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Introduccioén

1. INTRODUCCION

1.1. MEDICAMENTOS DE TERAPIAS AVANZADAS

Los recientes progresos cientificos alcanzados en campos como la biotecnologia celular
y molecular han permitido el desarrollo de alternativas terapéuticas novedosas Yy
prometedoras como las Terapias Avanzadas que incluyen la Terapia Génica, la Terapia
Celular Somatica y la Ingenieria de Tejidos [1] con productos de origen autdlogo,
alogénico o xenogeénico.

Este campo emergente de la biomedicina ofrece nuevas oportunidades para el
tratamiento o prevencion de enfermedades y disfunciones en el ser humano. Los
productos de Terapias Avanzadas pueden ser administrados con el fin de restaurar,
corregir o modificar funciones fisioldégicas ejerciendo acciones farmacolégicas,
inmunologicas o metabdlicas. Es por ello, por lo que son considerados como
medicamentos biolégicosn el ambito del anexo | de la Directiva 2001/83/CE del
Parlamento Europeo y el Consejo Europeo de 6 de noviembre de 2001 [1].

Estos productos medicinales son fabricados en zonas de “ambiente controlado” con el
fin de asegurar o minimizar el riesgo de contaminacion microbioldgica, por ello, una de
las cuestiones més importantes es la creacién y mantenimiento de un sistema de
monitorizacion ambiental que garantice un ambiente adecuado para su fabricacion, y
gue cumpla con los criterios normativos en cuanto al nivel de biocontaminacion
ambiental, segun el grado de limpieza del aire. Con este objetivo, se ha de establecer e
implantar un sistema formal de Control de la Biocontaminacion Ambiental que evalle y
controle todos los factores que pueden afectar a la calidad microbiologica de los
procesos y productos fabricados [2].

Los medicamentos de Terapia Celular suponen un nuevo reto tanto para las Agencias
Reguladoras como para los Fabricantes ya que, aunque le son de aplicacién las mismas
normas generales que para el resto de los farmacos, poseen grandes diferencias respecto
a los medicamentos tradicionales en cuanto a su proceso de fabricacién y control. En
primer lugar, las oportunidades de automatizacion a gran escala aun son limitadas; en
segundo lugar, se trata de productos que no pueden ser esterilizados al final de su
fabricacion y por ello, para ser considerados como productos estériles, han de fabricarse
mediante los procedimientos y normas aplicables a la fabricacion aséptica de
medicamentos. Por ultimo, suele tratarse de productos con una escasa vida media, con
un periodo de caducidad, dependiendo del producto y de los excipientes, de tan sdélo 24-
48 horas.
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1.1.1. Tipos de medicamentos de terapias avanzadas

Los medicamentos de Terapia Génica y Terapia Celular vienen definidos en la directiva
Europea 2009/120/EC [3]. Los de Ingenieria de Tejidos y Medicamentos combinados
en el Reglamento Europeo 1394/2007 [1].

1.1.1.a. Medicamento de Terapia Génica

Un medicamento de terapia génica es un medicamento biolégico con las caracteristicas
siguientes [4]:

* incluye un principio activo que contiene un acido nucleico recombinante, o esta
constituido por él, utilizado en seres humanos, o administrado a los mismos, con
objeto de regular, reparar, sustituir, afladir o eliminar una secuencia génica,

» su efecto terapéutico, profilactico o diagndstico depende directamente de la
secuencia del acido nucleico recombinante que contenga, o del producto de la
expresion genética de dicha secuencia. Los medicamentos de terapia génica no
incluyen las vacunas contra enfermedades infecciosas.

1.1.1.b. Medicamento de Terapia Celular Somatica

La Comision Europea establece que los Medicamentos de Terapia Celular Somatica son
aguellos que tienen las siguientes caracteristicas [4]:

« Contienen o consisten en células o tejidos que han sido sometidos a una
manipulacion sustancial de forma que sus caracteristicas biolégicas, funciones
fisiologicas o propiedades estructurales relevantes para el uso clinico previsto
han sido alteradas, o las células o tejidos no se pretendan destinar a la misma
funcién esencial en el receptor que en el donante;

e Se presentan como poseedores de propiedades para ser utilizados o
administrados en seres humanos con el fin de tratar, prevenir o diagnosticar una
enfermedad a través de la accién farmacolégica, inmunolégica o metabdlica de
sus células o tejidos.

Dicha manipulaciéon incluye la expansion o activacion de poblaciones celulares
autologas ex vivo, tal como la inmunoterapia adoptiva, y la utilizacion de células
alogénicas y xenogénicas asociadas con productos sanitarios empleados ex vivo 0 in
vivo, tales como micro capsulas, matrices y andamiajes intrinsecos, biodegradables o no
biodegradables.

No se consideraran manipulaciones sustanciales las enumeradas a continuacion (anexo |
del Reglamento (CE) 1394/2007) [1]:

* Corte.

 Trituracion.

* Moldeo.
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» Centrifugacion.

* Imbibicién en disoluciones antibidticas o antimicrobianas.
» Esterilizacion.

 Irradiacion.

» Separacion, concentracion o purificacion celular.

» Filtrado.

 Liofilizacion.

» Congelacion.

» Criopreservacion.

* Vitrificacion.

1.1.1.c. Medicamento de Ingenieria de Tejidos.
Se define un producto de Ingenieria Tisular como aquel que [1]:

a. contiene o esta formado por células o tejidos manipulados por ingenieria, y

b. del que se alega que tiene propiedades, se emplea o es administrado a las
personas con el fin de regenerar, restaurar o reemplazar un tejido humano.

Un producto de ingenieria tisular podra contener células o tejidos de origen humano,
animal, o ambos. Las células o tejidos podran ser viables o no. Podra también contener
otras sustancias, como productos celulares, biomoléculas, biomateriales, sustancias
quimicas, soportes o matrices.

Quedan excluidos de la presente definicidbn los productos que contienen o estan
formados exclusivamente por células y/o tejidos humanos o animales no viables, que no
contengan células o tejidos viables y que no ejerzan principalmente una accion
farmacoldgica, inmunolégica o metabdlica.

Las células o tejidos se consideraran «manipulados por ingenieria» si cumplen al menos
una de las condiciones siguientes [1]:

* las células o tejidos han sido sometidos a manipulacién sustancial, de modo

que se logren las caracteristicas biolégicas, funciones fisiologicas o propiedades
estructurales pertinentes para la regeneracion, reparacion 0 sustitucion

pretendidas. Las manipulaciones enumeradas en particular en el anexo 1 de las
NCF no se consideran sustanciales,

» las células o tejidos no estan destinados a emplearse para la misma funcion o
funciones esenciales en el receptor y en el donante.

La distincion entre Productos Medicinales de Terapia Celular Somatica y Productos de

Ingenieria Tisular depende del mecanismo de accién. En el caso de los productos de
Terapia Celular Somaética, las células o tejidos ejercen una accién farmacolégica,

inmunologica o metabdlica, mientras que los Productos de Ingenieria Tisular son

utilizados para la regeneracion, reparacion o sustitucion.
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1.1.1.d. Medicamento combinado de Terapia Avanzada.

Medicamento combinado de Terapia Avanzada sera aquel que:

* incorpore, como parte integrante del mismo, uno o0 méas productos sanitarios o
uno o mas productos sanitarios implantables activos, y

» cuya parte celular o tisular contenga células o tejidos viables, o

e cuya parte celular o tisular contenga células o tejidos no viables pero capaces de
ejercer en el organismo una accion que pueda considerarse fundamental respecto
de la de los productos sanitarios mencionados [1].

Para estos productos, independientemente del papel del producto sanitario, la acciéon
farmacoldgica, inmunolégica o metabdlica de estas células o tejidos debe considerarse
el modo principal de accion del producto combinado.

1.2. MARCO NORMATIVO DE LAS TERAPIAS AVANZADAS

Los medicamentos basados en Terapia Celular comprenden una amplia variedad de
productos y pueden ser incluidos en varias categorias tales como Productos Medicinales
de Terapias Avanzadas, trasplante de células o tejidos o productos de transfusion
sanguinea, entre otros [5]. La inclusién en uno u otro grupo de los anteriores conlleva
grandes diferencias en términos regulatorios y econémicos.

La donacion, obtencidn, evaluacion, trazabilidad y actividades de codificacion para el
trasplante de células ha de cumplir con las normas y requisitos establecidos en varias
Directivas y Directivas de la Comision Europea [6]-[9]. La obtencidn, evaluacion vy
trazabilidad de las actividades realizadas para la obtencion de células sanguineas con
fines transfusionales, debe cumplir con la normativa de calidad y seguridad establecida
para la sangre humana y componentes de la sangre humana reguladas por la Unién
Europea [10]-{12].

En el caso de los medicamentos de Terapias Avanzadas basados en células, tejidos,
sangre humana o componentes sanguineos como materiales de partida, le son aplicables
la misma regulacién Europea para su donacion, obtencién o recoleccién, evaluacion y
trazabilidad tal y como se establece en el Reglamento 1394/2007 [1].

Los Productos Medicinales de Terapias Avanzadas han de ser fabricados en
instalaciones y segun los principios establecidos en las Normas de Correcta Fabricacion
de Medicamentos (NCF) publicadas por la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS). Las NCF son una trasposicion de la Directiva
2003/94/CE [13] por la que se establecen los principios y directrices de las practicas
correctas de fabricacion de los medicamentos de uso humano y de los medicamentos en
investigacién de uso humano y la Directiva 91/412/CEE [14] de medicamentos de uso
veterinario.
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Los utilizados para trasplante de células o tejidos han de fabricarse en establecimientos
de gjidos que cumplan con los requerimientos establecidos en la Directiva 2006/86/CE
[8] mientras que los productos sanguineos utilizados para transfusiones de sangre se han
de procesar en establecimientos autorizados de acuerdo con los requerimientos de la
Directiva 2005/62/CE [15].

1.2.1. Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos (NCF)

Las NCF de medicamentos y principios activos de la Union Europea se publican como
volumen 4 de la legislacion de la Unidn Europea-Eudralex [16] y se definen como “la
parte de la garantia de calidad que asegura que los medicamentos son elaborados y
controlados de acuerdo con las normas de calidad apropiadas para el uso al que estan
destinados” [17].

La Directiva 2001/83/CE (articulo 40) establece que los principios de las NCF vy las
directrices detalladas de los mismos son de aplicaciébn a todas las operaciones de
fabricacion de medicamentos realizadas en Espafia, incluso si el producto es fabricado
con vistas a su exportacion. Se incluye la fabricacion total o parcial y las operaciones de
division, acondicionamiento o presentacion. Se exige igualmente para las importaciones
de medicamentos procedentes de terceros paises en un Estado miembro [4]. Esta
Directiva fue modificada por la Directiva 2004/27/CE, obligando a los Estados
miembros a enviar a la Agencia Europea para la Evaluacion de Medicamentos (AEEM)
una copia de la autorizacion de fabricacion. La AEEM es la encargada de registrar esta
informacion en la base de datos comunitaria y la administra en nombre de la
Comunidad Europea [18].

La guia de NCF se estructura en dos partes de requisitos basicos y en anexos
especificos. La parte | versa sobre los principios aplicables a la fabricacion de
medicamentos vy, la parte Il, a las sustancias activas empleadas como materiales de
partida.

Los capitulos de la parte | sobre “requisitos basicos” estan encabezados por los
principios que definen las Directivas 2003/94/CE [13] y 91/412/CEE [19]. El capitulo 1
“Gestion de calidad” define el concepto fundamental de garantia de calidad, aplicado a
la fabricacion de medicamentos. De ahi en adelante, cada capitulo contiene un principio
que sefala los objetivos de la garantia de calidad y un texto dirigido a los fabricantes
que detalla los aspectos esenciales a tener en cuenta para implantar ese principio.

La parte Il se establecié més recientemente en base a la directriz desarrollada a nivel de
la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH) publicada como ICH Q7A [20]
sobre “sustancias activas farmacéuticas”, la cual se implementd en principio como
anexo 18 de las NCF para su aplicacion voluntaria en 2001. De acuerdo con lo
establecido por los articulos 47 y 51 de las Directivas 2001/83/CE y 2001/82/CE
respectivamente, y sus modificaciones, la Comision adoptaria y publicaria unas
directrices detalladas para las sustancias activas empleadas como materiales de partida.
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Por ello, dicho anexo 18 ha sido reemplazado por la parte Il de la Guia de NCF, de
aplicacion tanto al sector de medicamentos humanos como veterinarios.

En la ultima actualizacion de la Guia de NCF (junio 2016), publicada por la AEMPS, se
incorpora una nueva parte Il sobre “Documentos relacionados con las NCF y otros
documentos relacionados con las NCF” que recopila documentos relevantes para la
correcta aplicacion de las GMPs procedentes de la Comision Europeay de la Agencia
Europea del Medicamento (EMA). Ademas, la AEMPS ha eliminado el anexo 20 que
correspondia con la directriz ICH Q9 de gestidn de riesgos para la calidad.

Ademas, hay una serie de anexos aplicables a determinadas areas de actividad, siendo
algunos de ellos especificos de determinados tipos de medicamentos (medicamentos
estériles, medicamentos en investigacion, radiofarmacos, medicamentos veterinarios,
gases medicinales, medicamentos a base de plantas medicinales, liquidos, cremas y
pomadas, productos derivados de sangre o plasma humano, etc.).

En el caso de los procesos de fabricacion de medicamentos de Terapias Avanzadas, los
anexos que le son de aplicacion son:

* Anexo 1: Fabricacion de medicamentos estériles.

 Anexo 2: Fabricacidbn de sustancias activas bioldgicas y medicamentos
biologicos para uso humano.

« Anexo 8: Toma de muestras de materiales de partida y de almacenamiento.

* Anexo 11: Sistemas informatizados.

* Anexo 13: Fabricacion de medicamentos en investigacion.

* Anexo 15: Cualificacion y validacion.

* Anexo 16: Certificacion por la persona cualificada y liberacion de lote.

e Anexo 17: Liberacion paramétrica.

* Anexo 18: Normas de Correcta Fabricacion de sustancias activas (este anexo
se encuentra recogido como Parte Il de la Guia de NCF).

* Anexo 19: Muestras de referencia y muestras de retencion.

Las revisiones periodicas de las NCF se publican en la pagina web de la Comision
Europea littp://ec.europa.eu/health/documents/eudralex/vol-Ainele htm) asi como

en la web de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(https://www.aemps.gob.es/industria/inspeccionNCF/guia@mne.htny.

Como la evaluaciéon de los productos de Terapias Avanzadas a menudo requeria un
conocimiento experto que iba mas alla del ambito farmacéutico tradicional y abarcaba
zonas limitrofes con otros sectores como la biotecnologia y los dispositivos médicos, se
cred en el afio 2007 el Comité para Terapias Avanzadas (CAT), dependiente de la
Agencia Europea del Medicamento (EMA), constituido por un equipo multidisciplinario
gue reune a algunos de los mejores expertos de Europa. EI CAT es el responsable de
preparar un proyecto de dictamen sobre la calidad, seguridad y eficacia de cada
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medicamento de Terapia Avanzada para su aprobacion final por parte del Comité de
Produdos Medicinales de Uso Human@dmmittee for Medicinal Products for Human
Use, CHMB.

1.2.2. Normas de Buena Practica Clinica. consideraciones sobre medicamentos en
investigacion para uso humano y ensayos clinicos con medicamentos.

Un medicamento en investigacion es la forma farmacéutica de un principio activo o un
placebo cuya seguridad y eficacia se investiga o se utiliza como referencia en un ensayo
clinico, incluyendo un producto con autorizacion de comercializacion cuando se utilice
o forme parte (en la formulacién o en el acondicionamiento) de un medicamento en una
forma distinta a la autorizada, o cuando se utilice para una indicacidon no autorizada, o
para obtener mas informacion sobre un uso autorizado [21].

La aplicacion de las NCF a la fabricacion de medicamentos en investigacion tiene la
finalidad de asegurar que los sujetos del ensayo no se expongan a riesgos y que los
resultados de los ensayos clinicos no se vean afectados por una seguridad, calidad o
eficacia insuficientes, derivadas de una fabricacion inadecuada. Igualmente tiene la
finalidad de garantizar que exista consistencia entre lotes del mismo medicamento en
investigacion utilizado en el mismo o en diferentes ensayos clinicos y que los cambios
durante el desarrollo de un medicamento en investigacion estén suficientemente
documentados y justificados.

La Buena Préactica Clinica (BPC) es un término acuifiado en Estados UGiolod (
Clinical Practice, GCP que engloba una serie de normas dirigidas a garantizar los
derechos de los sujetos que participan en un ensayo clinico, asegurar la calidad de los
datos, y evitar errores en la investigacion clinica. Ademas, protege a los sujetos que
participan en un ensayo clinico, a los futuros sujetos que participaran en un ensayo, y a
todas las personas que son tratadas con medicamentos cuya autorizacion se fundamenta
en los resultados obtenidos en los estudios presentados en las agencias reguladoras para
el registro del medicamento.

