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| Fesumen Q.

Se validé el proceso de llenado aséptico de
preparados oftalmicos de un laboratorio farma-
céutico nacional a través de las pruebas de es-
terilidad, control fisicoquimico y control del area
estéril a lo largo del proceso, para lo cual se esta-
blecié un diagrama de operaciones con los pun-
tos criticos a controlar en 3 etapas principales:
etapa previa del proceso de manufactura, etapa
de fabricacion y etapa de envasado. En el anali-
sis de la etapa previa al proceso de manufactura
se determind la conformidad mediante un control
del medio de cultivo, del agua purificada con ca-
racteristicas fisicoquimicas de pH entre 6,61 a
6,64, conductividad de 0,82 a 0,86, ausencia de
sustancia oxidables y de microorganismos. Por
otro lado, en la etapa de fabricacion se determiné
la conformidad mediante un analisis del produc-
to a granel de caracteristicas fisicoquimicas de

\ Abstract Q.

This research aimed to validate the aseptic filling
process of national laboratory ophthalmic prepa-
rations. Testing sterility through of the physico-
chemical monitoring and the control sterile area
along the process was performed, for which it
was realized a diagram of operations with critical
control points in three main stages, the previous
stage of the manufacturing process, the manu-
facturing stage, the filling stage were established.

peso especifico de 1,01404, pH de primeras uni-
dades envasadas de 7,2322 y microorganismos
por debajo de 10 UFC/mL, control ambiental, de
superficies y del personal del area que estuvo
dentro de las especificaciones. Finalmente, en
la etapa de envasado se determiné la conformi-
dad mediante un analisis del producto envasado
de caracteristicas fisicoquimicas en 21 puntos
de muestreo de peso especifico de 1,01345, pH
de 7,22952, envases herméticos y esterilidad de
5000 unidades envasadas, un control en valvulas
criticas con resultados de esterilidad, un control
ambiental, de superficies como del personal del
area que se determiné dentro de especificacion.

Palabras clave: Llenado aséptico, esterilidad,
control fisicoquimico, control microbiolégico.

In the analysis of the previous step to the manu-
facturing process was determined the complian-
ce by control of the culture medium, the purified
water with physicochemical characteristics of pH
between 6.64 to 6.61, conductivity from 0.82 to
0.86; absence of oxidizable substances and mi-
croorganisms; besides, in the step of manufactu-
ring the conformity was determined by an analy-
sis of the bulk of physicochemical characteristics
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of specific weight of 1.01404, of pH 7.2322, and
microorganisms below 10 CFU/mL, environmen-
tal control, surface and personnel of the area
was within specification; finally, in the filling step
compliance was determined by analysis of physi-
cochemical characteristics in 21 sampling points
specific weight of 1.01345, pH of 7,22952, her-
metically sealed bottles and bottles filled sterility
5000, a control valves critical with results of steri-
lity, environmental control, surface and personnel
area which was determined within specification.

Keywords: Aseptic filling, sterility, physicochemi-
cal control, microbiological control.

INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
Food and Drug Administration (FDA), Internatio-
nal Organization for Standardization (ISO) y la
Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH)
proveen requerimientos técnicos para el registro
de farmacos para el uso humano, y ademas de
procesos criticos para la manufactura de medica-
mentos, los cuales deben ser validados y contro-
lados en el tiempo. La significancia de validar los
procesos de manufactura y sistemas de apoyo
critico es para la obtencion de un producto final
de calidad, seguro y eficaz para el paciente *2.

La FDA define a la validacion como el estable-
cimiento de evidencia documentada que propor-
cione un alto grado de aseguramiento de que un
proceso especifico genere consistentemente un
producto cumpliendo con sus especificaciones
predeterminadas y atributos de calidad 2, por
lo que, segun cada compania farmacéutica, se
debe identificar qué trabajos de validacion son
necesarios para demostrar que se controlan los
aspectos criticos de un proceso en particular 4 5.

La validacion de un proceso aséptico consiste
en usar un medio de crecimiento microbioldgico
nutritivo en lugar del producto que se esta ma-
nufacturando, simulando que el proceso se en-
cuentre bajo control. Esto incluye la exposicion
del medio de crecimiento microbioldgico a super-
ficies de contacto del producto dentro del equipo,
sistemas de cierre del envase, ambientes criti-
cos, ¥ manipulaciones del proceso para simular
estrechamente la misma exposicion a la cual el
producto es sometido; el medio de cultivo mues-
treado es incubado para encontrar una posible
contaminacion microbiana en el proceso 67,

