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1. INTRODUCCION.

Este trabajo pretende ser una guia para los jovenes profesionlistas que
tengan necesidad de introducirse a los fundamentos de la validacidén de
procasos de esterilizacidén por vapor. La propuesta que se presenta debe
adaptarse a los procesos, equipos, productos y recursos de gque se trate
en cada caso; lo que si debe resaltarsa es el rigor que requiere la
validacidn y la obtencidén de resultados satisfactorios antes de afirmar

que un proceso se encuentra "bajo control™.

La informacidn que existe sobre el tema de la validacidén es muy amplia;
sin embargo, cuando se trata el proceso de esterilizacién por vapor la
informacién es mds limitada y dispersa, por lo que se pensé agruparla y

resumirla para formar una guia prdctica y suticlente.

La validacién es la obtencién y documentacién de suficiente evidencia
para dar una seguridad razonable de dqua, dado el conocimiento actual da

la clencia, el proceso hace y hard agquello para 1o cual fue disehado. 1

El interés por la validacién surgid en los afios 70’s en les Estados
Unidos y a partir de entonces ha evolucionado réipidamente por lo que
no es extrafio que en Mé&xico se haya seguido con interés las discusiones

Y trabajos scbre el tema., 2

Actualmente, 1la Secretaria de Salud ha hecho obligatorias las
actividades de validacién y se ha ido nds alld de los procesos al
inciuir los proveedores, técnicas analiticas, medlos de cultlvo,

atc.3,4,5Y 6



La validacidn de procescs se reallza principalmente por tres razones:
l)porque lo exige 1la autoridad sanitaria, 2) porque ayuda a 1las
eapresas a conservar y mejorar la calidad y 3) porque el procasc que
asta validado es predecible y con 8allo es factible bajar los costos de

produccién, !

La validacién de procesos de esterilizacidn, tanto por calor saeco cono
humedo, implica obtener evidencia de que el proceso cvinde productos
estériles (ya sean materiales, uniformes o producto terminado),
entendiendo la esterilidad en su concepto absoluto. Esto es que un
producto es o no estdéril, no puede ser "medio estéril® o "cdsi

estéril®,”

El proceso a segulr para lograr la evidencia de que se estd logrando la

astaerilidad esta formado por varias astapas ,todas ellags importantes:

1) calipracién de instrumentos de medicién, lo que parmite tener

confianza en las lecturas de las variables del proceso.

2) calificacidén de instalacisn de equipo, que pernite verificar que el
equipo sa encuentra instalado conforme fue disefiado por el fabricante y
que no se han realizado modificacicnes u omisiones que pongan en riesgo

la afectlvidad del proceso.

3) calificacién de operacién del equipo, gue ayuda a asegurar que el
aquipo puede controlar las variables dal proceso en forma aproplada y

‘que responde a la manipulacién de los controles.

2



) Zgrudics de distribucién de calor en cdmara vacia, ayudan a
estaklecer gue la temparatura se distribuye y mantiene uniforme en

todos 1o puntos del autoclave.

£ Estudios de distribucidn de calor en c4msra con carga, perniten
establecer gue tanto afecta a la distribucidn del calor la presencia de

la carga.

6) Estudios de penetracidn de calor, ayudan a asegurar que dentro de
lox paquetes a esteriliszar se alcanza la temperatura deseada y en que

tienpa.

7) Estudios microbiolégicos que permiten qarantizar que la cantidad de
calor es suficiente para inactivar las cargas microbianas que se

encuentren, aun cuando presenten resistencia al calor.

Todas las etapas wmencionadas anteriormente =on sucesivas y debe
obtenarse un resultado apropiado antes se segquir con la siguiente, por
ello, si se detectan irregularidades en alguna de las etapas, se puede
esperar que en los ciclos de esterillzacion narmales se presenten
dichas irregularidades, o que hace imperativo (para fines de
validacidén y ageguramiento de calidad) detectar la fuente de error y

corragirla.



2. OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVOS GENERALES.

- Proponer una metodologia para la validacién del proceso de
aesterilizacién por vapor.

- Resumir los conceptos de la validacién de procesos de

esterilizacién por vapor.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

- Mostrar los criterios que satisfacen los enfoques usades en 1la
esterilizacién.

- Resaltar la importancia de la secuencia a seguir en la valldacidén

= Ejemplificar el cdlculo de los valores D, F y Z. Tanto a partir
de un grédfico como a partir de ecuaclones y demostrar su uso.

= Hacer incapié en la importancia de la linea de saturacién del
agua para controlar los pardnetros del ciclo de esterilizacidn.

- Mostrar el uso de algunos equipocs empleados en la validacién.

- Mostrar el tratamiento estadistico a los datos obtenidos.

~ Conocer la importancia de los estudios de biocarga.

- Conacer los criterios para el uso de indicadores biologices en la

asterilizacién.



3. CONSIDERACIONES TEORICAS
3.1 Definiciones.

1. Aseguramjiento de la cnlidad: Es la actividad de proporcionar a todos
los involucrados la evidencia necesaria para establecer la confianza de

gquea la funcién de calidad se estid desarrollando adecuadamente. 8

2. calibracidén: Es la demostraclén de que un instrumento de medicién
produce rasultados dentro de los limltes especificados respecto de los
resultados gue se obtienen con un estidndar de referencia en un

intervalo apropiado de medicién. 8

3, Calificacién de instalacién: Es el establecimlento, por medio de los
estudios apropiados, de la confianza en gue el equipo dal proceso y los
sistemas auxiliares son capaces de operar consistentemente dentro de

108 limites y tolerancias establecidos. ?

4. Calificacién de operacién: Es la verificacién documental de que el
sistema o subsistera se desempefia conforme se pretende a través de
intervalos operativos antlcipados, para establecer la efaectividad y

reproductibilidad del proceso por medio de pruebas rigurosas. 14

S. Ciclo de esterilizacion: Es el proceso al gue se sonete un material
a fin de ser esterilizado, Dependiendo del tipo de esterilizacién
varian sus etapas; por ejemplo, en un autoclave se encuentran la fasa
de calentamiento, la fase de exposiclén y la fase de enfriamiento., En
el cicio de estarilizacién, se controlan las variables de proceso:

presién, temperatura y tiempo.



6. Desaffo: Es un conjuntc de condiciones gue incluyen 1los limites
superior e inferior del proceso, incluyendo aquellos procedimientos
operativos estdndar, los cuales dan una gran oportunidad de que un
proceso o producto salga de las condiciones ideales. Tales condiciones

no necesariamente inducen falla en el producto o el procesc. J

7. Estado de control: Una condicién en la cual todos los pardmetros del
proceso gue pueden afectar el desempefio del producto permanecen dentro

de intervalos tales que el proceso se desempefie consistentemente. 10

8. Bsterlilidad: Es la ausencia conpleta de vida. Es la ausencia de

material vivo como puede demostrarse por crecimiento y reproduccién. 7

9. Funcién de calidad: Es el conjuntoc total de actividades a partir de
las cuales se obtienen productos listos para su emplec, sin importar

donde se realicen esas actividades. 8

10. HTR. Referencia de alta temperatura o (bloque patrén): Equipo
termostdtico que alcanza temperaturas elevadas (en 1la industria
farmacéutica hasta 2300°C) con fines de calibracidén de termopares ¥y

termémetros. 11

11. Indicader biolégico: Es un microorganismo empleado en la validacidn
de procesos de esterilizacién con las siguientes caracteristicas: una
resistencia inherente al método de esterilizacién, una resistencia
estable y reproducible al métode de esterilizacién, una eficiente

recuperacién en el laboratorio después de la exposicién al método de

[



esterilizado, no patogéno y, en el caso de esterilizacion por vapor,
formacién de esporas. Los indicadores bioldglicos comtinmente empleados
en esterilizacién son B. stearothermophilus, B. subtilis var niger,

etc. 13

12, Punto de Hielo "Ice point", Equipo termostatico que ayuda a
alcanzar la temperatura de 0.0°C y la mantiene indefinidamente con

fines de calibracién de termémetros y tarmopares. 11

13. Procesador multipunto: Digistrip ITTI. Equipo al que se conectan los
termopares y que traduce la sefial de éstos a sefales eléctricas
{luminosa con exposicidén en pantalla o grdfica en papel) con ayuda de
circuitos integrados de computacién. Este equipo puede programarse a
£in de monitorear y registrar las temperaturas a intervalos regulares
de tiempo, calcular valores F, (Letalldad} y establecer cuando el cicle

ha terminado., 12

14. RTD. Detectores de Rasistencia a la temperatura (o sensores): Son
instrumentos de medicidn de temperatura fabricados con platino. Estos
instrumentas son patrones primarios para la medicién de temperatura
debido a su gran exactitud en 1a medielén y su reconocida precisién de

hasta milésimas de gradoe centigrado. 11

15. Monitor de RTD:. Equipoc al que se conectan hasta tres sengores RTD
y que traduce la seflal del RTD a una seilal eléctrica de ohms gque se

muestra en una pantalla y que puede transcribirse a temperatura con

ayuda de una tabla de conversién que tiene cada RTD, 11



16. Pardmetros criticos del proceso: Aquellos nardmetros del procceso
que se consideran importantes para que el producto cumpla con sus

especificaciones. 10

17. Patrén de carga: Conjunto de materiales y/o productos que se van a
introducir al autoclave con flnes de esterilizacidén. Incluye 1la
identificacién de los objetos, su cantidad y su ubicacién espectifica
dentro de la cdmara del autoclave., Un patrdn de carga una vez definido

no puede cambiarse sin su oportuna validacidn.

18, Protocolo de validacién: Bs un plan prospectivo experimental que al
realizarse nos dard la evidencia documentada de gue el sistema o
proceso estd validado., Genaralmente incluye una definicidn del sistema
o proceso & validar, define las variables operativas y los parédmetros
de control asi como los métodos a utilizar para realizar las pruebas y

los ecriterios de aceptacidn de las variables. 8

19. Intervalo oparativo: Es un intervalo de valores para un pardmetro
de proceso dado, que definen un valor mdximo operativo y un valor
minimo operativo. Para el proceso de esterilizacién el valor minimo
operativo es 121.1 °C y el valor maximo es aquel que no dafe al

producto. 10

20. Reporte de validacién: Es un reporte cientifico de todos los

resultados obtenidos de la ejecucidén del protocolo de validacisén. B

21. Revalidacién. Es la repeticién de la validacion de procesos o de

una parte especifica de la misma. 10



22. Ternmopares: Son sensoras de temperatura simples, baratos vy
versdtiles, Se fabrican por la unién de dos cables de mnetales
diferentes. Los dos metales conducen la temperatura a velocidades
diferentes, lo que genera una diferencia de potencial eléctrico y ello

se utiliza para medir la temperatura. 11

23. validacién: Es el establecimiento de evidencia documentada la cual
proporciona un alto grade de seguridad de que un proceso especifico va
a producir consistentemente un producto que cumpla sus espacificaciones

y atributos de calidad predeterminados (F.D.A.). 14

validacién: Es el método cientifico que proporciona la evidencia
documental para demostrar 1la confiabilidad, reproducibilidad vy
efectividad de cualquier operacién o proceso (el proceso se encuentra

bajo control) (S.S.)

24, validacién prospectiva: Se reflere a comprobar a través de un plan
Experimental denominado "Protocolo de Validacidn®, que un proceso
realiza lo que estd destinado a hacer antes de comercializar el

producto. 10,15

25. vValidacién ratrospectiva: Es el establecimiento de evidencia
documentada de que un proceso hace lo que estd destinado a hacer basado

en la revisién y andlisis de informacidn histérica. 10,15



26. valor D: Es el intervale de tienmpo, bajo condiciones egpecificadas,
requerido -para reducir una poblacién de esporas wmicrobianas viables en
un 90‘. 8,16

27. Valor Po: Es el tlempo equivalenté, en minutos a 121%, que ha
pasado un producto en el proceso de esterilizaclén a otra tenmperatura,
asumiendo un valor de Z de 10% . 17

28. Valor L. Letalidad: Es un wvalor derivado de la curva de nuerte
microblana contra tiempo y sa expresa comos
L = poitb-inny/z

donde tb es la tewperatura del producto. 17
29. VYalor Z: Bs el gradiente de tenperatura necesario para producir un

cambio de 10 veces el valor D. Se obtlene como la pendiente de un
gréfico del log del valor D como funcidn de la temperatura. 17,18

0



3.2 cinética de Muerte Microbiana.

Temperaturas ligeramente por arriba de la mixima que permite el
crecimiento bacteriano causan la nuerte de las células bactarianas
vegetativas. Sin embargo, 1as esporas bacterianas, generalmente
sobrevivan a temparaturas mds altas de aquellag que permiten 1la
multiplicacion de 1las formas vegetativas. Ya que las esporas
bacterianas son mAs resistentes al calor, son el objetivo importante en

1a esterilizacién. 19

3.2.1 Ordan de muarge.

Desde el punto de vista prdctico, la definicidén del bacteridlogo de
muerte bacteriana es muy satisfactoria; esto es, una bacteria esta
muerta cuando plerde su capacidad de reproducirse. Virtualmente, todos
los estudios de muerte bactariana han usado 1la incapacidad de
reproduccidn como criterio de muerte. Los resultados de talas astudios
han un&ada que, cuando las bactaz;lns sa someten a calor hiumedo, la
muerte eaxpresada en términos de reduccidn de los individuos es
usualxente muy ordennda. Generalmente, el numero de cé&lulas viables se
reduce exponencialmente con al tiempo de exposicién a una temperatura
letal. Consecuentemente, si se traza una gréfica del log del numero de
sobrevivientes contra el tiempo de exposicién, se obtiene una 1linea
recta (ver la fig. l). A eoto se le llama cominmente orden logarftmico
de nuerta. La literatura ge encuentra repleta de evidencias en apoyo al
orden logaritmico de muerte bacteriana. Se han presentado varias
excepciones, pero muchas da ellas puedan representar ciertos eventos
diferentes a 1a muerte bacteriana. Se discutirdn posteriormente ciertas

dasviaclones y sus posibles causas. Por ahora as suficiente decir que
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la evidencia global es que la muerte bacteriana es esencialmente

logaritmica, 12

Se han ofracido muchas explicaciones acerca del orden logarftmico de
nuerte bacteriana. tna de las mds plausibles fue dada por Rahn, qguien
dijo que la perdidas dal poder reproductive de una célula bacteriana
cuando se sometia a calor humedo se debe a la desnaturalizacidn de un
gen esencial para la reproduccién. Rahn razoné que, dado que la muerte
bacteriana recuerda una reaccién unimolecular o una reaccién
bimolecular de primer orden, la muerte de una célula puede deberse a la
desnaturalizacién de una sola molécula: y, dado el tamafio de un gen es
el tanmaifio de una pequeﬁﬁ molécula de proteina, un gen puede consistir

de una o dos moléculas. 20

Bl conocimiento actual respacto del papel del DNA en la reproduccidn
celular apoya la teoria de Rahn. El trabajo de Yoshikawa (196B) y otros
indica que cada célula microbiana contiene dos moléculas de DNA. Wax
(1963) propuse la tesls de que, en la desnaturalizacidn de Bacillus
subtilis por calor, se observa el eafecto del mismo sobre el DNA y
concluye su trabajo que el mecanismo de esterilizacién de una cierta
cepa timina-dependiente de B. subtilis es probablemente un dafio
genético. 21,22

Este concepto de mecanismo simple de la esterilizacién es mds atractive
para explicar adecuadamente la creencia, -predominantemente apoyada por
evidencias experimentalas,- de que la muerte de las bacterias cuando se
someten a calor himedo es generalmente logaritmico. Sin embargo, es

dudoso que se pueda demostrar que un mecanismo simple pueda esterilizar
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todos los organismos en un ambiente esterilizante. Es concebible que al
agente letal, como el calor humedo, pueda también dadar otras funciones
celulares vitales, por ejemplo, la actividad enzimatica. Al disminuir
dicha actividad hard imposible la reproducclén celular aun cuando el
DNA no haya sufrido dafo irreparable. La muerte bacteriana generalmente
as logaritmica, siendo el datio gendtico el principal responsable -si ne

al unico- dea la pérdida de capacidad reproductiva.

El hecho de que las bacterias mueran en forma logaritmica nos permite
calcular velocidades de muerte y obtener conclusiones a partir de
ellas, las cuales son independientes da cualquier explicacién. Las
valocidades de muerte hacen posibla la comparacisén de la resistencia al
calor de diferentes aspecies a la wisma temperatura o describir en
términos cuantitativos el efecto de los factores ambientales, tales

como concentracison del medio o su pH, en la esterilizacidén. 12

Dado que la muerte bacteriana generalmente es logaritmica, es
conveniente considerarla asf estrictamente y tomar las ligeras
variaciones conforme se prasenten., Considerarlo asi, pernite describir
matemdticamente en la misma forma gque una reaccién quimica unimolecular
o himolecular de primer orden. En una reaccidén unimolecular sélo una
sustancia reacciona y su velocidad de descomposicién es directamente
proporcional a su concentracidn (un ejemplo de este tipo de reaccidn es
la descomposicién del pentdxido de fésforo ). En una reaccién
bimolecular de primer orden un reactive se encuentra en gran exceso, la
variacién de su concentracién es negativa y la velocidad de

descomposicién del segundo reactivo es directamente proporcional a su
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concentracicn (la hidrélisis de la sacarosa es una reaccldén en la que

el agua se encuentra en gran exceso). 19

Expresado natemdticamente:

-~ de/dt = x ©

~ des/e = k dt (1)
dondes
€ = concentracién del reactivo que se descompone.
k = factor de proporcionalidad.