La BPC incluye principios éticos y derechos conseguidos a lo largo de la historia
(Cadigo de Nuremberg [22], Informe Belmont [23], Declaracién de Helsinki [24]). En
1995, en la Conferencia Internacional de Armonizadidtei(national Conference on
Harmonisation, ICH, la Uni6n Europea junto con Japo6n y Estados Unidos consigui6
llegar a consensuar una guia comun de normas de BPC que deben cumplir los ensayos
clinicos que se presenten como base para la autorizacion de medicamentos en dichas
areas geograficas. Este documento de consenso, titulado Normas de Buena Practica
Clinica (Note for Guidance on Good Clinical Practice, CPMP/ICH/135/95), fue
aprobado en 1996 por el CHMP dependiente de la EMA y entré en vigor en 1997 [25].

De acuerdo con dicho documento, la BPC se define como una norma internacional de
calidad cientifica y ética dirigida al disefio, registro y redaccién de informes de los
ensayos clinicos en los que participan seres humanos. El cumplimiento de estas normas
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garantiza publicamente la proteccion de los derechos, seguridad y bienestar de los
sujetos que participan en el estudio y asegura la integridad y credibilidad de los datos
obtenidos en un ensayo clinico.

La Directiva Europea 2001/20/CE [26] establecid las bases legales y administrativas
para la aplicacion de las normas de BPC en los ensayos clinicos con medicamentos
realizados en Europa. Esta Directiva ha sido transpuesta en Espafia mediante el Real
Decreto 223/2004, de 6 de febrero [27], que regula los ensayos clinicos con
medicamentos, modificado por el Real Decreto 1345/2007 [28] y por el Real Decreto
824/2010 [29].

La Directiva 2005/28/EC [30] establece los principios y directrices detalladas de las
normas de BPC respecto a los medicamentos en investigacion de uso humano, asi como
los requisitos para autorizar la fabricacion o importacion de dichos medicamentos. Esta
directiva ha sido transpuesta en Espafia por medio de la Orden SCO/256/2007 de 5 de
febrero [31], modificada por la Orden SCO/362/2008 [32].

Los ensayos clinicos en los que se basa la autorizacion de comercializacion de los
medicamentos en Europa deben seguir las normas de BPC de acuerdo con la Directiva
2004/27/EC transpuesta en Espafia mediante el Real Decreto 1345/2007, de 11 de
octubre, que regula la autorizacién, registro y dispensacion de los medicamentos de uso
humano.

Los participantes en un ensayo clinico deben tener en cuenta no solo las normas de BPC
sino también las directrices cientificas sobre calidad, seguridad y eficacia de los
medicamentos de uso humano adoptadas por el CHMP y publicadas por la EMA, asi
como las demas directrices farmacéuticas comunitarias publicadas por la Comision
Europea en los distintos volimenes de las Normas sobre Medicamentos en la Union
Europea.

1.3. FABRICACION ASEPTICA DE MEDICAMENTOS ESTERILES

La Esterilidad se define como la ausencia de organismos vivos. Existen dos grandes
grupos de medicamentos que deben ser estériles: aquellos preparados que van a ser
administrados por via parenteral o aquellos que van a estar en contacto directo con las
mucosas, como los medicamentos oftalmoldgicos.

Aunque los incidentes confirmados relativos a la contaminacion de productos
parenterales y oftalmoldgicos son raros, entre 1970 y 1971 el incidente de Rocky Mount
en Carolina del Norte, U.S. provocé 40 muertes por la infusién de un fluido por via
intravenosa contaminado pBnterobacter cloacgeEnterobaccter agglomeransotras
especies denterobactef33]. Entre 1972 y 1973 el incidente Davenport en U.K. causé

la muerte de 5 pacientes de postoperatorio que fueron tratados con infusiones de
dextrosa no estéril contaminadas pdebsiella aerogenegClothier Report, 1972). En

el mismo afio, el incidente en Chattanooga en Estados Unidos causé la muerte de 3
pacientes. Mas recientemente, en Espafia se describieron 46 casos de septicemia
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causados porBurkholderia Pseudomongs pickettii tras la administracion de
inyecciones de ranitidina que fueron envasadas de forma aséptica [34].

Entre 2012 y 2013 se produjeron, en Estados Unidos, 749 casos de infecciones por
hongos, asi como 61 muertes tras la administracion epidural de 3 lotes de
metilprednisolona contaminados por hongos. Los liquidos cefalorraquideos de los
pacientes presentaron el mismo hongo que el encontrado en el inyectable [35].

Desde el momento en que un producto es administrado por via parenteral, la rotura de la
barrera protectora natural hace que, cualquier microorganismo, incluso los comunmente

conocidos como “no patégenos” sean susceptibles de causar un riesgo para la salud y la
seguridad del paciente.

Los productos de Terapia Celular Somatica son considerados medicamentos estériles.
Son productos biolégicos no susceptibles de esterilizacion terminal mediante las

técnicas descritas en la Farmacopea Europea (esterilizacion por vapor, calor seco,
radiaciones ionizantes u 6xido de etileno) [36] y tampoco pueden ser sometidos a

filtracion antes de su envasado final. Por ello, todo su proceso de fabricacion debe
realizarse en condiciones extremas de asepsia.

En la fabricacion de medicamentos estérilies esterilizacion terminal usualmente
implica que el llenado y sellado previo de los contenedores de medicamento se realice
bajo condiciones de alta calidad ambiental para minimizar el contenido microbiano y de
particulas del producto, ayudando asi a asegurar que el proceso de esterilizacion
posterior es exitoso. En la mayoria de casos, tanto el producto como el contenedor,
tienen una baja carga bioldgica, pero no pueden considerarse estériles, por lo que el
producto, en su recipiente final, se somete a un proceso de esterilizacion.

En cambio, en el proceso de fabricacion asépécproducto medicinal y el contendor

se someten primero, y por separado, a un proceso de esterilizacion (apropiado para cada
uno de ellos) para posteriormente introducir el producto en el contenedor. Dado que en
estos casos no existe un método para esterilizar el producto en su contenedor final, es de
importancia critica que los contenedores se llenen y sellen en un ambiente de calidad
extrema. El procesado aséptico implica que todas las partes del producto final han de ser
estériles o fabricadas de forma aséptica. Cada subproceso supone por tanto un riesgo de
contaminacion que finalmente puede afectar a la esterilidad del producto terminado y
por ello se precisa un cuidadoso control, necesitando que todas las operaciones de
produccion deban estar validadas y sometidas a estrictas medidas de control.

Debido a su naturaleza, los productos de Terapia Celular se procesan asépticamente
desde las primeras etapas de su fabricacion. En estos casos, todos los componentes
(como materiales fungibles y medios de cultivo celular) y excipientes (medios utilizados
para el acondicionamiento del producto terminado) utilizados en alguna de las fases de
proceso productivo deben ser estériles vy, la liberacién del producto final se realiza segun
el resultado de un ensayo de esterilidad en el producto terminado.
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1.4.

1.4.1.

INSTALACIONES PARA LA FABRICACION ASEPTICA DE
MED ICAMENTOS

Generalidades

Segun el Anexo 1 de las NCF, la fabricacion de productos estériles ha de fabricarse en

"zonas limpias", "salas blancas" o "salas GMP", es decir, en instalaciones de ambiente
controlado especialmente disefiadas para obtener bajos niveles de contaminacion.

Esto se logra mediante el control estricto de una serie de parametros tales como los
niveles de particulas en aire, presion diferencial, temperatura, humedad relativa, o flujos
de aire. Este tipo de instalaciones son ampliamente utilizadas por diferentes sectores
tales como la industria aeroespacial, microelectronica y farmacéutica, entre otros [37] y
el nivel de limpieza del aire exigido varia segun el uso al que se destinan.

Para conseguir esos bajos niveles de contaminacion se establecen una serie de
parametros y sistemas de seguridad:

los materiales utilizados en la construccion de suelos, paredes, techos y equipos
de climatizacion deben estar disefiados, construidos, instalados y cualificados
con el fin de mantener los niveles de limpieza de aire preestablecidos y segun las
especificaciones técnicas de la instalacion.

las instalaciones han de ser de tamafo adecuado y los materiales utilizados en su
construccion deben permitir una adecuada limpieza y desinfeccion. El espacio
para colocar los materiales y equipos ha de ser suficiente para evitar
contaminaciones cruzadas y prevenir la contaminacion microbiana.

el aire introducido en la sala ha de ser estéril, filtrado mediante filtros de alta
eficacia (ULPA o HEPA) para eliminar particulas en suspension y
microorganismos. Ademas, el sistema de climatizacion debe estar disefiado para
renovar el aire de la instalacion varias veces por hora para eliminar las particulas
generadas.

las salas se mantienen con una cascada de presion positiva con respecto al
exterior mediante sistema de esclusas, a partir de la relacion de aire impulsado
en cada sala a través de los filtros HEPA terminales y el aire que es extraido

mediante los retornos (ademas de las posibles pérdidas de la instalacion). Ello

permite que, al abrir las puertas el aire salga desde las salas de mayor

clasificacion hacia el exterior, y no al reves.

los flujos de materiales, personal, sustancias activas, productos terminados y

residuos a través de la instalacion han de disefiarse e implantarse con el fin de
prever la contaminacion.

Los equipos Yy utensilios deben limpiarse, mantenerse y desinfectarse
periddicamente con fin de prever un malfuncionamiento o contaminacién que

10
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pueda afectar a la seguridad, identidad, potencia, calidad y pureza del
medicamento [38].

1.4.2. Grados de clasificacion ambiental

Dependiendo de la criticidad del proceso de fabricacion a realizar, se establecen unos
requisitos de limpieza de aire, medida segun el nimero de particulas en suspension en
dos estados diferentes, “en reposo” y “en funcionamiento”. La situacion “en reposo” es
aquella en que la sala o habitacion se encuentra completa y operativa, con los equipos
de produccion instalados, pero sin que esté presente el personal. La situacion “en
funcionamiento” es aquella en la que la instalacion esta funcionando en la forma
definida y con el nimero de personas establecidas realizanto sus tareas habituales [39].

1.4.2.a. Consideraciones acerca de las particulas transportadas por aire

Se define particula, a los efectos de clasificacion de la limpieza de aire, a las partes
sélidas o liquidas que en un conjunto de distribucidon se mueven entre el tamafio critico
(limite inferior) de 0,1 um y 5 um. El tamafio de una particula equivale a su diametro
[40] y, en funcion del mismo, las particulas se clasifican en ultrafinas (con un diametro
equivalente inferior a 0,1 pum), macroparticulas (con un didmetro equivalente mayor de
5 um) y fibras (con una relacién entre longitud y anchut@)Xfigura 1). Las particulas

en elrango de 0,1 um a 5 um son las utilizadas para determinar el grado deadgsif
ambiental en este tipo de instalaciones en el &mbito de aplicacion de la norma ISO
14644.

Rhinovirus

E. coli Red Blood Cell:

I 0.03 0.05 I 03 05 I 3 5
0.01 0.1 1 10

- 3 Most Bacteria
Limit of Light
Microscopy I &

Figura 1. Diferentes tipos de particulas clasificadas en funcién de su diametro

Limit of
Human Vision

Todas estas particulas pueden clasificarse a su vez en particulas viables (particulas que
consgsten en, 0 soportan, uno 0 Mas microorganismos Vvivos) [2] 0 no viables o inertes
(aquellas que no consisten ni transportan microorganismos viables).

Los limites tanto de particulas totales como de particulas viables se establecen en el
anexo 1 de las NCF y dependen de la operacion de fabricacion a realizar.

11
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1.4.2.b. Grados de clasificacion ambiental definidos en las NCF

Para la fabricacion aséptica de medicamentos se distinguen cuatro grados de
clasificacion ambiental [39]:

* Grado A:zona donde se realizan operaciones de alto riesgo tales como la
preparacion aséptica y el llenado. Normalmente estas condiciones son provistas
por estaciones de trabajo de flujo laminar.

Los sistemas de flujo laminar deben proporcionar una velocidad homogénea del
aire impulsado en un intervalo de 0,36-0,54 m/s (orientativo) a nivel del punto
de trabajo en entorno abierto. Debe demostrarse y validarse el mantenimiento de
la laminaridad. Se puede utilizar un flujo de aire unidireccional y velocidades
mas bajas en aisladores cerrados y con guantes.

» Grado B:entorno para la zona de grado A en el caso de preparaciéon y llenado
aseépticos.

* Grados C y D:zonas limpias para realizar fases menos criticas de la fabricacion
de productos estériles.

Aunque las NCF establecen cuatro grados de clasificacion (A, B, C y D) basados en los
tamafnos de particula de 0,5 pm y 5 um (Tabla 1), éstos son tomados segun lo
establecido en la norma UNE-EN-ISO 14644-1 “Salas limpias y locales anexos.
Clasificacion de la limpieza del aire” [40] (Tabla 2), norma de referencia para el disefio,
construccion, y cualificacion de este tipo de instalaciones.

Numero maximo de particulas de tamario igual o superior al
indicado en la tabla permitido por m*
En reposo En funcionamiento
Grado | 0,5 um 5pum 0,5 um 5 pm

A | 3.520 20 3.520 20

B | 3.520 29 352.000 2.900

C | 352.000 2.900 3.520.000 29.000

D | 3.520.000 29.000 Sin definir Sin definir

Tabla 1. Grados de clasificacibn ambiental establecidos en las NCF en funcién del namero de
particulas/ni de aire de los tamafios 86,5 pum y>5 um.

Numero de Limites maximos de concentracion de particulas (nimero de partictiesre)
clasificacién ISO >0,1pum >0,2um >0,3pum >0,5um >1pum >5um

ISO Clase 1 10 2

ISO Clase 2 100 24 10 4

ISO Clase 3 1.000 237 102 35 8

ISO Clase 4 10.000 2.370 1.020 352 83

ISO Clase 5 100.000 23.700 10.200 3.520 832 29

ISO Clase 6 1.000.000 237.000 102.000 35.200 8.320 293

ISO Clase 7 352.000 83.200 2.930

ISO Clase 8 3.520.000 832.000 29.300

ISO Clase 9 35.200.000 8.320.000 293.000

Tabla 2. Limites de las Clases del Estandar ISO 14644-1.

12
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Para el grado A, la clasificacion de particulas del aire es la ISO 4.8, determinado por el
limite de tamafio de particula fp

Para el grado B (en reposo), la clasificacion de particulas del aire es la ISO 5 para los
dos tamafios de particulas considerados.

Para el grado C (en reposo y en funcionamiento), la clasificacion de particulas del aire
eslalSO 7 y la ISO 8, respectivamente.

Para el grado D (en reposo), la clasificacion de particulas del aire es la ISO 8.

En la tabla 3 se muestra la correlacién entre los grados ambientales establecidos en las
NCF y la norma ISO 14644-1:1999 segun el niumero maximo de particulas de tamafio
al indicado en la tabla permitido pof dte aire.

En reposo En funcionamiento
Clase ISO NCF 0,5 um 5um 0,5 pm 5pum
1ISO 4.8 A 3.520 20 3.520 20
ISO 5 B 3.520 29 352.000 2.900
ISO 7 C 352.000 2.900 3.520.000 29.000
ISO 8 D 3.520.000 29.000 Sin definir Sin definir

Tabla 3: Correlacién entre las clases ambientales de la norma 1SO 14644-1y los grados ambientales de
las NCF.

A fin de cumplir las condiciones “en funcionamiento”, una sala blanca debe disefiarse
de forma que alcance ciertos niveles especificos de limpieza de aire “en reposo”. Estas
condiciones se generan mediante un sistema de ventilacién, calefaccion y aire
acondicionado comunmente llamado climatizador o sistema HVAC (Heating,
Ventilating and Air Conditioning).

1.4.3. Sistema HVAC

La finalidad de un sistema HVAC es proporcionar un flujo de aire acondicionado a
través de una serie de filtros, de manera que se retengan las particulas aerotransportadas
en la cantidad necesaria para que las mediciones de las mismas realizadas en el interior
del area clasificada cumplan con los limites establecidos en las NCF.

Un sistema HVAC esta formado por generadores e impulsores de aire (climatizadores),
una enfriadora encargada de mantener las especificaciones de temperatura y humedad
preestablecidas y una serie de filtros y prefiltros encargados de eliminar las particulas
presentes (figura 2). Ademas, posee una serie de conductos, retornos y sensores que,
controlados por una centralita, generan y mantienen la atmosfera necesaria segun las
necesidades de clasificacién ambiental de cada habitacion (figura 3).

13
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Figura 2. Climatizadores y enfriadora del sistema HVAC de la Unidad de Produccién Celular del HRU de
Malaga

De esta forma, se genera el ambiente en el interior de la instalacién necesario para la
fabricacion aséptica de medicamentos basados en Terapias Avanzadas segin NCF: el
grado A necesario se consigue habitualmente mediante el uso de cabinas de flujo
laminar (donde el producto queda expuesto al medio ambiente) ubicadas en
habitaciones de grado B. Los filtros HEPA terminales y luminarias se encuentran
ubicados en el techo y los retornos de aire en las paredes, cerca del suelo.

Para alcanzar los grados B, C y D, el nimero de renovaciones de aire dependera del
tamafio de la sala, asi como del equipamiento y el personal presentes en la sala. El
sistema de aireacion debe estar equipado con filtros apropiados, como los filtros HEPA
para los grados A, By C.

