINAS BACTERI ANAS

El protocolo de validaciédn indica utilizar un indculo de endo
toxina igual a la sensibilidad del lisado de amebocitos de
Limilus multiplicado por un facter de 1000.

La sensibilidad la proved el fabricante y se verificéd en el
ftaboratorio, siendo é4sta de de 0.25 UE/ml, debiendc ser el
indculo de 250 UE/ml, no abstante esto, se inocularen 1400 UE
&n cada ampolleta.

Los indicadores de endotoxina codificades con t, 2. 8. Sy 16
presentaron reaccidn negativa con el reactivo LAL, ios demas
indicadores mostraron reaccidn pesitiva al menos en un proce-

s0; por lo tanto, hay presencia de pirdédgenos.

Los contraoles positivos mostraron reaccidn con el reactivo

LaL.

Los controles negativos no mostraron reaccidn con el reactivo

LAL.

En las ampolletas que presentarcn reaceidn positiva, no se
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cuantificd la cantidad de endotoxina remanente.

EL proceso adicional para retar el punto frio 11, indicé pre-
sencia de endotoxina después de la exposicién en 5 puntes, vy
an un punio mosiré reaccidn negal;tva. es declir hubo presencia

de endsotlaxina remanente en las ampolletas.

&. DETERM NACION DE ESPORAS TERMORRESISTENTES

Para todaxs la ampelletas inoculadas C2. o7 c® esporasstirad
Se delermind la ausencia de microorganismos, los controles

fuearon saz:sfactcrios.

7. VALCR F MINIM2

la deterzznacion de loc valores F minimos so realizé con el
paquete cdx compritazion LOTUS 123, el valor obtenido fue

148 minuties equivalentes a 170°C, estando fuera de especifica

cton (F minimo de SO0 minutos),

B. Procesc de Esterilizacion Final de Inyectables

1. CALIBRATION DE TERMOPARES

Todas las calibraciones satisficleron los requisitos; es de -
cir, 0.5°C de variacién mixima con respecto al termémetro es-—

tindar de refarencia, en cada unc de los termopares de manera



individual €0°C y 1217,
2. DISTRIBUCICN DE CALOR

Para los estudies de distribucidn de calor, en cada minuto
durante la permanencia a 121°¢C la diferencia mixima entre ter
mopares no excedio 1°C, el calentamiento fué homogéneo en Lo~

da la camars.

La diferencia mirama de temperatura por clels y por Lermopar
et las tres corridag consecutivas con catga minima fué eh am-—

bos de 0.7°C.

Se calcularon les valores F para cada sensor. Es imporiante
mencionar que el valor F solo se debe calecular para los termg
pares colecsados adyacentes a las ampolletas con rete micrebig

l14gice, se calculsd el valor F para efectus de camparacidn.
El valor f minimo obtenido fue de 33 minutos equivalentes a

121% ¥ las variaciones 4F fueron de 3 minutos entre termopa—

res por ciclo ¥y de 7 minutos comparanda todeos los cicloc,

3. PENETRACION DE CALOR

tos valores F calculados para comparar ias temperaturas de
los senscores de penetracién indicaron variaciones AF de 3 mi-

nutaos ¥y para un misme termopar en las tres corridas conseculf
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vas fué de 2 minulos.

El valor F minimo fue 33 minutos y el miximo de 41 minutos

equivalentes a 121°C Cver grafiea 3).

Se grafizaron las temperaturas obtenidas por un termopar de
distribucion y unc de penetracidn para comparar las variacio-
nes de tezperatura permaneciendo el termopar fuera y dentro
de la ampcileta, y se observé una buena correlacién., conside-
rindose para fines pricticos qua las temperaturas de distriby

cidn aquivalen a las de penetraclién (ver grafico 45.

4. VALO® £ MINTM

El caleulz se realizé mediante el meétodo de integraciédn por,

la regla trapetoidal, aplicande la férmula:

F=JLat

La integrazidn de la curva provee el valor F, comc lo muestra

la grafica 3.

