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Optimizacion de métodos de control para la liberacién del producto inyectable *®FDG

Este trabajo final consiste en una revision de los metodos de control para la aprobacion
del producto inyectable *®Fluordesoxiglucosa.

Los métodos de control tanto del producto terminado como de materias primas, insumos,
procesos y controles ambientales en las celdas de produccion, estdn orientados a la
liberacion paramétrica.

Por eso la finalidad del presente trabajo es determinar los puntos criticos y ensayos que
nos permitan especificar la calidad microbioldgica del producto elaborado .El mismo se
Ilevo a cabo en la division control de calidad de la Planta de Produccion de Radiois6topos
del Centro Atémico Ezeiza, Argentina, entre el Martes 27 de Noviembre y el Miércoles 11
de Diciembre del 2012,
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1. INTRODUCCION

Desde el afio 2005, la Comision Nacional de Energia Atomica, comenzé con la produccion
de ®FDG, en la instalacién productiva Ciclotrén ubicada en el Centro Atémico Ezeiza.

Su implementacion desde el principio involucr6 optimizar un gran numero de parametros y
condiciones.

El producto 2-desoxi-2(**F)flior-D-glucosa solucién inyectable es un radiofarmaco
utilizado especificamente para diagnostico médico; por tratarse de una molécula de glucosa
(marcada en su posicién 2 con ®F), se logra una éptima biodistribucién; ademés , su
adecuado periodo de semidesintegracion permite realizar los estudios con una minima dosis
para el paciente.

La 2-desoxi-2(*®F)flaor-D-glucosa, conocida como **FDG,es un analogo de la glucosa,
como se muestra en la Figura 1.1.

HOH,C HOH,C

HO

2-desoxi-2(*8F)fltor-D-glucosa Glucosa
Figura 1.1 Forma estructural de la glucosa y su anélogo.

La molécula marcada penetra en el interior de la célula mediante un mecanismo de difusion
por medio de proteinas transportadoras de glucosa, para luego ser fosforilada dentro de la
célula por accion de la enzima hexoquinasa. Se transforma en FDG-6P, que no puede
metabolizarse y queda retenida en el interior de la célula, ya que la Unica forma que tiene de
abandonarla es mediante una desfosforilacion por accion de la enzima glucosa-6-fosfatasa,
cuya actividad es significativa en el higado, de forma de que la desfosforilacion se
desarrolla muy lentamente.

Por lo tanto dentro de un determinado tejido o por un por un proceso patofisioldgico, la
retencion y eliminacién de la '®FDG, refleja un balance entre las actividades del
transportador de glucosa, hexoquinasa y glucosa-6-fosfatasa.

Cuando se toma en consideracion las diferencias cinéticas entre el transporte y la
fosforilacién de la glucosa y de la 2-desoxi-2(*®F)flior-D-glucosa, ésta puede ser utilizada
para el estudio del metabolismo de la glucosa. En comparacion con la actividad de fondo de
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los tipos de oOrganos o tejidos especificos, las regiones con captacion de radiotrazador
disminuida o nula, reflejan el decrecimiento o ausencia de metabolismo de la glucosa. Por
el contrario las regiones de captacion incrementadas reflejan tasas de metabolismo
aumentadas.

En céancer, las células se caracterizan generalmente por poseer un metabolismo de glucosa
aumentado parcialmente atribuible a:

e Incremento de la actividad de los transportadores de glucosa
e Incremento de la tasa de fosforilacion

e Disminucion de la actividad de fosfatasa

e Alteracion dinamica en el balance entre todos estos procesos.

Sin embargo, el metabolismo de glucosa en células cancerosas como reflejo de la
acumulacién de ®FDG muestra una variabilidad considerable. Dependiendo del tipo de
tumor, el estadio y localizacién, la acumulacion de la ®FDG puede ser aumentada,
disminuida o ser normal. También los procesos inflamatorios pueden presentar una
variabilidad similar con respecto a la acumulacién de la **FDG.

La 2-desoxi-2(**F)fltor-D-glucosa es el radiotrazador més utilizado para efectuar estudios
de PET (Positron Emision tomography), empledndose para el diagnéstico de patologias
cerebrales, Gseas, hepaticas, pancreaticas, pulmonares, renales, dérmicas, tiroides, canceres
de pequefios conductos biliares, cancer de mama y metastasis de nodulos linfaticos,
axilares, carcinoma de colon y recto, y otros.

La ®FDG es una solucién acuosa estéril, adecuada para la administracién intravenosa.
Contiene no menos del 90,0 por ciento y no mas del 110,0 por ciento de la cantidad
declarada de *|F por ml a la hora indicada en el etiquetado. Puede contener agentes
conservantes y/o estabilizantes.
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2. DESARROLLO

A continuacion se describira el método de sintesis y purificacion de la 2-desoxi-2-
(*®F)fltor-D-glucosa.

e Paso 1. Obtencion de *°F.

El isétopo de nimero de masa 18 del FlUor se produce por irradiacion con protones
acelerados en el ciclotrén®, del isotopo de nimero de masa 18 del oxigeno, bajo la forma de
agua enriquecida en ese is6topo (H,™®0). El *°F se obtiene como ion fluoruro en medio
acuoso. La reaccion nuclear que se lleva a cabo se simboliza:

180 (p1n) 18F

El nucleo de *®F desintegra por captura electrénica (3 %) y emision beta positiva (97 %) al
nivel fundamental de 0 con un periodo de semidesintegracién de 109.726minutos®. La
particula beta positiva emitida (positrén, 0,6 MeV) se aniquila con un electron emitiendo
dos rayos gamma de 511 keV cada uno, en la misma direccion pero sentido opuesto.

El H,'®0 es alojada en un portablanco de Niobio cuya capacidad volumétrica del mismo es
de 2,5 ml, ubicada en la estacion de blancos liquidos del Ciclotrén. La irradiacion se realiza
con un haz de protones de energia de 16 MeV durante un periodo de 1 a 2 horas y
aplicando una corriente de 30 pA.

Una vez obtenido el ‘®F, se lleva a cabo la sintesis de **FDG. El *®F es enviado desde el
blanco ubicado en la sala de irradiacion hacia el médulo de sintesis, ubicado en el
laboratorio de produccidn, a través de una tuberia de teflon empleando un flujo de gas
Argon.

El mddulo de sintesis, mediante un programa computarizado, realiza todas las operaciones,
desde la retencion del *8F hasta la obtencién de *®FDG y su posterior dispensado a la celda
de fraccionamiento.

e Paso 2. Purificacion de (**F)F.

El (*3F)F producido por la reaccién nuclear mencionada en el paso 1, se separa del restante
H,'#0 usando una columna de intercambio anidnico. Los iones fluoruro se absorben en la
resina mientras que el agua enriquecida en *20 fluye a través de ella, siendo recogida en un
recipiente apropiado.

' Acelerador de particulas circular ubicado en el Centro Atémico Ezeiza.
? Table of Isotopes. Seventh edition. C. Michel Lederer and Virginia S. Shirley
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Para la elucion del F retenido se usa solucion de carbonato de potasio y acetonitrilo. Se
utiliza un catalizador de transferencia de fase Kryptofix® para transportar el fluoruro a la
fase organica, en la que se produce la reaccién de sintesis de *FDG.

En medio acuoso, cualquier especie con carga negativa tiene que estar acompafiada de una
especie de carga positiva. Esta ultima tiene la funcion de devolver la reactividad al fluoruro.
Kryptofix 222 es un éter corona al cual se une el cation potasio, evitando la formacion de
fluoruro de potasio.

e Paso 3. Preparacion de la sustitucion nucleofilica.

El agua no es un buen solvente para llevar acabo la reaccién de marcacion, ya que el
fluoruro posee un elevado poder de hidratacion en este medio. La solucion debe evaporarse
y secarse en forma cuantitativa para asegurarse de que no queda agua. El anion "OH
originado por la disociacion de agua compite con el anion F durante la reaccion y reduce
considerablemente el rendimiento de la reaccién de obtencién de *FDG.

El secado se realiza por medio de la destilacion azeotropica del agua con acetonitrilo. Para
eliminar los restos de agua, la destilacion va seguida de evaporacién al vacio.

e Paso 4.Sustitucion nucleofilica bimolecular (SNy).

En esta fase, se afiade al vaso de reaccion el precursor FDG: 1, 3, 4, 6-tetra-O-acetilo-2-
Otrifluorometanosulfonil-B-D-manopiranosa (Triflate manosa), disuelto en acetonitrilo. El
fuerte aniodn triflato (trifluorometano sulfonilo) es posicion C2 se sustituye en presencia de
Kryptofix 222 (que actua como catalizador) por F . Los grupos protectores (en posicion C1,
C3, C4 y C6) son grupos acetilo.

La reaccion de marcacion, la cual se esquematiza es la Figura 2.1, consiste en un ataque
nucleofilico bimolecular por parte del i6n fluoruro, sobre el triflate de una molécula de
manosa acetilada.

El i6n fluoruro sale de la columna de separacion aniénica como fluoruro de potasio,
desplazado por el anion carbonato.
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AcOH,C o] OAc AcOH,C (e} OAc
UF +° 0SO,CF
ion fluoruro 2~"3
W =
Aco™ \3802CF3 Aco™ 16
OAc OAc

1,3,4,6-tetra-O-acetilo-otrifluorometanosulfonil--D-manopiranosa

Figura 2.1 Reaccién de marcacion: Sustitucion nucleofilica bimolecular.
La reaccion tiene lugar a 85 °C durante 5 minutos.

Tras la sustitucion completa, el acetonitrilo tdxico debe retirarse cuantitativamente.
Nuevamente se emplea una destilacion seguida de evaporacion al vacio para la eliminacion
del solvente.

e Paso 5.Hidrolisis.

Se aplica hidroxido de sodio para eliminar todos los grupos protectores del producto de la
reaccion 2-¥fluoro-1,3,4,6-tetra-O-acetilo-D-glucosa. La reaccion ilustrada en la Figura
2.2 es un ejemplo de eliminacion de grupos acetilo mediante hidrdlisis basica, la cual tiene
lugar a temperatura ambiente. El producto de reacciones 2-desoxi-2- (**F)fltor-D-glucosa.

NaOH,H,0 -

Ac O\\\\‘\ E \\\\“‘- .
HO F
OAc OH

Figura 2.2 Hidrolisis basica

e Paso 6. Purificacion cromatografica.

Para separar la *®FDG de productos organicos derivados, K222, aniones fluoruros tras la
hidrolisis, se envia la solucion diluida en agua calidad inyectable a un tren de columnas de
resinas y agentes de purificacion cuya composicion y funciones se detallan a continuacion:
50WX8, retencion del agente criptante K222; AG 11 neutraliza el pH; Alimina: retencion
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de '®F libre; C-18 retencion de K222 y de posibles intermediarios orgénicos. En la Figura
2.3 se muestra un esquema de la columna para cromatografia liquida.

1 INGRESO
CARTUCHO
c-18
o
_} 1.5 g 50WX8
COLUMNA
SARA 7g AG11WX38
CROMATOGRAFIA
LiQUIDA
-
CARTUCHO
ALUMINA
2° CARTUCHO
c-18
| EGRESO
Figura 2.3

El producto 2-desoxi-2-(18F)fltor-D-glucosa purificada se transfiere, por medio de tuberias
de teflon, empleando gas Argon, a un batch estéril de 30 ml, que contiene solucién
isotonica. Ubicado en la celda de fraccionamiento, a partir del cual es fraccionado en viales
estériles y apirdgenos de 10 ml, de acuerdo a los requerimientos de numeros de dosis
solicitadas por los usuarios. Una dosis contiene una actividad calibrada en el laboratorio de
30 mCi, que equivale a unos 20 mCi en el destino del usuario (centros de medicina
nuclear).

En la Figura 2.4 se muestra el proceso de produccién de la **FDG.

Etapa l:
Irradiacion del blanco

Etapa 2:
Sintesis en forma automdfica

FEtapa 3: Z

Fraccionamiento en forma
semiautomdrica

Etapa 4: ‘\ ) ]

Embalajey envio de la
muuestra a control de calidad

Figura 2.4 Proceso de produccion de *FDG
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La muestra obtenida en la Etapa 4 consiste en una fraccion del producto final, la cual sera
analizada por el laboratorio de control de calidad. El objetivo de este andlisis serd dar la
aprobacion o rechazo del producto en funcion del cumplimiento o no de las
especificaciones.