Flujos de aire en sala clasificada Grado B con CFL grado A

Unidad de tratamiento de aire

Conducto de impulsion

Prefiltro F7 Prefiltro F9 ﬂ

Filtro HEPA terminal

[Flujo turbulento)

Conducto de retorno

|

!

i e
il

&=

Retorno |

Sala blanca

Figura 3. Esquema de flujo de aire en una sala GMP. Fuente: elaboracién propia.
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1.4.3.a. Cualificacion de instalaciones de ambiente clasificado.

El adecuado funcionamiento del sistema HVAC vy, por tanto, el adecuado
mantenimiento de las caracteristicas ambientales establecidas en las NCF para la
fabricacion aséptica de medicamentos han de ser cualificado periédicamente.

Segun la norma ISO 14644-2:2000 [41], donde se establecen las especificaciones para
los ensayos y el control para verificar el cumplimiento continuo de la norma ISO
14644-1:1999, es requisito indispensable la determinacion del grado de la clasificacion
de aire de cada ambiente con un intervalo maximo de 6 meses en las zonas clasificadas
como ISO 5 o inferior y, con un intervalo maximo de 12 meses en las zonas clasificadas
con grado superior a ISO 5, utilizando para ello un contador éptico de particulas.

La recualificacion de la instalacion debera repetirse, ademas, tras alguna de las
siguientes actuaciones:
* A la finalizacion de una accion encaminada a reparar algun elemento por no
cumplir los criterios de aceptacion en una anterior calificacion.
» Al realizar un cambio significativo en las especificaciones de funcionamiento.
» Ante cualquier interrupcion relevante del movimiento del aire que afecte al
funcionamiento de la instalacion. Normalmente este hecho ocurre cuando el sistema
HVAC sufre una parada prolongada.

e Tras un mantenimiento especial que influya de manera importante en el
funcionamiento de la instalacion (por ejemplo, cambio de filtros terminales)

Esta norma establece, ademas, que donde la aplicacién lo requiera, se realizaran otros
ensayos adicionales como son el “volumen de aire o velocidad” y la “presion diferencial
en el aire” (ambos con un intervalo maximo de tiempo de 12 meses). En el caso de la
fabricacion de medicamentos estériles segun NCF, la presion diferencial es objeto de
control normativo, por lo que estos ensayos deberan estar incluidos en los trabajos de
cualificacion.

Habitualmente, este tipo de trabajos de cualificacion son subcontratados a empresas del
sector industrial y se encuentran descritos y regulados en la parte 3 de la norma ISO

14644. Las pruebas a realizar en este tipo de instalaciones (aunque puedan realizarse
otras adicionales) son:

1.4.3.a.1. Test de integridad de filtros

Mediante este ensayo se pretende confirmar que los filtros terminales HEPA estan
correctamente instalados verificando la ausencia de fugas de derivacion en la instalacion
(adecuada colocacion de los filtros) y la ausencia de defectos y de fugas en los filtros y
en la estructura de montaje (figura 4).

Para ello, se genera un aerosol (con una concentracién conocida de particulas) que se
introduce en los conductos antes del filtro y con un contador de particulas o un
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fotdbmetro de aerosol se determina la cantidad de particulas que no son retenidas por el
fil tro.

Se estima que un filtro HEPA terminal deja pasar menos del 0,01 % de las particulas
presentes “aguas arriba”.

Figura 4. Test de integridad de filtros. Fuente: elaboracion propia.

1.4.3.a.2. Veificacion del caudal de aire y renovaciones de aire

El objeto de este ensayo es medir la velocidad y uniformidad del flujo de aire y del
caudal de aire impulsado, habitualmente utilizando un anemémetro o un caudalimetro
(figura 5). Las mediciones de la distribucion de la velocidad son necesarias en salas y
zonas limpias con flujo de aire unidireccional (mediante anemoémetro), y las del caudal
de aire impulsado en salas y zonas limpias con flujo de aire no unidireccional o
turbulento (mediante caudalimetro).

s e c i

Figura 5. Anemémetro y caudalimetro para determinacion de caudal y renovaciones de aire.
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El caudal de aire impulsado por cada filtro es usado para conocer el volumen total de
aire impulsado y para calcular las renovaciones de aire por unidad de tiempo.

En el caso de instalaciones con flujo de aire unidireccional, el caudal es el producto de
la velocidad del aire y de la superficie del filtro.

1.4.3.a.3. Contaje de particulas

Se realiza para conocer la concentracion de particulas contenidas en el aire de una
determinada instalacion y sus salas mediante un contador éptico de particulas (figura 6).
El nimero de puntos de toma de muestras, la eleccion de su situacion, la clasificacion
de la zona segun los resultados obtenidos y la cantidad de datos requeridos quedan
establecidos en la norma ISO 14644-1.

Figura 6. Contador 6ptico de particulas

1.4.3.a.4. Test de recuperacion de clase

Se realiza con el fin de obtener la capacidad de la instalacién para eliminar las particulas
en suspension en el aire. La capacidad de recuperaciéon de la limpieza después de una
generacion de particulas constituye una de las funciones mas importantes de la
instalacion.

Este ensayo solo es importante y recomendable para las instalaciones de flujo de aire no
unidireccional o turbulento ya que la capacidad de recuperacion depende de la relacion
de recirculacion de aire, de la geometria de las entradas y salidas de aire, de las
condiciones térmicas y de las caracteristicas de distribucion del aire en el interior de la
zona. En un sistema de flujo unidireccional la contaminacion se desplaza con el flujo de
aire y el tiempo de recuperacion es funcioén de la velocidad de impulsion y la distancia
recorrida.
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1.4.3.a.5. Determinacion de la presion diferencial

Tiene como objeto verificar la capacidad de la instalacion para mantener la diferencia
de presion especificada entre la instalacion y el ambiente que la rodea y entre los
diferentes espacios separados en el interior de la instalacion.

Es conveniente confirmar que los caudales de impulsion y retorno de aire estan de
acuerdo con las especificaciones establecidas antes de comenzar con las mediciones de
presion.

Los criterios de aceptacion para la fabricacién aséptica de medicamentos se recogen en
el anexo 1 de las NCF, estableciendo que, las salas adyacentes de grados diferentes
deben tener un gradiente de presién de 10-15 pascales.

1.4.3.a.6. Verificacion de la temperatura y humedad relativa

Con el ensayo de verificacion de temperatura, se pretende comprobar la capacidad del
sistema de tratamiento de aire de la instalacion para mantener el nivel de temperatura
del aire dentro de los limites establecidos por el usuario. Las sondas de medicion se
deben colocar a la altura de trabajo y el tiempo de medicién debe ser como minimo 5
minutos, registrando, al menos, un valor cada minuto.

Mediante el ensayo de humedad relativa se comprueba la capacidad de la instalacion
para mantener el nivel de humedad del aire (expresado en humedad relativa o punto de
rocio) dentro de los margenes establecidos. La colocacion de las sondas e intervalos de
medicién son los mismos que los establecidos para el ensayo de temperatura.

1.4.4. Normas de vestuario y comportamiento en zonas de ambiente controlado

Debido a las especiales caracteristicas de los materiales utilizados en la fabricacion de
este tipo de instalaciones, si el sistema HVAC es de la calidad suficiente para generar y
mantener el ambiente deseado y el equipamiento introducido en la sala es especialmente
elegido por su escasa o nula capacidad de liberacion de particulas, el mayor riesgo de
contaminacion proviene del personal que realiza operaciones en el interior del area

clasificada.

Por ello es fundamental que se implanten los adecuados procedimientos de higiene,
vestuario y entrada del personal, asi como la aseptizacion de materiales utilizados en el
interior de las zonas clasificadas. Especialmente importante es la formacion adecuada de
todo el personal que realice alguna actividad en las zonas de ambiente controlado. Las
actividades, especialmente cuando se estén realizando operaciones asépticas, deberan
mantenerse a un nivel minimo y el movimiento de personal debera ser controlado y
metodico, para evitar la liberacion excesiva de particulas y microorganismos debido a
movimientos excesivamente enérgicos.
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1.4.4.a.La piel humana como principal fuente de biocontaminacion en salas
clasificadas

La piel humana alberga una amplia variedad de microorganismos y su composicion
puede variar en respuesta a diferentes estimulos ambientales como puede ser la
temperatura, humedad, pH y probablemente la inhibicion o estimulacion por otros
microorganismos presentes de forma habitual [42].

La principal via de introduccion de particulas a un area de ambiente controlado proviene
del personal que realiza sus funciones en esta area, concretamente por la dispersion de
particulas procedentes de la descamacion de la piel humana. Este hecho, ampliamente
aceptado, fue descrito por primera vez por W.C. Noble en 1961 [43] [44] [45]. Algunas
personas parecen tener una especial habilidad para diseminar particulas de descamacion,
de hecho, los varones dispersan entre 2,5 a 5 veces mas particulas viables que las
mujeres [43] y, curiosamente, los varones jovenes y sanos son significativamente
mayores dispersadores &aphylococcus aureugue las mujeres. En ocasiones este
hecho puede estar relacionado con que habitualmente un vardn suele tener mayor
superficie corporal que una mujer de su mismo peso.

Las zonas corporales de mayor descamacion y dispersion de microorganismos, en
general, parecen ser de cintura hacia abajo, mas que de cintura hacia arriba [46].
Proporcionalmente, la ingle es la mayor fuente de particulas viables cuando se
comparan diferentes zonas del cuerpo [47].

Existen diferencias en cuanto a la cantidad de microorganismos presentes en diferentes
zonas corporales entre hombres y mujeres (tabla 4), ya que, a excepcion de la nariz, los
hombres tienen recuentos de microorganismos mas elevados en localizaciones
anatomicas tales como muslos, espinilla, abdomen, brazo, pecho, espalda, axila y
perineo:

Mean count* for

Method of Statistical
sampling Site wales fomales significance
(area sampled) (n = 38) (n = 34) (7 test)
Scrub count Thigh 10470 1230 P<01%
(4 cm2) Abdomen 2344 646 P<1%
Shin 2455 692 P<1%
Arm 549 389 NS
Chest 3890 741 P<1%
Back 468 309 NS
Contact plate Hair 324 81 P<01%
(25 cm?) Thigh 873 220 P<01%
Shin 549 234 P<5%
Arm 178 109 NS
Chest 263 126 P<5%
Abdomen 162 107 S
Back 55 48 NS
Perineum 275 400 186200 NS

Tabla 4. Recuento total de microorganismos en varias zonas del cuerpo en hombres y mujeres. *Medias
aritméticas. Andlisis de significacion realizado sobre valores logaritmicos (tomado de Noble [43])
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En cuanto a las mujeres, parece que, aunque las espinillas no son la zona con mayor
pobladdn microbiana, si son una fuente importante de dispersion de particulas viables.
Esto posiblemente es debido al efecto de cizallamiento que pueden ejercer las medias
[48].

Noble en 1962, definid el término “dispersador” @m@mphylococcus aureusn este

caso) como aquella persona capaz de diseminar este microorganismo en una cantidad
mayor al 1% del total de los microorganismos diseminados mientras realiza alguna
actividad, en este caso al desnudarse. Bethune y cols. en 1965 describi6 como
“dispersador” a aquella persona capaz de diseminar mas de 10 particulas que
transportaran a este microorganismo en una habitaciéon de 288 wolumen durante

la realizacién de ejercicio fisico [49]. Aunque ambos conceptos, en la practica, se
encuentran sorprendentemente cercanos, esta claro que existe un amplio espectro de
dispersion y que cualquier cut-off usado para definir a un “dispersador” y que se base en
un microorganismo especifico resulta arbitraria [50].

En definitiva, la realidad es que todos los seres humanos nos comportamos de una u otra
forma como “dispersadores” o diseminadores de nuestra propia microbiota saprofita de
la superficie corporal. Por ello, cualquier microorganismo capaz de sobrevivir en la
superficie de la piel, puede ser dispersado como resultado de la descamacion de la
misma.

Muchas de las bacterias liberadas por la piel humana son producto de la descamacion
producida por el efecto abrasivo de los tejidos que forman la vestimenta [51], en los que
penetran y desde los que son posteriormente liberados [52]. Estas particulas son
dispersadas en el flujo de aire caliente alrededor del cuerpo y la posterior accion de
fuelle de la ropa [53].

1.4.4.b. Medidas para controlar y minimizar el efecto de las particulas de
descamacion

1.4.4.b.1. Bafo corporal

Las bacterias que forman el habitat normal de la piel humana viven en las capas
externas queratinizadas de la epidermidis y se sabe que el bafio con agua puede eliminar
muchas de estas capas exteriores de la piel (figura 7).

Los recuentos bacterianos de aerobios totales disminuyen inmediatamente tras el lavado
con agua caliente y jabon, recuperando sus valores aproximadamente 24 horas después.
El agua caliente por si sola es menos efectiva que si se usa conjuntamente con jaboén.
Este efecto puede verse disminuido al dispersar, mediante el frote excesivo de la piel,
numerosos clusters bacterianos a otras zonas epidérmicas [54] e incluso algunos
estudios sefialan un aumento en la dispersioB8tdphylococcus aureusas el bafio

[49].
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Figura 7. Fragmentos de piel. Izquierda: Micrografia de Barrido. Derecha: Micrografia electrénica
(66x) [47].

La aplicacion de una emulsion de aceite en agua demostré una reduccioén significativa
en é niumero de bacterias y particulas descamadas por la piel cuando se comparaba con
la descamacion que acontece tras el bafio. Por tanto, la hidratacion de la piel con un
aceite o locion corporal puede reducir la descamacion y posterior dispersion de
particulas y provee una simple y barata alternativa para reducir la contaminacion
ambiental mediada por el ser humano [55].

1.4.4.b.2. Vestimenta

Otra de las formas de controlar la biocontaminacion por microbiota cutanea es el uso de
trajes especialmente disefiados a base de costuras muy juntas para retener las particulas
de descamacion liberadas por la piel [46] [56]. Estas prendas reducen significativamente
la dispersion de microorganismos y son Utiles especialmente cuando los
microorganismos no patdgenos pueden resultar peligrosos o no deseables [43]. Sin
embargo, no todos los tejidos ejercen igual funcidbn ya que los trajes especiales
fabricados en algodon no reducen la dispersion de particulas mientras que los
compuestos por un 65% de polyester y un 35% de algodon muestran reducciones de
entre el 50 y 75% en el nimero de particulas viables liberadas. Ademas, la combinacion
de este traje de polyester con unas botas de cafia alta o polainas reducen ain mas la
dispersion [57]. Por lo general, se utiliza un traje interior reutilizable de dos piezas con
elastico ajustable en mufiecas y tobillos fabricado en polyester y algodén.. Por encima
de éste, se sitia un mono desechable, de una sola pieza, con elasticos en mufecas y
tobillos, y capucha incorporada o independiente.

El Institute of Environmental Sciences and Technology (IEST) es una asociacion sin
animo de lucro que reune a expertos mundiales reconocidos por sus contribuciones al
desarrollo de las ciencias medioambientales. Esta institucion ha recogido en su
documento técnico IEST-RP-CCO003 [58] las recomendaciones acerca de la vestimenta a
utilizar en cada tipo de sala con el fin de limitar la contaminacién generada por la
presencia humana (tabla 5).
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Garment system configurations

for different classes of air cleanliness.

Alr Cleanliness Classes of 150 14644-1:1999"
Apparel Type 150 150 150 150 150 Class 150 150 150 Class 1,
(lass& Class 7 Cass 6 (lass 5 5 Aseptic | Class4 Class 3 150 Class 2

Inner Suft AS As AS R AS R R R

HairCover {Bouffant] R R R R R R R AS

Woven Gloves AS AS AS AS NR NR NR NR

Barrier Gloves AS As AS AS R R R R

Facial Cover AS AS AS R R R R AS

Hood AS M AS R R R R AS

Powered Headgear AS AS AS AS AS AS M R

Frock R R AS AS NR NR NR R

Coverall AS AS R R R R R R

Two-Piece Suit AS AS AS AS NR NR NR NR

Shoe Cover R R As AS NR NR NR NR

Boot AS A R R R R R R

Spedial Footwear AS AS AS AS AS AS AS AS

Suggested Frequency | 2x/week | 2x/week | 3x/week Tx/day | PerEntry | PerEntry Per PerEntry

of Change’ Entry

TFor corvelation of IS0 air cleanliness classes to the former FED-STD-209 dasses, refer to Table 1 in this document.

*Consideration should be given to the effects of seasonal conditions in some geographical areas. Note that the suggestions made
are not based on sdentific data but instead reflect the collective experience offered by the working group. Individual require-
ments for change frequency should be determined on a case-by-case basis.

R = Recommended

NR = Net Recommended

AS = Application Spedfic

Tabla 5. Recomendaciones de la IEST acerca de la vestimenta a utilizar en zonas de ambiente
clasificado.

De forma similar, las NCF establecen, en su Anexo 1, la indumentaria minima que se ha
de levar en determinadas zonas dedicadas a la fabricacion aséptica de medicamentos:

» Grado D: Debe quedar cubierto el cabello y, en su caso, la barba. Se ha de utilizar
un traje protector general y zapatos o cubrezapatos adecuados. Han de tomarse
medidas para evitar la entrada en la zona limpia de contaminacion procedente del
exterior.