~dC/dt = velocidad a la cual la concentracién decrece

Integrando la ecuacién 1 entre limites, concentracién C; al tlempo ty y
concuntracién C; a tiempo t,, tendremos:

~ln Cy ~ (~InCy) = k (v - t1).

X = 1n & = 1n Cy / ty~t; = 2.303/ty-t; log Cy/C,.
Esta dltima ecuacidn puede modificarse para dar:

Xk = 2.303/t log Cu/C

t = 2.303/k log(,/C (2)
donda:
Co = concentracién iniclal del reactiva.

‘© = concentracién despuds de un tiempo de reaccién t,

Para la curva de sobrevivencia {(ver la fig. 1) dejemos que a represente

el nidmero inicial de células ( ey comparable a C5 en la ec. 2) ¥y b
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rapraesanta el nuimero de células sobrevivientes (conparabla a € en la
ecuacidén 2) después de un tiempo de calentamiento. Entonces:

t = 2.303/K log a/b (3)
En la fig. 1 se nota que el tiempo requerido para destruir el 90% de
las células es el tiempo requerido para que la curva atraviese un ciclo
logaritmico. Si esté tiempo se representa por D (tiempo de reduccién
decimal), la pendiente de la curva de sobrevivencia puede expresarse
como:

{log a - log b)/D = 1/D
Sustituyendo en la ecuacién general de una racta.

Y = mx+b
obtenemos:

loga-lcgb=1/D ¢t

t =D (loga ~ log b) =D log a/b (4)
en la cual:
t = tiempo de calentamiento.
D = tiempo regquerido para destrulr el 90% de células.
a = nimaro inicial de células.
b = nimero de células después de un tiempo t.
Al comparar las ecuaciones 2 y 4, se hace obvio que.
D = 2.303/k
Y que ambos D y X vrepresentan la pendiente de la curva de
sobrevivencia. D es el término mds usado en la comparacién de

raesistencias térmicas.
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3.2.2 curvas de destruccién térmica.

Las curvas de destruccién térmica ( DT), a menudo son llamadas curvas
de muerte térmica-tiempo, reflejan la resistencia relativa de las
bacterias a diferentes temperaturas letales. Se construyen haciendo una
grédfica de el log D o algun miltiplo de D, en las ordenadas contra la
temperatura de exposiclén en la direccién de las abscisa (vea la flg.

2).

El termino Z, empleado en los métodos para calcular el proceso para
cuantificar la resistencia relativa de un mnlcroorganismo a 1las
diferentes temperaturas, es hunéricamente igual al minero de grados
Fahrenhait regueridos para que la curva DT atraviese un ciclo de 1 log.
considerando cualgquier porcién de a curva, la pendlente de 1la curva
puede expresarse como sigue:

(log D; - log D;)/2 = 1/2
¥ la ecuacién general de la curva DT se puede escribir convenientemente
como sigue:

log Dy = log D = 1/2 (T9-T3)
en la cual:
Bz = Valor D correspondiente a la temperatura T, y el tiempo requerido
para destruir el %0% de la poblacidén de células cuando e exponen & T
D; = Valor D correspondiente a la temperatura Ty Yy el tiempo requerido

para destruir el 90% de la poblacidén de células cuande se exponen a Tj.

El valor D es una expresién cuantitativa simple de la velocidad de

muerte microbiana. El valor D se refiere al tiempo requerido para

17



reducly la poblaciénlmicroblhna original en un 9%0% (¢ reduccidén de 1
- log ) tajo condiciones o tratamientos aspecificos. El valor D puede
calcularse de las curvas de sobravivencia bacteriana como se muestra en

la fig. 1. 8

Da 1o anterior se desprende que el tiempo para reducir la poblacién
bacteriana de 1000 células vivas a 100 es el valor D. El valer D as
importante para la validacién de procesos de esterilizacidén a causa de

las razones gue Se exponen a centinuacién:

1. Es una expresién <cinética de cada organismo en un entorno
especifico sujeto a un tratamiento esterilizante especifico. En otras

palabras, el valor D se ve afectado por:

a) El tipo de microorganismo utilizado como indicador (siendo
los indicadores bioldgicos los corganismos vivientes reconocidos como
los mds resistentes para el proceso de esterilizacién en particular).

b) Los componentes y caracteristicas de la formulacidén (en
cago de esterilizar productos terminados).

c) La superficie sobre la cual se exponen los microorganismos
(vidrio, acero, plastico, goma, solucidn, etc.).

d) La dosis de calor aplicada (temperatura alcanzada y tiempo

que se mantlene).

2. EL conocimiento del valor D a diferentes temperaturas en la

esterilizacién por calor es nacesario para determinar el valor Z.

3. El valor D se utiliza en el cdlculo del valor F.

18



4. La extrapolacion de: valor D a partir de valores de poblaciones
bacterianas grandes a poblaciones menores permite predecir el mimero de
reduccionas logaritmicas en la poblacién que se logran bajo

determinadas condiciones.

Los valores D se determinan experimentalmente por dos nétodos: el
método de la curva de sobrevivencia o el método de la fraccién

negativa.

El método de la curva de scbrevivencia se basa en la grdfica del log
del numeroc de microorganismos sobrevivientes contra una variable

independiente, tal como el tiempo.

El wmétodo de la fraccién negativa utiliza muestras repetidas qua
contienen poblaciones de esporas ld4nticas tratadas de tal manera y
determinando el numero o fraccién de muestras que continlan mostrando
crecimiento bacteriano después dael tratamiento e incubacién. Los datos
de fracclidén negativa se emplean principalmente para determinar 1los
valores D de micrcorganismos expuestos a procesos de daestruceidén

térmica. 8

Los datos obtenidos por el método de curva de sobrevivencla se exponen
en grdficas semilogaritmicas. Los puntos en la grdfica se unen por un
andlisis de minimos cuadrados. En muchos casos la ecuacién resultante
es la ecuacidn de velocidad de muerte de primer orden. B

logN =a+bt
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donde ¥ cs el nimerc dc organlomos sobravivientes al tienpo t, a 3 el
"intercepto en el cje Y, y b es la pendiente de la linea determinada por
regresidn lineal. El valor D es el reciproco da la pendiente de la

linea. 8 D= 1/b

3.2.3 Los valores Z y P

Estos términos se aplican exclusivamente a la validacidn de procesos de
agterilizacién por calor. El valor Z es el reciproco de la pendiente
rasultante del grdfice del logaritmo del valor D contra la temparatura
a la cual se obtuve al valor D. El valor Z se puede simplificar come la
temperatura requerida paru‘una‘reduccidn de 1 log en el valor D. 8. 23

Z = Ty-Ty / Log Dy~log Dy

La flg 3 representa un graéfico de resistencia térmica para un valor 2 =
10%, el valor 2z aceptado para la esterilizacién por vapor de B.
stearothermophilus (el microorganismo mas cominmente utilizado como

indicador blolégico con reconocida resistencia térmica).

Batas grdficas son importantes ya que uno puede determinar el valor D
del microorganismo indicador a cualquier temperatura de interés.
Adicionalpente, la magnitud de 1la pendiente indica el grado de

§
letalidad relativa conforme la temperatura se incrementa o baja.

La derivacién matemdtica de la ecuacién del valor 2 parmite el cdlculo
de una expresién simple cuantitativa para tiempos de exposicién
efectivos a la temperatura deseada para la esterilizacién. El valor P
mide el tiempo equivalente, no tilempc de reloj, que el articulo

monitoreado es expuesto a la temperatura deseada, por ejemplo a 121%.
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Los valores de F se calculan a partir de la sigulente ecuacién: 24

F=atZ10 (t-t)I

donde t es el intervalo de tlénpo para la nedicién de la temperatura
dal producto, t y t, son las temperaturas del producto y referencla
(por ejemplo 121% para esterilizacién per vapor).

otra ecuacion par': ol cdlculo de F es la slguiente:

F = S L dt

tz

donde L = 10{T - ®)/8 1a cual es 1la constante de letalidad integrada
dentro de los limites de tiempo entre tiempo t; y tiempo t;. La ecuacién
nds famlliar que involucra un valor F; es especi{fica para un valor Z =
10% y un valer T, = 122%:

Fo = AtT10(T - 121)/10
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A continuacidn se presenta un ejemplo del cdiculo manual del valor Fge
Tabla No I 8
TABLA Mo. I
Datos simulados ds lotalidad para el célculo del valor F,.

Yiewpo de cste- Yemperatur dal Setaliond
eitisacien (uis)  poducts (%) 1o(™121)/10

5 10 o.008
‘ m 0.8
7 10 X
| 1 0.00
’ 2 0.1
%) s o.m
n s o
2 m Lo
1 m 100
n m 1000
5 s 0.5t
16 us ) 0.251
7 m 0.1
1 i 0.00
1 106 0.002
2 T} 0.6
2 1 0.008
Py = 5.000 nia,
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En la USP XXII no se nmenciona un valor determinado para el Fy, sin
embargo, se acepta de manera cotidiana que un ciclo debe proporcionar
un Fy de 8 minutes minimo, pero se acostumbra afadir un tiempo de excesco
como factor de seguridad (50 %) y de esta manara se manajan ciclos que
proporcionen un Fg = 12 minutos. Esto significa que el punto mds frio
da la cédnmara dal autoclave racibird una cantidad de calor equivalente a

la que recibirfa a 121%C durante 12 winutos., 16

3.2.4 Relacidén entre Q y 2

EL valer de Qi ¥ Z indica la pendiente de la linea xecta obtenida al
hacer 1la griAfica del logaritmo de 1la puerte en tiempo contra

temperatura.

El término Q es un coclante que indica qué tan rapidamente se produce
la muerte a temperatura T, respecto a una temperatura menor T). Para
propdasitos de comparacidén, es comin dar al coeficlente incrementcs de

10.0% (esto es T; - T, = 10%). Esto se designa coxo Q. 1

ElL término 2 también oxpresa 1la resistencia relativa a diferentes
temperaturas, y su dafinicién especifica que con un incremento de 2z °F,
6 ( 0.555 z) 9%, el tiempo de muerte T, es un décimo de T, U

La relacién entre Qi y Z ha sido estudiada por Rahn. Se puede demostrar
a partir de la ecuacién

k = 2.303/t log Co/C

24



donde k; es la constante de velocidud de nuerte a la temperatura T;, y
k; la constante de velocidad de muerte a T;, la cual es menor que Ty, y
ty ¥y t; los correspondientes tiempos de muerte,

qua:

ky = 2.303/t, log Cy/C 15) y

K = 2.303/t; log CyC (6)

Dividiendo (5) entre (6) obtenemos:
koM = ty/ty

Esta relacidén es el coeficiente de temperatura para:
=m -7 Entonces:

Qn = Qlu = £/t

Donde Q) = coeficiente para i %. Por lo tanto:

Qo = o

25



Por dafinicidén
n=0.555 2%, y ty/t, =10

De esta manera

Q0 = @57 = g1/t = 10 .
vy 0.555 2 log @ = 1log 10 =1
-] log @ = 1/0.555 2
pado gque Qp = "

log Q = 10 log Q; = 10/0.555 2 = 18/2 y

z = 18/1og Q;y  1°

3.2.5 Factores que causan desviaciones aparentes del orden
logaritmico.

como 8& menciond antericrmente, el orden de muerte microblana se
considera generalmente logaritmico y sujeto a descripcién matemdtica.
Sin embargo, se han cbservado desviaciones de la linea recta cuando se
traza un grdfico del logaritmo de los sobravivientes contra el tiempo
de calentamiento a temperatura letal constante. La interrogante surge

cuando se observan desviaciones y se debe establecer si tales
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desviaciones representan desviaciones del orden logaritmico de muerte o
s8i tales curvas no 1lineales estdn describiendo eventos adicionales
aparte de 1la muerte bacteriana. Al realizar determinaclones da
resistencia térmica e interpretar los datos obtenidos, es
extremadanente Importante estar conciente ée los varios factores que,
se saba, causan degviaciones de la curva de sobraevivencia de 1linea
recta. La influencia de tales factores se comprende mejor al considerar
la activacién térmica de la germinacidén de esporas. Algunas, y quizias
todas, las esporas bacterlanas requieren activacién para una
germinacién répida. El1 calor es un activador de 1la germinacién de
esporas muy efectivo. EI dgrado de calentamientc requerido para una
activacién rdpida de cualquier poblacién de esporas depende de varios

factores, tales como:

1. Especie o cepa bacteriana.

2. Naturaleza del medio en el cual se producen las esporas.

3. Naturaleza del medio suspensor en @l gue se almacenan las esporas.
4, Temperatura a la cual se almacenan las esporas.

5. Edad de las esporas.

6. MNaturaleza del medio en el cual se subcultivan las esporas.

7. Temperatura de calentamiento.

Pueden haber aun otros factores descenocides o inesperados. Es
suficiente decir que cuande cualguier cantidad significativa de calor
se reguiere para una rédpida germinacién, la curva de sobrevivencia

observada no es una linea recta.
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La curva dr la fig. 5 ‘c‘zs ,.tfpica' de agquellas que- se obtlenen cuando una
cantidad’élgniﬂcativa de calor e ';:equl.ei'e; muestra la activacion
re'querida ademis de la muerte de las esporas. Indica que durante los
primeros minutos se astdn activando mds esporas de las gque estdn siendo
destruidas y que al final de los cinco ‘minutos de calentamiento se han
activado muchas esporas para una rdpida germinacidén. Esto indica que la

muerte de las esporas en simisma es logaritmica.

Una curva similar a la que se muestra en la fig. 5 puede producirse por
una combinacién de activacién y muerte de las esporas. Tal curva se
muestra en la fig. 6. Tdl curva se produce si, durante los primeros
minutos del calentamiento, algunas esporas se estian destruyendo a la
misma velocidad que otras estdn siendo activadas por una germinacidén
rédpida. En otras palabras, durante un tiempo no hay ni un incremento ni
una dismipucién en 1la cuenta microbiana. Entonces, conforme la
activacién se aproxima a su fin, la velocidad de muerte excede la
velocidad de activacisén, 1o que se muestra por la cafida de la curva.
Una vez que se completa la activacidén, solo se nuestra la nmuerte, la

cual nuevamente es logaritmica.

Diferentes combinaciones de las velocidades de activacidén y de muerte
durante el comienzo del periodo de calentamiento van a producir
diferentes formas en la fase lag de la curva de sobrevivencia. El
cardcter exdcto de esta porcién de la curva va a depender del grado de
predominancia de una velocidad sobre la otra. Lo importante es recordar
que la desviacicén de una linea recta durante el comienzo dei perifodo de
calentanmiento debidoc a la activacién de esporas no indica, de ninguna

manera, un orden de muerte no legaritmico.
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Se ha observado que, cuando Sse emplean varias temperaturas para
comparar velocidades de muerte, la fase lag causada por la activacioén
por calor desciende conforme la temperatura se aleva. Los perfodos lag
pueden ser muy aparentes cuando se emplean temperaturas relativamente
bajas, con temperaturas mucho mds elevadas, puede no detectarse el
periodo lag. Se cree que esto se debe al hecho de que el tilempo de
activacién de esporas desciende con incrementos en la temperatura. A
las temperaturas elevadas la activacién puede ocurrir tan rdpidamente
que @l tiempo requerido sea muy corto para ser detectado por las

técnicas empleadas.

Cuando un cultivo contiene dos o mds especies o cepas de diferente
resistencia térmica, la curva de sobrevivencia puede neo ser una linea
recta. En la fig. 7 se muestra el tipo de curva que puede asperarse si
dos especies o cepas crecen en un cultivo. La primera parte de la curva
describe la mayor parte de la nuerte del microorganismo de menor
resistencla, mlentras que la segunda parte describe la muerte del

microorganismo mis resistente. 19

Fig 7
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1.3 ENFOQUE DE PROBABILIDAD DE SCBREVIVENCIA

Exlsten dos enfoques bdsicos cuando se considera la validacién de
procesos de esterilizacidn. El primero es el enfoque de probubilidad de

sobrevivencia y el segundo es el enfoque de sobremuerte (sobrematanza}.

El enfoque de probabilidad de sobrevivencia consiste en establecer los
pardmetros del «ciclo, basdndose en el numero de microorganismos
(biocarga) presentes en el productao y la resistencia térmica de estos
microorganismos. La combinacién de ntimero y resistencia térmica van a
deterrninar la cantidad 'de calor requerida para proporcionar una
probabilidad de 10”6 da sobrevivencia en el producto. Generalmente este
enfoque se emplea cuande se estdn desarreollando y validando ciclos de

esterilizacién para productos o materiales termolabiles. 17,25

La esterilizacién de materiales termoldbiles requiere un proceso
.térmico gque proporcione una adecuada seguridad de esterilidad sin
dagradar el producto debido a exposicién al calor. Tanto el
sobrecalentaniento como la falta de calentamiento van a resultar en un
producto inaceptable. Por aesta razdn, el desarrollo y validacién de
ciclos de esterilizacidén para materiales termoldbiles, por necesidad

requiere una investigacién exhaustiva. 17

El principal objetivo al esterilizar materiales termoldbiles es
proporcionar la cantidad de calor gue resulte en una probabilidad
aceptablemente baja de scbrevivencia bacteriana o de "no esterilidad"

sin llegar a afectar adversamente al producto. 17
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Para establecer que los materiales estdn siendo consistentemente
expuestos a suficiente letalidad por calor se deben realizar los

siguientes estudios:

1. Estudios de laboratoric para determinar el numero (blocarga) y
registencia de los microorganisgmos asociados con el producto. Estos
estudios van a determinar la letalidad minima requerida para aobtener
una probabilidad especifica de sobrevivencia bacteriana después del

proceso de esterilizacidén (Probabilidad de Sobrevivencia).