Los requerimientos de calidad para la *®FDG se describen en las farmacopeas de cada pais
0 region: USP (United States Pharmacopeia), BP (British Pharmacopeia), EP (European
Pharmacopeia), CMC (Chemistry, Manufacturing and Controls dependiente de la FDA,
food and drug admnistration). Una farmacopea es una fuente de autoridad para el
aseguramiento de la calidad.

La Farmacopea Argentina es el libro oficial donde se prescriben las drogas, medicamentos
y productos médicos necesarios o Utiles para el ejercicio de la medicina y la farmacia,
especificando lo concerniente al origen, preparacion, identificacion, pureza, valoracion y
demas condiciones que aseguran la uniformidad y calidad de las propiedades de los
mismos. Se basa en las farmacopeas mencionadas anteriormente, y su confeccion y
actualizaciéon estd a cargo de la Asociacién Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologias médicas (ANMAT), la cual depende del Ministerio de salud de la Nacion.

A continuacion se listan los controles de calidad descriptos en la Farmacopea USP 34 a los
que hay que someter al producto final:

Anélisis Valores de aceptacion
Apariencia Solucién incolora, transparente libre de
particulas visibles
pH 45-175
Pureza radioquimica >90 %
Identificacion radioquimica Valor de Rraproximado : 0,4
Pureza radionucleidica >99.5 % de emision gamma corresponde
a *®F: 0,511 MeV, 1,022 MeV o Compton
Identificacion Periodo de semidesintregacion: 105-115
minutos
Pureza quimica Limite de Kryptofix <50 pg/ml
Disolventes residuales <0.04% de acetonitrilo, < 0.5% etanol y
< 0.5 % acetona
Esterilidad No se observa desarrollo de
microorganismos
Endotoxinas bacterianas <175 EU/V
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e Aspecto

En una campa radioquimica, con visor de vidrio plomado, se saca del blindaje, por
medio del uso de telepinzas, el vial conteniendo el producto *FDG. Se realiza la
inspeccion visual del contenido del vial.

Criterio de aceptacion: Solucion incolora, transparente libre de particulas visibles.

e Ensayos de identificacion

- Identidad radionucleidica: Su periodo de semidesintregacion, determinada con
el empleo de un sistema detector apropiado, es de 105 a 115 minutos. (ES
importante aclarar que el periodo de semidesintregacion sirve para identificar al
Fldor ya que el pico en 511Kev que se observa en el multicanal puede
corresponder a otros emisores de positrones).

- Identidad radioquimica: El valor de R; ‘°F-Fluordesoxiglucosa en el
cromatograma de la solucién de prueba se corresponde con el valor del
cromatograma de la solucion estandar, segun se obtienen en la prueba de pureza
radioquimica.

e Endotoxinas bacterianas.

Para la determinacion semicuantitativa de endotoxinas se recomienda el LAL Test:
ensayo del lisado de amebocitos de Limulus, también conocido como método de
Gel Clot. Es una técnica de coagulacién en la que el contenido de endotoxinas de la
muestra se determina por comparacion con una curva de concentraciones de
endotoxina conocida. Para mas detalles ver Capitulo 5 Anexo 1.En el capitulo 3.1 se
muestra un ejemplo de la aplicacion del procedimiento que se realiza en el
laboratorio de control de calidad.

e pH:entre4d5y75

e Pureza radioquimica

Tanto el *8F libre como *®FDM (fldor deoxi manosa) pueden obtenerse al fin de la sintesis
si la temperatura de reaccion no es la adecuada.
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Solucion estandar- Disolver 10 mg de ER Fluodesoxiglucosa patrén en 100 ml de
acetonitrilo y agua (95:5). (El ER Fluodesoxiglucosa patron que se especifica en esta
prueba es 2-desoxi-2-fluoro-D-glucosa no radiactiva de peso molecular 182,15).
Solucion de prueba- Emplear la inyeccion

Procedimiento- Aplicar un volumen de inyeccion, diluido adecuadamente para obtener
una tasa de conteo adecuada para el sistema de deteccion de radiactividad empleado, en
una placa para cromatografia en capa delgada con gel de silice activado. Aplicar
aproximadamente 10 ul de la solucidn estandar a la misma placa cromatogréfica.
Desarrollar el cromatograma con una fase mdvil constituida por una mezcla de
acetonitrilo y agua (95:5) hasta que la fase movil haya recorrido aproximadamente tres
cuartos de la longitud de la placa. Retirar la placa y dejar que el cromatograma se seque.
Determinar la distribucion de radiactividad mediante barrido del cromatograma con un
detector de radiacion colimada. Determinar la ubicacién de la Fluodesoxiglucosa
rociando la placa cromatogréafica con acido sulfdrico 2N y calentando la placa a 110°
durante 10 minutos. El valor de R; de la *®F —Fluodesoxiglucosa se corresponde con el
valor de la solucién estandar (aproximadamente 0,4); la radiactividad de la *F —
Fluodesoxiglucosa no es menor de 90 % de la radiactividad total del mismo. En la
Figura 2.5 se muestra una foto de la mesada de trabajo:
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Figura 2.5 Mesada de trabajo para realizar la cromatografia. Hay que tener presente las normas de proteccion
radioldgicas.

e Pureza radionucleidica.

La impureza **N proveniente de la reaccion 20 (p,) **N puede detectarse si no se utiliza la
purificacion previa del *3F por intercambio aniénico.

Consiste en conocer la fraccion porcentual de radiactividad del '|F de la preparacion
radiofarmacéutica en relacion a su radiactividad total. Con un espectrometro de rayos
gamma adecuado (detector de Germanio Hiperpuro), contar una alicuota de la inyeccion
durante un periodo de tiempo suficiente para obtener un espectro gamma. Analizar el
espectro gamma resultante para identificar la presencia de fotopicos no caracteristicos de
las emisiones de ‘®F. No menos del 99,5 % de las emisiones gamma observadas deben
corresponder a 0,511 MeV, 1,022 MeV o a dispersion Compton.

e Pureza quimica

Se basa en la determinacion cualitativa y cuantitativa de productos quimicos presentes en la
composicion de los radionucleidos y/o radiofarmacos.

- Limite de aminopolieter (Kryptofix)

Este compuesto empleado como catalizador en la sintesis de **FDG, no debe estar presente
en el producto final dado que causa apnea y convulsiones.

Se realiza un ensayo rapido y sencillo para su identificacion. EI mismo consiste en sembrar
en una capa de 0,25 mm de gel de silice para cromatografia, una gota de la inyeccion y una
gota de solucion patron de Kryptofix. Colocar la placa en una camara que contenga
cristales de yodo, para revelar la mancha en el punto de siembre de la solucion patrén. El
resultado del ensayo es negativo (es decir, el producto final no presenta Kryptofix) si hay
ausencia de mancha en el punto de siembra de la inyeccion. Si ocurre lo contrario, el
resultado es positivo. Si se presenta una situacion dudosa se procede de la siguiente
manera:

Absorbente: Capa de 0,25 mm de gel de silice para cromatografia. Solucién de prueba:
emplear la inyeccion. Solucion estandar: Disolver una cantidad, pesada con exactitud, de
ER compuesto Kryptofix sigma, en solucion salina SR para obtener una solucion cuya
concentracion sera de 25 pl/ml. Volumen de aplicacion: aproximadamente 1 pl. Fase
movil: una mezcla de metanol e hidroxido de amonio al 30 %.

Procedimiento: Colocar la placa en una cdmara que contenga cristales de yodo. Desarrollar
la placa hasta observar una mancha en el cromatograma de la solucion estandar: el tamafio
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y la intensidad de la mancha obtenida a partir de la solucion de prueba no excede el tamafio
y la intensidad de la mancha obtenida a partir de la solucion estandar.

e Disolventes residuales

Solucién estandar- Preparar por separado soluciones acuosas de acetona, acetonitrilo y
alcohol deshidratado con concentraciones conocidas de 0,1 %, 0,01 % y 0,1 %
respectivamente.

Solucion de prueba- Emplear inyeccion.

Sistema cromatografico- Equipo: cromatografo gaseoso; Detector: ionizacién en llama;
Fase estacionaria: G 16 quimicamente estructurada de 0,25 pum; Fase mdvil: gas helio, que
fluye a una velocidad de 10 ml por minuto.

Procedimiento- Programar el cromatografo de la siguiente manera: gradiente de
temperaturas, inicialmente a 40 ° C durante 2 minutos, luego aumentarla a una velocidad de
20 ° C por minuto hasta 130 ° C durante 5,5 minutos. Mantener la temperatura del inyector
y del detector a 250 © C y 300 ° C respectivamente. Inyectar por separado en el
cromatografo volimenes iguales (1 pl) de las soluciones estandar y de prueba, registrar los
cromatogramas y medir las respuestas correspondientes a los picos.

Criterios de aceptacion- no se encuentra mas de 0,04 % de acetonitrilo; no mas de 0,5 % de
acetona; y no mas de 0,5 % de alcohol.

e Valoracién de radiactividad

Emplear un sistema calibrado, cdmara de ionizacion, y determinar la actividad de la
inyeccion en MBg o mCi por ml.

e Prueba de esterilidad

Ensayo de esterilidad por el método de siembra directa

A continuacion se detalla el procedimiento operativo:

e Como parte del control ambiental de la campana de flujo laminar durante el ensayo
de esterilidad, se colocan en la misma una placa de AT (medio de cultivo Agar
Triptosado de soja) y una placa AS (medio de cultivo Agar Sabureau) abiertas
durante todo el ensayo. Las placas seran ubicadas en las esquinas de la campana,
contra el fondo de la misma. Una vez finalizado el ensayo, se taparan estas placas
de control y se incubardn no menos de 5 dias a la temperatura correspondiente.
Rotular las mismas con nombre del producto a controlar, CONTROL vy fecha. En la
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Figura 2.6 y 2.7 se muestran la campana de flujo laminar y las placas de control,
respectivamente.

Figura 2.6 Campana de flujo laminar
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Figura 2.7 Placas para control ambiental. La de la izquierda no muestra crecimiento, mientras que la
de la derecha presenta tres colonias.

Corroborar que la limpieza del area de trabajo se haya realizado segun el
procedimiento correspondiente y que la luz UV de la campana de flujo laminar se
haya apagado antes de ingresar al laboratorio.

Colocar los siguientes elementos dentro del pass-box que se encuentra en el
laboratorio y cerrar bien la puerta del mismo: tubos de ensayo, adecuados para el
ensayo de esterilidad con medio de cultivo Tioglicolato “T" y Caseina de soja
“TSB", los cuales se muestran en la Figura 2.8 (ver preparacion medios de cultivos
en Capitulo 5 Anexo 2); gradillas sanitizadas o estériles; jeringas y agujas estériles
sanitizadas; marcadores indelebles sanitizados.

Figura 2.8 Tubos de ensayo
para la prueba de esterilidad.

El nimero minimo de articulos a evaluar depende del tamafio del lote. La
producciédn de la planta es menor a 100 envases por lote y corresponde evaluar el 10
% 0 4 envases, lo que resulte mayor (USP 34).

La cantidad minima a usar para cada medio depende del volumen contenido en el
envase: si es menor a 1 ml se sembrara la totalidad del volumen contenido en el
envase. Si el contenido esta entre 1-40 ml se sembrara la mitad del contenido en
cada envase pero no menos de 1 ml (USP 34).

Al ingresar al area limpia a trabajar, cumplir con las condiciones de vestimenta e
higiene para el ingreso area limpia del laboratorio de microbiologia.
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Una vez dentro del area limpia del laboratorio y con la campana de flujo laminar
prendida, abrir la puerta interna del pass-box, retirar los elementos y colocarlos
dentro de la campana de flujo laminar satinizandolos previamente con solucion de
alcohol al 70 %. En la Figura 2.9 se muestra una imagen del pass- box.

Figura 2.9 Pass-box

Tomar el tubo rotulado como “T, abrirlo y transferir con jeringa directamente en el
medio de cultivo la mitad del volumen total de muestra teniendo la precaucion de
que el volumen no sea mayor al 10 % del volumen total del medio.