» Grado C: ha de quedar cubierto el cabello, y en su caso, la barba y el bigote. Se

debe usar un traje de pantalon de una o dos piezas, recogido en las mufiecas y con
cuello alto, junto con zapatos o cubrezapatos adecuados. Esta ropa no debe liberar
practicamente ninguna fibra ni particula.

» Grado A/B: El cabello y, en su caso, la barba y el bigote han de cubrirse
totalmente con un tocado que se introducira en el cuello del traje; debe utilizarse una
mascara para evitar la emision de gotitas. Se usaran guantes apropiados esterilizados
de goma o plastico, sin polvos de talco, y se llevara calzado estéril o desinfectado.
Las partes inferiores de los pantalones se introducirdn en el calzado y las mangas en
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los guantes. La vestimenta protectora no debe liberar practicamente ninguna fibra ni
particula y debe retener las particulas desprendidas por el cuerpo.

La vestimenta de exterior no debe introducirse en los Vestuarios que llevan a las salas
de grado B y C. Cada trabajador de las areas de grado A/B ha de utilizar vestimenta
protectora limpia y estéril (esterilizada o desinfectada de forma adecuada) en cada
sesion de trabajo. Los guantes se desinfectaran periédicamente durante la jornada de
trabajo. Las mascaras y los guantes han de cambiarse, al menos, en cada sesion de
trabajo.

La vestimenta de las zonas limpias se ha de lavar de forma que no acumule
contaminantes adicionales que se puedan liberar posteriormente y, preferentemente, en
instalaciones de lavanderia independientes.

Las prendas utilizadas en las salas blancas deberian tener las siguientes caracteristicas
[59]:

* Liberar poca cantidad de particulas.

« Permitir la transpiracion corporal mientras las particulas de descamacion quedan
retenidas. Estas particulas deben quedar retenidas en el traje y no ser liberadas al
medio ambiente circundante.

» Ser suficientemente flexibles de forma que sean confortables.

* Aquellas que sean reutilizables, han de ser resistentes a repetidos ciclos de
limpieza y esterilizacion.

* Han de cumplir requerimientos especificos tales como el control de carga
electrostatica.

» Han de ser coste-efectivos.
En cuanto a la forma de fabricar la ropa protectora podemos distinguir tres categorias:

* Prendas tejidas. Las prendas tejidas y reutilizables son ampliamente utilizadas en
salas blancas. Estas prendas son tejidas en sofisticados telares que utilizan hilos de
filamentos continuos de poliéster. El grosor del hilo y del filamento es muy
importante, cuanto mas finos sean, mas tensas y cerradas seran las prendas y mejor
sera su capacidad de filtracién de forma que se reduzca en lo posible el tamafio de
los poros. Con el uso de poliéster de filamento continuo se reduce el nimero de
cabos sueltos y se reduce el nimero de particulas emitidas.

» Tejidos laminados o de membrana. Los tejidos laminados son fabricados para
algunos ambientes microelectrénicos de alto grado (ISO 4 o superior). Estos tipos de
prendas de vestir no se utilizan comunmente en el sector farmacéutico

* Prendas no tejidas de un solo uso: se trata de materiales fabricados a base de
olefinas y polipropileno unidos por hilatura. Estas prendas han de ser
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descontaminadas y esterilizadas (normalmente por gamma radiacién) antes de ser
utilizadas.

1.4.4.b.3. Lavado de manos

El lavado de manos es un procedimiento que normalmente se asume que es realizado
adecuadamente, pero no debe menospreciarse cuando se incluye como parte integrante
de un programa de control de la biocontaminacion para la fabricacion aséptica de
medicamentos.

El uso de barras o pastillas de jab6n de manos esta totalmente desaconsejado ya que
constituye un reservorio de microorganismos, incluyendo esporas, levaduras y hongos.
Es recomendable que los jabones liquidos se utilicen en envases de un solo uso, mejor
gue aquellos dispensadores recargables ya que éstos pueden llegar a contaminarse y ser
fuente de transmision de microorganismos. En cuanto a aquellos jabones a los que se le
adicionan aditivos antibacterianos, se ha comprobado que mejoran el efecto
antibacteriano del jabon pero se ha de tener la precaucion de seleccionar proveedores de
prestigio reconocido pues que un jabdén esté suplementado con un agente biocida no
asegura que el producto en su conjunto tenga esta facultad [60].

Una de las operaciones que frecuentemente pasan desapercibidas es la recontaminacion
de las manos tras el lavado al manipular manualmente los grifos. Este problema es
facilmente subsanado si se utilizan grifos accionables con los codos o mediante pedales
accionables con los pies. En este sentido, Griffith y cols. [61] mostraron una correlacién
entre la suciedad de estas superficies y la recontaminacion de las manos, siendo los
grifos la mayor fuente inminente de recontaminacién. Se recomienda que los lavabos se
localicen cerca de los puntos de entrada y que se encuentre jabon disponible.

Ademas, complementos tales como anillos, brazaletes y relojes deberian quitarse antes
del lavado de manos ya que dificultan una adecuada limpieza. Para el secado de manos,
se recomienda dejarlas al aire sin frotar; en caso de usar toallas se recomiendan de papel
desechables. Si se utilizan secadores de aire, se recomienda aquellos con luz U.V.

incorporada [62].

1.4.4.c. Comportamiento en el interior de zonas clasificadas

El comportamiento del personal que realiza sus actividades en el interior del area
clasificada es de suma importancia para minimizar el impacto de su presencia en la
calidad del aire de la instalacion.

En un esfuerzo para conocer mejor el nivel de contaminacién en salas blancas, Austin
documentd y correlaciond los datos de emision de particulas por el personal que
desarrollaba sus actividades en salas blancas (tabla 6), estableciendo asi el conocido
indice de Contaminacion Austin [63]. Este indice nos da una idea de la cantidad de
particulas liberadas por el ser humano, dependiendo del tipo de movimiento realizado y
coémo el uso de ropa adecuada hace de filtro para evitar la dispersién de estas particulas
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generadas. Incluso sin moverse, el ser humano emite gran cantidad de particulas de
des@amacion de la piel. De hecho, el propio proceso de colocaciéon del vestuario para
evitar la dispersién de particulas es, en si mismo, un proceso contaminante.

indice de Contaminacion de Austin
Particulas >0,3 um emitidas por minuto
Actividad Prendas tejidas Traje pro‘fector Trajg protector total
total estandar tipo Tyvek

Sin movimientos 100.000 10.000 1.000
Movimientos ligeros 500.000 50.000 5.000
Movimientos bruscos 1.000.000 100.000 10.000
Cambios de posicién 2.500.000 250.000 25.000
Caminar lento 5.000.000 500.000 50.000

Caminar rapido 10.000.000 1.000.000 100.000

Tabla 6. Numero de particulas >0,3 um emitidas por minuto con los diferentes tipos de movimiento.
(Tomado de Encyclopedia of Clean Rooms, Bio-Clean rooms and Aseptic Areas, Dr. Phillip Austin, PE,
2000).

Las particulas, debido a la carga electrostatica propia de los tejidos, pueden quedar
adheidas a la superficie de los trajes protectores y de alguna u otra forma, transportarse
hacia zonas de mayor clasificacion ambiental, o incluso, llegar a contaminar los
productos fabricados. Incluso las propias particulas liberadas en clase B, pueden quedar
adheridas a la superficie de guantes, antebrazos, hombros, etc., que posteriormente van
a entrar en el interior de las cabinas de flujo laminar donde se van a manipular los
productos estériles.

Por ello, la formacién y el comportamiento del personal que realiza su actividad en la
fabricacion aséptica de medicamentos es vital para que todas las medidas protectoras y
de control de la biocontaminacion no se vean truncadas por factores tales como la fatiga
y la desmotivacion.

Los movimientos bruscos estan totalmente desaconsejados en este tipo de instalaciones
y deben respetarse adecuadas pautas de comportamiento tales como evitar limpiarse o
frotarse las manos en la ropa protectora, tocarse la cara con las manos enguantadas;
hablar (en exceso), cantar, silbar, toser, estornudar, etc., especialmente cuando se esté
cerca de los productos o equipamiento.

El personal ha de estar sano. Enfermedades del tracto respiratorio superior y desordenes
gastrointestinales son un compromiso para la higiene. Se ha de controlar especialmente
la entrada del personal con procesos infecciosos virales (gripes) o crisis asmaticas.

Obviamente, un factor importante a tener en cuenta es el nUmero de personas que
pueden estar al mismo tiempo en la sala desarrollando sus tareas con el fin de no elevar
en exceso la cantidad de particulas en suspension y colapsar la capacidad de auto
limpieza de la sala (renovaciones de aire). Por este motivo, se desaconseja la
coincidencia de personal durante los cambios de vestuario. El aforo maximo de cada
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sala se ha considerar durante la planificacion de la construccion de la misma, teniendo
en cuata el proceso que se quiere implantar y el personal necesario para realizarlo.

1.4.5. Mantenimiento del grado de clasificacion ambiental

A pesar de la utilizacién de equipos de proteccion personal y vestimenta adecuados en
este tipo de instalaciones, la dispersion de particulas a partir de los operarios es
inevitable y han de implantarse medidas apropiadas que prevengan y retiren las
particulas generadas por las tareas propias de fabricacion.

En este sentido, la construccion de la instalacion tiene importancia en cuatro aspectos
fisicos fundamentales para mantener las especificaciones de grado (renovaciones de
aire, presion diferencial, humedad y temperatura) y que estan directamente implicadas
en el control de la biocontaminacion ambiental.

1.4.5.a. Renovaciones de aire

Una de las barreras usadas para la eliminacion de la contaminacion son las renovaciones
de aire en cada una de las habitaciones. Segun el Instituto Nacional de Seguridad e
Higiene en el Trabajo [64], en los quiréfanos de clase A se recomienda un minimo de
30 movimientos de aire por hora (renovaciones/hora) independientemente de que el
flujo de aire sea laminar o turbulento, en cuanto a los de clase B se recomienda un
minimo de 20 renovaciones por hora, siendo de 15 renovaciones/ hora en los quiréfanos
de clase C.

En cuanto a la cantidad de aire recirculado, se acepta que en las zonas de grado A parte
del aire sea recirculado, con la salvedad de que ha de proceder del mismo habitaculo y
ha de tratarse de la misma forma que el aire exterior, siendo el aporte exterior como
minimo de 1200 fthora (el aporte minimo de aire total ha de ser de 24fitora); lo

gque supone que como maximo se puede recircular el 50% del aire. En las zonas de
grado B y C se recomienda que el aire provenga 100% del exterior [65]. En la practica,
siempre que las zonas de grado A no tengan riesgo por gases de anestesia y productos
de desinfeccion, el caudal minimo exterior puede reducirse segun los procesos llevados
a cabo en su interior.

Para garantizar una correcta renovacion del aire en el interior del area clasificada, es
muy importante mantener los retornos libres de obstaculos.

1.4.5.h. Presién diferencial

Otra de las barreras generada por la propia instalacion es el mantenimiento de una
cascada de presiones, en este caso positiva, de forma que se impida la entrada de aire
desde zonas de menor clasificacion hacia zonas de mayor clasificacion. Las NCF
establecen al menos 10-15 pascales de diferencia entre salas adyacentes de grados
diferentes (Anexo 1, NCF). Esta cascada de presiones se obtiene a partir de la relacion
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de aire impulsado, que entra en cada sala por los filtros HEPA terminales, y el aire que
es etraido mediante los retornos (ademas de las posibles pérdidas de la instalacion).

Las instalaciones de este tipo suelen disponer de un sistema de enclavamiento de
puertas con el fin de evitar que dos puertas que comunican ambientes con grandes
diferencias de grado (por ejemplo entre grados D y B) se mantengan abiertas al mismo
tiempo.

El comportamiento del personal en el mantenimiento de las cascadas de presion es muy
importante, no debiendo mantener las puertas abiertas mas del tiempo estrictamente
necesario con el fin de evitar que las presiones de dos habitaciones contiguas se igualen.

1.4.5.c. Humedad

El control de la humedad relativa es uno de los aspectos que normalmente ha de tenerse
en cuenta cuando se instala un sistema de climatizacion para salas blancas, ya que de
ésta dependen factores tales como el crecimiento bacteriano, la confortabilidad de la
sala, el aumento del riesgo de descarga electrostética y la corrosion de metales.

Las bacterias y otros contaminantes biolégicos como hongos, virus y acaros prosperan
facilmente en ambientes con humedades relativas por encima del 60%, incluso algunas
bacterias lo hacen con humedades por encima del 30%. Un rango de 40 a 60% en
humedad relativa minimiza el impacto de bacterias e infecciones respiratorias [66] Yy
proporciona un ambiente confortable para el personal que realiza sus operaciones.

Una humedad superior proporciona un ambiente himedo no confortable, mientras que
una humedad inferior crea un ambiente seco que puede ocasionar cefaleas, sequedad de
boca y agrietamiento de la piel, aumentando el riesgo de descarga electrostatica cuando
la humedad disminuye por debajo del 30%.

La norma UNE-EN ISO 100713:2005 sobre instalaciones de acondicionamiento de aire
en hospitales establece unos margenes recomendables de humedad relativa del 45 al
55%, mientras que la ASHRAE (American Society of Heating, Refrigerating and Air-
Conditioning Engineers) considera aceptables unos margenes entre el 30 y el 60% [64].

1.4.5.d. Temperatura
Las temperaturas entre los 20 y 45 °C favorecen el crecimiento de bacterias mesofilas.

La norma UNE-EN ISO 100713:2005 recomienda una temperatura de 18 a 26 °C para
salas de grado Ay B y de 22 a 26 °C en salas de grado C.

1.4.6. Plan de Limpieza y Desinfeccion de areas clasificadas

La limpieza y desinfeccion de las areas clasificadas destinadas a la fabricacion aséptica
de medicamentos juega un papel crucial en el mantenimiento del grado de clasificacion
ambiental y en la eliminacion de las particulas generadas por la presencia de personal en
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dichas areas. Las NCF establece que los edificios o instalaciones deben mantenerse,
repaarse adecuadamente y conservarse en estado limpio; debiendo existir
procedimientos escritos que asignen responsabilidades sobre la higiene y describan los
programas de limpieza, métodos, equipos y materiales a utilizar en la limpieza de
edificios y servicios. [67].

Su principal funcién es la de remover las particulas sedimentadas en las diferentes
superficies de la sala (paredes, suelos, equipamiento, mobiliario) y que las medidas
fisicas anteriormente descritas no han sido capaces de evitar, asi como eliminar los
residuos generados durante la fabricacion de un producto disminuyendo de esta forma el
riesgo de contaminacion cruzada hacia otros productos fabricados.

Este Plan de Limpieza y Desinfeccion requiere la seleccion de los desinfectantes
apropiados, su efectiva aplicacion, y la validacion de su capacidad para inactivar
particulas viables. Ademas hace necesaria una monitorizacion microbiologica adicional
distinta a la de produccidon como, por ejemplo, tras la validacion de sistemas, limpieza y
desinfeccion [39].

1.4.6.a. Tipos de limpieza
1.4.6.a.1. Limpieza de locales

Las salas blancas deben ser limpiadas y desinfectadas regularmente. Se suelen usar
detergentes y desinfectantes que pueden adquirirse preparados o pueden reconstituirse
con agua estéril antes de ser utilizados. En todos los casos, estos productos han de ser
estériles antes de su utilizacion.

La técnica generalmente utilizada es la aplicacién de un desinfectante, previamente
pulverizado en una superficie y la limpieza por arrastre posterior con toallitas mediante
pasadas paralelas que se solapan parcialmente. La direccion de limpieza suele ser hacia
el operador y procurando que sea en todo momento en el mismo sentido que el flujo de
aire.

La limpieza ha de realizarse siempre desde las zonas mas limpias a las mas sucias y
dentro de una misma habitacién se han de limpiar, por este orden, techos, paredes,
superficies de trabajo, equipos y, finalmente, el suelo.

1.4.6.a.2. Limpieza de equipos

La limpieza de equipos y su aprobacion para su posterior utilizacion en los procesos de
produccion han de estar documentados y se deben incluir instrucciones completas de
como se ha de realizar la limpieza, como proteger el equipo una vez limpio, y coOmo
prevenir su contaminacion antes de su uso. Los equipos y utensilios han de ser
aseptizados o esterilizados para impedir la contaminacion o arrastre de material que
pueda alterar la calidad del medicamento y deben estar identificados en cuanto a su
estatus de limpieza [67].
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1.4.6.b. Utensilios utilizados para la limpieza de salas blancas

Normalmente en este tipo de instalaciones se utilizan toallitas de baja liberacion de
particulas. Estas toallitas pueden adquirirse estériles o no y pueden estar secas o bien
impregnadas en un determinado desinfectante.

