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Resumen

Se ha disefiado y aplicado un protocolo de validacion para el proceso de esterilizacion de
radiofarmacos y materiales, mediante calor humedo para soluciones inyectables de
Pertecnetato de Sodio Tc 99m (placebo) y de materiales en cumplimiento de las buenas
practicas de manufactura de productos farmacéuticos. Se desarroll6 el ciclo de esterilizacion
establecido para cada carga, de acuerdo con los siguientes parametros: temperatura 121°C +
1°C, presion 15 + 0.5 psi y tiempo de exposicion de 20 y 15 minutos, respectivamente. Los
resultados en la prueba de penetracion con carga los valores Fy fueron mayores a 20 minutos
a 121 °C y para el desafio biologico, mediante indicadores bioldgicos (esporas de Bacillus
stearothermophilus) fue negativo en puntos mas frios, en tres corridas consecutivas. El
proceso de esterilizacion para cada carga y equipamiento ha quedado validado por cumplir
los criterios de aceptacion establecidos.

Abstract

A validation protocol has been designed and applied for the sterilization process of
radiopharmaceuticals and materials, with humid heat for sodium pertechnetate Tc-99m
injection solution (placebo) and materials, in compliance with good manufacturing practices
for pharmaceutical products. The sterilization cycle set for each load is developed, according
to the following parameters: 121 °C £ 1 °C (temperature), 15 £ 0.5 psi (pressure) and an
exposure time of 20 and 15 minutes, respectively. The results in the penetration test with
load, FO values were higher than 20 minutes at 121 °C and for the biological challenge by
biological indicators (Bacillus stearothermophilus) was negative in colder spots, in three
consecutive runs. The sterilization process for each load and equipment has been validated to
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meet the established acceptance criteria.

1. Introduccién

De acuerdo con las Buenas Practicas de
Manufactura de productos farmacéuticos
(BPM) los procesos de esterilizacion deben
ser validados. La esterilizacion por calor
himedo produce la letalidad de los
microorganismos mediante coagulacion de
sus proteinas celulares (ADN) en soluciones
acuosas y materiales termoestables y no
sensibles a la humedad [1]. Para controlar
este proceso debe tenerse en cuenta
parametros como la temperatura, presion y
tiempo en una camara de autoclave.

Cuando se esteriliza materiales termoestables
por el método de esterilizacion terminal, se
puede adoptar el proceso de sobremuerte
bacteriana (Overkill) para asegurar un nivel
de seguridad alto, independientemente del
nimero y la resistencia al calor de los
microorganismos en la carga [2,3]. Se
caracteriza por el valor F, (tiempo de
muerte), se encuentran valores altos de F
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pero solo se considera el valor minimo de F,
que es el que proporciona al menos una
reduccion de 12-log del microorganismo con
un valor D de un minuto a 121°C. Un célculo
rapido en base a la temperatura y tiempo seria
lograr un F, igual 12 minutos como minimo
en un proceso Overkill [4,5].

En el presente trabajo se ha disefiado un
protocolo de validacion del procedimiento de
esterilizacion por calor humedo para los
radiofarmacos (soluciones inyectables) y
materiales, sobre la base de principios y
conceptos basicos de validacion establecidos
en las guias de la USP y OMS [2,6]; asi como
experiencia en la tecnologia del proceso de
esterilizacion y areas limpias.

2. Metodologia

Para realizar la validacion del procedimiento
de esterilizacion terminal, previamente se ha
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desarrollado la calificacion de la instalacion y
operacion de cada equipo, cumpliéndose las
especificaciones del fabricante y del usuario.

Sobre la base de la calificacion anterior se ha
realizado la validacion del proceso de
esterilizacion por calor himedo, mediante la
elaboracion del protocolo de validacion de
tipo concurrente.

En la validacion del proceso de esterilizacion
por calor humedo de radiofarmacos y
materiales de partida empleados en la
fabricacion de los mismos, se realizaron las
pruebas de penetracion con y sin desafio
biologico para cada modelo de carga y
equipo, y se establecieron los criterios de
aceptacion para considerarlo como un
proceso validado, con las siguientes acciones
en dos autoclaves identificadas como Al y
A2.

2.1 Seleccion de la carga

La carga seleccionada es la denominada
“peor caso” para cada autoclave:

Autoclave horizontal (Al) con carga 1(Q1)

Radiofarmacos, soluciones inyectables:

~ 40 viales precintados con capacidad de 10
mL, se ha colocado solucion fisioldgica
como placebo del NaTcO4-Tc 99m, por la
alta tasa de dosis radiactiva del
radiofarmaco.

Autoclave vertical (A2) con carga 2(Q2):
Materiales para la  producciéon  de
radiofarmacos:

- 02 beaker de 500 cc con 110 unidades de
tapones llanos de clorobutilo, cada uno.