Tapar el tubo, rotularlo con el nombre del elemento testeado, el nimero de lote y la
fecha de ensayo. Colocarlo en la grilla.

Repetir el procedimiento con el tubo rotulado como TSB.

Una vez finalizado todo el ensayo, cerrar las placas de control ambiental y
rotularlas.

Colocar la gradilla con las muestras y el resto de los elementos utilizados en el pass-
box. Salir del area limpia.

Sacar las muestras del pass-box, ya fuera del area limpia y ponerlas a incubar. Los
tubos rotulados como TSB se incuban en estufa a una temperatura de 22,2°C + 2,5
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° C durante 14 dias y los tubos de ensayo rotulados como “T" se incuban en estufa a
una temperatura de 32,2 ° C £ 2,5 ° C durante 14 dias.

Ensayo de esterilidad por el método de filtracion por membrana

En esta técnica se utiliza un equipo ensamblado que consiste en un embudo para recibir la
muestra, un porta membrana dentro del cual se coloca una membrana de 47 mm de
diametro y un didmetro de poro de 0,45 £0,2 um. Para soluciones acuosas sera de nitrato de
celulosa y para soluciones con alto contenido alcohdlico serd de acetato de celulosa. Se
coloca un recipiente cerrado para recoger el filtrado, conectado por una manguera a una
bomba de vacio. Todo este equipo debe desensamblarse, lavarse y envolverse en doble
bolsa de papel para autoclave cada una de sus partes y esterilizarse. Las membranas a usar,
si no vienen esterilizadas previamente, deben envolverse en doble bolsa de papel para
autoclave y esterilizarse.

e Corroborar que la limpieza del area de trabajo se haya realizado segln el
procedimiento correspondiente y que la luz UV de la campana de flujo laminar se
haya apagado antes de ingresar al laboratorio.

e Colocar los siguientes elementos dentro del pass-box que se encuentra en el
laboratorio y cerrar bien la puerta del mismo: paquetes esterilizados conteniendo los
componentes del filtro; paquetes con las membranas estériles a utilizar; frascos shott
con medio de cultivo; Pinza abridora y pinza cerradora de viales; tijera y pinza
esterilizadas previamente, envueltas en doble bolsa para el proceso de esterilizacion;
marcadores indelebles.

e EIl nimero minimo de articulos a evaluar depende del tamafio del lote. La
produccién de la planta es menor a 100 envases por lote y corresponde evaluar el 10
% 0 4 envases, lo que resulte mayor (USP 34).

e La cantidad minima a usar para cada medio depende del volumen contenido en el
envase: si es menor a 1 ml se sembrara la totalidad del volumen contenido en el
envase. Si el contenido esta entre 1-40 ml se sembrara la mitad del contenido en
cada envase pero no menos de 1 ml (USP 34).

e Al ingresar al area limpia a trabajar, cumplir con las condiciones de vestimenta e
higiene para el ingreso area limpia del laboratorio de microbiologia.

e Sacar de las bolsas los componentes del filtro y la membrana.
e Ensamblar sobre el kitasato, el portafiltros con la membrana y el embudo.

e Conectar la manguera por un extremo al adaptador del kitasato y por el otro extremo
a la bomba de vacio y prenderla.
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Abrir, con la pinza abridora si fuera necesario, el vial que contiene la muestra a
evaluar y vaciar el contenido dentro del embudo para que el liquido de muestra filtre
por la membrana y quede retenido en el kitasato.

Una vez que la muestra haya filtrado por completo, quitar el embudo superior,
tomar el soporte de la membrana y quitar la membrana del interior del mismo con la
pinza estéril.

Cortar la membrana por la mitad con la tijera estéril. Destapar el frasco y colocar
una de las mitades dentro del medio de cultivo y rotularlo como “TSB". Tapar el
frasco.

Colocar la segunda mitad de la membrana en un segundo frasco rotulado como "T".

Rotular los frascos conteniendo las membranas con el nombre del producto
analizado el nimero de lote y la fecha del ensayo.

Una vez finalizado todo el ensayo, colocar los frascos y el resto de los elementos
utilizados en el pass-box. Salir del area limpia.

Sacar las muestras del pass-box, ya fuera del area limpia y ponerlas a incubar. Los
tubos rotulados como TSB se incuban en estufa a una temperatura de 22,2°C + 2,5
° C durante 14 dias y los tubos de ensayo rotulados como “T" se incuban en estufa a
una temperatura de 32,2 ° C + 2,5 ° C durante 14 dias.

Lavar la tijera, la pinza y cada una de las partes del filtro, secarlas muy bien y
colocarlas nuevamente en doble bolsa para autoclave, quedando asi listas para
volverlas a esterilizar para un nuevo uso.

Control negativo

Tomar dos tubos de ensayo con medio de cultivo y rotular cada uno como "TSB"y
“T", agregando la fecha en que comienza la incubacion.

Los tubos rotulados como TSB se incuban en estufa a una temperatura de 22,5°C +
2,5 ° C durante 14 dias y los tubos de ensayo rotulados como T~ se incuban en
estufa a una temperatura de 32,5° C + 2,5 ° C durante 14 dias.

El medio, luego del periodo de incubacion, no debe presentar crecimiento de ningin
microorganismo para que este sea estéril. Si llega a haber contaminacion, el ensayo
de esterilidad se considerara invalido y debe repetirse.

Observacion e interpretacién de resultados
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e Los tubos de ensayo con las muestras deber ser observados diariamente y al
momento de finalizacion del periodo de incubacion.

e Si no se hallan pruebas de crecimiento microbiano, el producto cumple con la
prueba de esterilidad.

e Si se hallan pruebas de crecimiento microbiano, el producto no cumple con la
prueba de esterilidad a menos que pueda demostrarse que la prueba resulto invalida.

e La prueba resultara invalida en caso de producirse desvios tales como: que se se
observe crecimiento en las placas de control ambiental correspondientes a ese
ensayo; que de la revisién de los procedimientos surja un error en la ejecucién de
los mismos; que se observe crecimiento en los tubos de control negativo; en el caso
que se invalide se repetir el analisis. Si no se determina la causa se tomara como
resultado fuera de especificacion (OOS) y se realizard la investigacion
correspondiente.

Debido al corto periodo de semidesintegracién de la *®FDG, no todos los ensayos listados
alcanzan a concluir antes de la liberacion al mercado del producto final. Las farmacopeas
permiten la liberacion de '|FDG antes de que el ensayo de pureza radionucleidica, el
ensayo de endotoxinas y el ensayo de esterilidad concluyan. A esto se lo denomina
liberacion paramétrica, la cual se fundamenta en la validacion del método de produccion.
Esta validacion implica: conocimiento de puntos criticos en la produccién, automatizacion
del sistema de produccion, personal entrenado, calibracién periddica de equipos, empleo de
materias primas de calidad adecuada, proveedores calificados, etc.

Para poder alcanzar esta liberacion es necesario optimizar los controles de calidad durante
el proceso de produccion del inyectable. Esta optimizacion implica, ademas de los controles
del producto terminado:

e Control del &rea de produccion
e Control del envase

e Control de las materias primas
e Control de esterilizacion.

Control del area de produccién

Con respecto al Control del area de produccion, al tratarse de una solucién inyectable, el
programa de monitoreo ambiental debe utilizarse como parte del programa de
aseguramiento de la esterilidad.
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Las condiciones minimas para el correcto control de area productiva son:

- Procedimientos normativos para la limpieza del area, sanitizacion y desinfeccion (Ver
Capitulo 5, anexo 3).

- Establecer el tiempo de contacto con los desinfectantes utilizados, de acuerdo a los
microorganismos ambientales que se desean eliminar, tipo de superficie a tratar, forma de
aplicacion, toxicidad y residuos.

- Validacion del método de limpieza, donde debo tener en cuenta caracteristicas de las
superficies o areas que debo limpiar /sanitizar, el desinfectante utilizado, concentracion y
tiempo de contacto con el mismo. Luego realizar un monitoreo quimico y microbiolégico
para asegurar que el resultado de la sanitizacion fue el esperado con respecto a la
disminucion de la carga microbiana y no quedan residuos quimicos que puedan afectar al
producto que se quiere elaborar en el lugar.

El monitoreo microbioldgico se puede realizar utilizando la técnica de hisopado de
superficies o por controles ambientales con placas Rodac o sedimentacion espontanea con
medios de cultivos para crecimiento de microorganismos selectivos.

-Determinar los puntos criticos de muestreo de las areas (por ejemplo cercano al sas de
ingreso de insumos a la celda, superficies cercanas al batch de produccion, etc), que sitios
representan los lugares mas dificiles de limpiar.

-Determinar la frecuencia de muestreo de las areas.

- Realizar monitoreo de aire, particulas viables y no viables

Control del envase

El envase primario es un vial con capacidad de 10 ml, transparente de vidrio borosilicato
tipo I, con cierre hermético. Los tapones son de bromobutilo, color gris. Virolas de
aluminio de 20,5 mm de diametro y 5,5 mm de altura. En la Figura 2.10 se muestran los
planos del vial y los tapones.
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Figura 2.10 Plano del vial (medidas expresadas en cm) y del tapdn (medidas expresadas en mm).

Métodos de Control para frascos- EI muestreo se realiza segin procedimiento interno.
- Resistencia hidrolitica de la superficie del vidrio.
- Contenido de arsénico.

Métodos de control para tapones- EI muestreo se realiza segun procedimiento interno.
- Acidez o alcalinidad.
- Absorbancia.
- Amonio.
- Sustancias reductoras.
- Fragmentacion.

Métodos de control para precintos- El muestreo se realiza segun procedimiento interno.
- Inspeccion visual.
- Cierre de frascos.

Se debera controlar el blindaje que transportara al envase primario, el cual se basa en una
inspeccion visual.

Control de materias primas

Manosa Triflate- Determinacion del punto de fusion. Especificacion: 120,0-120,6 ° C.

Kryptofix- Ensayo de identificacion mediante cromatografia en capa fina, en comparacion
con un estandar.
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Carbonato de potasio- Identificacion de carbonatos: Si se le agrega unas gotas de HCI 3N
se produce efervescencia. Si el gas liberado se hace burbujear sobre una solucion de
hidréxido de calcio se debe formar un precipitado blanco para cumplir con las
especificaciones. ldentificacion de potasio: en soluciones de sales de potasio neutra,
concentradas 0 moderadamente concentradas, el bitartrato de sodio produce un precipitado
blanco cristalino que es soluble en hidréxido de amonio 6 N.

Acetonitrilo- Ensayo de identificacion mediante cromatografia gaseosa, en comparacion
con un estandar.

Agua para inyeccion- Ensayo de esterilidad por el método de membrana filtrante.
Endotoxinas bacterianas.

Control de esterilizacion

Dado que la **FDG es un radiofarmaco inyectable debe ser estéril y apirégeno Como la
liberacion de '®FDG y su inyeccion en el paciente se realiza antes de que los ensayos de
esterilidad mencionados anteriormente hayan concluido, se necesita una prueba que brinde
un pronto resultado para asegurar de manera indirecta la esterilidad

Un método de esterilizacion es empleando un autoclave, exponiendo al producto final a 120
° C durante 20 minutos. En el caso de la *®FDG no es un método Util dado el corto periodo
de semidesintegracion del *®F, el cual es comparable con el tiempo que se necesita para
llevar adelante la esterilizacion. Ademas, la estructura de quimica de la molécula marcada
es sensible a la temperatura.

Otro método de esterilizacion, el cual es empleado en el proceso de produccion estudiado,
se basa en una filtracion en la fase final de la produccién, empleando una membrana de
tamafio de poro adecuado para la retencién de microorganismos. En este caso se emplean
filtro Milipore con didmetro de poro de 0,22 um. El analisis de este filtro permitira conocer
si el producto final es estéril o0 no. Equipos e insumos: Se utilizard un manémetro de rango
0-150 Psi. Los insumos empleados son: agua destilada, jeringas de 10 ml, guantes de latex,
vaso de precipitado de 100 ml, aire comprimido.

e Los filtros utilizados en produccion seran recibidos por el personal de control de
calidad y deberan estar embalados dentro de bolsas pléasticas transparentes, en forma
individual. Cada bolsa deberéa estar etiquetada con el nombre del producto, nimero
de lote del producido y fecha de produccion.

e Adecuacion del filtro: colocar al filtro una jeringa, pasar 20 ml de agua destilada en
forma pareja y constante humedeciendo asi toda la membrana descartando dicha
agua en un vaso de precipitado. No realizar el ensayo con el filtro seco.
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e Determinacién del punto de burbuja. EI equipo se encuentra conectado a la salida el
aire comprimido y consta de un mandémetro y una conexion mediante una jeringa a
la cual se une el filtro a testear. En el otro extremo del filtro se coloca la manguera
que forma parte del equipo, que se hara burbujear en agua destilada en un vaso de
precipitados de 100 ml. Una vez conectado, incrementar la presion gradual y
lentamente hasta observar la salida de burbujas en el agua. En el momento en
aparezca la primera burbuja, observar el mandémetro y registrar la presion
observada. En la Figura 2.11 se muestra el equipo empleado en esta determinacion.