El proceso llenado aséptico (PLLA) es un punto
critico a controlar en procesos donde las condi-
ciones microbiolégicas ambientales son contro-
ladas muy estrictamente (ambientes de condicio-
nes de grados A y B, como también en menos
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intensidad los de grado C) y del producto ma-
nufacturado presentan grado estéril, por ello se
debe poseer un sistema de calidad que pueda
controlar los diversos procesos criticos que afec-
ten la integridad del producto 8 ® 10.1.12,

En este sentido, la reglamentacion peruana, de
Buenas Practicas de Manufactura (BPM), repre-
sentada con la Direccién General de Medica-
mentos, Insumos y Drogas (DIGEMID) exige que
los laboratorios farmacéuticos que manufacturan
productos estériles posean procesos de llenado
aséptico validados; es por ello que los laborato-
rios cuentan con un programa anual de valida-
ciones que demuestran el cumplimiento de estu-
dios, para que la planta se encuentre apta para
su funcionamiento ° °.

La calidad de un producto farmacéutico esté-
ril debe asegurarse completamente, esto para
cumplir con las exigencias de las autoridades
sanitarias y sobre todo para brindar un producto
confiable a la poblacion. Es asi, como la valida-
cion de procesos se hace indispensable para el
aseguramiento de la calidad de los insumos far-
maceéuticos siendo uno de los soportes que ase-
guran la calidad del medicamento y con ello la
salud del consumidor.

El presente estudio tuvo como finalidad validar el
proceso de llenado aséptico de preparados oftal-
micos mediante los siguientes controles: esterili-
dad, fisicoquimico y area estéril.
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MATERIAL Y METODOS

El material de trabajo que permitio validar el PLLA fueron las instalaciones de la linea estéril
que posee el ambiente de fabricacion y envasado.

El disefio de la metodologia utilizada se describe en la figura 1, en el cual se utiliza un dia-
grama de operaciones de un proceso (DOP) simulado ', siendo necesario implementar
para dar inicio a la manufactura de preparados oftalmicos (ocuviales) de 0,5mL. EI DOP
se realizd por triplicado, en tiempos diferentes y con operarios variados segun personal
disponible.

Simulacién del proceso de
Actividad manufactura, por triplicado
principal (repetitivo), con medio de
cultivo nutritivo,

VALIDACION DEL
PROCESO DE
LLENADO ASEPTICO

Elaboracidén del protocolo de
validacion

Puntos que se evalud a
cada proceso simulado

P,
Se determind la presencia de Se determind el control Se determind el control
particulas microbiologicas fisicoquimico ambiental, de superficies
viables (esterilidad) criticas y del personal

Fig. 1: Disefio de validacién del PLLA
Fuente: Elaborado por el autor.
Leyenda: P: Indica los puntos que fueron evaluados en el estudio.

Los puntos criticos a controlar durante el PLLA se basan en la determinacion de esteri-
lidad, del control fisicoquimico y del control del area estéril (cuadro 1), de acuerdo a los
parametros establecidos por la United State Pharmacopeia (USP) en su version 38.

El desarrollo estadistico consistié en recopilar toda la informacion obtenida en las distintas
pruebas, para determinar la validez y significancia de los resultados en los ensayos, y se
comparé con las especificaciones planteadas '3 4,
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Cuadro 1: Puntos criticos a controlar en PLLA.

Etapa del proceso

Puntos criticos a controlar

Etapa previa al proceso
de manufactura

Control del medio de cultivo:
- Promocion de crecimiento

Control del agua purificada:
= Aspecto

- pH

= Conductividad

- Microorganismos

Etapa de fabricacion

Control del producto a granel

—  Aspecto

- Peso especifico

— pH {primeras unidades envasadas)
— Biocarga

Control del drea:

- Control ambiental (por sedimentacion)

- Control de superficies { por placa de contacto)

- Control del personal: placa de contacto, ingreso y salida del drea

Etapa de envasado

Control del producto envasado:

Puntos de muestreo fisicoquimico (21 puntos):

= Aspecto

- Peso especifico

- pH

—  Hermeticidad

Puntos de muestreo microbioldgico (3000 unidades):
— Esterilidad

Control de esterilidad de producto residual en valvalas criticas:
- Wilvula de salida de producto del tanque de fabricacion.

- Wilvulas de ingreso de producto a magquina BFS 624,

- Wilvula de ingreso de producto al buffer tank de BFS 624,

- Wilvula de salida de producto del buffer tank de BFS 624,

Control del sirea:

= Control ambicntal (por sedimentacion)

= Control de superficies (por placa de contacto)

= Control del personal: placa de contacto, ingreso v salida del drea.