5. ANALISIS MICROBIOLOGIZO

Hinguno de los retos microbiolégicos colocados en las ampolle
tas presentd crecimlients despuds de un periodo de incubacién

de 7 dias a s5°C.
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C. Process de Estentilizacion de Material de Microbislogia;
Ciclh de Gravedad

1. CERTIFICACION DE TERMOPARES

Las certifizaciones fueran satisfactorias, ningun Lermopar
mastrd diferancias mayores a 0.5°C eon respecto al termémetra

estandar de raferencia,
2, DISTRIBUCTION DE CALOR

Se realizaron 5§ proceses: camara vacia, cimara con charolas

vacias y tres procesos con carga minima consecutiveos

Las temperaturas minimas fueron encontradas en el Ltermapar lg
calizado en la linea de drenado. Siendo este un punte de refe
renczia de la efectividad del desplazamiento del aire y elimi-—

nacidn del condensado, no s5e considera como punto frio.
Ningdn termopar indicd temperaturas abajo de 120°C. la dife -
rencia mixima de températuras fue de 2.0°C entre termopares

en Lodos los ciclos.

3. PENETRACION DE CALOR Y RETO MICROBIOLOGICO

La localizaclén de termopares se modificéd para colocarlos

dentro de Los articulos para esterilizar, quedandeo estableci-
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dos comd 1o indica la tabla € ITI D.

Los termopares sefialadas con D, son de distribucién; es
decir, colecados fuera del articulo y las P son do penetra -

cion colocados dentro del articule a esterilizar.

TERMCOPAR No. COORDENADAS ARTICULO TERMOPAR ASQOCI ADO
CX, Y, 22

38 a5.0.0 Drenaje -

o2 25,0.0 Orenaje -

D3 40,35,10 Uniforme P1

D4 23,6,43 Guantes P2
DS 10,8,74 Uniforme P3 )
Cs LD.6,15 Espatula P7

D7 1€, 35,40 Uniforme PS
ca <C.8,186 Rompemenbranas P&

- - Unidad de Tiltracion P4

- - Unidad de filtracién P8

Tabla € III 2. Localizacion de termopares en los estudios de
distribucidn dé calor en el autoclave cde microbiologia, ciclo

de gravedad.

La evaluacidn del ciclo se realizd por medic del valor F con-

siderando z = 10°C y temperatura de referancia de 121°C, los



resultadss se muesuran en la tabla € IV D,

El valsr F rinming gncontrads fue de 49 minutos Cel del drena-

Je no ze conslZarad.

la courrelacion entre distribucidn ¥y peneiriacion No se reallzd

debido a la gran variedad de articulos a esterilizar, tanto

TERMOPAR CORRIDAS
i Sa. 3a.

A k1 A 3 A ]
oL - - - - - -
ca s - s2 - a8 -
D3 73 73 &5 70 (5=} 72
ja X2 Eated 52 S0 70 a1 &S
TS E5 &3 55 76 ST 65
TS o5 EE] S. va Sa 76
o7 75 &0 60 &8 &0 77
o] fid=] 48 50 63 g1 53
Pi - 65 - 87 - 72
Pa - 62 - 69 - 69

Tabla ¢ IV D Valores F encontrados durante los estudios de
distribucion CL) y de penetracidn (B)., los signos €-) indi-

can que no se detetrminaron.
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en Lava®os coms en materfales, Unicamente se determind que se

maysres tenmperaturas dentro de los articulos que [us

ra d« el.2s.

4. AL TITIS MISFSIICLOGICO

Despues de 7 dias de incubacién las tiras de B. stearothermo-~
chilus exmuestLas a los ciclos de esterilizacidh mostraron au-

sencia Ze creciuiento, los controles fueron adecuados.

D. Prezess 24 Tsterilizacion de Material de Micraobiologia:
Cicle de Liquidos

1. CERTITIZACITY DE TeZMOPARES

Todas Las cer-ificaciones fueron satlsfactorias; es decir,

ningun “ermopar presentd diferenclas superiocres a G.5°C con

recpeste 4l termdmetro de referencia estandar.