- 02 tapas de polipropileno para frasco.

- 02 frascos de 250 cc vacios.

- 01 caja metalica con filtro para gases y
conexiones de neopreno.

- 03 frascos c/tapa de 1000 cc con 1 L de
agua bidestilada, en cada frasco.

- 04 viales con tapon y precinto de aluminio
de 100 cc con 80 mL de agua bidestilada,
cada uno.

2.2 Prueba de penetracién con calor

himedo

Primera etapa: Para monitorear Ila
temperatura se coloco junto a la carga
maxima (peor caso) un minimo de 10
sensores de temperatura calibradas 'y
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verificadas (termocuplas), seguido de un
proceso de esterilizacion por tres veces
consecutivas, de acuerdo con el protocolo
establecido. Los puntos frios son detectados
en esta etapa.

Segunda etapa: Identificado el punto(s) mas
frio en la carga de la etapa anterior, se
procede a realizar el desafio microbiologico,
colocando indicadores bioldgicos
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953
en la camara de la autoclave junto a los
sensores ubicados en los puntos frios.
Nuevamente se realizd el proceso de
esterilizacion por tres veces consecutivas.

En esta etapa se evallio la resistencia térmica
del indicador bioldgico (IB), caracterizado
por el valor Fy, que se calculd en base a las
mediciones de temperatura/tiempo con la
siguiente formula:

[(B)
F; acumulado =Z (10 Z ) L

Doénde:

t: Temperatura en el instante de la lectura

T: Temperatura base (121 °C)

Z: Incremento de la temperatura requerido
para cambiar el valor de D en una unidad
logaritmica. Se asume el wvalor Z del
certificado de analisis del fabricante

L: Intervalo de lectura (en minutos)

a) Datos del indicador biologico utilizado
para el desafio microbiologico

IB: Esporas de Geobacillus
stearothermophilus ATCC 7953

Carga Q1

Marca: Sterikon Plus

Poblacion: 1 x 10° esporas /unidad
Fi21: 15 minutos (tiempo de muerte)
Carga Q2

Marca: MagnaAmp

Poblacion: 1.7 x 10° esporas / unidad
Fi21: 15.75 minutos (tiempo de muerte)

b) Datos del termometro digital multicanal
Carga Q1- Al

Marca Fluke modelo 2640A

Sensor: Termocuplas tipo T (TO1 al T15)
Carga Q2-A2

Marca Digi-Sense Modelo 92000-05
Sensor: Termocuplas tipo T (TO1 al T10)
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NO
Termocupla Carga Q1 -Al
Nivel principal — Adelante
16 viales precintados de 10 mL de
S1, S2, S5, S6, . . i
capacidad conteniendo suero fisiolégico
S7, 510, S11, .
como placebo, colocados en una bandeja
$12, 515

cribada cuadrada de acero inoxidable.

Nivel principal — Fondo

Distancia del sensor a la pared o piso 3.0 cm aprox.

S3, 54, S8, S9,
513,514

24 viales precintados de 10 mL de
capacidad con suero fisioldgico,
colocados en una bandeja cribada
circular de acero inoxidable.

Figura 1. Ubicacion de termocuplas y configuracion de la carga Q1, camara interna Autoclave Al.

No
Termocupla Carga Q2 -A2
Segundo nivel
s1 Frasco de 1000 cc con agua
bidestilada (1 L)
S2 Frasco 250 cc vacio
. S3 Frasco 250 cc vacio
- S4 Sin carga (control negativo)
S5 Frasco de 1000 cc con agua
bidestilada (1 L)
6 6 Frasco de 1000 cc con agua
bidestilada (1 L)
<10 57 Primer nivel
— Beaker de 500 cc con 110
- S7 tapones llanos
s8 Beaker de 500 cc con 110
59 58 tapones llanos
S9 Caja metdlica
Distancia del sensora la S10 4. Via|f§5 de 100 cc con agua
pared o piso 3,0 cm aprox. bidestilada (80 mL)

Figura 2. Ubicacion de termocuplas y configuracion de la carga Q2, camara interna Autoclave.

2.3 Plan de muestreo

Se colocaron indicadores bioldégicos —como
minimo— en los puntos mas frios detectados
durante las pruebas de penetracion de calor
en la carga respectiva. Especificaciones
técnicas:

a) Parametros del proceso de esterilizacion:

Carga Q1 -Al
Temperatura: 121°C + 1 °C
Presion: 15 + 0,5 psi
Tiempo : 20 min

Carga Q2 -A2

Temperatura 121°C+1°C
Presion 15+£0.5 psi
Tiempo 15 min

b) Controles fisico-quimicos:

Penetracion del calor Fy > 15 minutos
equivalentes a 121°C

¢) Controles microbioldgicos:

I.B. para la carga Q1 Sterikon Plus
I.B. para la carga Q2 MagnaAmp

Al término del periodo de incubacion de los
I.B. se interpreta de la siguiente manera:

- Indicador biolégico de color morado o
violeta, si vira a amarillo el resultado es
positivo y sin viraje el resultado es negativo.
- Control positivo, no se esteriliza y vira
a amarillo.
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- Control negativo, se esteriliza y sin viraje
de color (morado o violeta).