Fuente: Elaborado por el autor.
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RESULTADOS

1. ETAPA PREVIA AL PROCESO DE MANUFACTURA

Tabla 1: Determinacion de promocion de crecimiento del medio de cultivo TSB
del PLLA frente a especificacion de ente regulador.

Especificacion Resultado por N* de
Microorganismo
{segiin USP 38) envase

Candida albicans

Bueno o muy bueno Muy bueno
{Lote: 443-215)
Bacillus subtilis

Bueno o muy bueno Muy bueno
{Lote: 486-174)
Aspergillus brasiliensis

Bueno o muy bueno Muy bueno
{Lote: 392-139)

Dictamen Conforme

Tabla 2: Determinacion del control del agua purificada del PLLA frente a
especificacion reguladora.

Especificacidn Hesultados de agua
Parimetro (segiin USP 38) purificada

Liquido transparente Liquido transparente

Aspecto incoloro e inodoro incoloro e inodoro
6,64
pH 3.0a7,0 (IC: 6,5819 - 6,6892)
Conductividad Maximol,3 pSiem (L g_thﬁé 652)
Sustancias oxidables Ausente Ausente
Bacterias mesofilas Mo=100 UFC/mL 0 UFC/mL
Gérmenes patogenos y hongos Auscnte Ausente
Dictamen Conforme
Nota:

LS: Limite superior al95%
IC: Intervalo de confianza a 95%
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2. ETAPA DE FABRICACION

Tabla 3: Determinacion del control de producto a granel en la etapa de
fabricacion del PLLA frente a especificacion reguladora.

Resultados de fabricacion

Parimetro Especificaciin
Producto a granel
Aspecio l:1qu|do rarron Liquido amarillo transparente
amarillento transparente
Peso especifico B 101404
1,010 -1,020 IC: 1,01377 - 1,01432

T 3 73844
pH verificacion 11-73 IC: 7,3486 - 7,4203
pH primeras unidades 71-75 7,2322
envasadas ’ ’ IC: 7,2062 - 7,2582
Biocarga =500 UFC/mL < 10 UFC/mL
Bacterias mesofilos
Biocarga <50 UFC/MI < 10 UFC/mL
Hongos v levaduras

Dictamen Conforme

Nota: IC: Intervalo de confianza a 95%

Tabla 4: Determinacion del control ambiental de bacterias mesoéfilas,
hongos y levaduras en la etapa de fabricacion del PLLA frente a especi-

ficacion reguladora.

Mesdfilos Aerobios Hongos y Levaduras
(OMS reporte 45) (OMS reporte 45)
Clase C: =5 UFC/pl Clase C:=1 UFC/pl
Am hicn[{,‘ Pl.ll'l[.ﬂ df ase = P aca ase = p aca [}]c[am[}n
TuEstren LoteD10013 Lote010013
24H 48 H 9 H 120 H
1 =1 1 <1 I Conforme
2 <1 < | < | | Conforme
3 =] = | =1 = Conforme
Confi
Fabricacién 4 <1 <1 <1 <1 omiarme
5 <] <] | < | Conforme
f <1 < | = | < | Conforme
7 <] < | < | < Conforme

R AT RPIRI enero - junio 2015



Validacion del proceso de llenado aséptico de
preparados oftalmicos de un laboratorio farmacéutico

Tabla 5: Determinacién del control de superficies de bacterias meséfilas, hon-
gos y levaduras en la etapa de fabricacion del PLLA frente a especificacion
reguladora.

Mesofilos Aerobios  Hongos v Levaduras

(USP 38) {USP 38)

Clase C: =5 Clase C: =<2
Ambiente :Iunu: de UFC/placa UFC/Placa Dictamen

Aluestreo Lote010013 Lote010013

24 H 48 H 96 H 120 H
1 =1 1 < < | Conforme
2 < < < | < Conforme
3 < | < | < | < | Conforme
Fabricacion

4 < | < | < | < | Conforme
3 < < < <1 Conforme
6 < | <] <] < | Conforme

3. ETAPA DE ENVASADO

Tabla 6: Determinacion del control de producto envasado del PLLA frente a
especificacién reguladora.

Especificacion

Parimetro (segiin USP 38) Resultados
Aspecto Liguido marrdn amarillento  Liguido transparente incoloro ¢
transparente inodoro
Peso especifico _ 1,01345
1,010-1,020 IC: 1.01335 — 101354
pH 71-75 7,22952

IC: 7,22743 - 7.,23162
Hermeticidad

Envase Hermético Envases Herméticos
Esterilidad Estéril Estéril
Bacterias mesofilas
Esterili . .
sterilidad Estéril Estéril
Hongos y levaduras
Dictamen Conforme

Nota: IC: Intervalo de confianza a 95%
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Tabla 7: Determinacion del control de esterilidad del producto residual en

valvulas criticas del PLLA frente a especificacion reguladora.