2. DISTRIBUIION DE CALCRE

El 1er. proceso se elimind por no alcanzarse la presion y tem
peratura azZecuvaZas dentro del autoclave por deficienciac en

&l abastecimiente de vapor y s2 repitid.

Tanto los estudios de distribuclidn de calor en camara vacia,

como en los tres procesos consecutivos con carga minima, las
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t.emperaturas promedio durante el periodo efectivo dea exposi -~
cidn muestran que el oquipo abastece homugeneidad de calor pa
ra alcanzar lac especificaciones, encontrandose variacionez

maximas de demperatura de 0.9°C. La temperatura minims fuée de
121, 8%, pernmaneciende tedos los termopares por encima del ml
nimo especificade de 121°¢, La tabla ¢ V 5 muestra las tenpe -
raturas maximas y minimas durante los estudios de distribu -

eién de calor.

3. PENETRACION DE CaloR

El nivel de penetracidn se evalud mediante las valores F, co-
mo método comparativo ¢on la distribucidn de calor, también
se cazlcularon los valores F de los termopares adyacentés a
los de penetraciér,; estrictamente los valores F no se aplican
a distribucion, ya que deben permanecer los termopares dentrs

dz los articulas a esterilizar.

En la griafica 5 se observan variaciones considerables de F

entre los termopares de distribucién y penetraclén.'

Debido a que se abservd Una correlacidn entre los valeres F oy
la densidad ¥y velumren se reallzd un proceso especial para ve-
rificar el efecto., la distribucién.de termopares se observa

en =1 diagrama 8. Los resultados estan presentados en la gra-

Tica 6.



TERMOPAR TERMPERATURAS PROMEDIO

1. Im. Aa.

AT
1 - - - -~ - -
2 1218 1226 1219 12268 1218 1224 1.0
3 122.2 122.6 122.3 122.8 122.4 123.7 0.6
4 122.1 122.3 122.4 122.8 122.4 122.7 a7
5 122.%¢ 122.3 122.4 122.9 122.3 122.7 07
6 122.0 122.5 122.1 122.6 131.9 122.3 07
7 t22.1 122.5 122.% 122.8 122.4 122.6 07
8 122.0 122.8 122.2 122.6 132.1 122.% aé
9 122.0 122.3 123.3 122.7 122.2 122.% 07
10 122.0 122.4 122.4 122.7 122.2 122.3 0.7
11 122.0 122.5 122.2 422.6 1t122.2 122.5 0.6
12 122.¢ 122.5 122.3 t22.6 122.1 122.9 [ X
13 122,06 122.8% 122.3 122.?7 122.2 122.5 0.7
14 122.0 122.5 122.2 122.7 122'_‘.2 122.8 0.7
15 122.1 122.8 122.4 122.7 122.2 122.¢6 (- X3
16 122.2 122.6 13122.5 122.8 122.3 122.4 0.6
AT .8 a.9 0.9

Tabls < V >, Temperaturas promedio obtenidas durante los estu-
Alos de distribucitn de calor pars ¢l proceso de esteriliza -

clén de hquidos en ] laboratorio.
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Gr§fica S, Comparacidn de los valores F obteridos por
termopares de distribucién vs. penetracibn
en la esterilizacidn de medios de cultivo

de diferente densidad y volumen.
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Diagrama 9. Localizacifén de termopares indicando

el medio de cultivo a esterilizar,
para evaluar el efecto de la densi -

dad y volumem sobre el valor F,
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Grifica 6. Representacidn gr&fica de la dependencia de

los valores F con el volumen del medio de
cultivo en la esterilizacibn, eampleando di~

ferentes densidades,
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4. ANALISTS Mo CSROBIDLOSICO

Para todas las muestras, la prueba de promocidén de crecimien-
Lo resulis negativa (no ce obtervd presencia de microorganis-

masd, ¥ los controles fueron adecuados.