2. calibracién de 1los indicadores biclégicos (microorganismos de

Desafic) a fin de monitorear la letalidad del proceso.

3. Estudlos en planta (en las autoclaves de preduccién) para
determinar:

a) La aceptabilidad del autoclave para proporcionar un medio de
calentamiento uniforme (Distribucidn de calor).

b) La localizacién del punto mds frio dentro del autoclave y dentro
del patrén de carga (Penetracién de calor).

¢) La minima letalldad proporcionada por el ciclo de esterilizacién
a partir de los estudios de penetracion de calor y los desafios
biolégicos.

d) La reproducibilidad del ciclo de esterilizacién para asequrar gque
el producto va a recibir el tratamiento de calor especifico de manera

consistente. 17
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3.4 ENFOQUE DE SOBREMUERTE

Se puede emplear un enfogue de sobremuerte cuando se esterilizan
materiales termoestables, donde @l interés principal es asegurar 1la
esterilizacion sin importar la degradacién térmica. Estd impli{cito en
el enfoque de sobremuerte que se proporciona suficiente letalidad
durante el ciclo de esterilizacién para proporcicnar al menos una
probabilidad de 10™%® de sobrevivencia microbiana sin  considerar el
nimero o la resistencia térmica de 1los microorganismos. Cuando se
emplea el enfoque de sobremuexte, se utilizan generalmente valores Fg
exageradamente altos. Es ‘deseable gue el ciclo proporcione un Fy que
resulte en, al menos, una reducclén de 12 log de los microorganismos
que tengan un valor D de al menos 1 minuto. Un ciclo de esterilizacién
que proporcione una reduccién 12 log si el D = 1 minuto va a resultar
en una reduceidn de 24 log si el D = 0.5 minutos y una reduccién de 120
log si el valor D = 0.1 minuto. Considerando los microorganismos a
partir de los ambientes de produccién y del producto, sélo los més
resistentes van a tener valores D gue estén entre 0.5 y 1.0 minutos.
Cuando se emplea el enfoque de sobremuerte, hay poca necesidad de
realizar estudios de resistencia al calor himedo o cdalculos de
probabilidad de sobrevivencia relativos a los microorganismos de

biocarga del producto. 17

La principal diferencia en 1la validacién entra el enfogque de
probabilidad de sobrevivencia y el enfogqua de sobremuerte es el medio
por el cual se obtiene la letalidad minima requerida por el proceso.
Cuando se emplea el enfogque de probabilidad de sobrevivencia, el valor

Fo minimo requerido se determina basdndose en el numero y resistencia
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de .los microorganismos en ¢l producto. Una vez que se ha hecho la
deterﬁinacién, los estudios de validacidén se realizan para asequrar que
él punto'nds frio dentro de la cémara y la carga recibe ese valor Fq.
Los datos de blocarga y resistencia térmica no se requieren para
determinar valores Fy cuando se emplea el enfoque de sobremuerte. En
lugar de ello, los pardmetros del ciclo se ajustan para asegurar que el
punto nds frio en el patron de carga recibe un valor F, que preoporciocne
al menos una reduccién de 12 log en los microorganismos que tengan un

valor D = 1 minute. 17

Se debe hacer notar gque el enfoque de scbremuerte no implica que sean
necesarias nenos precauciones para evitar la contaminacién microbiana.
Los ambientes de manufactura controlados y las buenas practicas de
manufactura que forman barreras a la contaminacién bacteriana contindan

siendo de la mayor importancia. 17

A fin de establecer que los materiales estdan siendo sometidos a
suficiente calor en forma consistente cuando se emplea el enfogque de

sobremuerte es praciso realizar los siguientes estudios: 17

1. Calibracison de los Indicadores bilolégicos (microorganismos de

desafio) a fin de monitorear la letalidad del proceso.

2. Estudlos en las autoclaves de produccidn para determinar:

a) La aceptabilidad del autoclave para proporcicnar un medio de

calentamiento uniforme.
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b) La localizacidn del punto mds fric dentro del patrén de carga.

c¢) La letalidad minima proporcionada por,‘elfé:itj:lo' de esterilizacién
para asegurar (ue se logra al nenos una reduccisén . de iz log en los

microorganismes que tengan un valor D = L minuto. - .
d) La reproducibilidad del ciclo de esterilizacién para asegurar

gue el material estd recibiendo consistentemente el tratamiento de

calor especificado. 7
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3.5 PARTES DEL AUTOCLAVE.

Las autoclaves se han definido cldsicamente como cdmaras de presidn
disefiadas para esterilizar wutilizando vapor bajo presién. Las
autoclaves para laboratorio y hospital consisten generalmente de una
cdmara y una sola puerta construida para mantener una temperatura de
operacion de 12: ©C & 135 ©C a lae correspondientes presiones de 2.1 a
3.2 Kg/cm®. Tipicamente las autoclaves son disefiadas conforme a las
normas ASME (Sociedad Americana de Ingenieros Mecanicos) a fin de que
resistan presiones mayores a las que se anticipan que trabajardn. La
cémara comunmente se encuentra enchaquetada. Las cdmaras pueden ser de
una sola puerta o pueden tener una puerta en la parte posterlor a fin
de poder recibir la carga una vez esterilizada en un drea de ambiente
controlado microbioldgicamente. E1 vapor puede generarse en un
generador espacial para el autoclave Yy que se alimente con agua de 1la
mejor calidad a fin de evitar introducir contaminantes en la cédmara

durante la esterilizacién.

En la figura 8 se presenta un autoclave tipica enchaquestada y de una
sola puerta. En su diseflo el vapor se introduce a la chagueta a través
de una vdlvula reguladora ds presidﬁ. El aire y el condensado se
descargan a través de trampas térmicas. Cuando la vdlvula operativa se
ccluca en posicién para esterilizacién, permite que el vapor penetre a
la cdmara desde la chaqueta. El vapor llega inicialmente a un baffle o
deflector para separar las gotas de agua y proporcionar una velocidad
de flujo lento del vapor de tal manera que el vapor de agua permita el
desplazamiento del aire en forma gradual. El condensado y el alre son

descargados a través de una linea en la que se encuentra un termémetro
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y que “desemboca .en una, trampa (“.e'rmicn. Se incluye una ruptura en la

linca de drenaje a' £in.de garantizar que el condensade o cl aire no

-8

Fig.a.

. Ventila otmosferico

2.Lihea de drena]e' rota

3. vdlvule allvie presidn camara
4, vélvula alivio presicn chaqueta

8. Flitro de retencidn bacterias

8. Valvule de operacicn

7. Baffle S deflector

8, Puerta

9.LMeo drengje y termdmetre

10. Trampa térmico de la cdamara
Il. Trampa térmica de la chaqueta
t2.Generador de¢ vopor
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regresen a la cdmara, la chaqueta y la cdmara cuentan con vilvulas de
alivio de la presién por razones da seguridad. Tanto la chaqueta como
l1a cdmara cuentan con mandmetros. La chaqueta y la cédmara cuentan con
vdlvulas para romper el vacio y la cdmara tiene incluida en su vdlvula
un giltro que retiene bacterias, para retener microorganismos

contaninantes. 26

Cuando la vdlvula de operacién se coloca en posicién de salida de aire
por vacio, el sistema dabe incluir una bomba da vacio y un condensador

localizado antre la cdmara y el drenaje. 7

Todas las autoclaves ge basan en el contacto diracto entre el vapor de
agua y el arti{culo a esterilizar. El vapor saturado es vapor de agua en
equilibrio con agua liquida. En la fig. 9 ge nuestran los valores de
temperatura y presién a los cuales el vapor saturade puro puede
existir. El vapor saturado sdlo puede existir a lo largo de la linea de
vapor saturado, esto quiere decir que su relacién entre su temperatura
y presisn es fija. Un incremento o reduccidén en la temperatura rasulta
en un correspondiente incremento o reduccidén en la presidn y vicaversa.
, .

La utilldad del vapor saturado en los ciclos de esterilizacidn ha sido
ampliamente documentada. Pl afecto esterilizante se logra por 1la
transferencia de calor del vapor a la carga Y por el efecto hidratante
del condensado resultante. El condensado se forma debido al regrasc del
vapor al estado liquido de menor energfa. Este cambio da fase requiere
la transferencia de calor latente del vapor (el cual sa le ha

proporcionado al pasar el agua del estado liquido a vapor y es da 970

BTU/1b) a los alrededores, calentando asi el autoclave y su caxrga. Bl
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calor transfeorido por la condensacién del vapor saturado es muchas
veces mds grande gque aquel que serfa transtferido del vapor por arriba
de su punto de ebullicién, llamado vapor sobrecalentado. Este calor es
s6lo de 1 BTU/lb. AB{ mismo, @l wvapor sobrecalentado os conocido como
%yapor seco®™ porque no forma condensado cuando se enfria. El importante

efacto hidratante no estd presente. 7

La esterilizacisén con vapor sobrecalentado es - un fendmeno de calor
seco, menos eficiente que un proceso con vapor saturado. Se puede
evitar el sobrecalentamjento manteniendo el vapor en equilibrio con

agua en un harvidor o generador de vapor. 7

La condensacidén a agua causa un descensc en €l volumen que excede al
99 %. PEsto podria resultar en un descenso de presién si el vapor
condensado no fuera inmediatamente reemplazado, como lo es en el
autoclave. El ciclo de condensacién y reemplazo es el que permite ai
vapor penetrar a todas las superficies y calentarlas hasta que alcanzan
una temperatura de esterilizacién efectiva. Las autoclaves y los cicles
sa disefian para asegurar que el vapor saturade alcance estas

supexficies. 7
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3.6 TIPOS DE CICLOS DE ESTERILIZACION POR VAPOR.

Los procesos de esterilizacldén por vapor de autoclave son:

1. Procesos con desplazamiento del aire de la cdmara efectuado por
gravedad.

2. Procescs con desplazamiento del aire de la camara con ayuda de
vacio.

3. Procesos con mezcla de vapor-aire a sobrepresidn.

4. Procesos con rocio de agua-aire a sobrepresidén.

6. Procesos de inmersisn en agua. 26

8in embargo como los tres ultimos son de escasa aplicacién sdlo se

tratardn les dos primeros.

3.6.1 Procesos con desplazamienta del aire de la cédmara por gravedad.

Bste tipo de ciclo se utiliza para productos que toleran 1las
temperaturas de esterilizacién por vapor a la correspondiente presidn
del vapor saturado. El producto y la carga deben permitir el efaective
desplazanlento del aire para asegurar el contacto intimo de todas las
suparficies con el vapor. Algunos ejemplos de los materiales gue pueden
esterilizarse efectivamente con éste ciclo son los frascos de vidrio
con sclucién y engargolados, contenedores ventilados con soluciones,
instrumentos y matariales empacados secas. Se deben tomar precauciones
cuando se esterilizan productos secos con este tipo de autoclave. El

aire se atrapa muy fdcilmente en paquates y artfculos tales como
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matraces y pueden resultar ofcctos de calor con letalidades de calor

himedo inadecuadas. 26

Se puede aplicar una sobrepresién de aire después de la fase de
exposicién al vapor para proporcionar un diferencial de presioén
raeducido sobre el reci.plente durante la fase de enfriamiento. Se puede
usar un rocio da agua para enfriar rdpidamente la carga: sin embargo,
si se emplea este adit:amen.to, el agua deberd ser de calid;d inyectable

a fin de evitar la recontaminacién de los artfculos esterilizados. 26

A continuacién se presenta un perfil de temparatura y presién dentro de

la cdmara durante este ciclo figura 10.

3.6.1.1 Pase de calentamiento.

El vapor es admitido en la cdmara y el aire se desplaza de la misma. En
un autoclave de desplazamiento de aire por gravedad, el aire se
desaloja a través del drenaje de la cdmara. Sin embargo, es una
prdctica comin en las grandes autoclaves industriales introducir el
vapor a través de un tubo en la parte suparior y permitir un pericdo ade
venteo a fin de asegurarse que el aire se ha desplazado y por el
drenaje sale sdélo vapor. Los puertos de entrada de vapor y salida de
aire se encuentran de tal forma distribuidos que permiten que el vapor
penetre a la cdmara por la parte alta y empuje al aire hacia abajo
(debido a 1la menor densidad del vapor respecto del alire). Con el
desplazamiento por gravedad, la trampa de vapor permite el

desplazamiente continuo de aire y de condensado. Se puede utilizar una
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vdlvula secundaria de drenaje a fin de acelerar el tiempo de

desplazamiento del aire. 26

Para cdmaras con sistema de venteo, el esquema de venteo se dasarrolla
en forma particular para cada patrén de carga que se vaya a tratar en
el autoclave y el cierre de la vdlvula de vanteo se controla bien sea
por tiempo transcurrido desde que se libera el wvapor, por la
temparatura en la linea de venteo o por una combinaclén de anbos

factores, 26

Postaeriormente al venteo de la cdmara, la temperatura de la cadmara se
eleva hasta la temperatura del proceso y la presidén de la cdmara se

eleva hasta la presisn programada. 26
3.6.1.2 Fase de exposicién.

Durante esta fase, la temperatura de la cdmara se mantiene a 1la
temperatura del proceso. El medio de control de la temperatura varia
significativamente dependiendo del fabricante dal autoclave. Las
autoclaves de laboratorio comunes utilizan una védlvula selencide en la
linea de vapor para controlar la salida de este. Las autoclaves
industriales comunmente emplean una vdlvula de control proporcional.
Algunos sistemas utilizan dos vdlvulas de balén de diferéntes tamafos.
La vdlvula de mayor tamafio se emplea para lograr un adecuado flujo de
vapor durante la demanda pico de la fasa de calentamiento, y la vdlvula
menor se utiliza para controlar la temperatura durante la fase de

exposicisn. 26
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La duracién de la . fase de exposicién se det~rmina axperimentalmcnta
para cada patroén de carga. Este es el principal factor para definir el

valor Fo a ser proporcionado al producto. 26
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3.6.1.3 Fase de enfriamiento.

Esta fase depende da la naturaleza del material que ss esteriliza en
autoclave. Para articulos secos sometidos a este ciclo, se emplea
normalmente una salida rdpida del vapor. Después de completarse 1la
exposicién, la vidlvula del drenaje o vélvula de venteo sa abre para
permitir que la presién se iguale con la atmosférica. El condensado se

evapora y el calor residual del material facilita que se segua. 26

Si la carga consiste de liquidos en contenedores ventilados, la presidn
de la cémara deba reducirse lentamente para evitar la ebullicidn.
Tipicanenta, la vaAlvula de vapor se clerra y las vdlvulas de Venteo o
drenaje permanecen cerradas. El producto se enfria principalmente pox

radiacién. 26

Las cargas que consisten de contenedores de solucliones que ya se
cerraron deben someterse a una reduccidén lenta de la presldén de la
céAmara daebido a la alta presién interna de los contenedores (frasccos o
ampolletas). Las ampolletas y los viales pueden enfriarse por radiacidén
con una salida de vapor muy lenta. Sin embargo, es comin emplear el
enfriamiento con un rocio de agua. Cargas grandes y 8oluciones en
frascos de nds de 50 ml generalmente requieren enfriamiento por rocio.
Las caracteristicas de estabilidad térmlca del producto a menudo dictan

la rapidez con que se deba enfriar. 26

Para el enfriamiento con agua la cédmara debes presurizarse con aire
antas da comenzar a atomizarla, para que al condenarse rapidamente el

vapor no haya formacidn de vacfo. Debe determinarse experimentalmente
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la presidn requerida por la cdmara para mantener la integridad de los
contenedores, Comunmente se utilizan presiones de cédmara mayores dc las
correspondientes presiones de vapor saturadc. Despuéds da completar la
fase de exposicidn, se admite aire comprimido a través de una vdlvula
de control. El aire debe filtrarse usande un filtro gque retenga
bacterias. Despuds de un breve intervalo para permitir que la presidén
del sistema sa estabilica, sa inicia el rociado del agua. La
sobrepresién se mantienae hasta que la carga se ha enfriade 1lo
suficiante para permitir 1a terminacién del ciclo y la despresurizacién
de la cdmara, 26
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3,6.2 Procesos con desplazamicnto del aire de la cdmara por vacia.

Los procesos de autoclave con desplazaniento de aire con vacfo estén
indicados cuando se van a esterilizar materiales secos debido a 1la
mayor capacidad para remover alre de la carga. Algunos materiales que
se pueden esterilizar con este ciclos son los portafiltros de membrana,
contenedores vaciocs y tuberfas o conexiones. Un proceso de este tipo
puede usarse para la esterilizacién de todos los materiales que puedan
esterilizarse por vapor. Los materiales deben presentarse y envolverse
de tal nanera que permitan un flujo libre del vapor a través de 1la

carga en todas sus cavidades y superficles, 26

Este ciclo también se puede usar para soluclones que han sido
herméticamente selladas, contenedores rigidos o contenedores de
liquidos ventilados. Sin embargo, la magnitud del vacio empleado puede
estar limjtado por caracteristicas del producto. Por ejemplo, no
podrian esterilizarse por este ciclo enpaques termoformados ya que no
resisten altos vacfos. El equipo requerido para el ciclo incluye la

bomba de vacio y sus correspondientes elementos de control. 26

En la figura 11 se nmuestra el perfil de presién-temperatura.
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3.6.2.1 Fase de remocién del aire.