= !

Mandmetro Jeringa

Filtro

— =1 ——

Figura 2.11

e La presién minima aceptable para la prueba de punto de burbuja para un filtro de
0,22 pm es de 50 Psi 0 3,5 Kg/cm?.-
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3. TRABAJO EXPERIMENTAL Y DISCUSION

Es esta seccion se incluirdn las experiencias que la alumna pudo realizar en la planta de
produccién de radioisotopos del Centro Atomico Ezeiza, bajo la supervision de la Bioqg.
Farm. Maria Veronica Cerizola y la Biog. Farm. Patricia Silva Paulo.

Cabe aclarar que ninguna de las experiencias se realiz6 con material radiactivo, dado que la
alumna no cuenta con los permisos necesarios para hacerlo. Se trabajo en frio, lo cual no
afecta los resultados finales.

3.1 Control de calidad biolégico: Ensayo de endotoxinas bacterianas.

El objetivo de realizar este ensayo es que el alumno se familiarice con los ensayos
microbiologicos, siguiendo un procedimiento establecido, y pueda sacar conclusiones sobre
el mismo.

Se realizo la determinacion de endotoxinas bacterianas empleando el método de gel clot
siguiendo el procedimiento descripto en el método de control MC-PT-0014/01-ATN31-C2
Rev.: 0, el cual se detalla en el Capitulo 5 Anexo 1. Las muestras de *FDG empleadas
correspondian a diferentes lotes.

Los insumos empleados para este ensayo fueron: Endotoxina ENDOSAFE Lote EM 11302
y Lisado ENDOSAFE Lote 1252 L.

La endotoxina se adquiere en forma liofilizada, dentro de un vial. El fabricante de la misma
expide un certificado en el momento de la compra que indica su concentracion. En este
caso, este valor es de 2000 EU/ml. Ademas, sefiala la cantidad de agua apirégena que hay
que agregarle al liofilizado para reconstituirlo.

En este caso se agregd 5 ml de agua apirogenada y se dejé reposar para lograr su
hidratacién. Luego, se agito enérgicamente en un Vortex durante 5 minutos.

El lisado posee una sensibilidad (A) de 0,125 UE/ml. También se presenta como un
liofilizado, el cual se reconstituye con agua apirdgena.

Como se menciona en el Anexo 1, es necesario construir una curva que permitird conocer la
sensibilidad del lisado. Para ello, es necesario preparar una solucion hija de concentracion
menor a la solucion inicial. Se realizaron las siguientes diluciones:
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5ml
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250 EU/mI
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A partir de la solucion hija se fueron realizando diluciones sucesivas empleando agua
apirégena, como se muestra en la siguiente tabla:

Tubo Endotoxina Agua LAL Dilucion EU/mI
1 0,25 ml de hija 2,25 ml 1/10 25
2 0,25 ml de tubo 1 2,25 ml 1/10 2,5
3 0,5 ml de tubo 2 2,0ml 1/5 0,5
4 0,5 ml de tubo 3 0,50 ml 1/2 0,25
5 0,5 ml de tubo 4 0,50 ml 1/2 0,125
6 0,5 ml de tubo 5 0,50 ml 1/2 0,06
7 0,5 ml de tubo 6 0,50 ml 1/2 0,03
8 0,5 ml de tubo 7 0,50 ml 1/2 0,015
9 0,5 ml de tubo 8 0,50 ml 1/2 0,0075

De esta tabla se seleccionan los tubos que poseen una concentracion de endotoxina igual a:
2\, A, 0,5 Ay 0,25 A. En este caso seran los tubos 4, 5, 6, 7. A estos se le suma: un control
negativo, que es el agua apirégena; un control positivo (spike), que es una mezcla de
muestra y endotoxina diluida: y las muestras. Cada tubo mencionado debe realizarse por
duplicado, y se le debe agregar 100 pl de lisado.

Las muestras empleadas fueron diferentes lotes de ®FDG con los que contaba el laboratorio
de control de calidad.

FDG L 12110901
FDG L 12111601
FDG L 12111201
FDG L 12111901
FDG L 12102201

FDG L 12102601.
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Se emplearon 100 pl de cada muestra, excepto de las ultimas dos en donde se usaron 50 pl
ya que no se contaba con mas cantidad de la misma. Estas muestras corresponden a
producciones del mes de octubre y noviembre del corriente afio, por lo tanto, no poseen

actividad significativa.

Los 26 tubos mencionados anteriormente se incubaron en bafio térmico 60 + 2 minutos a 37
+ 1 °C. Desde el momento en que comenzo la incubacién se abandono el recinto donde se
estaba trabajando para evitar vibraciones en la mesa de trabajo, las cuales podrian
perjudicar los resultados del ensayo. El gel formado en el tubo, debido a la presencia de
endotoxinas, podria desprenderse debido a las vibraciones, dando un falso positivo.

Pasado este tiempo se analizan los tubos, invirtiéndolos cuidadosamente 180°. Los
resultados obtenidos fueron:

Tubo Muestra Endotoxina Resultado
1 H,O -
2 H,O -
3 0,25 EU/mlI +
4 0,25 EU/mlI +
5 0,125 EU/ml +/-
6 0,125 EU/mI +
7 0,06 EU/mI +
8 0,06 EU/mlI +
9 0,03 EU/mlI +
10 0,03 EU/mlI +/-
11 FDG 12110901 -
12 FDG 12110901 -
13 FDG 12111601 -
14 FDG 12111601 -
15 FDG 12111201 -
16 FDG 12111201 -
17 FDG 12111901 -
18 FDG 12111901 -
19 FDG 12102201 -
20 FDG 12102201 -
21 FDG 12102601 +
22 FDG 12102601 +
23 FDG 12110901 +
24 FDG 12110901 +
25 FDG 12102201 +
26 FDG 12102201 +

Observando los resultados obtenidos se pueden realizar los siguientes comentarios:
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e El andlisis del agua apirdgena (también llamada agua calidad LAL) es necesario
para descartar la presencia de endotoxinas en ella. Si esto fuera asi, los resultados
del ensayo en las muestras serian siempre positivos y no se podria adjudicar a
presencia de pirégenos en la muestra.

e El andlisis por duplicado permite llegar a una conclusion correcta. Como se observa
en el tubo 5y 10, el resultado es dudoso. El resultado positivo y certero de su par
permiten concluir que ambos tubos dan positivo a este ensayo, lo cual se
corresponde con la presencia de endotoxina de referencia.

e Llama la atencidn el resultado positivo para el lote FDG 12102601, el cual deberia
ser negativo ya que este lote fue liberado en el momento de su control. Es un
resultado confirmado por duplicado, por lo que se deberia volver a realizar la
incubacion de esta muestra. En ensayo deberia hacerse por cuadruplicado, pero por
una cuestion de costos y tiempos se hace de esta manera. Es poco probable que la
muestra se haya contaminado durante el periodo de almacenamiento.

e Los tubos correspondientes al lote FDG 12102201 muestran que emplear menor
cantidad de muestra no afecta el resultado del ensayo.

e Los tubos Spike 23/24 y 25/26 muestran que la muestra no inhibe endotoxinas. Si lo
hiciera, el resultado deberia ser negativo.

A partir de estos resultados se busca conocer la sensibilidad del lisado a través del célculo
de la media geométrica (MG):

MG = Antilog <%>

Donde ) e es la suma de los logaritmos de las 4 primeras concentraciones finales positivas
de la serie de diluciones y f es el numero de réplicas.

El ensayo es valido y, por lo tanto, el lisado es sensible a endotoxinas si 0,5A < MG < 2A
, siendo A la sensibilidad del lisado indicada por el fabricante. En este caso, entonces, la
media geométrica tiene que tomar un valor entre 0,25 UE/ml y 0,0625 UE/ml.

log 0,06 + log0,06 + log0,125 + log0,125
4

MG = Antilog ( ) = 0,0866

La media geométrica tiene un valor de 0,0866, el cual se ubica dentro del intervalo
mencionado. Por lo tanto, el lisado es sensible a endotoxinas bacterianas.

3.2 Preparacién de placas de petri para controles microbiol6gicos ambientales.

Esta preparacion se llevo a cabo siguiendo el procedimiento operativo PO-ATN31C2-003.
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El personal del laboratorio se encargé de preparar el medio de cultivo segin las
instrucciones del fabricante y de su esterilizacion. También, realizé la limpieza del area
limpia.

El medio de cultivo preparado es un liquido color ambar intenso y olor fuerte. Este se ubica
dentro del pass-box que comunica al laboratorio con el area limpia, junto con las cajas de
petri que también fueron previamente esterilizadas. Ademas, hay que colocar dos placas de
petri ya con cultivo que se utilizardn para el control ambiental de la campana de flujo
laminar.

En primer lugar se ingresa al vestuario, el cual se ubica entre el laboratorio y el area limpia.
Alli hay que retirarse el guardapolvo y, en el caso de las damas, cualquier accesorio que
pueda ser una fuente de microorganismos (aros, pulseras, etc). El personal que ingresa al
area limpia debera colocarse la ropa correspondiente: mameluco, cubre zapatos, cofia,
barbijo y guantes, todos previamente esterilizados. Los guantes, que son de latex, vienen
doblados de manera tal de que el usuario no toque la zona de los dedos con las manos.

Dentro el area limpia, se retiran los elementos de trabajo del pass-box. Lo primero que
realiza el operador es prender la campana y colocar las cajas de petri para control ambiental
abiertas, en los extremos traseros de la campana de flujo laminar. Luego ubica dentro de la
misma las cajas de petri vacias, el medio de cultivo y la fibra para rotular (la cual ya se
encontraba dentro de esta area). Sentado para poder trabajar de manera coémoda, se procede
al llenado de las cajas: se les quita la tapa, se agrega el medio de cultivo, se las deja reposar
unos instantes y luego se les coloca nuevamente la tapa. Esto es para que el medio de
cultivo disminuya su temperatura y no genere condensacion en la tapa de la caja.

El operador tendra sus brazos dentro de la campana. Si por algun motivo debe sacarlos de
alli, deberd satinizarlos con una solucion de alcohol al 70% antes de ingresarlos
nuevamente. Esto serd para cada elemento que deba colocarse en la zona de la campana. En
la Figura 3.1 se muestra a la autora del presente escrito trabajando.
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Figura 3.1.Se muestra a la autora del escrito vestida con la ropa reglamentaria trabajando en la campana de
flujo laminar

Luego de que el medio de cultivo ha tomado consistencia solida, se procede al rotulado
indicando el medio de cultivo y la fecha de vencimiento (un mes posterior a su
preparacion). Esta identificacion se debe realizar sobre el cuerpo de la caja y no sobre la
tapa, de manera de que si por error se confunden las tapas de dos controles ambientales
cercanos no se obtendran resultados erréneos.

Para finalizar, se cierran las placas de control medio ambiental, se colocan junto con las
placas preparadas y todo lo que se quiera retirar del area limpia dentro del pass-box. Se
apaga la campana de flujo laminar y el personal se retira. En el vestuario se quita la ropa y
se vuelve a colocar el guardapolvo. Ya en el laboratorio, se retiran los elementos del pass-
box. Las placas de petri recién preparadas se incuban en estufa durante 24 horas. Luego, se
refrigeran en heladera hasta el momento de uso. La fecha de vencimiento de las placas es
un mes luego de su preparacion.