ESTA TESIS N0 DEBE
SALIR DE LA EBLWIECK

VI. DLSCUSION DE RESULTADOS

A Despirogenizacion de Amnpgiletas

Las certificaciones de termopares realizadas al inlcio ¥ ai
final de los ciclos permiten considerar que las lecturas do
temperaluras durante el tiempo de expoasicidn son exactas, pre
cisas ¥y lineales ya que se evaluaron con coeficiente de varia

clién ¥ regresion lineal con las lecturas obtenidas.

En los estudios de distribucidn con camara vacia se localiza-
ren los puntes frios DI, DIl y D13 con temperaturas premedio
de 178, 173.9 y 173%°C respectivamente, la especificacién dol
cicle indica un rango de 180°C 2 15°C; por lo tante, el ciclo

cumple satisfactoriamente.

En el estudic de distribucidn con carro ¥y charoclas vacias, el
patrén de flujo de calor se modificéd, encontrandose los pun -
tos fries D7. U9, D1O. D11 y D12, el punto frio que se mantu-
vo fué el DIl y se incluyeron los restantes; no obstante, ol

argumento de la inclusidn del carro y las charalas como cau -
sante de la nmodificacidn del flujo de calor, la temperatura

promedio minima durante el ciclo de exposicidn fué de 1€5, 3¢

en el termopar DY, estando dentro de especificaciones.

En el estudio de distribucién de calor con carga minima los
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puntos frioes en los tres procesos conseculivos debieron porma
fiecer conttanles ya qQue las condi:cionass de operacidn fueron
conzstantes; sin embargo, en el ler. proceso &l punto frioc lo-
calitade fue el DL3 con temperatura promedio minima de
179.7°C. en el 2a. proceso el punto frioc se localizd en el
Ltergopar D16 con Lenperatura minima promedio de 178.7°C Yy en
el 3er. proceso fué el Lermopar D13 con temperatura promedio
de 174.6°C. Las variaciones de puntes frios en los procesos
conseculivas consideran la presencia posible de fugas de ca -
lor &n &l harno o deficiencias en e. abastecimienio de calor

por las resistencias durante los ciclos.

Posteriores invesligaciones e inspecciones ficicas detalladas
del horne permitieron establecer que algunas de las rejillas
del horno y gelles estaban dafados; por lo que fué negesario

SuU reemplazo y prejramar una revalidacion.

La penetracidn ce calor se evalud en los tres procesos conse-
culivaos con cardgs maxima, la temperatura entre distribusidn
con termopares localizados adyacentes al articulo es la misma
que la temperatura de penetracidédn con el termopar colocado en
la superficie lnterna (vidriod. de las ampolletas, por lo que
no aplica en el estudic hacer diferenclias entre distribucidn

Yy penetracidn de calor.

Las temperaturas oblenidas por los termopares cumplieron espe

cificaciones, la localizacién de los puntos frics se madificd
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b% el punte frio DIL no se¢ reld con endotoxina y bactloes, ya
Qque no Se considerd punlo Irio de acuerds a los estudios en
camara vacia y cimara con carro y charolas vacias, se deterwi

né en los estudias de penetracidn de calor,

El valor F obtenido en €l punto frio fue 149 minutos equiva ~
lentes a L70°C con un valor z de 886.a°C, por lao que no satis-
face la condiclidn de 900 minutes. El valor z de 56.427C esta
sonsiderado en la literatura €8.9) come subestimar el proceso
¥ redunda en mayor tiempo de exposicidn con el subsecuenle
desgaste de equipo ¥ costo del mismo, se calculd en base a eg
L& valor 2 de ascuerdo al protocole de validaciéon elaborads

por la corparacién,

El numero de reducciones logaritimicas de endotoxina con urn
valar F de 143 rinutes es de 2.9 por lo gue no satisface. ya
que @l minimo es de 3 reducczicones logaritmicas de la concen -
tracidn de endatoxina; por lo tanto, el equipe no se pudo em-~
plear hasta que se corrigieron las deficiencsias y efectuada

la revalidacién.