2.4 Método de analisis de la muestra

Los IB. esterilizados y no esterilizados
(Control positivo) son incubados entre 55°C a
62° C por 48 horas, en una incubadora
calibrada para la temperatura de incubacion,
segun instrucciones del fabricante. El 1.B.
marca Sterikon Plus no presenta control
negativo.

2.5 Criterio de aceptacion

El proceso de esterilizacion queda validado,
si el resultado de las tres repeticiones
(corridas) por cada prueba y carga esta
conforme a las especificaciones establecidas
y si el monitoreo térmico nos indica que el
proceso es reproducible.

3. Resultados y Discusion

Publicaciones acerca de la validaciéon del
proceso de esterilizacion por calor humedo
aplicado a las soluciones radio farmacéuticas
aun no han sido publicados; se conoce los
lineamientos y principios publicados por la
USP y OMS [2,6], pero como realizarlo

—Protocolo de Validacion— es propio de cada
fabricante en funcion del equipo y la carga a
esterilizar.

En la prueba de desempefio, se ha cumplido
con el ciclo de esterilizacion segin los
parametros establecidos para cada
configuracion de carga:

Para la carga Q1 en la autoclave Al;
temperatura de 121°C £ 1°C por 20 minutos a
una presion de 15,0 £ 0,5 psi, segin las
condiciones de operacion del equipo y
configuracion de carga, Figura 3; se
detectaron 2 puntos frios en las posiciones S1
y S11 (Tabla 1). Los valores Fy en la prueba
de penetracion con la carga Q1 fueron
superiores a 20 minutos siendo el limite
minimo de Fy 15 minutos acumulados para
121°C para el indicador bioldgico Sterikon
plus, Tabla 2. Los indicadores bioldgicos
ubicados en las posiciones S1 y Sl11
-sometidos a esterilizacion- no mostraron
crecimiento microbiano, el control positivo
-no esterilizado- vir6 de color morado a
amarillo como signo de crecimiento
microbiano (Tabla 3).

PRUEBA DE PENETRACION CON CALOR HUMEDOD
CARGA Q1 - AUTOCLAVE DE VAPOR A1

PARAMETROS DE PROCESO: 121"°C+ 1°C x 20 min
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i
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Figura 3. Monitoreo de la prueba de penetracion con carga Q1 — Autoclave Al.

Para la carga Q2, en la autoclave A2,
temperatura de 121°C £ 1°C por 15 minutos a
una presion de 15,0 £ 0,5 psi, segin las
condiciones de operacion del equipo y
configuracion de la carga, Figura 4; se
detectaron 4 puntos frios en las posiciones

22

S1, S5, S6 y S8, Tabla 4. Los valores Fy en la
prueba de penetracion con la carga Q2 fueron
superiores a 28 minutos siendo el limite
minimo de Fy 15.75 minutos acumulados para
121°C  para el indicador bioldgico
MagnaAmp, Tabla 5. Los indicadores
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bioldgicos ubicados en las posiciones S1, S5,
S6 y S8 —sometidos a esterilizacion— no
mostraron crecimiento microbiano; el control
positivo —no esterilizado— vird6 de color
morado a amarillo como signo de crecimiento
microbiano 'y el control  negativo
— esterilizado— no vird de color (Tabla 6).

Los valores de F, obtenidos en cada uno de
las posiciones estudiadas, en las 3 corridas
consecutivas, indican que el proceso de
esterilizacion brinda suficiente letalidad para
eliminar la carga microbiana potencialmente
presente en las soluciones inyectables de
radiofarmacos y materiales esterilizados.

Tabla 1. Prueba de penetracion con calor himedo con la camara llena, carga Q1.