Los detalles precisos varian con el equipo y el tipo de carga a
procesar, pero pueden clasificarse coma vacio simple y vacio en
pulsacionaes. El1 aire se extrae de la cidmara y de la carga generando un

vacio.

Los clclos con vacfio pulsante o de profundidad pueden llegar a una
presién de menos de 20 mm Hg de presién absoluta en un pulso simple de

vacio. 26

El vapor puede introducirse en forma continua o por pulsos durante la
evacuacién para diluir el aire residual y proporclonar una remocién
més completa del aire. Sin embargo, el vacié pulsante se usa mas
comunmente y puede ser miAs eficlente para el acondicionamiento de
cargas de objetos secos. En los clclos con vacio pulsante, 1la presién
dae la cédmara se reduce a un nivel preestablecide. La evacuacién se
interrumpe y se inyecta vapor a una determinada presién de la cémara.
Bl proceso sa 7repite un nimero establecido de pulses que debe
determinarse experimentalmente para el tipo de carga que se va a

procesar. 26
3.6.2.2 Fase de carga de vapor.
El vapor es admitido en la cdmara para calentar la carga a 1la

temperatura deseada para el proceso y la presién de la cdmara se eleva

hasta la presién programada.
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3.6.2.3 Fase de exposicién.

Durante esta fase la temperatura de la cdmara se mantiene a 1la
temparatura establecida para el procesc controlando la entrada del
vapor. La duracién de esta fase se deternina experimentalmente para

cada tipo de producto y asi proporcicnar el valor F, deseado.

3.6.2.4 Fase exhausta.

Cuando se procesan cargas de materiales secos, la presidn de la carga
se alivia normalmente en forma rdpida. La velocidad de presurizacién
puede controlarse para distintas cargas, tales como portafiltros o

envases grandes a £in de evitar dafio a los materiales.

51 se emplea remocidén del aire por vacio en cargas con liquides, 1la
fase del ciclo después de la exposiclén son similares a la fase de
enfrianiento para los procesos con desplazamiento por gravedad ya

descrito. 26

3.6.2.5 Fase de secado y enfriado.

Las cagas con articulos secos pueden tratarse a f£in de remover el agua
de condensacién y para lograr el enfriamiento mediante el vacfo. El
calor latente a presién reducida puede usarse para vaporizar la humedad
residual. El enfriamiento se logra debido al calor de vaporizacidn del
condensado, A menudo estas cargas con materiales secos deben secarse

antes de su uso. El secado también es util para reducir el potencial de
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contaminacion después de que los materiales han sido removidos de 1la

cdmara.
3,6.2.6 FPase de alivio del vacio.
El vacfo de la cdmara se alivia admitiendo aire a través de un filtro

capaz de retener bacterias y asi reducir el potencial de

recontaminacién. 26
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3.7 FUNDAMENTOS DE CALIBRACION

La callbracién es el conjunto de operaciones que establecen, bajo
condiciones especificas, la relacidn entre los valores indicados por un
instrumento de medicidén y los valores conecidos correspandientes de una

magnitud medida. 27

El rasultado de una calibracidn permite estimar 1los errores de
indicacién del instrumento de medicién o asignar valores a los trazos
sobre escalas arbiltrarias.

Bl resultado de una calibracién es algunas veces expresados en forma de
un "factor de calibracién® o de una serie de factores en forma de una

curva de calibracisn. 28

Por otro lado, después de reallzar la calibracién se puede hacer un
ajuste, que es la operacién destinada a llavar un instrumento de
medicién a un funcionamiento y a una exactitud conveniente para su

utilizacién. 28

1a necesidad de la calibracién para la vallidacién de procesos se
aprecia cuando se considera el valor real de las determinaciones gue se
llevan a cabo durante la validacién. Cuando se mide la presién dentro
da la cdmara de un autoclave, se debe tener la certeza de gque el valor
que nos ofrece el mandmetro del equipo tiene una exactitud aceptahble.
Si las lecturas de presién del mandémetro, sa alejan mds alld de lo
tolerable, tendremos una falsa apreciacién de cémo se estd llevando a

cabo el proceso de esterilizacion.
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De la misma manera, si medimos las temperaturas un diforentes puntos de
la cdmara del autoclavl-154< la cdmara dol autcclave y observamcs lo
peré que en realidad son equivocadas, podriamos pensar gque el proceso
he‘ estd l1llevando a cabo tal y cumo se planed, esto nos llevaria
eventualmente a pensar que el proceso se encuentra baje control y, por
ello, validado. Sin enmbargo, las consccuencias de errores en la
determinacién da la temperatura en procesos de esterilizacién por
vapor, puede significar la diferencia entre la esterilidad y no
esterilidad. Esto resulta inaceptable en términos de validacidn vy
cualquler producto que se fabrique con tales errores significa un

riesgo potencial enorme para el paciente.

considerando lc antarior, podemos entender que todo plan de valldacidn
deba comenzar con una calibracién de los instrumentos de medicién a fin
de tener un grade de seguridad aceptable en las lecturas que Bse

obtengan y que serviréan para calificar el proceso.

como hemos establecido, la calibracién es la comparacidén de los valores
que se obtienen con Instrumentos de medicidn contra los valores que se

obtienen con un instrumento de referencia o patrén.

Un patrén puede definirse como una medida materializada, aparato de
medicidén o sistema de medicién destinado a definir, realizar, conservar
o .raproducir una unidad, o uno o varios valores conocidos de una
magnitud, para transmitirlos por comparacidén a otros instrumentos de

medicion. 28
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Cuando se realiza la calibracién de, por ajemplo, un termémetro de
mercurio, debemos tener un patrén de una exactitud mayor a fin de que
se puedah comparar los valores obtenidos. Sin embargo, este patrén o
termdmetro debe estar a su vez calibrado, por ejemplo contra un
termopar o una celda de un bafio termostdtico, el cual a su vez ha side
calibrado contra otro instrumento de la mayor exactitud posible. A esta
sarle de instrumentos y «calibraciones se le 1llama cadena de
trazabilidad. La trazabilidad se define como 1la propiedad de un
resultado da medicién de poder relacionarleos con los patrones
apropiados, generalmente nacionales o internacicnales, por medic da una
cadena ininterrumpida de comparaciones. Lo anterior se ejemplifica en

1a figura 12. 27,28

Pig. 12 EJEMPLO DE CADENA DE TRAZABILIDAD

I Manémetro de un autoclave. l

I Manémetro patrén en la planta farmacéutica. I

I Manématro patrén en la Direccién General de Normas. Metrologia. |

Lnalanzn de pesos muertos. Direccién General de Normas. Hatrologia.l

Lllarco da pesas patrdn. Direccién General de Normas. Metrologfia. |

I Kilogramo patrén. Direccién General de Normas. Metrologia. I

‘ Kilogramo patrén. Paris. j
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Del ejemplo anterior es posible obsarvar 1la particlpacién de la
Secretaria de Comercio y Fomento Industrial a través de la Direccién
General de Normas en su Laboratorio de Metrologia qua es un laboratoric
autorizado y reconocido a nivel internacional para prestar este tipo de
sorvicios de calibraclén. Existen otros laboratorlos reconocidos en
México a fin de prestar servicios de callbracién en Aiferentes ramas,
como por ejemplo: presién, wmasas, temperatura, dureza, corriente

eldctrica, radiacién electromagnética, etc.

cuando una empresa farmacéutica va a validar un proceso debe iniciar
con la calibracién de susg instrumentos de medicién y a su vez, llevar
sus patrones de trabajo a calibrar al laboratorio autorizado y obtener
el cartlficado de callbracién correspondiente, con lo cual respaldara
lz validez da 1las mediciones realizadas con sus instrumentos de

mnedicién.
Cualquier trabajo de validacién que se realice sin tener la confianza

en la exactitud da las mediciones realizadas, no puede tener ninguna

validez ni significado prdctico.
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4. VALIDACION DE UN CICLO DE ESTERILIZACION POR VAPOR

4.1 calibracién de instrumentos de medicidén.

A continuacidén se presenta en forma resumida la manera de calibrar los
instrumentos de medicién que se emplean en la validacidén de un cicle
de esterilizacién por vapor. No se pretende que esta presentacion sea
exhaustiva, sino mds bien una indicacién general ya que cualguler
industria que inicie su programa de calibracién debera documentarse
ampliamente y ajustar sus posibilidades e instrumentos a la

normatividad existente.

4.1.1 Manfémetro tipo Bourdon.

Un mandmetro tipo Bourdon es un instrumento de nmedicién de presiones

tal como el que se presenta en la figura 13.

En este tipo de mandmetro el elemento principal es el tubo de Bourdon,
que por lo general es un tubo de seccién transversal eliptica en el
interior del tubo se produce una deformaclén eldstica. El extremo
cerrado estd4 unidoc a un eslabén que amplifica 1la deformacién

convirtiendo el desplazamiento en un movimiente angular de la aguija.
Existen dos patrones apropiados para realizar 1la calibracién de un

mandmetre tipo Bourdon: otro mandmetro Bourdon de mayor exactitud y una

balanza de pesos muertos.
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El procedimlento de calibracién sugerido es el siguiente: 29

1. Los patrones de trabajo y los instrumentos de trabajo deben

calibrarse antes y después de un periodo de uso.

2. Para la calibracién de mandmetros de 0.1 % de exactitud se
seleccionar&n 10 puntos, distribuidos sobre la escala graduada. Para

manémetros de 0.2 a 5.0% se seleccionan cinco puntos de calibracién.

3. La aplicacién de la presicn se debe hacer en forma lenta y continua

para elininar el efecto dé¢ la inercia.

4. Los puntos de calibracidén se deben medir en forma ascendente y
descendente para conpletar un ciclo. Se deben medlr dos ciclos
completos, golpeando ligeramente el manémetro antes de tomar cada

lectura para eliminar la friccién.

§. La indicacién da caro (0) se verifica a la presién atmosférica. La
desviacidén de la aguja no debe ser mayor al error mwdximo permitido de

acuerde a su clase de exactitud.
6. Se tomardn las lecturas observando la aguja de frente al nivel de

graduacién de 1la lectura correspondiente para evitar el error de

paralaje.
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7. Cuandc se utiliza un mandmetrc Bourdon como patrén, se aplica
presién con la fuentec de presidén hasta llegar a cada uno de los puntos
. de caljbracién sclecclonados. Para tomar estos mismos puntos en forma

descendente, se disminuye la presién por medio de la vdlvula de alivio.

8, Cuando se calibra con balanza de pesos muertos, se seleccionan las
masas de acuerdo al punto de calibracién. Se colocan las nasas
correspondientes al punto de calipracién una por una scbra el

portapesas, teniendo cuidado de no rayarlas o golpearlas.

9. si accidentalmente se excede la presidén seleccionada, se debe
regresar al punto anterior y nuevamente incrementar o disminuir' la

presién para tomar correctamente la lectura,

10. Sl la temperatura es diferente a la temperatura de referencia, las
lecturas se corrigen 0.1 % por cada 3 °C de varifacién. La correccién
serd negativa cuando la temperatura sea mayor que la de referencia y

positiva cuando sea menor.

11. El error absolutc se determina de los datos obtenidos en los dos
clclos de presién y es igual al mdximo error en los puntos de prueba en
cualquier direccién. El error se expresa como porcentaje del intervalo

de medicidn.

12. El error de histéresis se determina de la méxima diferencia entre
los datos obtenidos en forma ascendente y descendente en un punto de
calibracién en un mismo ciclo. El error de histéresis se expresa como

porcentaje del intervalo de medicidn.
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13. El error de repetibilidad es obtenido de los dos ciclos de presién

Yy es la médxima diferenpcia entre dog iecturas en un mismo sentido.

14. Bl maximo error permitido en la exactitud de un mandmetro es el

1.0 % de su alcance de medlcién.

15. La clase de un mandmetro se define como el cociente resultante de
la divisién minima del instrumento entre su alcance de wmediclén x
100.29

A continuacién se presenta (en la Tabla II) un ejemplo de calilbracidn
de un manémetro clas-e 1.0; divisién minima 0.1 Kg/cm?, alcance 7.0
kg /emds
Tabla No. II
Hoja de calibracién de manémetro tipo Bourdon

Lectura patrén. Lectura ascenso. Lectura descenso. Desviacidn.

(kg /cm?) (kg/cm?) (kg/cm?) (kg/cm?)
0.0 0.0 0.0 0.0
1.0 1.05 1.0 +0.05
2.0 2.0 1.95 -0.05
3.0 2.95 3.0 -0.05
4.0 3.95 4.0 -0.05
5.0 5.05 5.0 +0.05
6.0 6.0 6.0 0.0
7.0 7.0 7.0 c.0

Bl manémetro se considera aprobado. 30

59



4.1.2 ‘Termémetro del autoclava.

Un autoclave tiene como elemento sensor de la temperatura un termopar
tipo T de cobre-constantano, el cual tlane un rango util de -300 °C a
500 Cc.

Para la calibracién de un termopar, lo mismo que para calibrar diversos
tipos de termémetros usados en la industria farmacéutica (tales como el
termémetro liquido en vidrio o el termémetrc bimetdlico) se ocupan al
menos tres aparatos y un instrumento de medicidén. Los aparatos
necesarios son: un monitor de RTD, un Ice Point y un HTR-300, mientras
gue el instrumenteo de medicién que sirve como patrén es un RTD de

platino de 50 ohms de resistencia.

El RTD es un termémetroc especlal que no recoge lecturas en forma
directa, sino que funciona como un termopar, por lo gue sus lecturas se
obtienen en ohms de resistencla eléctrica. No obstante, la lectura
directa de un RTD no tiene 1la suficiente fuerza para leerse
directamente, por lo que se reqguiere un monitoer de RTD, el cual
amplifica la lectura y la nuestra en una pantalla en términos de ohms.
Debemos decir en este momento que cuandc se calibra un RTD se generan
una serie de valores que se agrupan en tablas, los que relacionan el
valor en ohms gue se obtiene con un RTD con el valor en temperatura
correspondiente. Un RTD tiene una sensibilidad de ©0.01 ohms y el
alcanca de medicién es muy amplio, por lo que las tablas resultantes
son muy extensas, pero de gran utilidad para asegurarse de que se

tomardn lacturas de una exactitud de 0,01 %. 11
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otro de los aparatos necesarios para la calibracién es el Ice Point que
es un bafo termostitico que mantliene constante la temperatura en 0.00
%, Contando con un RTD ¥ un monitor de RTD se conecta el RTD al
monitor y posteriormente se introduce en uno de los 4 pozos que tiene
el Ice Point y se permite gque se equilibre la temperatura,
posteriormente se toma la lectura en el monitor, se busca el valor en

las tablas del RTD y so obllene la temperatura en °C.

Cuando se quieren emplear temperaturas diferentes de 0.0 °C, como en el
case de la calibracidén de termopares de un autoclave, se emplean
equipos conocidos como HTR que pueden mantener temperaturas constantes
en cualguier punto de la escala desde 50 a 300 °C con divisidn minima
de 0.01 %. Una vez que se alcanza la temperatura deseada, la cual se

verifica con un RTD, se mantiene constante durante horas si es precisc.

En la figura 14 se muestran los equipos mencionados. 11

A fin de asegurar una exactitud absoluta en cada medicién de la
temperatura, cada termopar debe callbrarse a dos o mds temperaturas

conacidas.

En las nediclones de temperatura en autoclave de vapor, el punto de
congelacién es la temperatura de calibracién minima recomendada y la
tenperatura normal del proceso es la temperatura mdxima recomendada de
calibracién. Se realizan lecturas a 0.0°C ¥ a 121 °C y se obtiena una
regrasién lineal entre esas temperaturas, el mdximo error respecto al

RTD debe ser menor de +/- 0.1 °C en todo el intervalo de 0.0 a 121 °C.
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Lty 5

figura 14. Equipo para validacién (HTR, monitor de RTD,

Ice point y RID).

62




El procedimiento recomendado para 1la calibracién de termopares dque

puedan conectarse a un procesador multipunto es:
1. Conecte los termopares a los canales del sistema de medicién.

2. Encienda el sistema de medicién y el monitor de RTD al manos 2

horas antes de la calibracién, lo mismo gue el Ice Polint y el HTR.
3. Cologue el RTD en el pozo del Ice Point y permita gque se equilibre.

4. Una vez alcanzado el equilibrio del RTD introduzca el termopar en

otro de los pozos del Tce Polnt.

5. Alcanzado el eguilibrio, tome la lectura del RTD y del termopar y
anétala en la hoja de calibracidn,

6., Cologue tanto el RTD como el termopar en el HTR que ha alcanzado la
temperatura deseada y permita gue se alcance el equilibrioe, realizando
la lectura de ambos para cada temperatura de calibracién y asenténdolas

en la hoja de calibracién. 31
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4.2 calificacién de instalacién del autoclave

Se debe establecer un programa de calificacion del autoclave para
demostrar que el equipo es capaz de operar rutinariamente dentro de los

limites especificados.
Se deben censiderar los sigulientes aspectos:

1. Bapecificacicnes del equipo tales como: tamafio, material de
construcclién, puertas, empaques, mandmetros, cronémetro, termémetro,

atc,

2. Especificaciones para los slstemas auxiliares, como: generador de
vapor, sistema de filtracién de agua, niveles de agqua, vé4lvulas,

distribucién de vapor (ingreso y distribucién del vapor etc.)