3.3 Conclusiones

Conclusiones de la seccién 3.1

e EI LAL Test es un ensayo que requiere conocimiento del procedimiento operativo,
para no cometer errores en las diluciones.

e Hay que ser muy cuidadosos para evitar contaminar las muestras de *FDG vy el
agua apirégena con endotoxina, lo cual puede lograrse trabajando en serie: con un
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tip apirégeno y nuevo agrego el agua en todos los tubos correspondientes. Descarto
el tip. Con un nuevo tip agrego las muestras en los tubos correspondientes,
empleando un tip por lote y descartandolo luego de su uso. Con un nuevo tip agrego
endotoxina en los tubos Spike. Finalmente, con un nuevo tip agrego el lisado a
todos los tubos teniendo la precaucion de que la punta del mismo no toque la
solucion dentro.

Es importante la homogeneizacion muestra-lisado, agua-lisado y endotoxina-lisado.

Control de calidad deberia recibir mayor cantidad de muestra para poder tener
contra muestras de cada lote. Si esto fuera asi, se podria realizar un nuevo ensayo de
endotoxinas en caso de que surja alguna duda.

La confeccidn de la curva se realiza por dia de produccién. Es decir, si la planta
produce méas de un lote por dia la curva se realiza al comenzar las actividades del
laboratorio y se emplea durante todo el dia. En el caso de la planta de produccion de
radioisétopos del Centro Atémico Ezeiza, donde llega un lote por dia de
produccion, se realiza una curva por lote.

Debido a la cantidad de pasos a seguir en este ensayo, el ensayo requirié cerca de 2
horas de trabajo previo a la incubacion. Es necesario reducir este tiempo, para que el
laboratorista pueda realizar otras tareas. Esto se logra con un buen conocimiento de
procedimiento y del manejo del material de laboratorio. Contar con un termémetro
calibrado, que permita mantener a temperatura del bafio estable es fundamental.

Conclusiones de la seccién 3.2

Hay que evitar la condensacion del vapor en las cajas de petri luego del llenado para
gue no caiga alguna gota de agua sobre el medio. Esto implicaria un mayor tiempo
en estufa.

La preparacion de las placas de petri para control ambiental deben realizarse en una
zona libre de microorganismos, ya que su funcion posterior sera la determinacién de
los mismos.
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4. CONCLUSIONES

La calidad, seguridad y efectividad deben ser disefiadas en el producto, no pueden ser
obtenidas a través del control del producto terminado. En las formas farmacéuticas
estériles, mas que en cualquier otra forma, es donde debe prevalecer este concepto ya que
deben liberarse sin los resultados del control microbioldgico. Esto se debe a que el corto
periodo de semidesintegracion del radiofarmaco usado para PET limita su tiempo de uso.

Las condiciones de esterilidad y apirogeneidad son puntos claves en la produccién de un
farmaco inyectable, los cuales no pueden ser desatendidos. Es por ello que el conocimiento
en controles de calidad microbiolégicos es crucial para obtener resultados verdaderos.

Por lo tanto es importante ajustar y optimizar todas las condiciones y operaciones para
tender a la liberacion paramétrica de los productos:

-Es importante tener instalaciones adecuadas y de facil limpieza, para las operaciones a
realizarse en el lugar. Flujo unidireccional, ingreso de materiales separado de personal,
sistema de ventilacion vy filtracién, areas operativas separadas para evitar contaminaciones
cruzadas, etc.

-Los equipos implicados tanto en la produccion como en el control deben ser calibrados y
verificados. Se debe calificar la instalacion, operacion y performance.

-Entrenamiento y constante capacitacion del personal.

- Disponer de un programa de limpieza y saneamiento donde se debe definir claramente
zonas Y equipos a limpiar, productos a utilizar, concentracion de uso y tiempo de contacto,
frecuencia de la limpieza.

-Procedimientos escritos y responsabilidades establecidas.

El conjunto de todos los sistemas anteriormente mencionados, la validacién de los mismos
y optimizacion de métodos de control nos permite minimizar riesgos y asegurar la
esterilidad de radiofarmacos inyectables como la 2-desoxi-2(*®F)fltor-D-glucosa o *® FDG.

El Limulus Test o LAL Test o método de Gel Glot, es el método de referencia para
determinar endotoxinas bacterianas. Es un método sencillo, que se puede aplicar en
cualquier laboratorio de microbiologia ya que no se requiere gran instrumental. Existen
otros métodos como los fotometricos, en los cuales se necesita un espectrofotometro UV
para brindar un resultado. Es un ensayo aplicable tanto a producto terminado como a
validacion de la limpieza de areas.
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5. ANEXOS

Anexo 1: LAL Test

Las endotoxinas son lipopolisacaridos que forman parte de la pared de las bacterias Gram
negativas. Su actividad bioldgica se basa en su encuentro con receptores in vivo como son
los macrofagos, linfocitos T y neutrofilos. Por ejemplo, en el primero de ellos se encuentra
una proteina que da la visualizacion de la respuesta: fiebre, neutrofilia, proliferacion de
colageno, etc.

El LAL Test es recomendado para la cuantificacion de endotoxinas en materias primas
utilizadas en la produccion, para productos terminados y para todo aquellos procesos que
requieras monitorear el nivel de endotoxinas que ellos puedan contener. El reactivo LAL se
obtiene a partir del Cangrejo herradura, del cual existen varias especies pero la primera
estudiada fue la Limulus polyphemus. Tiene hemolinfa y sus linfocitos (amebocitos) son su
mecanismo de defensa, los cuales responden por degranulacion ante la presencia de un
cuerpo extrafio como por ejemplo ante la presencia de endotoxinas. Se producen dos tipos
de granulos en esta degranulacion: chicos (poseen en su interior sustancias neutralizantes de
los lipopolisacaridos) y grandes (contienen Factor C, Factor B, proclotting enzime,
coaglulégeno y anti lipopolisacaridos factor). A continuacion se muestra la cascada de
coagulacion:

Endotoxinas

|

Factor C —_— Factor C

|

Factor B — Factor B

!

Proclotting enz. —_— Clotting enz.

!

Coaguldgeno EE— Coagulina
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Este método se basa en los principios de esta cadena de reacciones, siendo el paso mas
importante la activacion de la enzima coagulante que actuara sobre el coaguldgeno para dar
lugar a la coagulina que es el producto insoluble que da lugar a la formacion del gel matriz.

La técnica consiste en agregar una cierta cantidad del lisado reconstituido a un tubo de
reaccion que contiene una cierta cantidad de la muestra o control y mezclar suavemente
para homogeneizar. Incubar los tubos por 60 + 2 minutos a 37 ° C £ 1 ° C, evitando la
agitacion de los tubos durante este proceso. Al cabo de este timpo observar la formacion del
gel invirtiendo al tubo 180 °. A continuacion se detallan los pasos de esta técnica:

1. Preparacion de la solucién madre y las soluciones estandar de endotoxina.

1.1.

1.2.

1.3.

Reconstituir la endotoxina liofilizada con agua apir6gena, en base a la
concentracion del certificado de andlisis para llegar a la concentracion final
deseada (por ejemplo. 1000 EU/mI = 1000 unidades de endotoxinas por mililitro de
solucion).Asi, si el certificado indica que el vial de endotoxina contiene 4000 EU
por vial debe agregarse 4 ml de agua calidad LAL. Dejar reposar para que
comience a hidratarse.

Vortexear el vial conteniendo la endotoxina rehidratada durante 5 minutos. Debe
homogeneizarse la endotoxina de la misma manera cada vez que se la use. Luego
de su uso, guardarla en heladera a 5-10 ° C.

Preparacion de la endotoxina hija: tomar con la pipeta (con tips apirdgenos, que se
descartan luego de su uso) 0, 25 ml de endotoxina reconstituida, colocarla en un
tubo de ensayo de 13 x 100 mm y agregar con pipeta despirogenada 0,75 ml de
agua calidad LAL.

A partir de la hija se van transfiriendo volumenes a los tubos de ensayo despirogenados
y agregando agua calidad LAL. Las diluciones de endotoxinas se preparan de acuerdo a
lo indicado en la siguiente tabla:

Tubo Endotoxina Agua LAL Dilucion EU/mI
1 0,25 ml de hija 2,25 ml 1/10 25
2 0,25 ml de tubo 1 2,25 ml 1/10 2,5
3 0,5 ml de tubo 2 2,0 ml 1/5 0,5
4 0,5 ml de tubo 3 0,50 ml 1/2 0,25
5 0,5 ml de tubo 4 0,50 ml Y% 0,125
6 0,5 ml de tubo 5 0,50 ml Y% 0,06
7 0,5 ml de tubo 6 0,50 ml Y% 0,03
8 0,5 ml de tubo 7 0,50 ml Y% 0,015
9 0,5 ml de tubo 8 0,50 ml 1/2 0,0075
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2. Ensayo para la confirmacion de la sensibilidad del lisado
Se realiza con el fin de confirmar si la sensibilidad rotulada en el lisado es correcta

2.1 Transferir a sendos tubos de ensayo de 10 x 75 mm, utilizando tips y pipeta
despirogenada, 100 pl de:

- control negativo: agua de reaccién calidad LAL

- Disoluciones seleccionadas de estandar: 2, A, 0,54 y 0,25 A, siendo A la sensibilidad
del lisado declarada en el envase del mismo. Ejemplo, para una sensibilidad de 0,125
EU/mlI es necesario utilizar los tubos 4,5,6 y 7.

- Agregar posteriormente 100 pl de lisado de sensibilidad 0,125 EU/ml a todos los
tubos.

2.2 Agitar suavemente para mezclar y colocar los tubos inmediatamente y con cuidado
en el bafio térmico.

2.3 Incubar en bafio térmico durante 60 = 2 minutosa 37°C+1°C.

2.4 Durante el periodo de incubacién no trabajar sobre la mesada donde esta colocado
el bafio térmico y evitar golpes y vibraciones.

2.5 Una vez finalizado el periodo de incubacion, retirar los tubos de a uno, invertirlo
180 ° y verificar la formacion de un gel firme.

2.6 Un resultado positivo (+) se caracteriza por la formacién de un gel firme que se
mantiene al invertir el tubo.

2.7 Un resultado negativo (-) se caracteriza por la ausencia del gel o por la formacion de
un gel viscoso que no mantiene su integridad al invertir el tubo.

2.8 Ensayar cada dilucién por duplicado.

2.9 Calcular la Media Geométrica. El ensayo solo es valido si la MG es mayor o igual a
0,5 A y menor o igual a 2 A. Siendo MG = Antilog (%) , donde Ze es la suma de los
logaritmos de las concentraciones finales positivas de la serie de diluciones y f es el
numero de réplicas.

3. Determinacién de la maxima dilucién vélida

; , donde LE

corresponde al limite de endotoxina especificado, C es la concentracion del principio
activo en la solucion a ensayar, que segun las especificaciones puede estar dada en:

3.1 El célculo se realiza segun la siguiente formula: MDV = LE X
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- Cuando en una monografia se especifica el limite de endotoxina en términos de
volumen (UE/ml), se divide el limite de endotoxina por la sensibilidad del lisado (en
UE/ml) para obtener el factor MDV.

- Cuando el limite de endotoxina se especifica en términos de peso o unidades de droga
activa (UE/ml o UE/UI) se multiplica el limite por la concentracion (en mg/ml o Ul/ml)
de la droga en la solucién ensayada o de la droga reconstituida de acuerdo con las
instrucciones que figuren en el rotulo y se divide el producto de la multiplicacion por A
para obtener el factor MDV.

3.2 El limite de endotoxina para radiofarmacos es LE: 175/V unidades de endotoxina
por mililitro de inyeccidn, siendo V el volumen maximo recomendado total en mililitros
a la fecha o tiempo de expiracion, siendo para la **FDG de 5 ml

Determinacion del limite de endotoxina en una muestra de radiofarmacos.

4.1. Se aplica al producto para determinar si el mismo cumple con el valor de
endotoxinas especificado en la monografia correspondiente.

4.2. Cada uno de los tubos que se describen a continuacion debe realizarse por
duplicado.

4.3. Muestra: se agregan 100 ul de la muestra en tubos de 10 x 75 mm para LAL.
4.4. Control negativo: 100 ul de agua reactivo LAL.

4.5. Control positivo (Spike): Diluir endotoxina control o de referencia a una
concentracion igual a 2 A.

4.6. Agregar a cada tubo 100 pl del reactivo LAL reconstituido.
4.7. Agitar suavemente para mezclar en Vortex durante 30 segundos.
3.8 Incubar en bafio térmico durante 60 = 2 minutosa 37°C +1°C.