Suelen estar fabricadas a base de una mezcla de celulosa y poliéster (habitualmente 45%
de poliéster y 55% de celulosa) no tejidas o bien exclusivamente de poliéster. Las
toallitas que contienen celulosa poseen una mayor capacidad de absorcion que las de
poliéster aunque estas Ultimas son mas resistentes y liberan menos cantidad de
particulas. Ambos tipos, disponibles en una amplia variedad de tamarfios y de diferentes
fabricantes se pueden adquirir gamma irradiadas a un nivel de aseguramiento de la
esterilidad de 18,

Dependiendo del nivel de calidad de las toallitas, el fabricante habitualmente indica las
clases ISO en que puede ser utilizada.

Adicionalmente, para facilitar la limpieza de zonas de dificil acceso se pueden utilizar
mopas de acero inoxidable y cubremopas estériles (figura 8).

Figura 8. Personal de limpieza y personal de produccion limpiando instalaciones y equipos,
respectivamente.

1.4.6.c. Tipos de desinfectantes

Durante décadas se ha utilizado una amplia variedad de agentes quimicos (o biocidas)
para aseptizar, desinfectar y preservar ambientes y superficies con el fin de prevenir
infecciones nosocomiales en el &mbito hospitalario.

Como biocida se conoce a los agentes quimicos, usualmente de amplio espectro,
capaces de inactivar microorganismos. Dado que los biocidas varian en su actividad
antimicrobiana, se utilizan otros términos mas especificos tales como bacteriostaticos,
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fungistaticos y esporostaticos por su capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias,
hongos y esporas respectivamente. También se utilizan las denominaciones de
bactericida, esporicida, fungicida y virucida cuando poseen la capacidad de inactivar o
matar estos tipos de microorganismos. EI mecanismo general de accién es la interacciéon
con la superficie celular del microorganismo y posterior penetracion. La interaccién con
la superficie celular parece tener importantes efectos en la viabilidad de los
microorganismos pero la mayoria de estos agentes ejercen su accion letal
intracelularmente [68].

Las NCF recomiendan que las instalaciones se limpien cuidadosamente y que estas
operaciones se recojan en procedimientos escritos. Cuando se usen desinfectantes, se ha
de usar més de uno para utilizarlos de forma rotacional con el fin de evitar la aparicion
de cepas resistentes.

Usando ademas diferentes tipos de biocidas, al poseer diferentes mecanismos de accion,
es muy probable que el espectro de actuaciéon sea diferente y por tanto se maximice el
namero de gérmenes susceptibles de ser eliminados.

1.4.6.c.1. Alcoholes

Aunque varios tipos de alcoholes han mostrado ser efectivos antimicrobianos a
concentraciones entre el 60 y el 90%, el alcohol etilico (etanol) e isopropilico

(isopropanol) son los mas ampliamente utilizados [69]. Los alcoholes muestran un
amplio espectro de actividad antimicrobiana contra bacterias en estado vegetativo,
incluyendo las micobacterias, virus y hongos pero no tienen poder esporicida.

Debido a la inexistencia de actividad esporicida, los alcoholes no son recomendados
como agentes esterilizantes pero son comunmente utilizados para la desinfeccion de
superficies y piel.

Muchos productos con base alcohdlica incluyen bajas concentraciones de otros biocidas
(por ejemplo clorexidina), que permanecen en la piel tras la evaporacion del alcohol u
otros excipientes que disminuyen la evaporacion del alcohol y aumentan
significativamente la eficacia [70]. En general, el alcohol isopropilico es
considerablemente mas efectivo frente a las bacterias que el alcohol etilico [71].

Generalmente el efecto antimicrobiano de los alcoholes es significativamente menor a
concentraciones por debajo del 50%, siendo 6ptima a concentraciones entre el 60 y el
90%.

1.4.6.c.2. Aldehidos
En este grupo destacan el glutaraldehido y formaldehido.

El glutaraldehido posee un amplio espectro de actividad bactericida, esporicida,
fungicida y un potente agente virucida [69,70], especialmente frente a virus como el de

30



Introduccioén

la hepatitis [74]. Posee mayor actividad a pH alcalino y es incluso activo frente a
micobacterias.

El formaldehido (CHO) es un monoaldehido que existe de forma gaseosa y es soluble
en gyua. La solucion de formaldehido (formalina) es una solucion acuosa que contiene
del 34 al 38% (peso/peso) de fLHcon metanol. Su principal uso clinico es como
desnfectante y esterilizante en liquido o en combinacibn con vapor a bajas
temperaturas. El formaldehido posee actividad bactericida, esporicida y virucida pero es
mas lenta que la del glutaraldehido [75].

1.4.6.c.3. Biguanidas

La clorexidina se utiliza ampliamente como biocida en productos para el lavado de
manos Yy productos orales. Posee un elevado espectro de eficacia y es apto para usarlo
sobre la piel debido a su bajo poder de irritacion. A pesar de las ventajas de este biocida,
su actividad es dependiente de pH y disminuye drasticamente en presencia de materia
organica [76]. Posee efecto bactericida [77] y su efecto virucida se limita a los virus con
envuelta lipidica [78]. No posee efecto esporicida, ya que incluso elevadas
concentraciones no afectan a la viabilidad de las espomaadilkis spp. a temperatura
ambiente [79]. Las micobacterias poseen generalmente una elevada resistencia a la
clorhexidina [80].

1.4.6.c.4. Perdxidos
Dentro de este grupo se destacan el perdxido de hidrégeno y el &cido peracético (PAA).

El Peréxido de Hidrogeno ¢@,) es un biocida usado como desinfectante, esterilizante

y antiséptico. Normalmente se comercializa a concentraciones del 3 al 90%. Se
considera poco perjudicial para el medio ambiente ya que rapidamente se degrada a
productos inocuos (agua y oxigeno). Posee un gran espectro de eficacia frente a
bacterias, hongos, esporas y virus [81]. Normalmente para ejercer efecto esporicida
necesita mayores concentraciones (10 a 30%) y periodos de contactos mas largos que
para el resto de efectos. Su actividad aumenta significativamente en estado gaseoso.

El PAA es muy utilizado como desinfectante de superficies ya que es un biocida mas
potente que el perdxido de hidrégeno, con capacidad bactericida, fungicida, esporicida y
virucida a bajas concentraciones [81].

1.4.6.c.5. Compuestos de amonio cuaternario(QACSs)

Los surfactantes o tensioactivos son agentes quimicos activos “en superficies" que
poseen dos regiones, una hidrofobica y otra hidrofilica. Los surfactantes se clasifican,
dependiendo de la ionizacion de la region hidrofilica, en cationicos, aniénicos, no
i6nicos y anfoteros. De ellos, los agentes catiénicos como los compuestos de amonio
cuaternario son los més utilizados como antisépticos y desinfectantes [82]. Los QACs
son excelentes para la limpieza de superficies, ya que son esporostaticos, inhibiendo el
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desarrollo de formas vegetativas a partir de esporas germinadas. Sin embargo, tan solo
pose@ efectos virucidas sobre virus con envuelta lipidica [83].

1.4.6.c.6. Acido Hipocloroso

El acido hipocloroso (HCIO) normalmente se comercializa en forma de sales de
hipoclorito o disuelto en agua. El poder desinfectante del cloro o sus compuestos radica
en su capacidad de oxidacion

1.4.6.d. Validacién de la limpieza

El objetivo de la validacion de los procedimientos de limpieza es verificar la eficacia de
los mismos para eliminar los residuos y degradacion de productos, conservantes,
excipientes y residuos de los agentes utilizados en la limpieza asi como el control de
agentes microbioldgicos potencialmente contaminantes. Adicionalmente, pretende
asegurar que no existen riesgos asociados a la contaminacion cruzada de principios
activos [84].

1.5. PLAN DE CONTROL DE LA BIOCONTAMINACION AMBIENTAL

En las zonas de ambiente controlado destinadas a la fabricacion aséptica de
medicamentos se ha de establecer un Plan de Control de la Biocontaminacion (PCB)
que sea capaz de evaluar y controlar factores que puedan afectar a la calidad
microbioldgica de los procesos implantados y de los productos fabricados.

Este PCB ha de estar basado en herramientas de Analisis de Riesgos. Aunque existen
varias herramientas usadas para el andlisis de riesgos tales como el FTA (Fault Tree
Analysis) [85] y FMEA (Failure Mode and Effects Analysis) [86], la mas utilizada en el
ambito del control de la biocontaminacién es la basada en HACCP (Hazard Analysis
and Critical Control Point) [84, 85].

Para asegurar el control del riesgo de contaminacion microbiolégica, la herramienta de
analisis utilizada ha de ser capaz, entre otras cosas, de [2]:

« Identificar los potenciales riesgos para el proceso o el producto fabricado, evaluar
la probabilidad de que sucedan e identificar medidas para la prevencion y el control.

» Designar las zonas de riesgo y, en cada una, determinar los puntos,
procedimientos y condiciones ambientales que puedan ser controladas con el fin de
eliminar los riesgos o reducir su probabilidad.

 Establecer limites que aseguren el control (limites de alerta y accion).
» Implantar un calendario de monitorizacion ambiental.

» Establecer acciones correctoras cuando se observen que los resultados en un punto
determinado, proceso o condicién ambiental no estan bajo control.
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Este Plan de Control de la Biocontaminacion ha de ser adaptado de forma especifica a
cadainstalacion, teniendo en cuenta aspectos importantes como las caracteristicas de
fabricacion de la instalacion, tipo de proceso de fabricacion implantado, naturaleza del
producto fabricado, grado de automatizacion de los procesos, personal implicado en las
labores de produccién y de control, volumen de actividad y formacion del personal,
entre otros aspectos.

El Programa de Muestreo Ambiental (PMA) establecido a raiz del PCB ha de
implantarse de forma que las actividades de muestreo por si mismas no supongan un
aumento del riesgo de contaminacion del producto ni de la zona a controlar. Este PMA
ha de establecer las periodicidades en que se realizaran los controles, qué zonas se han
de muestrear y los puntos donde se tomaran las muestras. Todas las ubicaciones donde
se tomaran las muestras han de estar descritas con suficiente detalle en los
correspondientes procedimientos escritos con el fin de permitir muestreos reproducibles
en una determinada zona. Estos procedimientos escritos tendran en cuenta aspectos tales
como la frecuencia de muestreo, cuando se realizara la toma de muestras (por ejemplo
durante las operaciones de trabajo o después de ellas), la duracion, el volumen de aire a
muestrear, asi como los equipos, medios y técnicas de muestreo a emplear [89].

Ademas, el PMA, debe establecer unos adecuados niveles de alerta y accion [2], [39],
[90], que han de ser establecidos por el usuario y deben adaptarse a las particulares
circunstancias de cada instalaciéon y tipo de procesos implantados, pudiendo coincidir o
no con los niveles normativamente establecidos. Se deberdn establecer medidas
correctoras cuando se produzcan desviaciones o superaciones de los niveles de alerta y
accion establecidos [2], [89].

Los niveles de alerta han de ser eficaces y proporcionar una sefal de aviso sobre una
desviacion de las condiciones ambientales normales. Cuando estos niveles se
sobrepasan deberia repercutir en un aumento de la atencion en el proceso.

Los niveles de accion, una vez excedidos, requieren una intervencion inmediata que
incluya una investigacion de las causas y la implantacion de medidas correctoras.

En PMA puede ser muy util para proporcionar un nivel basal de biocontaminacion si se

aplica de forma temprana. De este modo, un control de las condiciones de

contaminacion cuando una instalacion acaba de construirse (estado “as-built”) sin

personal ni equipo en su interior puede proporcionarnos una idea acerca del nivel de
contaminacion y medidas que hemos de implantar para reducir su carga microbiana y si
éstas son efectivas o no.

En una segunda fase, una vez que hemos equipado nuestra instalacion (estado “en
reposo”), los controles realizados nos pueden proporcionar una idea de la contaminacion
ocurrida durante el proceso de equipamiento y si las medidas fisicas (sistema HVAC) y

especificaciones en el estado "en funcionamiento” de la instalacibn son capaces de
proporcionar y mantener un aire de la calidad necesaria. También es util para comprobar
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que los materiales introducidos poseen la adecuada calidad y no son fuente de
contaminacion.

Los controles y el andlisis de los datos obtenidos durante estas dos primeras etapas nos
resultaran Gtiles para comprobar si las medidas de limpieza y desinfeccion implantadas
son efectivas, detectar fuentes de contaminaciéon y por supuesto, para establecer unos
adecuados niveles de alerta y accion.

El PMA ha de realizarse rutinariamente durante los periodos de funcionamiento normal
de la instalacion, es decir, aquellos periodos en que la instalacion esta siendo utilizada,
con el personal realizando sus tareas habituales y los equipos en funcionamiento.

Los controles realizados en esta Ultima fase nos proporcionaran unos niveles de alerta y
accion reales segun los procesos implantados y el nimero de actividades realizadas y de
personal que las realiza; indicaran si los procedimientos de limpieza y su frecuencia,
desinfectantes utilizados, los procesos de entrada y vestuario implantados son eficaces
para contrarrestar la biocontaminacion generada en momentos de ocupacién y bajo
condiciones reales de trabajo.

Estos niveles de alerta y accion deberian revisarse periddicamente para adaptarlos a las
cambiantes circunstancias de cada instalacion.

1.5.1. Analisis de los resultados del PMA. Analisis de Tendencias.

Los resultados del PMA proporcionaran informacion sobre la calidad del ambiente en
las diferentes zonas. Cada resultado individual debe ser valorado en comparacion con
los niveles de alerta y accién, ya que el promedio de resultados puede enmascarar
resultados inaceptables [89].

Ademas, estos resultados debido a su variabilidad y a la escasa significancia de
crecimientos aislados, deben analizarse mediante el uso de herramientas basados en
Andlisis de Tendencias [2, 88]. La frecuencia de monitorizacion ha de ser suficiente
para reconocer tendencias [92]. Deberian analizarse tanto los recuentos como los
microorganismos aislados con el fin de emitir un informe periédico que resumiera todas
las observaciones y tendencias. Estos informes de tendencias deberian incluir los datos
generados por localizacién, turno, habitacion o sala, operador y otros parametros [89],
[92].

Se deben emitir informes de los datos obtenidos (por ejemplo sobre un determinado
microorganismo aislado durante un periodo de tiempo de un afio) con el objetivo de
investigar los resultados que excedan los niveles establecidos para intentar identificar e
implantar medidas de seguimiento apropiadas. Deben considerarse los cambios
significativos en la flora microbiana durante la revision de los datos de monitorizacion
ambiental [89].
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Sin embargo, los datos cuantitativos en este tipo de controles ofrecen serios retos para
los microbidlogos. Existe variaciones en los resultados obtenidos debido a las
limitaciones propias de los métodos de muestreo (momento de toma de muestra,
actividad previa en la zona a muestrear, niumero de entradas de personal a la instalacion,
tiempo transcurrido durante la ultima limpieza y desinfeccion, etc.) la variedad de los
microorganismos presentes y el estado metabdlico de los mismos (ya que se encuentran
en superficies inertes o sobre particulas en suspension), que hacen que los estudios de
los datos de recuperacion microbioldgica ambiental pierdan su significado y se
conviertan en datos dificilmente interpretables.

Como ayuda a la interpretacion de los datos obtenidos, los resultados deben evaluarse
analizando largos periodos temporales con el fin de determinar tendencias. Basandose
en la revisién de las tendencias detectadas y en los resultados individuales de los
controles realizados se podran tomar decisiones sobre resultados inusuales y la
aceptabilidad de los procesos realizados y productos fabricados bajo esas condiciones

[2].

1.5.2. Métodos utilizados para el control microbiol6gico ambiental

Los métodos aceptados y comunmente utilizados [2], [93], [39], [90], [94] son:
1.5.2.a. Muestreo volumétrico de particulas viables en aire (muestreo activo de aire).

Este tipo de muestreo implica el uso de un dispositivo que recoja y haga impactar un
volumen determinado de aire sobre una placa Petri con un medio de cultivo bacteriano.
Se pueden utilizar muestreadores de impacto, de centrifugacion o de membrana. Cada
dispositivo tienen una serie de ventajas y desventajas pero todos ellos permiten obtener
un nimero de microorganismos por volumen de aire muestreado.

Se recomienda que este tipo de muestreo se realice en lugares cuidadosamente
seleccionados durante cada turno de produccion, con el fin de evaluar las zonas de
mayor riesgo durante el procesamiento aséptico. Se debe evaluar la idoneidad de este
tipo de dispositivos para ser utilizados en un ambiente aséptico. Esta evaluacion puede
basarse en aspectos tales como la eficiencia de recoleccién, limpieza, capacidad de
esterilizacion o aseptizacion y la interrupcion del flujo de aire unidireccional [89].

Los muestreadores por impacto en medio liquido (en inglés “impigers”) no son
recomendables para muestrear particulas viables debido al pequefio volumen de muestra
gue son capaces de tomar y a la capacidad de romper agregados (clumbs) de particulas
viables [2]. Los mas utilizados son los muestreadores por impacto en medios de agar
solidos.

El flujo de aire generado por el equipo muestreador ha de ser lo suficientemente alto

para recolectar todas las particulas de tamafio superior a 1 um y lo suficientemente bajo
como para evitar el dafio estructural de las particulas viables al ser impactadas sobre la
superficie de agar. El volumen de aire muestreado ha de ser suficiente como para
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detectar niveles muy bajos de biocontaminacion esperados en salas blancas y ser lo
suficientemente pequefio para evitar la degradacion fisica o quimica del medio de
cultivo [2].