3. Especificaciones referentes a la fuente da poder, el aire

comprimido, agua de enfriamiento, etc.

4. Ccalificacién operativa para probar un modo de operacién regular,
tal como: distribucién de calor en cdmara vacia, presién dentro de la

cdmara y la chaqueta, etc.

5. Procedimiento de calibracién, programa de mantenimiento y manuales

de uso. <25

Dependiendo del tipo de equipo y de su historia de uso se repetird

perisédicamente ia calificacién.
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Como se ha mencicnado anteriormente, la calificacidn de instalacién del
equipo permite verificar que el equipo se encuentra instalado conforme
fue disefiado por el fabricante Yy que no se han realizado modificaciones

u onisiones que pongan en riesgo la efectividad del proceso.

Después de que el aquipo ha sido diseflado o seleccionado, debe ser
evaluado y probado para verificar que es capaz de operay
satisfactoriamente dantro de los limites operativos requeridos pér el
proceso. Esta fasa de la validacién incluye el examen del equipo; la
determinacién de los requisitos de calibracién, mantenimiento y ajuste;
¥ la determinacién de las caracteristicas criticas del producto que
puedan afectar el proceso y el producto. La informacisén que se obtiens
en estos estudioc debe usarse para establecer procedimientos escritos

para la calibracién, el nanteniniento, monitoreo y control.

Es limportante que en 1la calificacidén del equipo se simulen 1las
condiciones de operacidén a las que serd sometido de manera rutinaria,
Las pruebas y desafios doben repetirse un numero suficiente de veces
para asegurar la confianza y significacién de los resultados. Todos los
criterios de aceptacién deben cumplirse durante las pruebas y en caso
de gue alguno de los criterios no se cunpla, deberd realizarse una

investigacién a fin de encontrar la causa y corregirla.
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Para ¢l caso particular del autoclave, es preclso que se tomen

cuenta los siguientes aspectos para la calificacidén de instalacidn:

Identificacidn de la calificacién.
Razén de la califlicacién: inicial/modificacién.
Facha

Fecha de calificacién previa.

Datos generales

Marca

Tipo

Afio de construccidén

Fabricante

Fecha de Instalacién

Medio estaerilizante: vapor/agua

Usos: materiales/productos

Datos principales
Medidas
Volumen

capacidad de carga

bisposicién de la cédmara: vertical/horizontal
Puertas: sencilla/doble

Método de deaereacidn: gravedad/vacio

Método de carga: carros/canastillas/unidades
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Vapor como medio estarilizante
Fuente de vapor: caldera/generador individual
Fuente del aguatz demineralizada/destilada/R0O
Presién del vapor

Compensacién de presion de alre: si/no
Baffle o deflector: si/no
Filtro: si/no
Salida del condensado: " ¥ cm de la carga/ X cm drenaje

Aire como agente enfriador
Localizacién de la entrada del aire
Placa de distribucién: si/no

Tipo de f£iltro y marca
Vacio

Tipo y marca de la bomba
Capacidad de vacio mixima
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Programacicn

Programas permanentes: si/ne
Es posible programar F: si/no
Tiempo de esterilizacién ajustable: si/no
Tenparatura de asterilizacidn ajust:si/no

Tiempo de vacfo ajustable: si/no

Grat.lcndo;

Tipo y marca

Pecha de calibracidn
Medidas de la grdfica

Registro de temperatura
Intervalo de waedicidn
Divisién minima
Fundamento de medicidn

Registro de presidn
Tipo y marca

Intervalo de medicién. 32
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4.3 calificacidn de operacién del autoclave.

El propésito de la calificacién de operacldn es proporcionar pruebas
rigurosas que demuestren la efoctividad y reproducibilidad del proceso.
cuando se inicla la fase da callficacién da operacidén se entiende que
se han aestablecido las especificaciones del proceso, se ha probado que
son esencialmente aceptables por medio de los convenientes estudlios de
laboratorio y que se ha juzgado al equlpo aceptable sobre la base de

los estudios de calificacién de instalacidn.

cada proceso debe estar definido y descritoc con suficiente
aspecificidad de tal manara gque los ewmpleados compraendan lo que se

requiera.

Al desafiar un proceso, con fines de asegurar su capacidad es
importante que las condiciones de desaffo simulen aquellas dque se
encontrarédn como las mis desfavorables. Los desafios deben repetirse un
nimero suficlente de veces para asegurarse de gue los resultados son

significativos y consistentes.

En el caso del autoclave se astablecen como pardmetros criticos 1la
presién, la temperatura y el tiempo de trabajo de cada ciclo. Por ello,
las pruebas realizadas durante la calificacién de operacién buscan
establecer la capacidad de los controles de estas variables, para
mantener los pardmetros en los intervalos o valores previamente
establecidos en forma consistente y reproducible. 14

Los controles se nuestran en la figura 16.
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Figura No. 16 Tablero de control de autoclave.
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A continuacidén se muestran las tablas ITI,IV ¥ V con dates tedricos c2

calificacidn de operacidn.

TABLA

No. III

calificacién de operacion

ciclo Mo. 1

Temperatura inicial
tura trabajo

Presién trabajo céAmara
Presién trabajo chaqueta

Programa:

menor a 70 %
121.1 ¢
1.55 cwd
1.60 :g;a’

Presion trabajo generador; 1.65 kg/ca?

Tiempo de calentamiento

Tiempo de exposicicn
Tiewpo de enfriamiento

15 min.
30 min.
15 min.

HORA TIRMPO TENP. P, . P. - P. CAM.
(min) °c) Rajcmt Karcad Kg/ca?

10:00 o 59 1.15 1.10 1.05
10:03 3 75 1.20 1.15 1.10
10:06 6 9 1.30 1.25 1.20
10:09 9 110 1.40 1.35 1.30
10:12 12 119 1.58 1.50 1.4%
10:15 15 121 1.65 1.60 1.85%
10318 18 121 1.65 1.60 1.8%
10:21 21 122 1.75% 1.70 1.6%
10:24 24 121 1.75 1.70 1.65
10:27 27 122 1.65% 1.60 1.8
10:30 30 122 1.7% 1:70 1.65
10333 33 121 1.79 1.70 1.65
10:36 36 121 1.65 1.60 1.5%
10:39 39 122 1.75 1.70 1.65
10:42 42 1322 1.75 1.70 1.65
10:45 45 122 1.75 1.70 1.65
10:48 48 111 1.20 1.15 1.10
10:51 S1 107 1.10 1.05 1.00
10:54 54 97 1.10 1.05 l.00
10:57 57 87 1.10 1.08 1.00
11:00 &0 73 1.10 1.05 1.00
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‘TABLA No. IV

califjcacién de operacién

Ciclo No.

Temparatura inicial

Temperatura de trabajo : 121.1 %¢

Presién trabajo cdmara : 1.55 Xg/:

Presion trabajo chaguata : 1.60 kg/

Presién trabajo generador : 1.65 kyg/

Tiempo de calentamiante : 15 min.

Tiempo de exposicién : 30 min.

Tienpo de enfriamiento : 15 min.
HORA TIENPO TENP. P. GENER. P. Cﬂhg. P. CZAHi

(ain)| (%) xg/cal Eg/ca Kg/cm

7:20 0 60 1.15 1.10 1.05
7:23 3 76 1.20 1.15 1.10
7:36 6 90 1.30 1.25 1.20
7:29 9 112 1.40 1.35 1.30
7:32 12 120 1.55 1.50 1.45
7:35 15 121 1.65 1.60 1.55
7:38 18 121 1.65 1.60 1.55
7:41 21 122 1.75 1.70 1.65
7:44 24 132 1.75 1.70 1.65
7:47 27 121 1.65 1.60 1.55
7:50 30 122 1.75 1.70 1.65
7:53 33 122 1.75 1.70 1.65
7:56 36 121 1.65 1.60 1.55
7:59 39 122 1.75 1.70 1.65
8:02 42 122 1.75 1.70 1.65
8:05 485 122 1.75 1.70 1.65
8:08 48 110 1.20 1.15 1.10
B:11 51 106 1.10 1.05 1.00
8:14 54 98 1.10 1.0 1.00
8:17 57 86 1.10 1.05 1.00
8:20 60 72 1.10 1.05 1.00
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TABLA Ko. V
Calificacién de operacidn.
ciclo No. 3 Programa:

Temperatura inicial manor a 70 °c

Tesperatura da trabajo : 121.1 °c

Presién trabajo cdmara : 1.55 kg/ewd

Presién trabajo chagueta : 1.60 kg/cm?

Presidn trabajo generador : 1.65 kg/cwt

Tiempo de calentamiento : 15 min.

Tiempo de exposiclidén : 30 min.

Tiempo de enfriamiento : 15 min,
HORA TIEMPO TEMP. P. GENER. P. CHAQ. P. casi

(min)|  (°c) Kg/cm? Kg/cu Kg/cn

13:00 4] 65 1.15 1.10 1.05
13:03 3 70 1.20 1.15 1.10
13:06 6 92 1.30 1.25 1.20
13:09 9 111 1.40 1.35 1.30
13:12 12 121 1.55 1.50 1.45
13:15 1s 121 1.65 1.60 1,55
13:18 18 122 1.65 1.60 1.55
13:21 21 121 1.75 1.70 1.65
13:24 24 122 1.75 1.70 1.65
13:27 27 121 1.65 1.60 1.55
13:30 30 122 1.75 1.70 1.65
13:33 33 121 1.75 1.70 1.65
13:36 36 122 1.65 1.60 1.55
13:39 a9 121 1.75 1.70 1.68
13:42 42 121 1.75 1.70 1.65
13:45 45 121 1.75 1.70 1.65
13:48 18 110 1.20 1.15 1.10
13:51 51 105 1.10 1.95 1.00
13:54 54 99 1.10 1.05 1.00
13:57 57 85 1.10 1.05 1.00
14:00 60 71 1.10 1.05 1.00
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Para el tratamlento estddistico de los resultados obtenidos del estudio
de calificacién de operacién se realiza un andlisis de variancia de
bloque complaeto al azar. Lo mismo se hard para los resultados de los
estudios de distribucién de calor cdmara sin carga, estudios de
distribucién de calor cdmara con carga y estudios de penetracidn de
calor. Esté andlisis de variancia ayndarar a establecer si existen
diferencias estadisticamente significativas en los valores obtenidas

dentro de una corrida o entre corridas que constituyen un ciclo.

Este diseflo se usa cuando las unidades experimentales pueden agruparse;
generalmente el nimere da unidades por grupo aes igual al numero de
tratamientos. Tal tipo de grupo se llama bloque o repeticién. El
objetivo del agrupamiento es lograr que las unidades de un blogue sean
tan uniformes ceomo sea pesible, de modo que las diferencias observadas

se deban en gran parte a los tratamientos.

Cada observacién se clasifica de acuerdo con el bloque que contiene la
unidad experimental y el tratamiento aplicado, dando lugar a una
clasificacién de dos vias. Cada tratamiento aparece un nimero iqual de
veces, usualmente una vez, en cada blogue y cada blogque contiene todos

los tratamientos.
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La forna de agrupar los datos es:

Fuente de variacién gl sc o™ F
Blogque r-1
Tratanlento t-1
error (r - 1)(t -1)
Total rt - 1

Donde gl son los gradog de )ibertad, SC suma de cuadrados, CM cuadrados

medios y el valor F calculado.

Paso 1 Disponer los datos en una tabla. Obtener los totales de

tratamlentos ¥j., totales de blogues Y., y el gran total Y..

Simultadr e, obténg ¥2 cada tratamiento y blogue, es decir,
qu fw), v, t t : tratamientos
vzu §=1, eo., ¥ r : blogues

Obténgasa el gran total sumando los totales de tratamientos y los
totales de bloque, separadamente. Al mismo tiempo, obténgase las sumas

de cuadrados de esos totales.
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Paga 2 Ohténgase las sumas de cuadrados (ajustadas) de la forma
siguiente
Factor de correccidn = ¢ = ¥2,./rt
Sc total ={‘;Y2U -c
S€ blagues =3 YZ.,/t -c
S tratamientos = [ ¥} /r - C
SC error = SC total - SC tratamientos - SC blogues
CM = SC/ql
¥ calculada = CM tratamiento/CM error. (24)
En la tabla No. 10 se nuestra el ansflisis de varianza de los detos de
calificacién de operacién
4.4 Bl equipo usado para la validacidn.
4.4.1 El procesador Multipunto.
El Digistrip III es un monitor de procesos nmultipunto apropliado para
operar en un banco, epontado en un anaguel o para su instalacién en un
panal de instrumentos {figura 17}.

El Diglstrip IITI es un instrumento computarizado, Su operacién se basa

en un microprocesador intagrado el cual debe ser programado (instruldo)
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Figura No.17 Digistrip III
por el usuario con una gquia con lo cual se da una aplicacién
especifica. La unidad se programa y opera usando el teclado de la parte
frcntal (figura 18). Tanto las funciones de operacién (Run) o de

programacién (Program) se realizan haciendo una secuencia légica de las
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entradas en el teclado. Cuando se hace una entrada en el teclado 1la
informacién entrada aparece en la pantalla del tablero. Si se
introducen adecuadamente las entradas se produce un sonido de "“beep®
corto, wmlentras que si se introduce una entrada equivocada se produce

un "beep™ largo y se rechaza la entrada. 12

E)l instrumento tamblén incluye una imprescra de 8 12 ¥ 11 pulgadas la

cual proporciona un registro permanente de los datos del proceso.

La unidad puede manejar hasta 48 entradas divididas en bancos de 16
entradas cada uno. Cada entrada es asignada a un canal que se muestra

en la pantalla del teclado.

Para usar el Digistrip III en estudios de validacién del autoclave se

daben realizar varias operaciones tales como:

1. Encendido.

2. Colocar papel.

3. Introducir los numeros de cenfiguracién

4. Redactar el encabezado del estudio a realizar.
5. Preogramar el equipo sequn el estudio a realizar.
6. Calibracidén interna de los termopares.

7. Reallzar el estudio.
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Figura No. 18 Tablero del Digistrip III

1. Encendido del Digistrip III. Para encender el equipo es suficiente
conectar el equipo a la linea de corriente eléctrica, abrir la tapa y

poner el botdn de encendido en posicidn ON.
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2. colocar el papel. Generalmente se coloca un papel nuevo para
asegurarse de que alcance para realizar el estudio. El papel es del
tipo usado en lmpresoras para computadoras, da tal manera que una hoja
sigue a 1la otra, de 1la misma manera, el papel se coloca por debaje de
la impresora del equipo, se pasa la hoja por debajo del cursor de
impresién, se sube la hoja hasta que cubre totalmente la pantalla, se
asegura con las tenazas de dientes y se pasa a la parte posterior del
equipo (donde puesden acumularse todas las hojas del estudio).

3. Introducir los numeros de configuracicn. En terminologia de
conputacién un mimero de configuracién es aguel definido durante la
pregramacidén, el cual selécciona una serie de pardmetros operativos del
sistema bdsico. El Digistrip IIX requlere la definicién de cuatro

nimeros de 6 digitos cada uno.

Para la validacién de ciclos de esterilizacién por vapor se han elegido

los siguientes nimeros de configuracidén del Digistrip III

Nimero 1 : 70 0 00 1
Nimero 2 : 74 0100
Kimero 3 : 08 0 1 00

Nimero 4 : 00 0 6 0 O

conforme las tablas correspondientes que se proporcionan en la Guia de

usuario del equipoc.
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Una vez seleccionados los numeros de configuracién, deben introducirse
al programa, lo cual se logra con 1la sigulente secuencia de
cperaciones:

Mode :  Program

Config No. : 7 00 0 0 1 Enter
Config No. : 7 4 0 4 0 0 Enter
Config No. ¢t ©0 00 1 0 0 Enter

Config No. : 000 6 0 0 Enter

4. Redactar el encabezado (Header) del estudio a realizar. A fin de
identificar cada estudio que se realice en la validacién del autoclave
es posible redactar un encabezado y escribir, tal como se hace con una
médquina de escribir, toda aguella informacién (Empresa, tipoc de
estudio, fecha, equipo evaluado, patrdn de carga, parémetros del ciclo,
minero de corrida, uhligcidn del ndximo, minimo, promedio y range de

las lecturas, etc.). Lo anterior puade hacerse de la siguiente manera:
Modae t DProgram

Canal : 901 Enter

Header : Escribir letra por letra y marcar "Enter® cada
8 espacios escritos, lo que constituye un canal.
Una vez escrito en un canal canmbiar al siquienta
para poder segulir escriblendo:

Canal 1 902 Enter

81



Para escribir toda la informaclén necesaria se cuenta con 9 renglones
(900, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, B800) divididos cada unc en 16

canales de 8 letras cada uno.

Con el botén Alfa shift en posicién arriba se pueden escribir 1las
letras del teclado; mientras que con el Alfa shift abajo es posible

escribir los numeros y signos del teclado.

Una vez que se ha redactado un encabezado, es posible recorrerlo a fin
de confirmarlo antes de imprimirlo por medio de los botones de flechas
con lo gue Ee recorra cada canal y con el botén de "change™ para
cambiar de canal siempre y cuande el botén alfa shift esté abajo.