3.9 Durante el periodo de incubacidn no trabajar sobre la mesada donde esta colocado
el bafio térmico y evitar golpes y vibraciones.

3.10 Una vez finalizado el periodo de incubacion, retirar los tubos de a uno, invertirlo
180 ° y verificar la formacion de un gel firme.

3.11 Un resultado positivo (+) se caracteriza por la formacion de un gel firme que se
mantiene al invertir el tubo.

3.12 Un resultado negativo (-) se caracteriza por la ausencia del gel o por la formacion
de un gel viscoso que no mantiene su integridad al invertir el tubo.
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3.13 El resultado solo es valido cuando los controles negativos y positivos dan el
resultado apropiado en ambos duplicados.

3.14 La muestra cumple con el ensayo si el resultado de ambos duplicados resulta
negativo.

3.15 La muestra no cumple con el ensayo si el resultado de ambos duplicados resulta
positivos.

Anexo 2: Preparacion y esterilizacién de medios de cultivo.

Disolucién de los medios de cultivo

Los medios a utilizar en el ensayo de esterilidad son Tioglicolato Liquido con indicador
(resarzurina) en el cual creceran bacterias anaerébicas, y Caldo digerido de soja-caseina, en
el cual crecerdn bacterias aerébicas y hongos. Los mismos se preparan segun las
instrucciones del fabricante. Se procederad segin PO-ATN31C2 “Preparacion de placas de
Petri para controles microbiologicos ambientales”.

Esterilizacién de los medios de cultivo

e Fraccionar en tubos perfectamente limpios y secos 10 ml de medio bien disuelto en
cada uno.

e Colocar el tapon autoclave a cada uno. Los tubos deberan estar rotulados con T
(Tioglicolato) y TSB (Caseina de soja) y el namero de lote.

e Colocar los tubos en un recipiente autoclavable que permita contenerlos de forma
vertical.

e Comenzar el ciclo de esterilizacién segin el procedimiento para el manejo de
autoclave.

e Registrar los datos del proceso en el cuaderno de uso del autoclave

e Cuando el ciclo de esterilizacidn del autoclave haya terminado, retirar los tubos con
los medios de cultivo y colocarlos sobre la mesada. Dejar tomar temperatura
ambiente y guardar en la heladera.

e Conservar un tubo de cada medio preparado, dejar que alcance temperatura
ambiente y proceder a tomar el pH de los mismos utilizando tiras indicadoras.

e Para el medio Tioglicolato el pH luego de la esterilizacion debera ser 7,1 £ 0,2y
para el medio caseina de soja 7,3 = 0,2.
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Prueba de promocién de crecimiento

e Tomar dos tubos de ensayo con medio de cultivo y rotular a cada uno como "T"y
"TSB", agregando la fecha del dia en que se pone a incubar.

e Inocular, al tubo rotulado como “hongos™ (TSB) no mas de 100 UFC (unidades
formadoras de colonias) de alguno de los siguientes microorganismos: Aspergillus
Niger y Bacillus subtilis. Incubar en estufa a temperatura de 22,5 + 2,5 ° C durante
no mas de 5 dias.

e Inocular, al tubo rotulado como “anaerobios™ (T) no mas de 100 UFC (unidades
formadoras de colonias) de Clostridium sporogenes. Incubar en estufa a temperatura
de 32,5 £ 2,5° C durante no mas de 3 dias.

e Los medios son adecuados si se produce crecimiento claramente visible de los
microorganismos.
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Anexo 3. Limpieza de Celda de Fraccionamiento de **FDG

GERENCIA DE APLICACIONES Y PO-ATN30C-Q02
TECNOLOGIA DE LOS RADIOISOTOPOS Rev..1 o
PROCEDIMIENTO OPERATIVO Pagina: 1de 7

TiTULO: Limpieza de Celda de Fraccionamiento de “FDG

‘i. OBJETIVO

Describir la forma y la frecuencia de limpieza de las celdas de fraccionamiento de ®EDG del
Laboratorio del Ciclotrén dei Centro Atomico Ezeiza.

2. ALCANCE

Este procedlmlento se aplica cada vez que se deba proceder a la limpieza de las celdas de
fraccionamiento "°FDG dentro de las zonas blindadas.
Este procedimiento aplica, en lo que hace a Limpieza rutinaria preliminar, Limpieza rutmana
para el proceso y Limpieza excepcional de:
Superficies del estanco dentro de la Celda de Fraccionamiento de BEDG, dentro
del cual se encuentra instalado el equipamiento para fraccionamiento, y superficies del
equipamiento en el interior de dicho estanco.
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explotacion, transferencia o liberacién de ninguna informacion en el contenido, ni hacer reproduccuones y
entregarlas a terceros sin un acuerdo previo y escrito de CNEA.
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CNEA

PO-ATN30C-002
Rev.: 1
Pagina: 3 de 7

Limpieza de Celda de Fraccionamiento de '*FDG

3. ABREVIATURAS Y DEFINICIONES

C.N.E.A.:
Kits:
Batch:

Comision Nacional de Energia Atémica.
Conjunto de insumos que se utilizan en determinada operacion.

Vial estéril y apirégeno de 30ml, tapado y precintado utilizado como reservorio
del producto a granel.

Laboratorio de Produccion: Zona externa a Vestuario, Area Limpia y Celdas.

Celda de fraccionamiento: Zona de fraccionamiento, dentro de la celda blindada, contigua

Area Limpia:

Vestuario:
SAS:
UFC :

a la de produccion.

Zona de acceso a la zona de fraccionamiento de mFDG, desde donde se
ingresan las materias primas y retiran los productos terminados de la misma.

Zona de acceso y cambio de indumentaria, previa al Area Limpia.
Safety Airlock System.
Unidades formadoras de colonias.

AREA LINPIA

{Clase B)

| _—
VESTUARIO

iClase C) | Gunivo

l_

i

| R
o

. LAMINAR

{Clase A}

Eee

Esquema del Vestuario, Area Limpia, Celda de produccion y Fraccionamiento de 18-FDG
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e Sanitizar las superficies internas de la campana con la solucién de etanol al 70% vy el
papel libre de pelusa. Descartar los papeles en el cesto.

e Destapar el recipiente de etanol y medir en una probeta de 500 ml. 350 ml del mismo.
e Trasvasar los 350 ml de etanol en el vaso de precipitados de 500 ml.

Medir 150 ml de agua bidestilada en la probeta de 500 ml y verterlos en el vaso de
precipitados de 500 ml.

e Agitar la solucion con la varilla de vidrio durante 1 minuto.

e Verter 500 ml de dicha solucién en un rociador seco y limpio rotulado previamente con la
leyenda “Solucion de etanol al 70% para Limpieza de la celda de fraccionamiento de 18-
FDG” Y a continuacion la fecha de elaboracién y fecha de vencimiento.

Nota: la fecha de vencimiento sera la del dia siguiente al de preparacion.

e Colocarle la tapa al rociador y agitarlo suavemente. Conservarlo a temperatura ambiente.

e lavar con solucion de detergente y una escobilla el vaso de precipitados, la probeta y
varilla que se emplearon en la preparacion, enjuagar y secar con papel libre de pelusa.

e Devolver el recipiente de etanol, vaso de precipitados, la probeta, varilla y papeles no
usados a sus lugares de origen.

® Quitarse los guantes y descartarlos en el cesto

6.2 Limpieza de la Celda de Fraccionamiento de "®FDG.

Es aquella que es desarrollada previa a la produccion de 18-FDG por el operador de celda.
Antes de ingresar debera estar colocado el rétulo correspondiente al area y vestuario en
estado “Sucio”

6.2.1 Requisitos previos al ingreso

-Completar el libro de registro los campos correspondientes. (segtin Procedimiento PO-ATN30C-
003)

-Cumplir con el procedimiento CONDICIONES DE VESTIMENTA E HIGIENE PARA EL INGRESO
AL VESTUARIO, AREA LIMPIA Y CELDA DE PRODUCCION DEL LABORATORIO DEL
CICLOTRON PO-ATN30C-004 antes de ingresar a limpiar.

Antes de entrar al Area Limpia adyacente a la celda de fraccionamiento, operador debe colocarse
en el Vestuario: mameluco, barbijo, guantes, cofia, antiparras y cubre zapatos estériles.

-Retirar el rotulo “sucio”

-Completar el rotulo “en uso” (segun sop PO-ATN30C-003)

-Colocarlo en la celda de fraccionamiento, en el portacarteles correspondiente.

6.2.2 Procedimiento

-Usar guantes descartables para realizar la limpieza.

-Una vez dentro del Area Limpia tomar desde el SAS de transferencia el pulverizador del
desinfectante que corresponda.
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4. REFERENCIAS
Disposicién 2819/2004 de ANMAT.

5. RESPONSABILIDADES

Es responsabilidad del Jefe de la Instalacion y de Aseguramiento de la Calidad la puesta en
vigencia y el control del cumplimiento del presente procedimiento.
Es responsabilidad del operador de celda la limpieza de la misma para la produccién de
18
FDG.
Es responsabilidad del oficial de radioproteccion verificar que la dosis radioactiva sea lo
suficientemente baja como para poder llevar a cabo la limpieza correspondiente.

6. DESARROLLO

6.1 Preparacion de soluciones desinfectantes.

6.1.1 Requisitos Previos

Antes de preparar cualquier solucion desinfectante se debera observar el formulario
REGISTRO DE LIMPIEZA - LABORATORIO DE PRODUCCION CICLOTRON FO-ATN30C-001,
constatando que sus mesadas, etc, se encuentran en condiciones higiénicas antes de comenzar
la preparacion.

Controlar que el libro de registro se encuentra apto para su utilizacion ( posee hojas, etc)

Solucién de etanol 70 %

Producto a utilizar: alcohol etilico calidad p.a.

Procedimiento:

e Tomary llevar a la campana los siguientes elementos:
-Un recipiente de alcohol etilico calidad p.a.
-Un rociador seco y limpio de 500 ml.
-Un vaso de precipitados de 500 ml.
-Una probeta de 500 ml.
-Papel libre de pelusa. Cantidad suficiente
-Una varilla de vidrio
-Guantes descartables.
-Un rociador conteniendo solucién de etanol al 70 %
-Un recipiente con agua bidestilada

e Colocarse los guantes descartables.
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-Pulverizar todas las superficies con la solucién desinfectante, haciendo uso del pulverizador
manual.

-Limpiar todas las superficies con pafios Sontara® htimedos en la solucion desinfectante.
Iniciar la limpieza en el interior de la Celda de Fraccionamiento y dirigirse progresivamente
hacia la puerta de la misma. No abrir las puertas bruscamente ni realizar movimientos rapidos.
-Pasar el paiio himedo por los distintos componentes dentro de la celda de fraccionamiento.
-Dejar actuar el desinfectante no menos de 10 minutos. Secar con pafios secos todas las
superficies desinfectadas. Evitar que queden gotas de desinfectante.

Precauciones
-Evitar tocar los filtros absolutos y flujo laminar.
-Limpiar cuidadosamente los retornos de ventilacién.

NOTAS IMPORTANTES:

El orden de limpieza se realiza de arriba hacia abajo, de dentro hacia fuera. Iniciar la
limpieza en el interior de la Celda de Fraccionamiento y dirigirse progresivamente hacia
la puerta de la misma.

No abrir la puerta bruscamente ni realizar movimientos rapidos. Se evitara de esta
manera la generacion de turbulencias en el ambiente.

Evitar que queden gotas de desinfectante sobre las superficies limpiadas. Avisar al Jefe
de Produccion en caso de que se observe desprendimiento, roturas, desgaste u oxido
en las superficies limpiadas.

6.3 Limpieza excepcional de la Celda de Fraccionamiento de "*FDG.

Es aquella que es desarrollada luego de eventos no rutinarios como ser operaciones de
mantenimiento (cambios de filtros HEPA, revestimiento interior, iluminacion y reparacion de
cualquier equipo que se encuentre dentro de ella) y en los casos que los controles de calidad
indiquen que se sobrepasa el limite maximo de UFC. También en el caso de tratarse de
periodos no productivos.