Bacterias
) Hongos ¥ levaduras i
Vilvulas mesafilas Dictamen
{(USP 38 - Estéril)
{USP 38 - Estéril)

Salida de producto del angue 2 Estéril Estéril Conforme
Ingreso de producto a maguina BFS . » .

Estéril Estéril Conforme
624
Ingreso de producto al buffer tank

Estéril Estéril Conforme
de BFS 624
Salida de producto del buffer tank L o X

Estéril Estéril Conforme

de BFS 624

Tabla 8: Determinacion del control ambiental de bacterias meséfilas, hongos
y levaduras en la etapa de envasado del PLLA frente a especificacion regula-

dora.
Mesofilos Aerobios Hongos v Levaduras
(OMS reporte 45) {OMS reporte 45)
Clase C: =5 UFC/Placa Clase C: = 1 UFC/Placa
. Punto de
Ambiente M Dictamen
Muestreo Lote 010013 Lote 010013
24 H 48 H % H 120 H
| <1 < | <] < | Conforme
2 < | < | < | < | Conforme
3 < | < ] <] < ] Conforme
Envasado 4 < | < ] < | < | Conforme
5 < | < ] < < ] Conforme
6 1 | < ] <] Conforme
7 <1 <1 < | < ] Conforme

Tabla 9: Determinacién del control de superficies de bacterias mesoéfilas, hongos
y levaduras en la etapa de envasado del PLLA frente a especificacion reguladora.

Mesifilos Aerobios
{USP 38)
Clase C: =5 UFC/Placa

Hongos ¥ Levaduras

(USP 38)
Clase C: =2 UFC/Placa

Ambiente Punto de Dictamen
Muestreo Lote 010013 Lote 010013
24 H 48 H 9% H 120 H
| <1 < | <] <1 Conforme
Envasado 2 <] <] < | <] Conforme
3 | < | < | =1 Conforme
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DISCUSION

En la tabla 1 se evalud la promocion de crecimien-
to en los medios de cultivo TSB, obteniendo el ca-
lificativo de muy bueno, con un crecimiento rapido
entre las 24 y 48 horas, con abundante turbidez
de cepas como Bacillus subtilis, Aspergillus bra-
siliensis e inclusive levaduras como Candida al-
bicans, asimismo, este medio TSB nos permite la
recuperacion eficaz de microorganismos gracias a
su baja selectividad, debido a que no posee inhi-
bidores de ninguna clase y su formulacion incluye
sustratos de facil asimilacion metabdlica para los
microorganismos. En este sentido, se evidencia
que a nivel de industrias farmacéuticas, el medio
TSB es el mas adecuado en PLLA, ya que permite
un crecimiento eficiente de los microorganismos
aerobios mesdfilos (bacterias, levaduras y hon-
gos) que son de dificil crecimiento en medios no
selectivos, ademas es muy eficaz para la detec-
cion visual de crecimiento por turbidez gracias a la
claridad que posee & 73 74,

En la tabla 2 se detalla los controles fisicoquimicos
y microbiologicos determinados en los productos
en estudio cuyos valores promedio estan dentro
de especificaciones emitidas segun USP 38, Inter-
national Society for Pharmaceutical Engineering
(ISPE) — Water and Steam Systems y la validacién
del proceso de generacion de agua purificada ba-
sada en OMS reporte 39. Los puntos muestreados
del proceso de generacion de agua purificada son
conformes, tienen importancia en la manufactura
de preparados farmacéuticos, utilizado en el PLLA
simulado y que permite la disolucion uniforme del
medio de cultivo TSB en la etapa de fabricacion,
la limpieza del tanque y de las lineas estériles de
conduccion del producto 5181718 En |a tabla 3 se
observa el control de producto a granel, se com-
paran las especificaciones emitidas en el certifi-
cado del medio de cultivo por el proveedor Merck
KGaA respecto a los valores promedio obtenidos
en la etapa de fabricacion, obteniéndose un me-
dio con caracteristicas organolépticas aceptables,
un peso especifico de 1,01404 con un intervalo
de confianza de 1,01377 a 1,01432; datos que
se encuentran dentro de la especificacion plan-
teada. Asimismo, se obtuvo un descenso minimo
del pH de verificacién de 7,3844 realizado antes
de esterilizar el tanque respecto al pH de primeras
unidades envasadas de 7,2322 realizado después
de esterilizar el tanque, la esterilizacion es un fe-
nomeno térmico que desestabiliza las moléculas
por las temperaturas mantenidas, de 121°C en
un lapso de 20 minutos, generando la oxidacion
de ciertas radicales hidroxilos de las proteinas y
carbohidratos contenidos en el medio de cultivo;
de igual manera, se evaludé la biocarga microbia-
na, tanto de bacterias mesofilas como de hongos y