Bl encabezado se imprime al inicio del estudio en forma automdtica.

5. Programar el equipo sequn el estudio a realizar. Para un estudio de
validacién de esterilizacién por vapor sera preciso que se programen
varias funciones en el equipo, tales como: lectura de termopares tipo
T, calibraclén automitica de termopares, célculo del promedio de las
lecturas, impresién del méximo, minimo, célculo de la diferencia entre
miximo y minime, célculoc de la letalidad por minuto, acumulacién de
latalidades. En orden da aparicién se trata de las funciones 09, 35,
66, 67, 6B, 83, 95 y 46. A continuacidén se muestra una Hoja de
Programacién figura 19.
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1as funciones antes mencionadas se programan de la sigulente forma:

Figura 19 Hoja de programacién del Digistrip IIT

canal
Asig funcidén
canal

Asig funcidén

Canal
Asig funcidén
Canal
Asig funcién
Canal
Asig Funcidén
canal
Asig funcidén
Canal

Asig funcién

Canal

Asig funcidn

Canal

Asig funcién

Canal

Asig funcion

101 Enter
09000 Enter
102 Enter

096460 Enter
Repetir hasta el canal 112
113 Entar
680400 Enter
114 Enter
67000 Enter
11s Enter
83000 Enter

- 116 Enter

66000 Enter

201 Enter

95101 Entar

Repetir hasta el canal 212
213 Enter

99000 Enter

Repatir hasta canal 216
o1 Enter

46000 Enter

Repetir hasta el canal 312
313 Enter

99000 Enter

Repetir hasta el canal 316

B4



6. Calibracién interna de los termopares. Se realiza una calibracién
de los termopares a utilizar a f£in de asequrar que las lecturas que se¢
obtengan con ellos seridn exactas y el procedimiento de calibracién
interna inc¢luye un paso de ajuste de la temperatura a fin de eliminar
las dlferencias que se presenten entre los termopares y el RTR

patrén. 35

Para la calibracién de termopares debe contarse con RTD, moniteor de
RTD, Ice point ¥y HTR. Se realizan las conexiones respectivas y se
llevan los bafios termostdticos a sus respectivas temperaturas (0.0°% y

121 9C) para estudios en autoclave.

La calibracién se realiza por una linearizacién de los resultados
obtenidos con el termopar y ajustando la diferencia contra el RTD.
Hecho esto, las ‘diferencias se guardan en la memoria del equipo y
cuando se realicen las lecturas, el valor gque se presenta estard ya

corregido. El procedimiento para realizar la calibracién interna es el

siguiente:
Mode : Program
Input 1 :  000.00 Enter
Input 2 : 121.00 Enter
Output 1 : 000.00  Enter
Output 2 3 121.40 Enter
Mode : Run
Canal s 101 Entar
Input 1 ¢ 000.30 Enter
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Change - : 000,30 Enter

Canal : 000.00 Confirmado
‘Canal : 102 . Enter
Input 1 3 000.10 Enter
Change : 000.10 Enter
Canal : 000,00 Confirmado

Todos los termopares deben estar en el Ice
point junto con el RTD.
Repetir hasta el canal 116.
Encender gréfica
Time jnterval : 1 minuto Enter
Header log
Header log
Obtener al menos cinco lecturas espaciadas por un minutoc a fin de
confirmar la calibracién a 0.0°%

Introducir todos los termopares al HTR a 121°C y el RTD.

Canal ¢ 101 Enter
Input 2 t 121.30 Enter
Change 1 000.30 Enter
Canal : 121 Confirmado

Repetir hasta el canal 116
Encender gréfica
Time interval : 1 minuto Enter
Header log
Header log
Obtener al maenos cinco lecturas espaciadas por un minuto a fin de

confirmar la calibracién a 121°%. 12
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4.4.2 Los termopares.

Un termopar es un sensor de temperatura simple, barato y versatil
construido por la unién de dos cables de composicién diferente para
forpar una "unlén de termopar™. Cuando un termopar Se conacta a un
sistema de referencia y medicidn blen disefado, la sefal de salida es
una funcién unica de la temperatura de la unidn. Los termopares son los
sensores de temperatura mds satisfactorios para realizar estudios de
distribucién y penetracién de tenmperatura durante 1la validacidn,
mientras que los RTD son los estandares mds satlsfactorios para 1la

calibracién de temperaturas.

El fundanento del funcionamiento de un termopar se encuentra en el
hecho descrito por T. J. Seeback quien descubrié que una corriente
fluye en un circulto de dos conductores diferentes siempre que las
uniones de los conductores se encuentren a diferentes temperaturas. Lo

anterior se basa en dos postulados:

1. Bl nivel de energifa de un electrén en cualquier conductor se

incramenta conforme la temperatura del conductor aumenta.

2. La cantidad de cambio de energia para un camblo de temperatura dado

daepende de la conpasicién y estructura molecular del conductor.
La propiedad material que expresa la cantidad de energfa requerida

para un incremento en la temperatura dada se denomina ‘“poder

termoeléctrico®, E1 poder termoeléctrico estd dado en unidades de
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wicrovolts de incremento de energfia por cada grade Cealsius de

incremento de temperatura en el material. 31

Hemos dicho que 1la cantidad de cambio de energia para un cambio de
temperatura dado depende de la composicicn y estructura del conductor y
qua deben emplearsae dos alambres de materiales diferentes. Existen
actualmente varjos tipos de termopares que se emplean para diversos
rangos de tamperatura, para los cuales se han mostrado mis apropiados.
Las diferencias entre ellos se encuentran principalmente en los
materiales de los que ge fabrican los alambres, tal como se indica en
1a tabla VI.

TABLA No. VI

Caracteristicas de algunos tipos de termopares.

Tipo do termopar. Comaposicién. Alcanca da medicidén.
T Cobre—Constantano -300 a 500 °C
J Hierro-constantano 0 a 1300 %
B "Cromel™-Constantano -300 a 1800 °C
R Platino-Platino-Radio 0 a 2700 %

El tipo de termopar que se emplea en los estudics de validacién en 1a
industria farmacéutica es el tipo T (cobre-Constantanc).Como se

praesenta an la Pigqura 20.
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El1 fabricante garantiza l'as siggientes temperaturas con este

termopares, referidos 'a 0 Sc

Csplci+/i i p.170%
121 °C +/-  0.25 °%C

300 % +/- 1.2 o 3%

Figura No. 20 Termopares.
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4.5 Estudios de distribucidn do calor (cédmara sin carga)

Los estudlos de distribucicn de ealer incluyen dos fases:

1) La distribucidn de calor en una autoclave vacia y

2) Distribucién de calor en una autoclave cargada. Se deben usar entre
10 y 20 termopares por ciclo. Los termopares deben asegurarse dentro de

la cdmara de acuerdo a un arreglo definido.

4.5.1 Definicién de los pardmetros del ciclo.

Ya se han mencionado los tipos de ciclos que se pueden realizax en un
autoclave de vapor y para cada tipo de ciclo deben realizarse los
estudios de distribucién de calor y de penetracién de calor, asf{ como

los desafios microbioldgicos.

En este caso sdlc se nmenclonard un tipo de ciclo que servird como

ejenplo para otros tipos da ciclos.

cada ciclo queda definido por los pardmetros criticos que se controlan

en el equipo: temperatura, presién y tlempo.

S0



El ciclo en estudic se llama "escape ripido® y viene  incluido en

programacidén del autoclave. Queda definide por:

Temperatura injcial : menor a 70 °C
Temperatura de trabajo s 121.1 %
Tienpo de calentamiento t 15 mnin.
Tiempo de exposicién ¢ 15 min.
Tiempo de enfriamiento : 15 min.
Presidn trabajo cémara : 1.55 Kg/cm?

Presitén trabajo chaqueta : 1.60 Kg/cm?

Presion trabajo generador : 1.65 Kg/cm?

El criterio de aceptacidén establece que cuando se lleque =a
t;a-pafatura nominal de esterilizacién, la amplitud de temperatura
debe excedar los +/- 2.5 °C réspecto a la tenparatura pu;nedlo. Da
misma forma, la temperatura del punto frio y la temperatura promedioc
deben diferir en mds de 1.0°%. 17,36

91

la

1a



4.5.2 Procedimiento para estudio de distribucién de calor.

Para realizar el estudio de distribucién de caleor en cédmara vacia

seguirse los siquientes puntos:

1.

3.
4.

S.

Lalibracién de los termopares.

Colocacién de termopares en la cédnmara.
Identificacién de la ubicacion de los termopares.
Corrida del ciclo con al menos tres repeticiones.

Anidlisis estadistico dae resultados.

1. Calibracién de los termopares.

deben

Ya se ha hecho la descripcidn de este procedimiento, recordemos gue se

realiza en el laboratorio tenlendo 1los termopares conectados al

procesador multipunto y teniendo el Ice point y el HTR a temperaturas

de referencia (en nuestro caso a 0.00 °C y 121.1 ®C). El error maximo

permitido raspacto al RTD debe ser menor a +/- 0.1 °C en todo al rango

de 0.0 a 121.1 ‘C.
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2. Colecacidn de los ternmopares.

Los termopares deben colocarse en la cdmara del autoclave a través del
conducto del termopar del autoclava o a través del empague de la puerta
{dependiendo de 1la disponibilidad de un empagque convenientemente
preparado) a fin de que no se lastimen los termopares y se dé lugar a
lecturas falsas. ILos termopares pueden pegarse a las paraedes de la
cdmara teniendo especial cuidado de que la punta del termopar no togue
ninguna pieza de metal, sino que quede libre al aire. 37

A continuacién se presentan los puntos 3 (figura 21), 4 (tablas VII,

VIII y IX) vy 5 (tabla No.XII).
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Figura 22. Porfil do temparaturas méximas

y minimas en camara sin carga, ciclo No 1
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Figura 23. Perfil de temperaturas méximas
y miinimas en camara sin carga, ciclo No 2.
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Figura 24, Perfil de temperaturas méximas
y minimas en camara sin carga, ciclo No 3,
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TABLA Wo. X

Ublcacién de puntos frios y calientes en ol estudio de dlstribucién de
calor (cdmara vacia).

punto frfo punto callente

Te Frecusncia o Frecuencia
Ciclo 1 b 8 33 11 17
5 10 7 16
4 6 9 15
a 1 6 2
10 1 12 1
ciclo 2 1 35 7 35
8 13
6 3
Ciclo 3 1 36 7 35
a is a 11
6 4
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4.6 Estudiog da distribucién de calor (cimara con carga).

4.6.1 Definicisn dal patrdn de carga.

El patrén de carga as un conjunto de materlales y/o productes que se

van a introducir al autoclave a fin de esterilizarlos.

El patrdn de carga estd definido por la identificacidn de los objetos,
su cantidad y su ubicacién especifica dentro de la cédmara del
autoclave. Un patrdn de carga una vez definido no puede cambiarse sin

su oportuna validacion.

cada industria debe definir los patrones de carga que empleard en su
autoclave(s) dependiendo del tipo de productos y de sus necesidades
especificas. Los materiales que conunmente se asterilizan poxr vapor
son, por ejemplo: parenterales esterillizados terminalmente, eluentes,
tapones ds hule, conexiones de los equipos de 1llenado (jeringas,
mangueras y conaxiones varias)}, uniformes, portafiltros de membrana

para filtracién, botellones de agua, etc.

A continuacidén se wuestra ia figura 25 en la que se indica la ubicacién

de los materiales dentro de la cAmara del autoclave.
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4.6.2 Procedimiento

El procedimiento a sequir para realizar este estudio es el nismo que se
siquié en el estudio de distribucién de calor en cémara sin carga. Se
debe respetar la ublcacién de 1los termopares en la nedida de lo

posible. 37

4.6.1 Comparacién con el estudio de cdmara sin carga.

Es nacesario establecer si la presencla de la carga ha modificado la
distribucién del calor dentro de la cédnara., Para ello se reaiiza un
andlisis de varlancia de las temperaturas obtanidas en los distintos

termopares de los dos estudios.

Es posible que durante los primeros minutos se obsarven diferencias
entre los dos estudios debido a gue la carga se estd calantando y auin
no se logra el equilibrioc dentro de la cémara. Sin embargo, lo gque se
debe observar es que durante el perfodo de exposicién no existan
diferencias estadisticamente significativas, particularpente en 1la

ublcacién del punto frio dentro de la cémara.
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4.6.4 Modificacién al patrén de carga.

Se debera considerar la posibilidad de modificar el patrén de carga (en
1a distribucidén de la carga © en la cantidad de los chjatos a
esterilizar) cuando se encuentren diferenclias significativas en 1la
distribucién de calor en la cdmara y particularmente si el punto frio
cambia de ubicacién o se localiza una zona fria de gran tamafio, ya que
se puede pensar gue las objetos gque componen la carga estdn impidiendo
que el vapor circule adecuadamente alrededor de los materiales y ello

pueda dar una carga no estéril.

st se decide realizar una modificacién al patrén de carga (en su
ubicacién o cantidad) se deberdn repetir los estudios de distribucién
de calor en cémara con carga y obtenerse resultados reproducibles antes

de aceptar esgtos estudios,
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4.7 Bstudios de penetracién de calor {cdmara con carga)

Bl propésito de este estudio es determinar el punto mds frio dentro de
una carga y configuracidn especificadas. Se originan puntos frios
dabido a gue varia la velocidad de transferencia de calor a través de
la carga. Por ello es imperativo que los estudios de penetracién de
calor se realicen para determinar los puntos frios dentro de un patrén
de carga y asegurar que estos puntos son expuestos conslstentemente a

una letaljdad por calor suficiente.

La forna de asegurar que todos los puntos de la carga reciben la
letalidad suficiente es por la determinacién de los valores Po y
varificando el 1lugar donde se proporcione el Fo minimo. Se deben
realizar al menos tres corridas en las gque se obtengan resultados

satisfactorios. Los resultados deben pasar una prueba da ANADEVA.

Loa termcpares Se colocan tanto dentro como fuera de los contanadores
qtie se encuentren en el punto méAs frio, en la linea del condensado.
Podemos programar al procesador multipunto para gque realice 1la
daterninacidén del valor Fo. Una vez terminade el ciclo, el valor Fo
indicard si el ciclo es adecuado ¢ no, o 8i es necesario realizar

modificaciones en el patrén de carga.

El valor Po minimo s5e basa solo en la destruccién de esporas
microbianas. Se cree que un Fo = 8 min. es un valor minimo realista, ya
que muchos de los microorganismos esporulados mesofilicos tienen
valores de D menores o iguales a D.5 min a 121 °C. Aun si el valor D a

121 % fuera de 1,0 min, se lograria una reduccién de 8 log. 8
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El valor Fo usado en el disefio de un ciclo de esterilizacidn puede
axceder con mucho el valor de 8. Un valor Fo = 12 min proporclicnara un
factor de seguridad de 50% el cual tiene en cuenta el tiempo adicional
que pudiera requerirse para que el vapor penetre a los contenedores en

los puntos frios. ©

4.7.1 Procedimiento.

El procadimiento a seguir involucra los siguientes pasos:
1. Calibracidn de los termcpares.
2. Colocacidn de los termopares en la carga.
3. Identificacién de la ubicacién de los termopares en la carga.
4. cCorrida del ciclo.

5. Andlisis estadistico de resultados.

1. Ccalibracién da los termopares.

Los termopares se calibran a dos temperaturas de refarencia por 1o
menos. Generalmente son a 0.0 °C y a 121 °C con la ayuda del Ice Point,
HTR, un RTD y su monitor. Las desviaciones gue se permiten deben ser
menores de 0.1°% en todo el intervalo de temperaturas. Los termopares
deben calibrarse antes y después de el estudio a fin de asegurar que
las manipulaciones durante el estudio no han dado lugar a variaciones
en las lecturas.

2. Colocaclén de los termopares en la carga.

Generalmente se divide el nimero de termopares que se van a emplear en
el estudio de penetracidén de calor en dos: la mitad se colocan segun se

colocarén en los estudios de distribucién de calor y la otra mitad se
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coloca dentro de los paquetes ¢ frascos que se van a esterilizar. Esto

se muestra en 1a figura 26.

3. Identificacidn de la ubicacidn de los termopares en la carga.
Esto se realiza en la forma que nos resulte familiar seguin los estudiocs

da distribucidn de calor que ya se han realizado y mostrade.

4. Corrida del ciclo.

El ciclo debe correrse en la forma establecida. Sin embargo, se debe
programar el procesador multipunto para que registre los datos de
temperatura cada minuto y para que realice el cdlculo del valor Fo en
todos los termopares (o sélo en aquellos gue se encuentran dentro de
los paquetas a esterilizar) o pedirle que nos dé el F, mds bajo que se

registre en la carga, lo que equivaldria al punto mds frio de la carga.

Se realizardn al menos tres corridas con los termopares ubicados en las
nismas posicionas, permitiendo gque después de cada corrida la
temperatura de la cdmara y de la carga bajen hasta los 30 °C o muy
cerca a fin de evitar que se presente un efectc por la acumulacién de
calor, debido a realizar una corrida después de la anterior y sin haber

dado tiempo para que el calor se disipe.

5. Andlisls estadistico de resultados.

El andlisis que se realiza es un ANADEVA, como hemos presentade en los
estudios de distribucién de calor, sélo que se considerardn unicamente
aquellos termopares que se han colocado dentro de la carga, conocidos

como termopares "de penetracidén®.
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Figura 26 Colocacion de un termopar dentro de un paquete.