Corrida Temperatura promedio °C, corregida, en cada posicién del sensor TeC|T°C
N° S1 | S2 | S3 S4 | S5 | S6 | S7 | S8 | S9 |S10 | S11 | S12 | S13 | S14 | S15 | max. | min.
1 |121.2|122.3]122.8|122.5(122.5|122.3|122.5({122.0{122.5|122.3(121.6({122.1|122.4({122.0{121.9|122.5{121.2
2 120.9]122.0|122.5(122.2{122.2|122.0{122.1|{121.6|122.2|122.0{121.2|121.6({121.9(121.5|121.3]|122.5|120.9
3 121.1122.1|1122.5{122.2|122.2|122.0{122.1|{121.7|122.2{122.1|121.2|121.6]121.9|121.6[121.3]|122.5|121.1
Especificaciéon técnica: 121°C + 1°C
+«+ Puntos frios en las posiciones S1y S11.
Tabla 2. Valor Fyen la prueba de penetracion con la carga Q1 — Autoclave a vapor Al.
Fo min
Corrida| equivalentes Fo minutos equivalentes acumulado a 121°C en cada posicion
N | acumilado TRl [ Foz | Fo3 | Fok | FoS | Fa | Fo7 | FoB | FoO [Fal0[Fall|Fal2|Fol3[Fol4[Fol5
1 20.44(29.39|33.24(30.52(30.85(30.09(31.08|24.88|30.81|29.35|23.77|25.56/29.46|26.10|25.18
2 >15min |21.02|30.25|34.31|31.62|32.04|31.45|32.18|25.88|32.14(30.22|24.81|27.14(30.74|27.29|25.42
3 21.74|32.43|36.43|34.11|34.51|33.84|34.65|27.79|34.56/32.26|25.72|27.67|30.59|27.67|26.05

Tabla 3. Resultados de los controles microbioldgicos para la carga Q2 — autoclave a vapor A2.

. Lectura del indicador biolégico
Corrida No
S1 S11 Control (+)
1 Negativo Negativo Positivo
Negativo Negativo Positivo
3 Negativo Negativo Positivo

¢+ Los LB. Sterikon plus fueron colocados en las posiciones S1y S11 (Figura 1).

PRUEBA DE PENETRACION CON CALOR HUMEDQ
CARGA Q2 - AUTOCLAVE AVAPOR A2

FARAMETROS DEL PROCESO 121°C £ 1°C X 15 minutos

g B

Temperatura 'C
2
E)

— —

Tlempo (kb

—=A

255

Figura 4. Monitoreo de la prueba de penetracion con carga Q2 — Autoclave A2.
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Tabla 4. Prueba de penetracion con calor himedo con la camara llena, carga Q2.

Corrida|Temperatura promedio °C, corregida, en cada posicion del sensor| T °C | T °C
N° S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 | S10 | max. | min.
1 120.7[120.8{121.2|120.9[120.7[120.7|120.8[120.7120.8|120.9 [121.3]120.0
2 120.7|120.8(121.1|120.8(120.7|120.6120.7 [121.0|120.8|120.9|121.3{120.0
3 120.7[120.8{120.91120.8[120.7|120.7120.7[121.1|121.4]120.8|121.5{120.0

Especificaciéon técnica: 121°C + 1°C

¢+ Puntos frios en las posiciones: S1, S5, S6 y S8.

Tabla 5. Valor F; en la prueba de penetracion con la carga Q2 — Autoclave A2.

Fo min
Corrida| equivalentes|Fo minutos equivalentes acumulado a 121°C en cada posicion
N | acumulado | 0 £ | Fo3 | Fo4 | Fo5 | Fob | Fo7 | Fo8 | Fo9 | Fo10
al121°C
1 28.5(39.3|43.2|40.7|29.5|29.3]|251|271]|37.7| 41.7
2 >15 min 28.5(38.7 414 |41.0|30.3|285|243[36.139.7| 414
3 29.1 38,5 [37.0|41.1|30.3]|29.3|27.2|37.7|444| 404

Tabla 6. Resultados de los controles microbioldgicos, para la carga Q2 — Autoclave A2.

. Lectura del indicador bioldgico
Corrida S4 Control
Ne S1 S5 S6 S8 ) Control (+)
1 Negativo | Negativo | Negativo | Negativo Negativo Positivo
2 Negativo | Negativo | Negativo | Negativo Negativo Positivo
3 Negativo | Negativo | Negativo | Negativo Negativo Positivo

+¢Los L.B MagnaAMP fueron colocados en las posiciones S1, S5, S6 y S8. El control negativo en la

posicion S4 (Figura 2).
4, Conclusiones

El proceso de esterilizacion por calor himedo
en las autoclaves Al para la carga Q1 y A2
para la carga Q2, cumplen con las
especificaciones y criterios de aceptacion
establecido en el protocolo de validacion.
Asimismo, no  presentaron  ninguna
desviacion durante el proceso de validacion
en las autoclaves Al y A2 para las cargas Q1
y Q2, respectivamente.

El proceso de esterilizacion por calor humedo
para las cargas Q1 y Q2 puede ser optimizado
porque se ha determinado valores F,
superiores al limite establecido en la USP (F,
> 12 min).

Los procesos de esterilizacion por calor
himedo aplicado a las soluciones de
Pertecnetato de Sodio Tc99m y a los
materiales por esterilizacion terminal queda
validado, para cada equipo y configuracion
carga, respectivamente.
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