Frecuencia: Esta limpieza debera realizase sélo de considerar necesario una limpieza
adicional; la misma sera determinada en caso de resultados indeseables en los
controles microbiolégicos del area o cuando el operador de celda lo disponga,
notificando la causa en el libro de registros correspondiente.

En el caso de tratarse de un periodo no productivo: La Limpieza de la celda de
fraccionamiento se realiza cumplido el plazo de méaximo de limpieza del rotulo
sucio (48 horas después de ingresado en el rotulo sucio)

6.3.1 Requisitos previos al ingreso
Proceder igual que en el punto 6.2.1

6.3.2 Procedimiento
Proceder en igual que en el punto 6.2.2




Optimizacion de métodos de control para la liberacién del producto inyectable *®FDG

PO-ATN30C-002

CNEA Limpieza de Celda de Fraccionamiento de "*FDG Rev.: 1
Pagina: 7 de 7

6.4 Finalizacion de la limpieza.

_Cerrar la Celda de Fraccionamiento retirando pulverizador y demas accesorios.
-Descartar el contenido de la bolsa de residuos.

-Humedeciendo un pafio en solucion desinfectante, limpiar la puerta del lado exterior de la
puerta de la Celda. Descartar el pafio junto con los demas residuos.

-Sacarse la ropa descartable y descartarla en los recipientes provistos para tal fin.

_Descartar los mamelucos y cubremangas en el recipiente dedicado a tal efecto para su
posterior lavado y esterilizacion.

-Desechar el sobrante de la solucion desinfectante y guardar todos los elementos de limpieza
a sus lugares originales.

-Retirar el rétulo “en uso”

-Completar el rétulo “Limpio” (segdn Procedimiento PO-ATN30C-003)

-Colocarlo en el la puerta de ingreso al vestuario, en el portacarteles correspondiente.
-Completar en el libro de registro los campos faltantes.(segtn Procedimiento PO-ATN30C-
003)

6.5 Limpieza de Indumentaria

Los cubre zapatos, los barbijos y los guantes utilizados durante el proceso seran descartables.
Los mamelucos y cubremangas deben ser enviadas a lavar y luego a esterilizar, cada vez que
se termine el proceso. Para esto, dejarlos en el recipiente dedicado a tal efecto.

Usar indumentaria limpia para las tareas durante el proceso productivo, para tal efecto tomarla
del recipiente dedicado para ropa limpia.

6.6 Vencimiento de la limpieza

La limpieza rutinaria vence transcurridas 24 horas a partir de la hora de finalizacion de la
misma.
La limpieza excepcional vence transcurridas 48 horas a partir de la hora de finalizacion de la
misma.

7. REGISTROS

Completar libro de registros segun procedimiento.
Los libros registros deben ser guardados por el operador que realizo la limpieza.
Los libros de registro se archivaran en Aseguramiento de la Calidad.

8. ANEXOS
No aplica.
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Anexo 4: Preparacion de placas de Petri para controles microbiologicos
medioambientales

GERENCIA DE APLICACIONES Y PO-ATHI1C2-003
| TECHNOLOGIA DE LOS RADIOISOTOPOS Rev.-0
PROCEDIMIENTO OPERATIVO. Pagina-1 de B

TTuLD: PREPARACION PLACAS DE PETRI PARA CONTROLES
© MICROBIOLOGICOS AMBIENTALES.

1. OBJETIVD
Establecer un procedimients para:
La preparacion y esterilizacion de medics de cultvo solidos
La preparacion de las placas de Pelri conteniendo los medios de cultivo.

2. ALCANCE

Este procedimiento abarca a |a preparacion de medics de cultivo Agar Triptosado de Soja y
Agar Sshureau v a las placas de Petri que los contiene.

. - Intervino :
Preparo Reviso calidad Aprobo

Edhva Fauin, P

Huala, R Sk Pauls P Lafirsa, ¥ [ ] Crafizsla,

REVISIONES

Rev. Fecha Modificaciones

FECHA DE VIGEMCIA:

DISTRIBUCION ESTADD DEL DOCUMENTO
Copia N
Distribuyo Fecha

Fma

MOTE: Este documento &= propledad de CHEA y s& resera odos los dereches Iegales sobne &, Mo s permitids 3
Expiotacon, arsferencia o Iberacdn de minguna imformacin =n =l confenido, nl hacer Freproduocionss. ¥
entreganas a eroencs dn un aoeendo previo ¥ esoibo de GhEp‘.{
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3. ABREVIATURAS Y DEFINICIONES

ATS: Agar Tripiosado 62 s0j3.
AL P-gﬁ[ Cabureau.

4. REFERENCIAS

PO-ATHI1C2-001 0 “Procad. para & manejn de auoclave de Chamberialn®
PO-ATHIC2-002 il “Procad. para el manejo de autociave Hogner 703"
PO-ATHICD12 10 “Utlizackon de | balanza Sanodus e Impresora Janoaes”.

PO-ATHICD18 D “Procedmiento para e mangjo de aulociave Steryle Max sede
1

Es responsabilidad del jafe de Confrol de Calidad conocer, capacitar al personal y
hacar cumpllr este procedimianto.

Es responsabllidad del encargado de conimies microbloiogicos, técnicos yio
audlares que realcen controies microbiologicos ambéentales o de esteriidad &
aslstan en estos procasos, tensr conocimisnto de este procedimiento y apicark.

3. DESARROLLC

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
.1 Disoluckon de medios da cultivo en e
Para preparar 600 ML De medio de cuftivo
Agar Trpiosado de so0ia
WOTA: S2 sique |a proparcion espaciicada en cada envase de medio de cukivo

£.1.1 Pesar en [3 balanza Ilgﬂﬂ, Oue 58 ENcUentra en 13 sala de FEE-EI]SE, LN Y360
ge precipitado de 50 miL y lievar e Gisplay 3 cero con e bolon central azul, sin
refirar el vaso del plain de 13 balanza (tara).

£.1.2 Una wez que 2l dﬁplay esfa en c2ro, colocar denTo del waso, con uwna
espalia 0 cuchara, 249 de Agar Tripiosado de Soja (ATS). Bl mismo se
encuenira en [a virina del laboratoro de materias primas (a. 19).

£.1.3 Reallzar ko mismo con &l Agar Sabursau (AS). Se deben pesar 33g en un
vasa de precipiago de SOm.
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B.1.4 Colocar los dos medios d2 culfivo en sendos Erisnmeyer de 1 It cada uno,
robulades con 135 Slgias ATS y AS, con marcador Indeleble rojo y negro
respecTvaments.

6.1.5 Cologar en una probedd de 11, 600ml de agua destlada, que s2 obtlene del
bldén que s= encuentra en =l |aooratoro 20, y wolcar esta agua, suave y
dlrectaments 2n & Erenmeyer gue contiens &l medio de culivo ATS,

6.1.6 Reallzar I mismo colocandd 600 mil de agua desfdlada en el Efsrmeyer gue
comtlene AS

£.1.7 Revolver con espdtula de metal o varllla de wdrid hasta eliminar ko5 grumas.
3e oDfenan moE soludonas Wwrblas de color amariienio.

MOTA: desde este punto del proceso en adelante, para ambos medios de cuiivg,
ATS y A5, se procede 02 (3 misma manera.

.2 Disoluclén de medios de cultlvo en callents:
Se realiza en & laboratono de estenilzacion y preparacion de medos, n° 20,

Durant2 fodo el proceso hay que usar guantss de doble 18i@ para proleger las
manos del calor,

MOTA: Colocar en la pusrta del laboratorle de preparackon de medios ol
cartel Indicador de “NO entrar con matsrial suclo - Laboratorlo dadicado a la
praparacion de medios de cultive™. EI carfel =6 encusntra pegado &n 3
pugrta, glrario de manara qué 26 63 desde al extarior,

Durante el proceso de preparacién de medios sstd prohiblda la enfrada ds
materlal suclo al laboratorio

E.2.1 Calentar & medlo de cwlivo s0ore un mechern, para esto se conscia el
mechem mediante una manguera pidstica, a 3 salda de gas. Se abre 13 lave de
paso del gas (color verde) girandola en senfido anthoraro, se enclends el
Mechedm con U encandedar ¥ 56 coioca este debalo g2 un tripode con fea de
amianty 500re |3 que se colocd & enenmeyer a Bafio Marla. Este proceso puede
hacers2 en su defectn en plancha calefacion eléeirica con agiiacion.

£.2.2 Revolver @ soluchin, sempre sobre el mechen, con una varlla de vidro,
durarte 204/- 5 minutos, 3 Baflo Marla o en plancha calefaciora con agiaciin.

6.2.3 Una vez franscumido e Sempo Indcada, confrolar &l 13 disolucion es
completa: se debe lograr una solucion de aspecto amarlio oscwm y sln grumas,
que a agltar el erlenmeyer por rofacidn, no se observen particulas de agar soore
\3s paredes del edenmeyer. 3 asl no fuera delar mds tempo & medio
caleniandase, hasta lograr a disolucion completa.

WOTA: L3 aparicitn de un color amarmnadn o mamon e indicativo de exceshvo
calen@miento y 52 debe descartar el medlo.
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£.2.4 Traspasar estas soluciones dirctamente, desde el erlenmeyer a frascos tpo
Plrex, ya que estos fraseos resishen o calor de esterlizacion, de 200 mil. cada uno,
lenando 105 Traseos hasta 3 0 sU capacklad y cemandoios con medla rosca.
Slempre profegienda I35 Manos con guantes.

£.2.5 Se utillzan tantos frascos de 200 mi como volumen de medio de culthvo haya.
Los fasc0s, que 52 encuentran en el laboratono de microolniogla, deden tener
tapa de ciarme hemelco 3 rsca y deben estar perfectaments (Implos.

6.3 Rotulado de frascos:
Usar manzador Indeleble.

£.3.1 Lo frastos que vayan a comtener medo Sabureau deben rotularss con |as
leiras AS &N coor nagm.

£.3.2 Log que contengan medio Agar Triplosado de Soja, levaran 1a Inscripeion
ATS en color rof.

&4 Esterllizacion:

6.4.1 Una vez robulados y cermados a medla rosca 105 rascos, conteniendo el
medo de cultivo, 88 cobocan, con culdado, en @ bandeja metalica del autociave
Hogner 703 chdgo ECC 017 & del autoclave Harvey SierlleMax serle 1277 codigo
ECC 018. La misma debe ublcarse en & esiante medio de cualqulera de los dos
autoclaves para su esterllizacion, siendo de primera eleccion el autociave Harvey
Sterlemax sefie 1277 codigo ECC 018 ya que al iener Imprasora, & reglstran los
parametros de estedlizacion alcanzados.

6.42 [ElpH de|as soluciones 52 mide con tiras Indicadoras marca MERCK de
rango 510 previamente verficadas con solucionas patron.

6.43 [Dejar que los medios fomen temperatura amblente, sin solldfcarse, 20°-
253 C y tomar asépticameante una muesira solre 13 cual se reallzara |3 prueba.

5.4.4 Sobre |3 muesta se determing el valor de pH que deberan ser de pH de
7.34i- 0,2 para & agar Triptosado de 50ja (AT) y 5.6+- 0.2 para & agar Saboreau
{AS), para los medios de culiivo marca DIFCO (los valores de pH pueden varar
levemente sequn 13 Indicaciones de distinios fabricantes).

&.5 Trazlado de 10 frascos A la campana de fujo laminar:

£.5.1 Colocarse quanies protectores de doble 1843 para proteger las manos del
ealor.

£.52 Cuando el dclo de esledlizacion del autocdave haya terminado, refiar los
frascos con los medios de culivo comespondientes y cemanos a resa completa
Inmediatamente.
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£.5.3 Trasladar los frascos al laboratoro de controies microdloidgicos y colocaros
genir del pass-box que 52 encusnira &N 252 |anoratona. £l mismo se abre trando
ge |la manlja de Ia pueria hacda fuera al mismo flempo que s presiona &l boton del
medo del (Nfemupior que 52 eNcUentra en |3 pared, 50072 & Dass-D0l.

&6 Precaucionss antes del plaqueado:

[=1]
o
—_

Cuaquisr @ements que vaya 3 Ingresar & arsa Impla de trabalo dede
Ingresar por el pass-box del [aboratori de microbiologla.