Colocacion de un termopary dentro de un frasco.
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4.7.2 Comparacién con el estudio de distrivucidn.

Después de realizar los dos tipos de estudios, debe llegarse a la
conclusién de que el punto mds frio de la carga recibe una cantidad de
calor suficiente para lograr el nivel deseado de esterilidad y que la
carga, cantidad, material y ubicacién, no influyen de manera negativa a

la penetracién de calor.

4.7.3 Modificacién al patrén de carga.

Si después de reallizar los estudios se observa gue la presencia de la
carga o su naturaleza ( material y ubicacién) impiden que toda la carga
o aguellas unidades gue se encuentran en el punto mds frio reciben la
letalidad suficiente, caben entonces dos opciones: modificar el patrén
de carga a fin de facilitar la penetraclisén de caler (ya sea reduciendo
la caga o modificando su distribucién dentro de la cdmara) a todos los
puntos de la carga; o la segunda es el incrementar el tiempo de
axposicién a fin de permitir que se alcance el equilibrio (aun cuando

sea nds lento).

Cualquiera de las opciones que se tomen, en caso de ser necesarlas,
implican la necesidad de repetir los estudios de penetracién y obtener
al menos tres corridas que den resultados satisfactorios antes de poder
afirmar que el ciclo y el patrén de carga son apropiados para
proporcionar la letalidad minima requerida para lograr el nivel deseado

o requerido de esterilidad.
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4.8 Estudlos de microbiologia

4.8.1 Estudios de biocarga.

Los estudios de biocarga son necesarios para daterminar la wminima
cantidad de calor en un proceso de esterilizacién (Fg) que va a
proporcionar una seguridad aceptable de esterilidad. El mimero ¥y
frecuencia de lotes yue se deben probar debe determinarse por el
fabricante basandose en las variaciones lote a lote gue se presenten en
la cuenta microbiana, el potencial de crecimiento microbiano antes del
ciclo de esterilizacioén, y las variaciones estacionales en la blocarga.
Dependiendo del tipo o forma del producto, se encuentran disponibles
varios métodos para la recuperacidn de microorganismos. Sin embargo,
vamos & enfocarnos a las soluciones parenterales, ya que existen

métodos comparables para otros productos. 17

1. Realice cuentas microbianas en un drea conveniente para pruebas

microbioldgicas.

2. Filtre un volumen apropiado de la solucidén parenteral, nuestreada
del contenedor final, usando filtro de membrana de porosidad de 0.45
micrémetros. Se pueden usar métodos da cuenta en placa cuando el nimero

de microorganismos en la solucién es alto.

3. Incube los filtros sobre un medio de cultivo convenlente, tal como

Agar Soya o Agar Tripticasa, a 36-35 % durante por lo menos 72 horas.

4. Calcule el nuimero de mnicroorganismos por contenedor de 1la

solucién.l?
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4.8.2 Aparato para obtener datos do resistencia térmica.

Existen varios tipos de aparatos que permiten la determinacién de datos

de resistencia en forma exacta y raproducible.

Los dos tipos de aparatos mds ampliamente usados son:

1. Bafio de aceite o glicerina.

Se sumergen ampolletas selladas o tubos capilares que contienen una
suspensién liquida en un bafio de temperatura constante por un tiempo

especificado.l?

2. Autoclave o reactor miniatura.

El reactor miniatura es el egquipc mds versdtil usado en 1a
determinacién de datos de resistencia térmica. Se pueden exponer una
variedad de muestras (suspensiones en ampelletas, tiras de papel,
esporas inoculadas en soportes sdlidos y productos inoculados). Este
tipo de aparato ofrece la ventaja de proporclionar un calentamiento

rdpido y un enfriamiento rdpido durante el paricdo de exposicién.
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4.8.3 EBstudios de laberatorie del valor D.

Cuando los productos termoldbiles no pueden permanecer ni resistir
tratamlentos térmicos axcesivos, los estudios del valor D de 1los
microorganismos aislados del producto son necesarios para determinar el
procaso de esterilizacién por calor minime (F,) que proporcione una
sequridad aceptable de la esterilizacién. Asimismo, los estudios del
valor D son necesarios para la calibracién de los indicadores
biolégicos (tales como esporas de Clostridium sporogenes y Bacillus

staarotermophilus).
1. Los estudios del valor D deben realizarse sobre:

. a) Los indicadores biolégicos ya sea que se preparen en el propio

laboratorio o que se adquieren comercialmente.

b) Los microorganismos termoresistentes alislados en el producto
(aquellos organismos gue se alslan peridédicamente de varios productos y
que por medio de pruebas de tamizaje han mostrado ser

ternoresistentes).

2. Pruebas de tamizaje de termoresistencia para la bilaocarga del

producto.

El propésito de 1las pruebas de tanmizaje es seleccionar aquellos
microorganismos termoresistentes para los cuales deben determinarse los
valores D. A fin de disenar una prueba de tanizaje deben tomarse en

cuenta la letalidad del proceso (F,) usada en la esterilizacién de
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rutina y el nimero de microorganismos esperados en un producto dado. A

continuacién se indica una forma de tamizaje.

a) Someta la solucién a un choque térmico por 10-15 minutos a 80-100 °cC
para eliminar las células vegetativas y para estimular la germinacién

de los microorganismos formadores de esporas.

b) Pase la solucién tratada por el choque térmico a través de un filtro
de nmembrana de 0.45 nicrdmetros. Incube aproximadamente la mitad del
£iltro en un nedic aerdbico apropiado y la otra mitad en un medioc para

anaerobios.
c) Se deben caracterizar los sobrevivientes con respecto al valor p.17
3. Tipo de medio de suspensién o acarreador.

Bl tipo de wmedlo de suspensidén o acarreader usado es una importante
consideracién cuando se determinan los valores D y Z dado que el
acarreadoy puede afectar significativamente la resistencia. Cuando se
validan cicles de esterilizacién para una solucidn parenteral dada, los
valcres D generalmente se obtienen inoculando las esporas en la
solucién en cuestién. Asimismo, para permitir las comp;raciones entre
difarentes lotes de indicadores biolégicos, los valores D generalmente
se obtienen en una solucién estdndar de referencia (por ejemplo Buffer

de Sorensen, agua destllada, etc.).
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4.8.4 Metodologia de laboratorio para determinar el valor D.

1. Se usa una suspansién gue contenga un numero conocido de¢ esporas
para inocular por triplicado muestras de la solucidn parenteral, tiras

de papel © acarreadores sdélides.

2, Son necesarios controles positivos para determinar el numero de
esporas en la suspensién a ser probada. El nudmero de esporas requerido
estard basado en el disefo experimental individual, pero generalmente

se encuentra en el orden de 10' a 107 esporas por muestra.

3. Exponga al mencs cinco muestras a la temperatura espacificada por

al menos tres intervalos de tiempa.

4. El nimero de sobrevivientes puede determinarse por cuenta de

colonias o por método de fraceién negativa, 17

4.8.5 Bstimacién del valor D por curvas de sobrevivencia.

1. cuando se determinan los datos de sobravivencia por las unidades
formadoras de colonias se genera una curva gemilogarftmica graficando
el logaritmo del numere de Sobrevivientes contra el tiempo de

calentaniento (U).
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2. Se obtiene una linea recta por regresién lineal de acuerdo al
siguiente modelo (esta ecuacidén asume una cinética de muerte microbiana
de primer orden):

y=a+bx

donde:

1

log)y del nimerc de sobrevivientes al tiempo x

" tienpo de exposicién
a = intercepto en y a tiempo 0

b = pendiente de la linea

Bl valor D es el reciproco negative de la pendiente.

4.8.6 Estimacidn del valor D por método de fraccién negativa.

1. Sa calientan al menos 10 nuestras que contengan el mismo numero de

organismos para cada intervalo de tiempo.

2. Después del calentamiento las muestras se incuban en un medic
adecuado a la temperatiura déptima de crecimiento del microorganismo por
un minimo de 7 dias. Se registra la fraccién negativa de muestras al

crecimiento.
3. Existen otros dos enfogues para la evaluacién de los datos:

a) El método NMP, y

b) Estimado de Spearman-Karber.
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a) Métode NMP (nuimero mds probable).

Cuando se emplea el método de NMP, los datos solo pueden andlizarse
cuando una fraccién de las pruebas es negativa.
E)l valor D se estima de acuerdo a la férmulat
D = U/lodyA - 10g)eB
Donde:

tiempo da calentamiento a la temperatura especifica.
= nimero inicial de organismos en cada prueba.
2.303 logpin/q)

= nimero total de replicaciones o pruebas.

C-I- -
n

= nimerc de replicaciones o pruebas negativas.

Se puede determinar un valor D a cada intervalo de tiempo de acuerdo a
la fdérmula anterior. El valor D promedico (la media aritmética de los
valores D individuales a diferentes intervalos de tlempo) debe

calcularse.
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b) Cuando se emplea el métode de Spearman-Karber, D se calcula de

acuerdo a:

D = 2,303 X / {06.57722 + 1n No)
Donde:

No = el nimero inicial de esporas en cada prueba
x
X =)ty ~ ty) (P - By
3
ty = tiempo de calentamiento
p; = proporcidén de tubos estériles a tj

Cuando los intervales entre tiempos de calentamiento son iguales, se

puede usar la siguiente ecuacién:

®
[

L3
t:kq-d/z-d;p;
3
d = intervalo entre tlempos de calentamiento.

ty = el primer intervalo de tiempo que muestra pruebas

negativas.
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4.8.7 peterminacién del valor z.

El valor Z de un microorganismo es una medida de como cambia 1la
rasistencia al calor con cambios en la temperatura. 7 se define como el
nimero de grados centigrados necesarios para cambiar el valor D en un
factor de 10. Es el valor Z el qua permite la integracidn del efecte
letal del calor confeorme la temperatura cambia durante las fases de
calentamiento y enfriamiento en un ciclo de esterilizacidén. El valor 2
es necesario para hacer los cdlculos que permitan comparar la letalidad
de esporas a diferentes tenmperaturas. Debe notarse que las
caracteristicas dea 1la solucién tales como pH, concentraciones de
electrélitos o carbohidratos pueden influlr los valores D y 2 da los
microorganismos. Los valores Z pueden determinarse come se describe a

continuacidn:

1. Determine el wvalor D de un organismo a un minimo de tres
temperaturas diferentes.

2. Construya una curva de nmuerte térmica graficando el logaritmo del
valor D contra la temperatura.

3. Dibuje una }inea recta a través de los puntos graficados. El valor
Z es el cambio en la temperatura para gue el valor D cambie por un
factor de 10 (o un cambio de 1 log). El valor Z también es igual al

reciproco negativo de la pendiente.
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4.8.8 suposiciones del valor Z.

Para propésitos de cdlculos de proceso involucra la resistencia de
microorganismos indigenas y es apropiado asumir un z = 10 °c. El valor
Z debe verificarse para los indicadores bioldgicos cuando el indicador
es usado para medir la letalidad integrada durante la validacién de un
ciclo de esterilizacién en autoclave de produccién. Pueden ocurrir
discrepancias entre los valores F, determinados por los termopares (en
donde se asume un 2 = 10 %) y los valores F determinados con
indicadores bioclégicos cuando el valor Z de los indicadores varia

significativamente de 10 °C.

4.8.9 Usc de los datos de biocarga, valores D y Z para calcular la
probabilidad de sobrevivencia y al valor ¥ minimo requerido para la
eaterilizacién.

Cuando se hacen cdlculos da proctesos, el valor usado para representar
la biocarga generalmente es el mdximo nimero de microorganiemos (cuenta
total por contenedor) encontrados en un producto dado. Sin enmbargo,
este es un enfogue conservador ya gue la poblacién entera no puede ser
de organismos esporulados. Cuando se enfrantan los efectos adversos de
una exposicién excesiva al calor, puede ser aceptable considerar la
biocarga como el numero midximo de bacterias formadoras de esporas en un
contenedor de producto. Los valores D usades en los cidlculos del
proceso generalmente son aguellos obtenides a partir de  los

microorganismos aislados del producto gue son mds resistentes. Este
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tanbién es un enfoque conservador, por gque considera que toda 1la

poblacién consiste de microorganismo mds resistente al calor.

El numero y resistencia de los mlcroorganismos nativos se requiere para
determinar el nivel de seguridad de esterilidad propercionado por un
ciclo de autoclave praviamente establecido o para determinar el valor F

requerido cuando se desarrolla un nuevo ciclo de esterilizacién
4.8.9.1 Determinacién de la probabilidad de sobrevivencia.

tuando se conoce el valor F, para un ciclo de esterilizacién 1a
probablilidad de sobravivaencia bacteriana se calcula con ayuda de 1la

siguiente ecuacidén.

logyg B = logyg A = Fo/Dypy

Donde:
B = probabilidad de sobrevivencia
A = biocarga del producto.
D = tiempo a 121 % para reducir la poblacién de los
microorganismos mas resistentes encontrados en el
producto o en el ambiente en un 90%

Fo = pminutoe equivalentes a 121 % (asumliendo % = 10 %)
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Ejemplo:

El Fo ninimo proporcionadec por un ciclo de produceién = 4 nin

(determinado previamente por termopares y/o indicadores bioldégicos)

A = Contenedor 1lleno con 100 esporas (determinadas previamente por

estudios de biocarga)
Dya3 = 0.4 minutos (la flora nativa mds resistente)

logyp B = 2 - 4/0.4 = - 8

B = 1x 1078 probabilidad de sobrevivencia.

4.8.9.2 Determinacién del valor Fo minimo requerido.
Cuando se determina la letalidad reguerida para un nuevo ciclo dae
esterilizacion, se deben conocer 1a bilocarga del preoducto, 1la
rasistencla térmica de la flora nativa y el maximo nivel aceptable de

sobrevivencia bacteriana. La siguiente férmula se emplea para

establecer el valor Fo minimo.

Fo = Dy (10930 A - 10G;0 B)
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Donde:

Fo = letalidad minima requerida; asumiendo 2 = 10 °%.
Expresada como el numero de minutos equivalentas en
tiempo a 121 °C que el contenedor mis frio en la carga
debe ser calentado.

B = nivel mdximoc aceptable de probabilidad de sobreviven-
cla que usualmente es detarminado por Control de Ca-
lidad.

A = Biocarga por ccntenedor.

Ejemplo:

B=1x 1206 ( 1 unidad en 1 millén puede contener

esporas sobrevivientes)
A = Contenedar con 100 esporas (segun estudio de biocarga)

D;23 = 0.5 minutos (establecido a partir de estudios de

rasistencia térmica en laboratorio).
Por lo tanto Po = 0.5 (2 - (-6)) = 4.0 minutos.

En esta ejemplo se ha establecido que al contensdor mds frio en el

‘autoclave debe recibir el eguivalente de 4.0 minutos a 121.1 Oc,
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4.8,9.3 Determinacisn del tiempo del proceso.

El tiempo del procaso de un cicle de esterilizacién reguerido para

impartir el P minimo requerido puede determinarse como Sigue:

a) Establecer la ubicacién del punto frio de la carga del autoclave por
medioc de termopares y ajustar el tiempo de esterilizacién tal que el
punto mds frio se encuentre a la temparatura del proceso duranta la
cantidad especifica de tiempo (4.0 minutos en el ejemple mencionado
anteriormente), Esto no considera la letalidad adicional recibida por
el producto durante las fases de calentamiento y enfriamiento del ciclo

de esterilizacidn.

b) Establecer el punto frio de la carga por medio de termopares y
ajustar el tiempo de esterilizacién de +tal manera que la latalidad
integrada en el contenedor mis frio es igual o mayor que el valor F

requerido. 17
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4.9 Corridas de validacién con desaffo microbiolésgico.

En la introduccidn de este trabajo se mencioné que existen dos formas
de abordar la aesterilizacién por wvapor: el enfoque de probabilidad de
sobrevivencia y el enfoque de sobremuerte. También se menciond que la
diferencia principal entre ambos es gque la probabllidad de
sobrevivencia se aplica a materiales termoldbiles, mientras gque el
enfoque de sobremuerte se aplica a materiales resistentes a la
temperatura. Existen otras diferencias entre ambos enfcques y astas son

al tema de este apartado.

4.9.1 Enfoque de probabilidad de sobrevivencia.

4.9.1.1 Indicadores biolégicos.

El propdésito de usar indicadores biolégicos al validar ciclos de
asterilizacién de materiales termolabliles es medir la letalidad del
proceso proporcionada por el ciclo de esterilizacidn. En muchos casos
los datos se van a usar para suplementar los datos de penetracién de
calor obtenidos por mediciones fisicas. También pueden usarse los datos
de los indicadores bilolégicos para apoyar les datos de penetracién de
calor al asegurar gque la probabilidad de que un microorganismo
sobreviva al proceso de esterilizacién es menor de 1076 (Ver figura

27).
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Figura No. 27 Indicadores bioldgicos.
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El tipo y numero de microorganismos usados como indicadores biolégicos
han sido principalmente el Cl. sporogenes y ¢l D. stearothermophilus.
Han sida elegidos principalmente por su relativamente alta resistencia
al calor. Sin embarge, es posible emplear otras especies de
mi.croorqnnismos como indicadores biolégicos siempre y cuando se realice
la calibracién de los mismos mediante los estudios de resistencla
partinentes. El numero y resistencia de la poblacién de esporas son los
criterios importantes cuando se selecclonan indicadores bioldgicos para

dasafiar ciclos de esterilizacién por vapor.