Las pruebas microbiclédgicas para prorocidn de crecimienta
Tueron negativas, por lo que el proceso esteriliza las ampo -

lletas.

La prueba de plrégenos no se llevd a caba correctamente ya

gue se inocularon 1400 UE por ampollela, cuando el procedi -~
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miento indica 280 UE por ampolleta.

B. sceso de Esterilizaclion Final de Invectables

Los &studios de distribucién de calor mestiraren que el equipo
proves idficiente calor para alcanzar las especificaciones,
€30 mir.. 121°C = 1°C). las varisciones misximas de temperatu-
ra fusron de 1°¢ ¥ no se¢ consideran puntos frioes., ya que no

esti fuera de especificaclones.

La correlacion encontrada entre distribucidén-penetracion de
calor permlte contiderar que en toda la camara se obtiene la
temperatura dessada, las temperaturas mas bajas registradas
& lacalizan en el drenaje, pezro en este punioe no hay produe-—

Lo por le que se amite

El tierpe especifizado de exposicidn a 12.°C es de 30 minulos
can el que se obtiene un valor F de 32 minutos, el minimo es-
pecrficado ez de 12 minutos, censiderands un S0% como factor
de seguridad ya que la probabilidad acepgtable de encontrar
una unidad contaminada es de Lo’“; es decir, un valor F de 8

minutlos.

f.as pruebas microbiolégicas cuzlitativas indican que se oblie
ne esterilizacidén, ya que ninguna de las muesiras conteniendo

las tiras bloindicadoras resultd positiva.
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El ciclo cumple la especificacién, no obstante existe un so -
breprocesa ya que con 15 minutos de exposicién se obtiene un
valor F de 1% minutos. El Lienpo restante es perdida de tiem-
po y dinero en Ltoda la operaciéon. se propone limttar a 135 mi-

nutos el tiempo de exposicion y efectuar la revalidaeién.

C. Esterilizacion de Material de Microbiologia:

Cicle de Gravedad

El equipo pernite alzanzar la temperatura de 12:°C en muy po-
co tiempo ¥ ringun punto preéesenta temperaturas abajo de la
especirxéacxéra, =y lo qua se considera la ausencia de puntos

frios.

La penetracizn de zalor muestra buena correlasidn cor la dis-
Lribucién cde calor; no obstante. los valores ¢ abtentizs in =
dican que dazende del material & esterilizar, el mas baje fué
localizado an el material plistico y @l mas alto en &l mate -

rial metilico, zono lo confirma la capacidad calorifiza Ze &

jlad

tos materiales, se concluyd quz para poder ulilizar el proce-
S0 €5 necesaric contar con diagramas de cistribucién, inclui-
dos dentro del procedimiento estandar de operacidn, para no

modifiear ¢l flujo de calor.

Los valores F son muy elevados, siendo el mininmo de 48 minu -
Y @l mas alto de 88 minutos; estd sobreprocesado, e&s necesa -

rio disminuirle por racones econdmicas y pesibles degragacio-
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-19
nes por el Lienpo de exposicion a 121°c.

El zicla de esterilizacidn consiste en una fase humeda de 30
minus s, seguida de 13 minutos de secado, durante los 4% miny

tos la temperatura aproximada es de 121°¢c.

El calculo del valor F no debe considerarse con un valor z de
1D minutos para ambas fases, ya que el valor z depende de la
penietraciodn de cxlor, siendo mas elevads en la fase de vapor,

a fase de secado debe considerarse un valor diferente

para
de z coms daferencial, ya que la eliminacién de vapor se pre-

senta gradialmente.

Los ratos microbiolégicos sometidos a esterilizacién presenta

ron ausentia de crecimtento en las pruebas microbiolégicas

El cicio esiia sabreprocesado, camo lo demuesiran los altos va

lares F.

El ci1cio provee una alta seguridad de esterilizacidn.