Los elemenios de frabaje deben roclarse con una soluckin de alcohol
efibc: agua 70:30 esterl antes de Introduciios en la campana de fiujo
[aminar.

E| personal debe gresar al area de trabajo, vestidos con 1@ ropa
apropiada s2gin SOP “Condiciones de vestmenta e niglene para &l
Ingres al Area limpla del [dboratoro de micrabiologla”, versidn vigente

£.6.4 En ningin momento abir a5 platas o 108 frascos con medio de culhvo
esterlizado fuera de [a campana de fiujo laminar.

6.5.5 Antes de COMENZar con &l plaqueado el tenico debe FOciarse 135 manos
con |3 solclon sanfizante de alcohol etiico; agua 700D estedl,
procedlend de igual manera ante cualquier salda everiual o |a campana
de flufo laminar.

(= 1]
i
(g~

[=1]
o
L)

&7 Preparachin de la campana de fujo laminar y &l laboratorio de frabajo.

§.7.1 I vestuario y area Impila de rabajo deden Implarse y acondiclonarse por
personal teenico capacitado.

£72 Limplar 3 campana, de fujo laminar, con una soluckin sanitizante de
akohol etfico y agua desbiada en proporckn 70:30 estérd, segin S0P
"Limpieza , y_ mantenimients el |3ooratoriy_de_micrbiologle”, versidn__
vigentz. "

67.3 Brevements, se rocia fodo & Inferlor de 13 campana de o laminar y se
paza un pafio Sontara micropure 100 (u ofro elemento que no deje pelusa)
esterl para implar y refiar |3 soucion. Finaiments vuslve a rociarse 13
Camgana de 3 misma manera p=ro 5 retirar [a soiucion.

674 Encender [a campana {1a uz, el fujo de alre y 13 luz germiciia) media hora
antag de comenzar 3 ﬁbﬂ]l
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6.7.5 Encenmido de la Campana de Flujo Laminar:

Zn el frante 02 (3 Campana, amba a |3 derecha, se encueniran los Dotones de
sncenddo / apagado. £l primern desde |3 zquierta, sefiallzadn con &l simboio de
un pequefio ventliador. Los gue comespanden a encendido y apagado de luz dz 3
campana, sequnde boion desde 13 izquierda simbolzado con el dbujo de wna
lamparita, y el encendido y apagado de 1a luz gemicida, tercer baton contando
desde 13 [zguienda simoolzady con uwna lampania y 13 Inscripeion LG,

La luz germicida dabs apagarss al comenzar a trabajar.

675 Todos los elementos de trabajo deden tomarse del pass-box 6 de [a mesa
alneliar que2 58 encuenira en & area 3 madda que2 S2an Nesesarins, colncadns
geninde 13 ampana, slendo |}'I'El.'13'11-EI'I|ZE Eanitizados con [3 solucion de akeonok
agua 70:30 esterl,

£7.7 Los slementos dentro oe |a campana deben ublcarse a loe costados ya
que ningun objety debe Interponerse enire el Nujo de alre y 135 placas con las que
5 2513 frabajando.

EE  Plagueado.

Se procede de |a misma manera tanto para & pagueado de Agar Sabureau como
para 2l de Agar Tripiosada de Soja

Se preparan primero |3 placas con ung de los medios de culivo y se rotulan y
lego s& repite 1o mismo para el obm medio de culive.

6.5.1 Abdruna bolsa de placas denino de la campana de fiujo laminar, cortando

&l nylon con |a tlera, y sacar las placas, Msponléndolas sobre |3 mesada, boca
amoa.

£82 Serepite este procedimiento con cada bolsa de placas, abriendoias de 3
una hasta finallzar con el wial g2 volumen de medio de cuRivo.

£.3.3 Destapar i3 botelia de medio de cultivo y 13 placa.

£.8.4 ‘Valcar un volumen de medlo de cultlve suficlente, dentmo de (3 |:I|I"ﬂ, gnire
17y 19mL

£33 Tapar nuevaments 13 placa.

E35 Repetr o procedimientn con todas I35 placas, de a una por vez,
hasta acabar el medio de culfive.

47 Rotular (35 placas, segin ANEXO

£33 Se deben apartr, 4 placas de AT y 4 placas de AS (ocho plasas en

total), que comesponderan 3 los controles positives y negatives de los medios de
cuitiva.
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£.5. Las placas DEBEM SER INCUBADAS 24 HS en esifa de cultivo

para vertficar su estenlidad, 3 a temperatura que cOMesponda s2gun &l medio de
Cultivo.

£.5.10 Luego del periodo de INCUDACIoN, evisar una por wna para ver 3
presencla oe colonias. Descartar |as que evidencisn cualquisr tipo de crecimienio
¥ |35 que generen alguna duda.

£3 Prusba de promocikin de crecimianto

6.9.1 Se ulllizaran dos placas de Petrl por cada medio de culthvo y rolular las
platas de agar Saboursaud cOMD "MONQOE™ y |35 placas con TSA COmO “bacierias,
agregando la fecha del dia en que s pone a Incubar.

£49.2 Inocular, cada una de 13s Fial:ﬂﬁ de agar Sadoureaud con un nOmER
pequefio de microorganismas, no mas o8 100 ufc de algunos de  los siquisnies
microorganismos: Aspergllus Niger, Baclius subllls 0 Candida Alblcans. Incubar en
25tufa a Una temperatura de 22,5 +- 2,5°C durante 5 a7 dias.

£.9.3 Inocular cada una de |35 piacas rofulado como “Bactenias”, no mas de 100
ufc de diquno de los siguientes microorganismos: Staphylococcus Aureus, Bacllus
subtills, Clostridium sporogenes o Pseudomonas aenuginosa. INcubar en eshufa a wna
{emperatua de 32,5 +- 2,5 °C durante 3 a 5 dias.

£.9.4 Los medios son adecuados s 6 produce crecimienio comparable a
obienido anteripments con una partida de medio anallzada y aprobada previamente .

.10 Acondiclonamlsnte de las placas para envic o simacsnamlents

El melodo de acondicionamiento que sé describe 3 COMBNUACIon &5 coman,
variando Onicamente &l numero de placas por bolsa, segln 523 & requerimisnio
para I3 aplicacian.

Para & control amidental ded Clelotron: Acpndidonaras, en grupas &2 6 pacas
C3da uno.

6.10.1 utlizan boisas de nylon para tal fin, yio las mismas bolsas en las que
vignzn a5 planas.

6.10.2 El acondicionamiento consta de dos bolsas, wna por afuer de @ 0l
CE[Tando cada una con cnta ancha. Realizar un doblez en un extremo de

la cinta pegada para faciiitar su apertura en &l momento de usD.

6.10.2 Ambas boisas, Intemna y exiema, deben estar rociadas en su Interior con
£0lucldn sanltizarie T0:30 de alcohal etilico y agua.
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6.10.4 Robular Ia bolsa extema con ipo de medio de culthvo, mimem de Iode de
placas y facha de vencimiento.

6.10.5 Guardar 36 Dolsas con placas en |3 heladera del |aboraiodo de
preparacion y esterlizacion de medios (numero 20) hasta su uso, sin que &l
tiempo de aimacenado en |3 heladera supere 108 slete dias.

5.10.6 Compéetar bos datos en & cuademo de preparacion de medios de cultivo
\ver REGISTRO DE DATOS).

6. REGISTROS

Cuaderno de regisiro de datos de |3 preparacion de medlos de cultvo para
microgioiogla:

Se utlizard un claderno de fapa dura, follado con una efigueta en la fapa,
Reqisin de dalos de |3 preparacion de medos de culfivo, y el nomero del mismo,
ejemplo: 01, 02, 03 efc en orden cormelative 3 medida que 52 vayan compistando los
cUagemos.

Cada |'IIII]-H deie rayars2 con digz columnas en |38 cuales 52 deban I'Eg&‘lﬁr los
siquiznies datos:

Fecha de preparacion de medios de culivo y placas con el farmato ddimmiaa.
Nomére del téenico o awdlar que prepant y esterlizd los medios de cultiv.

Nomerp de lote de media g8 cultivo Agar Sabureaw consta de varas oifras y
&2 encuentra en el envase del producho.

WNimero de lobe de medo de culiivo Agar Trptosadn de 50f3: cons de varlas
cifras y 52 encuenTa en & envase del producio.

NOTA: 5l 52 liegara a frabalar con otros medios de cultivo, 52 deben agregar &l numero
de columnas comespondients para poder registrar los numeros de lote de todos los
medios de cultiva con los que se rabale.

Violumen de medio de cultivo AS preparado & 500 .
Volumen de medio de cultivo AT preparada e|. S0ami.
pH 2l medio AS.

pH dil medio AT,

Cantidad de placas AS preparadas.

Cantidad de placas AT preparadas.

MNomero de lote de placas: con & fomato nn (a3, donde nn simbolza el
nimesa comespondente a ese lobe de placas, comelatvo al aniedor y 3a

slmbaliza kos dos Gitimos dighos del aflo en curso. E) 07/0%

Wombre del técnico que midid & pH de o5 medios de culilvo y realzd el
plagueado.
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- Dbservaciones: se debe anofar cualguier ateracion en el proceso, dato efe
que 2 congidens NEcasano regisirar.

7. ANEXO

Anexg A Rotulade de placas.

La& placas que contengan medo agar Sabureau se rofulan con marcador
Indeiebie negro.

Lac placas que confengan medio agar Triptosade de soja se rotulan con
marcador indeleble rojo.

Los rafuios deben escribirse e (@ tapa de cada placa.
Se rotulan todas |35 placas.

En el o, lusgo de preparadas |as placas, debe constar 13 siguiente
Infarmacian:

- Momerg de |ote oe placas (esta Infomaciin &8 oblendra del cuademo de
laboratorio de microdiologla. Punta 7).

. Tipo de medio de cuivo que contenga 3 placa (AT & AS segun
coTespondal).

Las placas de controles posltivo y nagativo (3 placas en fotal) de los medios se
rofulan con |a sigulente Infomackn:

. NiFmeno de loke de placas.

. Tipo de medio de cultvo que contenga la placa (AT @ AS seqgun
COMmEspandal.

. Cont.+ y cont - (para AT) y cont.+ y cont.- (para AS)
. Fecha de preparacion.
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Fe de erratas.

En la pagina 2, en lugar de:

HO,

Debe ir:

2-desoxi-2(*8F)fltor-D-glucosa

HOH,C

HO™

OH

Glucosa

Figura 1.1 Forma estructural de la glucosa y su anélogo.

En la pagina 5, en lugar de:

AcO,

OAc

. ,,///

\'osochg i6n fluoruro

1,3,4,6-tetra-O-acetilo-2-otrifluorometanosulfonil-b-D-manopiranosa

—_—
_——

OAc

OAc

..,,,,/
(/74 F

+ -OSOZCF3

Figura 2.1 Reaccion de marcacidn: Sustitucion nucleofilica bimolecular.

Pagina1lde3
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Debe ir:
AcOH,C o} OAc AcOH,C OAc
18- i
ion fluoruro + 7 0S0O,CFs
AcO™ \SSOZCFg AcO™ 18p
OAc OAc
1,3,4,6-tetra-O-acetilo-otrifluorometanosulfonil-3-D-manopiranosa
Figura 2.1 Reaccion de marcacidn: Sustitucion nucleofilica bimolecular.
e Enlapégina 6, en lugar de:
AcO o] OAc
NaOH, H,0 + 4 NaCOOH
Ao oy
OAc
Figura 2.2. Hidrdlisis bésica
Debe ir:
NaOH,H,0O .
\\\“‘ R
Aco™ F o™ 18p
OAc OH
Figura 2.2. Hidrdlisis basica
e En lapagina 26, en lugar de:
) log 0,03 + log0,06 + log0,06 + log0,125
MG = Antilog ( 2 ) = 0,0606

La media geomeétrica tiene un valor de 0,0606, el cual se ubica dentro del intervalo mencionado.
Por lo tanto, el lisado es sensible a endotoxinas bacterianas.

Pagina 2 de 3
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Debe decir:

log 0,06 + log0,06 + log0,125 + log0,125
4

MG = Antilog ( ) = 0,0866

La media geométrica tiene un valor de 0,0866, el cual se ubica dentro del intervalo mencionado.
Por lo tanto, el lisado es sensible a endotoxinas bacterianas.
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