El nimero de esporas usadas para monitorear un ciclo de esterilizacidén
depende de la letalidad del procesc asperada (F,) y la resistencia del

microorganismo. La relacién ee describe por:
Fg / D32y = (log A ~ log B)

Donde:

log A = log B = log de reduccién de esporas

1) A fin de obtener una estimacidén exacta del valor F, proporcionado
por el ciclo del autoclave una proporcién de la poblacién de desaffo
debe sobrevivir, En segundo lugar, el nétodo de recuperacién va a
influir el numero de esporas regueridas como indicador bioldgico. Bl
método de fraccidn negativa es capaz de enumerar nimeros mds pequefios

de microorganismos que el método de cuenta en placa.

2) Como aproximacidn general, el niunmero de esporas requerido para cada

replicacién puede determinarse por Ng = 10,;—1(?0/!)121) cuando se emplea el
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wétodo de fraccién negativa. (N5 = ndmerc de esporas en cada

replicacién).

3) sl se usa el método de cuenta en placa para epumerar los
sobraviviantes, la cuenta inicial requerida puede estimarse por:
No = log ~LlUF/M2l-leg B gonde B = numero de scbrevivientes deseado para

cbtener una cuenta de scbrevivientes.

4) Los indicadcres bioldgicos se disefan para indicar si el cicle de
esterilizacién estd proporcionando suficlente letalidad para lograr una
probabilidad de 10°6® de sobrevivencia microblana con respecto a 1la
blocarga. A fin de lograr este propdsito los criterios de disefio para

el indicador biolégico pueden derivarse por:

D; (log Ny + 6) = Djp (log Ny + 1)

Donde:
Ny = La carga de microorganismos en el producto a esterilizar. -
Dg = El valor D del aislado mds resistente.
Ny, = Nimero de organismos en el indicador biolégico.

Dyp= Valor D del indicador bioldgico.

El nimero de microorganiemos a usarse en el indicador bioldgico puede

determinarse resolviendo para No.
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4.9.1.2 Procedimiento de uso de indicadores biolégicos.

1} Inocule el medio acarreador elegido con un volumen conocido de
suspension de esporas. E1 tipo de acarreador puede depender del
material gue se va a esterilizar. En el caso de soluclones, las esporas
deben suspenderse en contenedoras de prueba gque sean del nismo disefio y
llenos al mismo volumen que el producto que representan. El medio de
suspensién debe ser la solucidn parenteral que se esté validando. En el
caso de dispositivos o materiales s6lidos, las esporas pueden
inocularse sobre muestras del misme material en lugar de aplicarse

sobre todo el material.

2) Se deban correr controles positives para verificar que la cuenta

inicial es correcta.

3} tos estudios de desafio deben realizarse durante los estudios de
penetracién de calor. Cologua un minimo de 310 contenedores con
indicadores bloldgicos a través de 1la carga en el autoclave,

asequrindose gue el punto frio de la carga quede incluido.

4) El patrén de carga debe ser el mismo que se ha especificado para el

ugo normal.
5) Inicie el clclo de esterilizacién especificado.
6) Después del ciclo de esterilizacidén, recupere los indicadores

biolégices y al menos un indicador control negativao.
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7} Cada contengdor de pruchba debe filtrarse por membrana 0.45
micrémetros en un ambiente adecuadamente controlado. Las membranas
deben colocarse en el medio aproplado (agar o caldo) e incubarse a
temparatura Jéptima de crecvimiento por al menos 72 horas, Trate los

controles negativos en la misma forma gue las muestras tratadas.
8) Enumere las colonias en caso de cuenta en placa. Si se emplea el
método de fraccidn negativa registre la proporcién de cultivos que
muestren resultados positives o negativos.
Evaluacidn de resultados.
1} La letalidad del procese del ciclo del autoclave como puede medirse
por &1 uso da indicadores biolégicos se determina por la siguiente
ecuacidén:
Fi? = D% (log A - log B)
Donde:
th = yalor D del indicador biolégico previamente determinado.
A = numero de esporas de dasafio por contenedor.
B = numero de organismos de desafio que sobreviven por
contenedor. Cuando se colectan datos de fraccidn

negativa, B = 2.303 log(n/q) donde n es e] nimero total

de replicaciones negativas.
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2) Ejemplo utllizando resultados de fracéidn negativa. Supongamos:

is’:*-,j‘;o replicaci nes/luirréplicados negativos.

Entonces:

B = :2.303 {log 26/10) = 0.69 esporas/contenedor.

Fg = 1( 4 - (=0.159) ) = 4.2 minutos.
En el caso de que todas las replicaciones estén estériles, se puede
estimar un valor ¥ minimo asumiendo una replicacién positiva. Por
ajamplo, 81 se usan 10 replicaciones y todas son negativas, se puede
estimar un F minimo como sigue (suponga D = 1.5 minutos; A = 104

esporas por contenedor y B = 10 replicaciones/9 negativos).

B ~ 2.303 log 10/9 = 0.1054
log B = ~0.98

Entonces:

Fo= 1.5 ( 4 - (-0.98) ) = mds de 7.5 minutos
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3) Ejemplo usando resultados de cuenta de sobrevivientes. Suponga:
D = 1 minuto ( 2 = 10 °C)

A =1 x 10 § esporas/contenedor.

B = 1 x 10 2 esporas/contenedor.
Entonces:
Fo= 1 (6 - 2) = 4.0 minutos. 17
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4.10 Tratamiento de valores téoricos.

La informacién que se obtiene del trabajo de validacién debe incluir

los sigulientes aspectos.
4.10.1 Especificaciones:

A. Calibracion inicial de termopares, No deba haber temperaturas con
diferencia mayor de 0.5 ©C respecto al RTD en el termcpar de
referencla. No deberdn haber diferencias mayores a 0.5 ®C respecto al
tarmopar de referencia en’ los termopares de trabajo. En caso de gue se
encuentre una desviucién. mayor se corregird la anomalfa o se cambiard

al ternopar en cuestién.
En ningin caso se podran emplear menos de 10 termopares por estudio.

B. Distribucitén de calor en cdmara vacfa. Ninguna temperatura deberd
tenar una varlacidén mayor a +/- 2.5 °cC respecto a la temperatura

promedio en la cdmara.

¢. Distribucién de calor cédmara con carga. Ninguna temperatura deberd
tener una variacién mayor a +/- 2.5 °C respecto a la temperatura
promedio en la cédmara. En caso de exceder este limite se deberd
modificar la distribucién de la carga dentro de ia cdmara a fin de

facilitar la distribucidén del calor.

D. Penetracién de calor. A partir de los datos de bilocarga y de

resistencia térmica del microorganismo mds resistente calcule el valor
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Fo nminimo requerido y calcule el valor Fg minimo en el punto mds frio

de la carga, el cual debe ser mayor al valor F, minimo requerido.

B. bDesaffo microblolégico. Ninguno de los indicadores bioldgicos
tratados deberd mostrar desarrollo despuds de 48 horas de {ncubacién a
§5 9Cc y adiclonalmente el indicador bioldgico que se use come control
positivo deberd mostrar un crecimiento claro y blen definido después de

una incubacidén similar.

F. calibracién posterior de termopares. Ninguno de los termopares
debersd mostrar diferencias mayores a 0.5 9 cuando se realice 1la
calibracién a 121 °C. En caso contrario se invalidardn los resultados
que hublera generado el terxrmopar en cuestién, manteniendose 1la

condicidén de un minimo de 10 termopares.
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4.10.2 Tratamiento estadistico de valores teéricos. (andlisis de

variancia por bloques completes al azar).

Tabla No. XI

Calificacién de operacién (termémetro del autoclave)

T L 1

¥ 1
| Tilempo | ciclo1 ciclo 2 ciclo 3 | vy, | ¥y |
— ntn.—j °c — f {
I 15 f 121 ' 121 121 | 363 | 43923 |
] 18 | 122 121 122 | 364 | 4ste6 |
I 21 | 122 122 121 | 365 | 44409 |
| 24 1 122 121 122 | 365 ] 44309 |
B | 27 | 122 122 122 | 364 | 44166 |
] 30 | 122 122 122 | 366 | 44652 |
1 33 | 122 123 121 | 364 | 44166 |
| 36 | 121 121 122 | 364 | 44166 |
1 39 | 2122 122 121 | 365 | 44409 |
| 42 ] 122 122 122 | 2366 | 44652 |
'| 45 | 122 122 121 | 365 | 44409 |
f f —t )
1 Yy | 1338 1337 1336 | 4011 | i
C | i 1
(LY |162752 162509 162266 § | 487527 |
I | - [
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Andlisis de variancia.

¥ 1
] Fuente de gl sc [o.] F

| variacién _|
| ]
| Blogues 2 0.1818 0.0909 0.3529 |
| Tratamientos 10 2.8485 0.2848  1.1058 |
| Error 20 5.1515  0.2576 |
| Total 3z 8.1818 |
L |

F(10,20:0.005) = 2.35
Decisién: No exlste evidencla estadisticamente significativa de que las
temperaturas obtenidas durante la calificacién de operacién en el
periédo de exposicién sean diferentes (los ciclos transcurrierdn

homogéneamente) .
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‘fabla No.XII

Andlisis de variancia de los dates de estudio de distribucién de

calor en cémara vacia.

4 Ll T 1 L
| T | ciclo1 °%¢ ciclo 2 9%  ciclod % | y;, I v244

—t : ~— —
2 122,11 121.51 121.77 | 365.39 |4a503.4651 |
| 2} ’izz.z{-, 121.76 121.80 | 365.77 |44596.0217 |
l _: '[‘1;2?.30 ' 121.92 121.85 | 366.07 [44669.1989 |
| -4 ] -122.29 122.09 121.97 | 366.25 [44713.0451 |
[ s f— 122.19 122.21 122.06 | 366.46 |4a764.3238 |
| s | 122.33 122.31 122.17 | 366.81 [44849.8739 |
|- 7 } 122.29 122.40 122.32 | 367.01 |4aB98.7865 |
| 8 | 2a22.29 122.33 122.26 | 366.88 |44866.9806 |
| 9 ) 1z2.39 122.25 122.17 | 366.81 |44845.8835 |
| 10| 122.19 122.17 122.14 [ 366.5 [44774.0846 |
| 11| 122.40 122.07 122.06 | 366.53 |447a1.4885 |
| 12} 122.31 121.98 121.99 | 366.28 |44720.4166 |
—t - —+
I vy 1467.2 1465 1464.56 | 4396.76 | |
L 1 ] —4 {

v2;41179389.7398  178852.818  178745.011 |536987.5688

| T 3 T
I
L i
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Andlisis de variancia.

T . i
|Fuente de '

| Tatal 3s 1.49944

|
| variacién. gl sc .CH F |
= , : ]
|Bloques 2 0.33344 0.16672 11,39 |
|Tratamientos 11 0.84397 ~ 0.07673° ' 5,24 [
| Error 22 0.32203 ©  0.01464 : i
Lo !
]

Fy(11,22:0.05) = 2.30

Becisién! Exjste evidencia estadfsticamente significativa de que las
temperaturas medias obtenidas en cada termopar en las corridas son
diferenteas.

Hay diferencias reales entre las medias de los tratamientos.

Esto demuestra que hay puntos con diferentes temperaturas en un mismo
ciclo ¥y que en un mismo punto del autoclave hay diferentes temparaturas
en les tres ciclos.

Paro como las temperaturas son mayores a la de esterilizacién, la carga

si se esta esterilizando.
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4.10.1 Emisién del reporte de validacidn.

El reporte debe incluir lo siguiente:

1.
2,

3.

5

6.

9.

10.

11.

12

13.
14.
15,

16.

Reporte de calificacién del autoclave.

Procediniento de operacién del autoclava.

cCertificado de calibracidén, vigente, del microprocesador y
anexos.

Protocolo de validacién del proceso de esterilizacién por vapor.
calibracidn previa de los termopares.

Hoja de reporte del ciclo de distribucidn de calor con cdmara
vacia.

Hoja de reporte del ciclo de distribucidén de calor con cdmara
con carga.

Hojas de reporte de los ciclos de penetracién de cmlor con carga.
certificado de los indicadores bioldgicos.

Reporte de control de Calidad sobre la incubacién de indicadores
biolégicos.

Reporte del F, en punto frio y caliente en ciclos de penetracién
de calor en cdmara con carga,

Registros graficos del microprocesador de datos para todos los
estudios.

Calibracién final de los termopares.

Andlisis de variancia para establecer reproducibilldad del ciclo.
Observaciones.

conclusiones.
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4.10.4 Condiciones para la revalldacién.

Se deben ejercer controles adecuades para asegurar gue el eguipe y
pracesc no han cambiade lnadvertidamente, gue el proceso se desempefia
apropladamente, y que el producto estd consistentepente sujeto al F,
deseado durante cada clcle rutinario. Esto se logra comunmente por las

siguientes medidas.

1. No dehen modificarse el equipo, el proceso o los procedimientos
operativoe sin previa evaluacién y pruebas indicsdas para asegurar gue

el proceso permanece bajo caontrol.

2. Los registros rutinarios del proceso son revisados para asegurar gue

cada carga ha sido sometida al proceso especificado.

3. Se realiza convencionalmente la prueba de eterilidad al producto
terminado, aunque la industrla reconoce que los planes de nuestreo son,

an esencia, inadecuados para detectar bajos niveles de no esterilidad.

4. Se puede usar un monitoras rutinario de la temperatura de la carga
con un sensor de temperatura dentre de una unidad del producto para

medir el Fy proparcionado en sitios seleccionados en la carga.
5. Se debe monitorear rutinariamente la biocarga del productoe cuande la

validacién del procesc se base en la blocarga y no en el enfogue de

saobrenuerte.
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Revalidacién

Perlédicamente, se deberdn recalibrar los instrumentos del autoclave
para asegurar medidas continuamente exdctas. Ademds, el sistema del
autoclave debe estar sometido a pruebas de calificacién de desempéio
limitadas para verificar que el procese permanece adecuadamente

controlado. 26

Debe planearse una calificacidn sencilla a efectuarse periédicamente
para verificar de manera continua la ausenclia de cambios indeseables

que pudieran pasar inadvertidos.

El lapso de tiempo entre revalidaciones debe justificarse en base a las

caracteristicas del proceso de manufactura.

Para ello debe efectuarse la recalificacién del equipo y del proceso a
log intervalos da tiempo fijados, aplicando tanto los métodos de

ingenierfa como los microbiolégicos.

Las recalificaciones pariédicas deben completarse mediante el andlisis
de la confiabilidad del proceso basado en los datos obtenidos durante

la actividad rutinaria de produccién.
Tanbién debe planearse una calificacidn sencilla siempre que se realice

una modificacién en el equipo para demostrar que el proceso de

asterilizacién no ha sido alterado.
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Las modiffcaciones del equipe gue tienen ur efecto significativo en el
proceso de esterilizacidn o en la funcionélidad del producte requerirdn

estudios de calificacién adicianales.

Camblos o substituciones en el aguipo por mantenimiento empleando
partes lgumsles o equivalentes no ameritan raecalificacién, excepto si se
refiere a componentes elevtrénicos o de control. En este Ultinmoe caso
tanbién puede abolirse la recalificacidén, si se demuestra la ausencia

de efectos significativos.

Después de una recalificacidén, también debera efectuarse una
recertificacicn, 39
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5.0 CONCLUSIONES .

l.- La validacién de proceses es necesarla ya gque la industria
farmacéutica mexicana tiene dque producir con mias calidad y eficiencia,

para poder competir en el TLC.

2.- [a finalidad de 1la valldacién de procesos de esterilizacién por
vapor es la de tener un conocimiento wéds profundo y un mejor control

del proceso de esterilizacisén.

3.- La validacién debe comenzar con la redaccién de un protococlo de
validacién en el que se plasmen la finaildad, alcances, limitaciones,
forma de realizacién, criterios de evaluacién y apoyos necesarios

(metrologia, microbiolegia, estadistica, computacidn, etc.).

4.- El conocimiento del proceso que sigue el producto, de la flora
mpigrobiana gQue comunmente se encuentra en el producto, del enfogue
utilizado y de las capacidades del equipo daridn la pauts para fijar las

condiciones del proceso que aseqguren la esterilidad.

S§.- Ppara ayudarnos a realizar el trabajo de wvalidacion debemos
contemplar la realizacién de los siguientes estudios: calibracién de
instrumentos de medicién, calificaclién de instalacién y operacidn del
autoctave, distribucién de calor en cdmara con y sin carga, penetracién
del calor en la carga, asf copo los estudlos con desafio microbioldgico
que demuestren gue las condlclones establecidas del proceso, asi como
el equipo son adecuados y suficientes. <Cada estudic de los

anteriormente mencionados aporta informacién, por lo que no se puede
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decidir arbitrariamente eliminar o posponer la realizacién de alguno de

ellos.

6.- Cuando dichos estudios se han reslizado bajo la metodologia y con
la escrupulocidad necesarias, se han documentado este conjunto de
evidencias en un reporte y se han obtenido resultados satisfactorios
se esta en posibilidad de afirmar que nuestro proceso es eficiente,
reproducible y que nuestros productos son confiasbles, y adecuados, para

ser administrades a un paciente.

7.~ En esta gufa se ha propuesto la metodologfa y resumido los

conceptes de la validacién del proceso de esterilizacidén por vapor.
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