2. Esterilizacion de Material de Microbiolegia:

Ciclo de Liguidos

El equipo «s €l mismo que el empleado en «l ciclo de grave -
dad, la distribuecisn de calor presentd homogerneidad, no se

puede considerar la existencia de puntos frios.
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La presencia de materiules de diferente densidad e.g. agar,
calds, agua y difsrentes volumenes no permite corsiderarlos
individualmente conro puntos frios, sino como sistema en gene-

Lal.

Los puntos con menor penetracion de calor se presentaron en
los liquidos de mayor densidad y volumen Ci.e. agar 1000 mld.
Debido a que se requiere mayor calor para slevar la temperaty
ra de un cuerps con mayor velumen ¥y densidad. Derivado de la

ecuacidn de la capacidad caleorifica:

Q = m CpaAT, m = &V

Q= &Y Cp CTz - Tod
Q

SVip

Tz = Te + . de donde:

Q = calor

Tz. Tt = temperatura final & tnicial
& = densidad

YV = volumen

Cp = capacidad calorifica

Los valores F sobrepasan las especificaciones, no obstante se
realizd un ciclo de desarrollo para determinar el valumen adg
cuado para oblener un mayor valor F. Se estudiaron los facto-
res densidad y volumen, con la variable de respuesta el valor

F.



Se concluyd disminir el volumen de agar a esterilizar y se in
cluyd eon el procedimiento estandar de operacion de esterili-

zacién del laberatoric de microbiolegia,

Los resultades micrabiolégicos estuvieron dentro de especlfi-

‘caciones y e. proceso se puede emplear rutinariamente.
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VII. CONCLUSTONES

La validxcién del proceso de esterilizaciéon y despirogeniza -
cion de ampolletas vaclas no satisfizo los requicsitas de la
calificacidn en los puntos de hemogeneldad de calor ya que
presenta fugas. El valor F minimo de 149 minutes no fué satis
factorio., ya que el minimo espesificado es d& 90D minutos pa-

ra obtener 3 reducclones logaritmicas de endotoxina.

La validacidn del procezo de esterilizacidén de inyecvables e
liberd para utilizarse rutinariamente por produceién, va gque
cumplid tedeos los requisitos de presién, Lemperatura, tiemps
Y retos microbiolégicos, no obstante se considera gque se debe

limitar el tiempo de oxposicidn a 15 minutos.

La validacidn de lous procecos de esterilizacion de material
de lxboratorio se liberaron para utilizarlos normalmente con
los patrones de carga especificados incluidos en el procedi -

miento estandar do operaczidn de esterilizacion de material.

Se determind que el volumen maximo de agar a esterilizar es
de S00 ml, aunque esta sobreprocesado ya que el valor F mini-
mo se obliene en la 3a. parte del tiempo de esteril:zacisn es

tablecida,

Los objetivos propuestos fueron cumplidos,. ya que se carrela-
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cionaron los factores figicos de laos procesocs con la eficacia
de la esterilizacidn y despliregenizacion, para calificarios y

usarlos rutirariamente o su modificacion.
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VIII. SUGERENGIAS

Enplear un valor =z de 468.4 minutos para ¢l calculo del valar
F en la validacidn del proceso de desplreogenizacidn, ya que
es valor sugerido por Tsujl et. al., <8.,8), en los estudios de
cinética de destruccién de endotoxina.

Elaberar los formatos necesarios para los regtstreé de pre -
cidn, temperatura y diagramas de localizaelédn de termopares y
reportes microbioldégicos, para descargar lss*dALos directamen
te y anotar fechas, horarios y las firmas de los responsables
de los estudios y revisién de los procedimientos.

Limitar los tiempos de esterilizacién de inyectables v mate -
rial de labdraterio a 15 minutos a la temperatura especifica-

da de 121°c = 1°¢.

Efectuar las medidas necesarias para homogenelzar la Zistribu
cidén de calor en el horno de producciédn para esterilizar ¥y

despirogenizar ampolletas y elevar la temperatura de expesi -
elén a 200°C, para alcanzar el valor F especificado y repetir

el estudio de validacién,
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