1.5.2.b. Muestreo por sedimentacion de particulas viables (muestreo pasivo de aire)

Se realiza mediante la exposicion al ambiente, durante un tiempo no superior a 4 horas,
de la superficie de agar de una placa de 90 mm de diametro. El objeto de este tipo de
muestreo es recoger las particulas viables en suspension, que tienden a depositarse sobre
una superficie a una velocidad variable de entre 0,2 a 3 m/s [95] y que depende
directamente del tamafio de cada particula.

Su valor en areas criticas se incrementa si se sitUa el muestreador en las localizaciones
gue tienen el mayor riesgo para contaminacion del producto

1.5.2.c. Control de superficies, equipos y personal

Este tipo de muestreo consiste en tomar muestras de particulas viables de diferentes
superficies como suelos, paredes, equipos, personal, etc. Se puede realizar mediante el
método de placas de contacto o el uso de torundas o hisopos [90]. Existen diferencias
entre ambos métodos en cuanto a la capacidad de recolectar los microorganismos de las
superficies donde se encuentran. Ambos métodos poseen limitaciones pero el uso de
placas de contacto es habitualmente utilizado para tomar muestras de superficies lisas y
planas.

Las placas de contacto tipo Rodac de 55 mm de didmetro (2Slersuperficie de
contacto) se rellenan del medio de cultivo suplementado con agar que se desee segun el
tipo de microorganismos que se pretenda aislar. Una vez seleccionada la superficie a
muestrear, se abre la placa de contacto y se aplica el medio nutritivo durante 10
segundos, ejerciendo una ligera presion de forma que toda la superficie del agar esté en
contacto con la superficie a muestrear. Tras el periodo de contacto, se retira la placa de
la superficie y se coloca la tapa. Es extremadamente importante retirar los restos de
medio nutritivo que quedan adheridos a la superficie muestreada, utilizando toallitas
estériles y alcohol 70 %.

Con el fin de evitar la contaminacion cruzada, asi como minimizar los efectos de una

posible contaminacion propia de las labores de muestreo, las muestras se toman
comenzando por las zonas de mayor clasificacion (grado A) y finalizando por las zonas

de menor clasificacion (grado D).

1.5.2.d. Impronta de guantes

Este control se realiza en todas las operaciones criticas realizadas en grado A tal y como
establece el Anexo 1 de las NCF. Para ello, en el interior de las cabinas de flujo laminar

y justo al finalizar las operaciones en grado A, se abre una placa de Petri de 90 mm con
agar Tripticasa de Soja (TSA) y se presiona ligeramente durante 10 segundos con las
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yemas de los cinco dedos de una de las manos. Se repite la operacion, en otra placa
diferente, con la otra mano. Finalmente se aseptizan las manos con alcohol 70% y se
secan para eliminar los restos de medio nutritivo.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Los medicamentos de Terapia Celular estan sujetos a contaminacién microbioldgica, lo
que puede representar un riesgo para la salud de los pacientes a los que se les
administren y causar deterioro del medicamento y una posible pérdida de la eficacia
terapéutica. La contaminacién asociada a estos medicamentos puede provenir de los
tejidos fuentes a partir de los que se obtienen las células, de los reactivos utilizados para
su cultivo y expansién in vitro, introducida durante el proceso de fabricacion por
equipos mal descontaminados, por el personal que realiza las labores propias de los
procesos de fabricacion o a partir del ambiente donde se realiza la fabricacién aséptica
de medicamentos.

La optimizacion del Control de la Biocontaminacion en la fabricacion aséptica de
medicamentos de Terapia Celular requiere del desarrollo e implementacion de sistemas
capaces de identificar los posibles riesgos relacionados con los procesos de fabricacion,
del establecimiento de limites de alerta y accion utiles y de la implantacion de medidas
preventivas y correctoras adecuadas y eficaces.

La evaluacion de los factores que pueden comprometer la calidad microbiolégica de los
productos ha de estar basada en herramientas de Andlisis de Riesgos que reflejen un
profundo conocimiento de los procesos de fabricacion, de forma que el control del
proceso de fabricacion aséptica sea solido, estable, adaptado a cada proceso e
instalacion, capaz de controlar y detectar tendencias, de generar resultados valorables y
detectar y controlar los puntos criticos de cada proceso.

El Plan de Control de la Biocontaminacion en zonas de ambiente clasificado
proporcionara informacion significativa sobre la calidad del ambiente donde se realiza
el proceso de fabricacién aséptica, asi como de las tendencias de biocontaminacion
ambiental. Su propésito fundamental es documentar el estado de control de la
instalacion, no determinar la calidad del producto terminado, aunque es evidente que la
rapida identificacion de posibles vias de contaminacion junto con un adecuado plan de
control, permitird la implementacion de medidas correctoras que minimicen el impacto
sobre la calidad del producto fabricado.
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3.

OBJETIVOS

Objetivo 1. Demostrar la idoneidad de los medios de cultivo microbiologico y métodos
de nmuestreo para la monitorizacion ambiental del area clasificada y la verificacion de la
esterilidad de los medicamentos fabricados.

1.1. Verificar la capacidad de promocién de crecimiento de los medios usados.

1.2. Comprobar el efecto de la deshidratacion sobre placas de TSA utilizadas para
los muestreos volumétricos de aire y sedimentacion de particulas

1.3. Verificar si los residuos de agentes desinfectantes utilizados en los procesos
de limpieza y aseptizacion de las instalaciones interfieren con la capacidad de
promocién de crecimiento bacteriano de las placas utilizadas en los muestreos de
superficies.

1.4. Evaluar la modificacion de los métodos de muestreo ambiental implantados.

1.5. Validar el ensayo de esterilidad segun Eur. Ph. 2.6.27.

Objetivo 2. Diseflar e implantar los procedimientos de limpieza necesarios para
preservar las condiciones ambientales exigidas para la fabricacion aséptica de
medicamentos en la Unidad de Produccion Celular (UPC).

2.1. Demostracion de la capacidad germicida de los desinfectantes utilizados vy
verificacion de su esterilidad en el tiempo.

2.2. Disefio, validacion e implantacion de un procedimiento de limpieza adaptado
a las necesidades de la instalacion.

Objetivo 3. Identificar los puntos criticos de riesgo de biocontaminacion ambiental en el
proceso de fabricacion aséptica implantado.

3.1 Recogida de datos previos y realizacion de analisis de riesgos.
3.2. Establecimiento de un Plan de Control de la Biocontaminacion.
3.3 Implantacion de las medidas de control surgidas del analisis de riesgos.

3.4. Identificacion de la microbiota residente en la instalacion.

Objetivo 4. Evaluar los datos de biocontaminacién ambiental mediante herramientas
basadas en andlisis de tendencias. Valoracion de la eficacia de los procedimientos
implantados.
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4, MATERIAL Y METODOS

4.1. CUESTIONES PREVIAS
4.1.1. Descripcion de la instalacion

La UPC se encuentra ubicada en la planta 72 del Pabelldbn A del Hospital Regional
Universitario de Malaga. Las instalaciones comprenden 2 areas generales denominadas
“area no clasificada” y “area clasificada” (salas de ambiente controlado segun lo
establecido en la norma ISO-14644-1).

Area no clasificadazonas donde se ubican el laboratorio de Control de Calidad, area
administrativa, depésito de vestuario y zona de recogida de producto terminado. En el
laboratorio de Control de Calidad se encuentran las estufas (incubador de precision IPP
500 IPP y estufa IFE 500, Memmert Inc. Germany) utilizadas para el cultivo de las
placas procedentes de los controles ambientales.

Area clasificadazonas (habitaciones) con diferentes grados de clasificacion segun lo
establecido en la norma ISO 14644-1 (tabla 7).

Grado de clasificacién .

Zonas . Flujo

ambiental
Vestuario D (VD)
Distribuidor (D) Grado D
Almacén GMP (Alm)
: Turbulento
Vestuario C Grado C
Vestuario B
— Grado B
Salas de Produccion 1, 2y 3 (SP1, SP2 y SP3)
Cabinas de flujo laminar (2 en SP1, 2 en SP2y 1 en SP3) Grado A Laminar

Tabla 7. Grado de clasificacion ambiental de cada zona del area clasificada de la UPC del HRU de
Malaga.

La distribucién de estas zonas puede observarse en la Figura 9.
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CFL (grado A) CFL (grado A)
Almaceéen GNP
Unidad de Produccién Celular Sala de Produccion 1 {Grado D) I
Hospital Regional Universitario {(Grado B) 8 |
de Malaga
Vestuario B = Vestuario C le—
Grado B) ~(Grado C) Y,
/ \ Distribuido:
___#Grado D)
| | | |
SAS pasamateriales S— -| P
Almacen I I e J_
Pre GMP Sala de Sala Produccion 2 (Grado B) Vestuario D
(S/C) Produccion 3 {(Grado B) {(Grado D)

I ' CFL (gzado A) CFL (zxado A) CFL (grado A) ) = L

Entrada al area clasificada

Figura 9. Plano de planta de la UPC del HRU de Malaga mostrando la distribucion de los diferentes
grados de clasificacion ambiental.

El acceso a las diferentes salas esta controlado por una centralita que regula el sistema
de enclavamiento de puertas de forma que no es posible la apertura accidental de dos

puertas de forma simultanea, evitando asi el paso de aire entre salas no contiguas y
manteniendo la cascada de presiones positivas entre las diferentes salas.

El sistema HVAC esta formado por tres climatizadores que impulsan y filtran el aire
exterior segun el caudal de impulsion programado para cada area y genera una cascada
de presiones positivas de 10-15 pascales de diferencia entre salas adyacentes de grados
diferentes (Anexo 1, NCF).

Una enfriadora se encarga de mantener la temperatura (21+2°C) y la humedad relativa
(38-40%). Los filtros HEPA terminales y luminarias se encuentran ubicados en el techo
y los retornos de aire en las paredes, aproximadamente a 50 cm del suelo.

Cada climatizador esta compuesto por un sistema de filtracién que consta de tres filtros,
dos de ellos situados en el propio climatizador (prefiltro clase G4 vy filtro de alta eficacia
F9) y un tercer filtro absoluto HEPA (H-14) situado en los elementos terminales de los
difusores (techos de la instalacion). Ademas, posee una serie de elementos de control y
de alarma de los parametros establecidos:

* sonda de presién para regulacion del caudal del ventilador;
» sonda de temperatura en el conducto de impulsion;
» sonda combinada de temperatura y humedad relativa en el conducto de retorno;
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» presostatos para los filtros G4, F9 y H14 que activaran alarmas cuando se
sobepase la presion diferencial de colmatacion de los mismos;

» sonda de presion para monitorizacion de la presion en la sala.

La regulacion de los caudales de aire de retorno se realiza a través de compuertas de
regulacion manuales y de caudal variable. Con el fin de mantener la eficiencia de la
instalacion, el 50% del aire es recirculado y filtrado de nuevo a través de los filtros F9 y
HEPA terminales.

Se genera de esta forma un flujo de aire turbulento en todas las habitaciones. El flujo
laminar necesario para el grado A de clasificacion se consigue gracias a la instalacion de
cabinas de flujo laminar en las Salas de Produccion de grado B.

El aire suministrado a cada una de las Salas de Produccion (grado B) es controlado por
climatizadores independientes de forma que se evita que el aire de una Sala de
Produccion entre en contacto con el aire de las otras dos, e impidiendo, de esta forma, la
contaminacion cruzada entre productos manipulados en diferentes salas.

En la tabla 8 se detallan las zonas controladas por cada climatizador y parametros
ambientales a mantener

Climatizador | Areas controladas | Superficie (1m7) Clas’\ilfi(::'i\cic’m Clasligcgalcién Sob(rgz;ssién Renoh\;ar:ones/
CL-01 SP 2 13,88 B ISO 5 55+5 60 + 20%
SP 3 11,28 B ISO 5 55+5 60 + 20%
VB 6,71 B ISO5 45+5 60 + 20%
CLO2 VC 3,77 C ISO 7 305 35+ 20%
Almacén GMP 9,44 D ISO 8 205 20 £ 20%
Distribuidor 6,72 D ISO 8 205 20 £ 20%
VD 4,31 D ISO 8 205 20 £ 20%
CL-03 SP1 17,62 B ISO5 55+5 60 + 20%

Tabla 8. Parametros ambientales criticos de las diferentes salas del area clasificada de la UPC del HRU
de Malaga. *Respecto al exterior de la instalacion.

Zonas de grado D

El Vestuario Dsirve de acceso al area clasificada desde el exterior, posee un monitor
para controlar los parametros criticos de la sala desde donde se pueden programar los
climatizadores y la enfriadora. Muestra un mapa de la planta a tiempo real en el que se
pueden comprobar el estado de la presion y temperatura en cada una de las salas.

El Distribuidor es el lugar de paso entre las diferentes zonas de grado D y el acceso al
Vestuario C; es utilizado ademas para aseptizar e introducir en los SAS los materiales
necesarios en el proceso de fabricacion aséptica.
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El Almacén GMPes el lugar donde se almacenan los materiales fungibles aprobados y
posee, ademas, una camara refrigeradora (2-8°C) para almacenar los medios de cultivos
utilizados en las labores de produccion.

Zonas de grado C

El Vestuario Cse utiliza para el segundo cambio de vestimenta y es de paso obligado
para entrar hacia las zonas de grado B. Se encuentra equipado, al igual que las zonas de
grado B con filtros HEPA terminales.

Zonas de grado B

El Vestuario Bconecta el vestuario C con las tres Salas de Produccion y a éstas entre si.
Cuenta con un banco de acero inoxidable que es utilizado para separar las zonas “sucia”
y “limpia” del vestuario, y en él se finaliza el proceso de vestimenta.

Las Salas de Produccion 1, 2 (fRyura 10) poseen el equipamiento necesario para
realizar el aislamiento, expansion y envasado de los productos fabricados segin NCF:
cabinas de flujo laminar, incubadores con noria, centrifugas, pesos, microscopios e
incubadores de GO

El CO, necesario para los incubadores se suministra a través de un sistema de tuberias a
parir de balas de CPsituadas en el exterior del area clasificada. El sistema se
encuatra regulado por una serie de mandmetros individuales para cada incubador y
posee un sistema de alarma 24 horas.

Figura 10. Detalle de las Salas de Produccion 1,2y 3.
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Existen equipos SAS pasamateriales ventilados dobles (compartimentos independientes
de entrada y salida de materiales) y con sistema de esterilizacion por radiacion UV que
comunican el Distribuidor con las Salas de Produccién 1y 2, y la zona de recogida del
producto terminado con la Sala de Produccion 3. A su vez, la comunicacién entre estas
salas y la Sala de Produccion 3 se realiza mediante SAS pasamateriales no ventilados.
Estos equipos se utilizan para la adecuada aseptizacion e introduccion de materiales a
las zonas de grado B y entre las diferentes Salas de Produccion.

4.1.2. Actividad de la Unidad de Produccién Celular

La UPC se encuentra acreditada por la Agencia Espafola del Medicamento y Productos
Sanitarios para la fabricacion aséptica de medicamentos basados en Terapia Celular. El
producto en investigacion sujeto a ensayo clinico es una suspension de Células
Mesenquimales Troncales adultas derivadas de tejido adiposo (CMMTAd) para uso
autologo, expandidas mediante cultivo celular hasta alcanzar la dosis aleatorizada para
cada paciente y envasadas y acondicionadas para su infusion intravenosa en Ringer
lactato suplementado con 2,5% glucosa y 1% de albumina sérica humana [96].

Todos los datos recogidos en esta Tesis proceden de la monitorizacion ambiental
durante el proceso productivo de 2 ensayos clinicos:

« CMMAd/InFe/2011: Estudio Fase I/ll, multicéntrico, doble ciego, aleatorizado,
comparativo en dos grupos para evaluar la seguridad y eficacia de células
mesenquimales troncales autélogas de tejido adiposo en el tratamiento de la
incontinencia fecal (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02292628)

» CeTMAd/ELA/2011: Ensayo clinico Fase I/ll, multicéntrico, aleatorizado,
controlado con placebo, triple ciego, para evaluar la seguridad, factibilidad y
valoracion de tendencia de eficacia de la administracion intravenosa de la terapia
con 3 dosis de células mesenquimales autdlogas de tejido adiposo en pacientes con
esclerosis lateral amiotrofica (ELA) moderada a severa (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT02290886).

4.1.2.a. Descripcion del proceso de fabricacion de Células Mesenquimales Troncales
Adultas derivadas de Tejido Adiposo

El proceso de fabricacion de medicamentos (figura 11) se realiza conforme a los
estandares establecidos en las NCF. A continuacion, se describen esquematicamente las
etapas del proceso, a fin de comprender los controles ambientales que se realizan en
cada una de ellas.