Validacion del proceso de llenado aséptico de
preparados oftalmicos de un laboratorio farmacéutico

levaduras, siendo menor a 10 UFC/mL, con la que
el medio de cultivo ingresa al tanque descartando
una posible contaminacion futura en la linea estéril
de producto. Por lo tanto, el dictamen de conforme
es sustentado por las caracteristicas fisicoquimi-
cas y microbiolégicas anteriormente sustentadas
respecto a las especificaciones planteadas segun
certificado del medio de cultivo y corroboradas por
lo requerido segun USP 38 garantizando las con-
diciones ideales del medio TSB como soporte de
crecimiento de los microorganismos 41617,

En la tabla 04 se obtuvieron resultados para el
crecimiento de bacterias mesofilas aerobias, hon-
gos y levaduras respecto al control ambiental de
fabricacion en un lapso de 24 a 48 horas, y 72 a
120 horas de incubacién de 30 a 35°C, respectiva-
mente. Se registré un maximo de 1 UFC/placa en
los 7 puntos de muestreos evaluados en el total
de lotes, cumpliendo con la especificacion de un
maximo de 5 UFC/placa segun OMS reporte 45,
y data histérica registrada en el control de calidad
del laboratorio. Los datos demuestran que el siste-
ma de calentamiento, ventilacién y aire acondicio-
nado, y control de limpieza de rutina realizado con
los desinfectantes Tego 2000, Jonclean e Hipoclo-
rito de sodio son eficaces para impedir la presen-
cia de bacterias mesofilas aerobias suspendidas,
hongos y levaduras en el ambiente originadas por
las turbulencias causadas por el movimiento de los
operarios, flujos de aire ocasionados por la presion
positiva al interior del ambiente demostrando que
el sistema mantiene un ambiente de clase C 8,

En la tabla 5 se muestran resultados del control de
superficies de bacterias mesdfilas, hongos y leva-
duras en el area de fabricacion en el que se obtuvo
lecturas menores a 1 UFC/placa, los cuales no son
significativos respecto a un maximo de 2 y 5 UFC/
placa segun especificacion de OMS reporte 45 y
USP 38. El crecimiento de 1 UFC/placa es debido
a una inadecuada praxis de cambio de vestimenta
en las esclusas. A pesar de que existen una se-
rie de factores relacionados al flujo de aire, entre
ellos, el contacto del personal con las superficies
(paredes, ventanas, equipos y piso), la limpieza y
rotacion de desinfectantes inadecuados, que pro-
mueven una posible contaminacioén, se indica el
bajo nivel de microorganismos que se mantiene
durante el proceso; por ello, se establece el dic-
tamen de conforme a los 6 puntos evaluados, lo
cual garantiza que las superficies se encuentran

bajo control y pertenecen a un clase de ambiente
C 10, 14, 15_

En la tabla 6 se observa el control de producto en-
vasado en que se compara las especificaciones
emitidas en el certificado del medio de cultivo por
el proveedor Merck KGaA respecto a los valores
promedio registrados; se obtiene un medio con ca-
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racteristicas organolépticas aceptables, un peso
especifico de 1,01345 con un intervalo de confian-
za de 1,01335 a 1,01354 el cual esta dentro de
la especificacion planteada. De igual manera, se
determind la hermeticidad de las unidades enva-
sadas en los 21 puntos de muestreo garantizando
en todo el proceso de envasado que las unidades
llenadoras de la maquina BFS 624 operaron efi-
cazmente proporcionando sustento fisico de her-
meticidad para la prueba de esterilidad posterior-
mente realizada 8 '3 15,

En la tabla 7 se determin6 el grado estéril en las
4 valvulas criticas de la linea de producto en los
3 lotes manufacturados las cuales fueron corro-
boradas visualmente frente a un control positivo
y corroboradas con una especificacion de estéril
planteada por la USP 38 tanto para bacterias me-
sdéfilas, hongos y levaduras; por ello se obtiene la
conformidad del analisis. ' .

En la tabla 8 se obtuvieron resultados para el
crecimiento de bacterias mesofilas aerobias, hon-
gos y levaduras respecto al control ambiental de
envasado en un lapso de 24 a 48 horas, y 72 a
120 horas de incubacion de 30 a 35°C; se regis-
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