4.1.2.a.1. Extraccion del tejido adiposo y transporte del mismo hacia la Unidad de
Produccion Celular

El proceso de fabricacion de productos basados en CMMTAd para su uso autdlogo
comienza con la seleccién del paciente para lo cual se realiza un estudio seroldgico
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(Hepatitis B —antigeno de superficie y anticuerpo core-, hepatitis C —anticuerpos totales-
, anfcuerpos HIV I+l y Sifilis —=RPR, VDRL o0 anticuerpos totales), comprobacién de

su idoneidad y firma del consentimiento informado por parte del mismo. Tras completar
los requerimientos documentales, a cada paciente se le extrae un fragmento de tejido
adiposo subcutaneo abdominal (material de partida) mediante exéresis quirdrgica
aséptica o liposuccion, que se introduce en un recipiente estéril y se cubre con solucion
salina estéril para ser enviado inmediatamente a la UPC mediante un kit de transporte
con monitorizacion de temperatura (2 a 20 °C).

4.1.2.a.2. Preparacion, disgregacion mecanica y disgregacion enzimatica del tejido

Una vez recibido, el tejido adiposo se introduce en las Salas de Produccién, grado B.
para ser pesado. A partir de este momento, todas las fases del proceso se realizan en el
interior de las cabinas de flujo laminar (CFL) clase I, tipo All (Grado A) situadas en un
entorno con grado B.

» Dentro de la CFL, se toman los controles de esterilidad del suero fisiologico que
acompafa a la muestra y se afiade una solucion de lavado que contiene 40 pg/mL
vancomicina (Laboratorios Normon, Madrid) y 160 pg/mL de gentamicina
(Laboratorios Normon, Madrid) en tampdn Dulbecco's phosphate buffered saline
(PBS) (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo, USA) durante un minimo de 30 minutos a
temperatura ambiente, con la intencién de descontaminar el tejido.

» Posteriormente, se eliminan, en la medida de lo posible, vasos sanguineos y tejido
conjuntivo y se procede a la disgregacion mecéméck pieza con bisturis y pinzas
estériles hasta conseguir una especie de papilla homogénea.

e Se continda con una _disgregacion enzimatiwediante la adicion de 0,3 Ul de
colagenasa grado GMP estéril (Collagenase NB 6 GMP Grade, Nordmark—Serva.
Uetersen. Dinamarca) por gramo de tejido, e incubacién a 35-38°C durante un
minimo de 60 minutos.

4.1.2.a.3. Obtencién de células de la fraccion vasculo-estromal (FVE) del tejido
adiposo

Transcurrido el tiempo de digestion, se introducen los tubos en la CFL y se neutraliza el
efecto de la colagenasa con el mismo volumen de medio de expansion [Dulbecco's
Modified Eagle's Medium bajo en glucosa (Sigma-Aldrich)] suplementado con 2% L-
glutamina 200 mM (Sigma-Aldrich) 10% suero bovino fetal ( SAFC, St. Louis, USA) y
0,1 mg/ml gentamicina (Laboratorios Normon. Madrid, Espafa)] y se centrifuga a 300-
500 g durante 12 minutos.

» Tras la centrifugacion quedan cuatro fases: Fase superior aceitosa, Interfase
semisélida, Fase acuosa, Botdn de células. Se transfieren las interfases semisélidas y
los botones celulares a un contenedor estéril, diluyendo en un volumen igual de PBS.
Esta solucion se filtra a través de una malla estéril dgutO(Cell strainer; Corning-

Falcon, New York, NY, USA) con el fin de retener los restos de tejido conectivo que
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hayan podido quedar sin digerir, y se centrifuga a 800-1000 g durante 15 minutos a
tenperatura ambiente.

» Se resuspenden los botones celulares en medio de expansion, transfiriendo todas
estas suspensiones a un unico tubo estéril, para realizar recuento y viabilidad
mediante el test de exclusién con azul tripan (Sigma-Aldrich) en camara de Neubauer
con el fin de conocer el niumero de células nucleadas obtenidas para poder calcular la
densidad de la siembra inicial en flask de cultivo.

 Se procede a la siembra inicial de la FVE (mezcla heterogénea de células
mesenquimales, hematies, leucocitos, linfocitos, monocitos y fibroblastos) en flask
de cultivo, que se introducen en los incubadores, donde se incuban durante 24-48
horas en atmaésfera al 5% de £& 35-39 °C, y 95% de humedad relativa.

4.1.2.a.4. Mantenimiento del cultivo celular: cambio de medio de expansion y
subcultivos.

» Transcurridas 24-48 horas, se aspira el medio de cultivo, eliminando todas aquellas
células que no se hayan adherido a la superficie de plastico del frasco de cultivo. Se
lava la monocapa de células adherentes con PBS y se afiade medio de expansion. Los
flask de cultivo se incuban durante otras 24-48 horas hasta el préximo cambio de
medio.

» Estos pasos se repiten hasta que la confluencia de la monocapa celel®0%&a
momento en que se realiza el subcultivo celular, que consiste en despegar las células
del flask de cultivo con la ayuda de una solucion de tripsina sintética (TrypLE Select.
Gibco®-Invitrogen, Life-Technologies, Madrid) que degrada las proteinas de la
matriz extracelular. Se neutraliza el efecto de la tripsina con medio de expansion, se
homogenizan bien las suspensiones celulares y se centrifugan a 800-1000 g durante
10-15 minutos. Se retira el sobrenadante, se resuspende el boton de células de cada
tubo en medio de expansion y se transfieren las suspensiones celulares a un anico
tubo estéril. Se realiza el recuento celular, ensayo de viabilidad y calculo de la
superficie de siembra.

» Se resuspenden las células en el volumen necesario de medio de expansion para tener
una densidad de siembra de 2500 - 5000 células viabfesjcee transfiere la
sugpension celular a los frascos elegidos. Se introducen los frascos en atmdosfera de
5% de CQ, a 37° C, y se mantienen realizando cambios de medio de cultivo hasta
cons@uir un porcentaje de confluencia en el cultivo celal®&0%, momento en el
gue seprocede a un nuevo subcultivo de las células.

* Los cambios de medio y los subcultivos se repiten hasta que se obtenga el numero de
células indicado para el paciente que se estad tratando, momento en el que se
procedera al envasado y acondicionamiento final de las células.

4.1.2.a.5. Recuperacion para envasado y obtencién del Producto Terminado.

» Se centrifuga la suspension celular obtenida en el dltimo subcultivo, se retira el
sobrenadante y se resuspende el boton de células en lactato de Ringer (Baxter,
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Valencia) con 1% de albumina humana (Laboratorios Grifols, Barcelona) y 2,5% de
glucosa (Glucosa 50%, B. Braun Medical S.A., Barcelona), transfiriendo las
suspensiones celulares a un Unico tubo o contenedor estéril.

» Se realiza recuento celular y ensayo de viabilidad. Se ajusta la concentracion celular,
segun brazo de aleatorizacion, adicionando lactato de Ringer suplementado con
albumina humana y glucosa, y se toman muestras para Control de Calidad:

o Esterilidad, Gram y Calcofltor

o Endotoxinas

o Fenotipo y cariotipo

o0 Se criopreserva la Muestra de referencia

» Se envasa la suspensiéon celular en jeringas estériles con cono y cierre Luer-Lok
(Becton-Dickinson, Madrid), identificandolas de forma inequivoca con una etiqueta
en la que figure el nombre del producto, el cddigo de referencia del ensayo, codigo
de paciente, codigo lote, fecha y hora de caducidad, via de administracion y en la que
se detalle que el producto ha de permanecer entre 2 y 20°C.

* Se introducen las jeringas en una bolsa estéril identificada con una etiqueta de
acondicionamiento secundario, se sacan por los SAS pasamateriales, y se conservan
en control de calidad entre 2-20°C mientras se esperan los resultados de los controles
de micoplasma, endotoxinas, Gram y calcofltor, asi como del fenotipo celular.

* Una vez se hayan obtenido los resultados y éstos sean correctos, se procedera a la
liberacion técnica temprana del producto por el director técnico, y se enviara
inmediatamente la documentacién al promotor, para que éste realice la liberacion
administrativa y se proceda al envio del lote. Los resultados del ensayo de esterilidad
estan listos en 7 dias, mientras que los del cariotipo tardan entre 2-3 semanas,
procediéndose a la liberacion final.

4.1.2.a.6. Envio de las células madre mesenquimales para su infusion

Se introduce la bolsa con el medicamento en un embalaje térmico con los acumuladores
de frio, y un registrador de temperatura continuo. Se cierra el embalaje, se adjunta la

ficha técnica, manual de uso del medicamento y los documentos para rellenar en el

hospital al que se envia el medicamento y se procede al transporte, asegurandose en
todo momento de que la temperatura se mantenga entre 2-20°C.

56



Material y Métodos

Lavado Eliminacion de piel Eliminacion de vasos y tej. conectivo Corte y trituracion de

tejido adiposo

.
| :
A
Centrifugacion /I A

Incubacion con colagenasa

Fase superior aceitosa

Interfase semisélida
Centrifugacion «

A

Fase acuosa

Resuspension, recuento
celular y viabilidad

Boton de células

Siembra inicial de la FVE Aspiracion células no %ﬁ & %ﬁ gﬁ Envasado del Medicamento
! ! ! !

adherentes
Cambios de medio y subcultivos
sucesivos hasta alcanzar dosis

Figura 11. Esquema resumen del proceso productivo de medicamentos basados en CMMTAd.
4.1.3. Medidas generales para evitar la biocontaminacion del area clasificada

Se disefié inicialmente un procedimiento de entrada al area clasificada respetando las
exigencias acerca de la indumentaria establecidas en el anexo 1 de las NCF.

4.1.3.a. Normas de vestuario y entrada de personal

El acceso al éarea clasificada esta restringido a personal autorizado tras el
correspondiente periodo de formacion y se realiza mediante la apertura de puertas
exclusivamente mediante el uso de tarjetas electrénicas.

A continuacion, en la figura 12, se muestra un esquema de la instalacion con los
principales puntos relevantes en cuanto a procedimiento de entrada de personal:
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Almacén GMP

Sala de Produccion 1

Kl

Distribuidor

i

Vestuario D

- Entrada de Personal
E:> Salida de Personal

Almaceén I I

Pre GMP SAS Sala de Produccién 3 Sala de Produccién 2 Ho |E|

PASILLO GENERAL

Puntos de control

Figura 12. Esquema mostrando los flujos de entrada y de salida de personal en el area clasificada y los
puntos relevantes del proceso.

En todos los vestuarios existen estanterias y papeleras de acero inoxidable
espeialmente disefiadas para su utilizacibn en zonas de ambiente clasificado. Se
dispone, ademas, de espejos para comprobar la adecuada colocacion de las diferentes
prendas.

Punto de control n® 1: Acceso a Vestuario D (exterior del area clasificada).

Antes de acceder al vestuario D se observaran las siguientes normas:

» A los fumadores se les recomienda beber agua antes de entrar para disminuir la
emision de particulas.

» Se recomienda ir al servicio.

* No esta permitido el acceso con relojes, pulseras, pendientes, colgantes y
cualquier otro tipo de joya o abalorio.

* El maquillaje ha de ser previamente retirado.

* Se ha de realizar un lavado de cara, manos y antebrazos con agua y jabon neutro

i. Procedimiento en casos en que la entrada se realice para manipular o reponer
material aprobado en el Almacén GMP (grado D) o como apoyo al personal de
produccion, no siendo necesario continuar el acceso hacia zonas de mayor clasificacion.
Se accedera al Vestuario D con:

 bata hospitalaria sobre la ropa de calle.
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» zuecos de trabajo con al menos 3 cubre calzas en cada uno de los zuecos (sentados
enuna silla y sin que el pie/zueco apoye el suelo, se colocaran los cubre calzas uno
sobre otro).

* gorro protector.

ii. Procedimiento en caso de que la entrada al Vestuario D se realice con el fin de
acceder a las zonas de mayor clasificacion ambiental:

e antes de acceder al Vestuario D se sustituira el calzado de calle por zuecos de
plastico esterilizables (Calzuro, Plain City, Ohio, USA). Sentados en una silla, y sin
gue el pie/zueco apoye el suelo, colocaremos uno sobre otro, al menos 5 cubre
calzas en cada uno de los zuecos.

s gorro protector

En ambos casos, tras la apertura de la puerta de acceso, se retirara el primer par de
calzas que estuvieron en contacto con el suelo del pasillo general. El pie al que se ha
retirado la primera calza se apoyara en el suelo del Vestuario D sobre una alfombra
adhesiva que retendra las particulas de mayor tamafo adheridas a los cubre calzas. Una
vez apoyado el primer pie, se procederéa igualmente con el segundo.

El Vestuario D tiene una sobrepresion de 20 + 5 pascales respecto al aire exterior. Este
proceso se realiza de la forma mas rapida posible para evitar la entrada de aire al interior
de la instalacion y evitar que las presiones a ambos lados de la puerta de acceso se
igualen.

Punto de control n° 2: cambio de Vestuario en grado D

En caso de que no se pretenda acceder mas alla de las zonas de grado D:

 se colocara un par de guantes no estériles que seran seguidamente aseptizados con
alcohol etilico o isopropilico al 70%, dejandolos secar al aire. De esta forma
podemos desplazarnos por las diferentes zonas de grado D (Vestuario D,
Distribuidor y Almacén GMP).

En caso de que se pretenda acceder a zonas de grado C o B:

» se sustituira la ropa de calle y bata hospitalaria por un traje protector o popelin
(Anade, Pozuelo de Alarcon, Madrid) especialmente disefiado para el acceso a
salas blancas. El traje protector o popelin es de dos piezas (la parte superior de
manga larga) y esta fabricado en un 99 % de poliéster y 1% de fibra de algodon.
Es apto para ser utilizado en salas blancas clase ISO 7 o bien como pijama interior
en salas clase ISO 5 (segun normativa IEST-RP-CC-003). Los extremos del traje
en las mufecas y tobillos estan compuestos por material elastico. Este traje tiene
como funcioén principal retener las particulas liberadas por el cuerpo.
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* se colocara un primer par de guantes no estériles que seran seguidamente
aseptizados con alcohol 70 %.

Punto de control n°® 3:Acceso a grado C.

Tras la apertura de la puerta se retiraran un segundo par de calzas. Es importante que la
calza que ha estado en contacto con el suelo de las zonas de grado D no entre en
contacto con el suelo del Vestuario C.

Punto de control n° 4: Cambio de vestuario en grado C.

A esta sala hemos accedido con el gorro protector, par de guantes no estériles, traje
protector de baja liberacion de particulas y zuecos cubiertos con calzas.

El primer paso es la colocacion de una mascarilla estéril (Kimtech Pure Brand
Kimberly-Clark, Inc. UK) con el fin de prevenir la dispersion de aerosoles.

A continuacion, se retiraran los guantes no estériles y se colocaran un primer par de
guantes estériles (Mediguard Surgical Gloves. Medline Industries, Inc. Mundelein,
lllinois, USA). Se tendr& la precaucion de que los guantes queden por encima de la
manga del traje protector.

Punto de control n°® 5:Cambio de vestuario en grado B.

El Vestuario en grado B tiene la particularidad de estar separado en dos zonas mediante
un banco de acero inoxidable que separa la “zona sucia”, donde se realizara el cambio
de vestuario y, la “zona limpia” donde estaremos en disposicién de acceder a las Salas
de Produccién en grado B (figura 13).

Al entrar, se retiraran otro par de calzas siguiendo el procedimiento descrito y evitando
pisar el suelo del Vestuario B con la misma calza que estuvo en contacto con el suelo
del Vestuario C.

Vestmario B Vestuanio £

“Lona
sugia” |

“Loma
/ limpin™

Figura 13. Plano e imagen del Vestuario B. Detalle del banco de acero inoxidable que separa la zona
suweia y zona limpia.
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Ya en la “zona sucia”’, se aseptizara el banco con alcohol al 70% (Klercide 70/30
Dendured Ethanol. Ecolab Contamination Control, UK) y toallitas estériles sin costuras
de baja liberacién de particulas (Bioclean O¥Nitritex Ltd., UK).

A continuacioén, se eliminara la envuelta externa del traje integral estéril compatible con
clase 1SO 4 (Bioclean-I¥, Coverall with Hood. Nitritex Ltd., UK), los cubre botas
(Bioclean-OM. Disposable Overboots. Nitritex Ltd., UK) y los guantes estériles
(Mediguard Surgical Gloves. Medline Industries, Inc. Mundelein, Illinois, USA de un
solo uso y se depositaran sobre el banco.

Se colocara el traje integral estéril siguiendo los siguientes pasos:

e con cuidado de no rasgar ni manosear la superficie externa del traje, se abrira
tocando exclusivamente la cremallera con una mano y sujetandolo por la parte
superior. Una vez abierto, se sujetara por el interior del mismo a la altura de la
cintura, recogiendo posteriormente la parte mas distal de las mangas y de las
perneras, cuidando de que el traje no entre en contacto en ningin momento con
paredes ni suelo;

 se introducira una de las piernas en una de las perneras del traje y, posteriormente,
la otra;

 se subird el mono tocandolo por el interior hasta la altura de la cintura, donde se
introduciran los brazos en cada una de las mangas;

« frente al espejo se colocara la capucha, comprobando que cabellos y barba, en su
caso, quedan debidamente cubiertos. Se subira la cremallera y cerrara el velcro.

Seguidamente, nos sentaremos en el banco para realizar las siguientes operaciones:

* levantando una pierna y sin tocar el suelo, se colocara uno de los cubre-botas o
polainas. Se pasara esta pierna por encima del banco y pisara en la “zona limpia”. Se
repetird la operacion con la otra pierna.

* una vez de pie en la zona limpia del Vestuario B, nos colocaremos (sobre los
anteriores) el segundo par de guantes estériles, que se ajustaran sobre las mangas del
mono.

Finalizada esta etapa, se esta en disposicion de acceder a las Salas de Produccion.

El uso de doble par de guantes estériles fue objeto de debate en la UPC ya que reduce la
movilidad y sensibilidad, al tiempo que provoca una mayor fatiga en las manos durante
la manipulacion de utensilios. Aun asi, existe un elevado riesgo de rotura de guantes al
manipular diferentes objetos y equipos, y se sabe que este riesgo aumenta con el tiempo
durante el que son utilizados [97]. De hecho, durante su uso, se producen a menudo
micro perforaciones que pasan desapercibidas y que resultan en una pérdida de la
barrera protectora que permite el paso de bacterias [98]. Se establece un periodo
maximo de uso de guantes de 90 minutos, transcurridos los cuales, se retornara al
Vestuario B para su sustitucion.
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4.1.3.b. Salida de personal

Dado que no se manipulan tejidos ni cultivos celulares con potenciales agentes
bioldgicos infecciosos y que el fin de la instalacion y de los procedimientos implantados
es la proteccion de los productos fabricados, la salida del personal se realiza pasando
desde las zonas de mayor clasificacion a las de menor, sin despojarse de ninguna
prenda. Ya en el exterior del area clasificada se procede a la retirada de guantes,
mascarilla, traje integral protector, popelin y zuecos.

4.1.3.c. Flujo de materiales y residuos
4.1.3.c.1. Introduccion de materiales al Almacén GMP (grado D)

Los materiales que van a ser utlizados exclusivamente en la fabricacion de

medicamentos o en la limpieza de la instalacion, una vez aprobados [21], son
introducidos en el Almacén grado D (figura 14). Para ello, los materiales son

previamente aseptizados preferentemente con esporicidas, quedando totalmente
prohibido el acceso de papel o cartén a la instalacién debido al riesgo que suponen por
ser fuente de hongos y esporas [99].

Figura 14. Detalle del Almacén GMP (grado D)

4.1.3.c.2. Introduccién de materiales a las Salas de Producciéon

El flujo de entrada y salida de materiales esta disefiado para minimizar el riesgo de
contaminacion desde las areas mas sucias (Grado D) a las més limpias (Grado A/B).

Todos los materiales, herramientas o equipos de pequefio tamafio que se vayan a
introducir en el interior de las é&reas clasificadas, lo hacen a través de los SAS
pasamateriales de entrada que comunican el Distribuidor con las Salas de Produccion.

El procedimiento implantado consiste en la aseptizacion del material con biocidas y
limpieza por arrastre usando toallitas de baja liberacion de particulas, para
posteriormente ser introducidos en el SAS pasamateriales donde se realiza un ciclo de
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desinfeccion UV. En este punto, se han considerado criticos algunos aspectos tales
como la limpieza inicial de la superficie del SAS, y el hecho de que la luz UV sélo
desinfecta en los lugares donde incide, siendo ineficaz en los “lugares de sombra”. Por
ello, se tiene especial cuidado en no sobrecargar los SAS vy rotar, al menos 2 veces, los
materiales con el fin de aumentar la eficacia UV. La capacidad germicida de las
lamparas UV se comprueba anualmente dentro del Plan de Control de Ila
Biocontaminacion Ambiental (Cualificacion Microbiolégica Anual).

La excepcion a este procedimiento son aquellos materiales fabricados para uso
exclusivo en salas blancas como los biocidas y placas para el control ambiental que se
suministran con triple envoltorio de plastico, de manera que para introducirlos en el
SAS tan solo se despojan del envoltorio exterior, haciendo innecesaria la desinfecciéon y
limpieza con toallitas.

4.1.3.c.3. Salida de materiales

Todos los residuos son retirados de las Salas de Produccion a través de los SAS
pasamateriales de salida que comunican estas salas con el distribuidor. El tratamiento de
los residuos generados se ajusta al Plan de Eliminacion de Residuos suscrito por el
Hospital.

En el caso de que se haya procedido al alicuotado de medios en los correspondientes
tubos estériles, éstos se introduciran en bolsas unitarias estériles (Twist-Seal, VWR
Collection, Pennsylvania, USA) en el interior de las CFL, para posteriormente salir por
los SAS pasamateriales y ser almacenados en la camaras refrigeradoras situadas en el
Almacén GMP o en el laboratorio de Control de Calidad.
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4.2. OBJETIVO 1. DEMOSTRAR LA IDONEIDAD DE LOS MEDIOS DE
CULTIVO MICROBIOLOGICO Y METODOS DE MUESTREO PARA
LA MONITORIZACION AMBIENTAL DEL AREA CLASIFICADA Y
LA VERIFICACION DE LA ESTERILIDAD DE LOS
MEDICAMENTOS FABRICADOS.

4.2.1. Medios de cultivo utilizados en los controles microbiolégicos

Se utilizaron medios de cultivo no selectivos con base de Tripticasa Soja Agar y medios
especificos suplementados con dextrosa para favorecer la promocion de crecimiento de
hongos filamentosos y levaduras.

Todas las placas se presentan triple-embolsadas, con lo que se permite la eliminacion
sucesiva de envueltas conforme se accede a zonas de mayor clasificacion ambiental, e
irradiadas por lo que se asegura la esterilidad del medio, de las superficies de plastico
externas y de las bolsas acondicionadoras internas, tal y como se recomienda en la
norma ISO 14698-1 [2].

4.2.1.a. Agar Tripticasa de Soja 3P™ Irradiado (TSA3, ref 43711. BioMérieux,
Marcy I'Etoile, France)

Las placas de agar TSA3 (figura 15) se utilizan para realizar los muestreos volumétricos
de aire (muestreo activo de particulas viables) y muestreo por sedimentacion de
particulas viables (muestreo pasivo). Poseen un diametro de 90 mm que satisface las
exigencias recogidas en el Anexo 1 de las NCF. Su composicién es acorde a los
requisitos establecidos en el capitulo 2.6.13 de la Farmacopea Europea [100].

Figura 15. Placa de agar TSA3

4.2.1.b. Agar irradiado Count-Tact" 3P (CT3P, ref 43691 BioMérieux)

Las placas de agar CT3P se utilizan para realizar los controles de superficie. Poseen un
diametro de 55 mm que satisface las exigencias recogidas en el Anexo 1 de las NCF.

En este caso, el agar TSA, se envasa en un tipo especial de placa de Petri, denominada
placa RODAC (Replicate Organisms Direct Agar Contact) (figura 16). Este tipo de
placa, una vez que se rellena con la cantidad suficiente de medio, crea una superficie
ligeramente convexa que permite la aplicacion del medio, mediante presién, sobre la
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superficie a muestrear y por tanto, la recuperacion de particulas viables directamente de
las superficies muestreadas.

Figura 16. Placa de contacto tipo RODAC CT3P

En su composicion, se adicionan cuatro agentes neutralizantes con el fin de evitar que
restos de desinfectantes (que quedan en las superficies tras los procedimientos de
limpieza y aseptizacion) con actividad antibacteriana puedan inhibir o dificultar la
recuperacién de los microorganismos [2]. Su composicién es acorde a los requisitos
establecidos en el capitulo 2.6.13 de la Farmacopea Europea [100].

La combinacién de lecitina, polisorbato 80 y L-histidina neutraliza los aldehidos y
fenoles; la combinacion de lecitina y polisorbato 80 neutraliza los compuestos de
amonio cuaternario; el polisorbato 80 neutraliza el hexaclorofeno y los derivados del
mercurio; el tiosulfato sédico neutraliza los compuestos halogenados, y la lecitina
neutraliza la clorhexidina.

Por otro lado, la base de plastico de la placa esta dividida en cuadriculas para facilitar el
recuento de microorganismos en aquellos ambientes con mayor nivel de contaminacion.

4.2.1.c. Sabouraud Dextrosa 3P con neutralizantes, irradiado (SN3P, ref. 43814
BioMérieux)

Las placas de medio SN3P se utilizan para monitorizar la biocontaminacion ambiental
mediada por hongos filamentosos y levaduras. Estas placas se utilizaron inicialmente
junto con las placas de TSA3 en los controles de biocontaminacion activo (muestreo
volumétrico de aire) y pasivo (sedimentacion de particulas viables) e impronta de
guantes. Poseen un diametro de 90 mm que satisface las exigencias recogidas en el
Anexo 1 de las NCF vy, al igual que las CT3P, poseen agentes neutralizantes.

Su composicién es acorde a los requisitos establecidos en el capitulo 2.6.13 de la
Farmacopea Europea [100]. En su elaboracién, el pH se ajusta a 5,6 + 0,2 a 25°C que
favorece el crecimiento de hongos e inhibe ligeramente el crecimiento bacteriano [101].
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4.2.1.d. Agar Count-Tact™ Sabouraud Dextrosa con neutralizantes, irradiado
(SC3P, ref. 43812 BioMérieux)

Las placas de agar SC3P se utilizaron inicialmente junto con las placas de CT3P en los
controles de biocontaminacion de superficies. Poseen un diametro de 55 mm que
satisface las exigencias recogidas en el Anexo 1 de las NCF.

Al igual que las placas CT3P, el medio nutritivo se envasa en placas de Petri tipo
RODAC que permite la aplicacion del medio, mediante presion, sobre la superficie a
muestrear y por tanto, la recuperacion de particulas viables directamente de las
superficies muestreadas.

Su composicién es acorde a los requisitos establecidos en el capitulo 2.6.13 de la
Farmacopea Europea [100]. En su elaboracién, el pH se ajusta a 5,6 + 0,2 a 25°C que
favorece el crecimiento de hongos e inhibe ligeramente el crecimiento bacteriano [101].

4.2.1.e. Caldo de Tripticasa de soja (TSB, BioMérieux)

El medio TSB es un medio liquido nutritivo que favorece el crecimiento de una amplia
variedad de microorganismos, especialmente bacterias aerobias, anaerobias facultativas
y algunos hongos. Debido a su capacidad para favorecer el crecimiento, esta formula
fue adoptada por la Farmacopea Americana (USP), la Farmacopea Europea (Eur. Ph.) y
la Japonesa (JP).

El medio TSB se utiliza para realizar los controles de contaminacion (bioburden) a
partir de diferentes tipos de muestras y en los procedimientos de validacion de los
procesos de fabricacion aséptica de medicamentdedia Fill. En este trabajo, se

utilizé también para sembrar las muestras tomadas del agua utilizada para mantener las
condiciones de humedad en el interior de los incubadores deyCé&h el bafio
termostatizado utilizado para la descongelacion de suspensiones celulares
criopreservadas y de suplementos de medio de cultivo celular (agua estéril y apirdgena,
de calidad inyectable de Laboratorios Grifols Movaco S.A, Barcelona).

Su composicién es acorde a los requisitos establecidos en el capitulo 2.6.13 de la
Farmacopea Europea [100].

4.2.1.f. Caldo Tioglicolato (Tubos THIO, Francisco Soria Melguizo, Madrid,
Espafia)

El medio THIO es un medio liquido nutritivo preparado especificamente para pruebas
de control de esterilidad, principalmente para el cultivo de microorganismos de dificil
crecimiento y microorganismos de crecimiento rapido entre los que se incluyen
bacterias aerobias, anaerobias y microaerofilos por la adicion de un agente reductor y
pequefias cantidades de agar. La presencia de agar en pequefia proporcion retarda la
difusién del oxigeno en el medio, ademas la presencia de L-cistina y Tioglicolato sédico
ayudan a la eliminacién del oxigeno libre evitando la formacion de Perdxido de
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Oxigeno, favoreciendo el crecimiento de los microorganismos anaerobios. Ademas el
Tioglicolato sodico neutraliza los efectos bacteriostaticos. Los microorganismos
aerobios estrictos crecen en la parte superior del tubo y los anaerobios crecen en la
profundidad del medio. En este trabajo se us6 para determinar la reproducibilidad del
ensayo de esterilidad por el método tradicional facilitando el crecimiento de
microorganismos anaerobios estrictGfoétridium sporogengs

Su composicion también es acorde a los requisitos establecidos en el capitulo 2.6.13 de
la Farmacopea Europea [100].

4.2.1.9. Medios liquidos de crecimiento microbiolégico para la validacion del ensayo
de esterilidad en sistemas automatizados

Se utilizaron los siguientes viales de medio de cultivo microbiolégico cualitativo
(Becton Dickinson, Sparks, MD, USA), compuestos de caldo digerido de soja caseina,
disefiados para la recuperacion de microorganismos (bacterias y levaduras) en sangre:

* Frascos de cultivo BACTEC Plus Aerobic/F
* Frascos de cultivo aerébico BACTEC Peds Plus/F
e Frascos de cultivo BACTEC Lytic Anaerobic/F

Todos los medios BACTEC se suministran con,@@adido. Los medios anaerobios se
prereducen y se dispensan con GN,. Los frascos aerobios poseen resinas con el fin

de naitralizar la actividad antimicrobiana de los posibles restos de antibiético que
puedan existir en la muestra [102- 104]. Adicionalmente, todos los frascos llevan
polianetol sulfonato sédico (SPS) como agente neutralizante y otros componentes (tabla
9).

Ingredientes Plus Aerobic/F Peds Plus/F Lytic Anaerobic/F
% (p/v) % (p/v) % (p/v)
Agua tratada 30 ml 40 ml 40 mi
Caldo digerido de soja-caseina 3,0% 2,75% 2,75%
Extracto de levadura 0,25% 0,25% 0,2%
Digerido de tejido animal - 0,10% 0,05%
Aminoécidos 0,05% - -
Hemina - 0,0005% 0,0005%
Menadiona - 0,00005% 0,00005%
Dextrosa - 0,06% 0,2%
Sacarosa - 0,08%
Citrato sddico - - 0,02%
Tioles - - 0,1%
Piruvato de sodio - 0,10% 0,1%
Saponina - - 0,26%
Polianetol sulfonato sodico (SPS) 0,05% 0,020% 0,035%
Agente antiespumante - - 0,01%
Vitaminas 0,025% Vit. B6 0,001% -
Antioxidantes/reductores 0,005% - -
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Resina adsorbente no i6nica 134% 10% -
Resina de intercambio catiénico 0,9% 0,6% -

Tabla 9. Composicién de los diferentes frascos de cultivo utilizados en el ensayo de esterilidad.

4.2.2. Control de calidad de medios de cultivo. Ensayos de promocion de
crecimiento.

Con el fin de verificar el rendimiento de los medios liquidos y sélidos utilizados, se
realizaron ensayos de promocion de crecimiento con cepas comerciales (BioBall™,
MultiShot 550 mixed kit, BTF, Biomerieux) de los microorganismos establecidos en la
Farmacopea para este tipo de ensayBsaphylococcus aureus ATCC 6538,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans
ATCC 10231 y Aspergillus brasiliensis/niger ATCC 16404.

Como medio de rehidratacion para la realizacion de alicuotas se usé un fluido de
rehidratacién (14 Days Rehydration Fllid BTF, Biomerieux). Se resuspendié cada
cepaen un vial de fluido de rehidratacion de 1,1 ml. A partir de ahi se tomaron alicuotas
de 100 pl. La rehidratacién de cepas e inoculacion de medios se realizd en cabina de
seguridad bioldgica en el Laboratorio de Control de Calidad.

4.2.2.a. Promocioén de crecimiento en medios solidos

Para cada ensayo de promociéon de crecimiento, se inoculé una cantidad inferior a 100
unidades formadoras de colonias (ufc) por placa de cada una de las cepas anteriores
adquiridas comercialmente. La siembra del inoculo se realizé con Asas de Digralsky en
cada tipo de placa, con el fin de favorecer la dispersion de los microorganismos en toda
la superficie de agar.

4.2.2.b. Promocion de crecimiento en medio liquido TSB

Para cada ensayo de promociéon de crecimiento, se inoculé una cantidad inferior a 100
ufc de los microorganismos indicados, diluidos en solucion salina estéril. Las
condiciones de incubacién se muestran en la tabla 10.

Microorganismo Recuento de aerobios, hongos y levaduras
S. aureus
P. aeruginosa Tripticasa de soja caldo (TSB) o agar (TSA); 30-35&dias
B. subtilis
C. albicans Sabouraud dextrosa agar; 20-25°E dias, 6
] Tripticasa de soja agar (TSA); 30-352G dias, 6
A. niger Tripticasa de soja caldo (TSB) 30-352G dias

Tabla 10. Condiciones de incubacion para la realizacion de los ensayos de promocion de crecimiento en
medios sélidos y liquidos.
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Criterios de aceptacion (Ph. Eur 2.6.12.):

* Medios solidosEl crecimiento obtenido no debe diferir de un factor mayor
a 2 calculado a partir del valor del inéculo.

ufc sembradas
2

ufcrecuperadas = ufc sembradas +

* Medios liquidosSe observa crecimiento visible a simple vista (turbidez del
medio).

4.2.2.c. Promocion de crecimiento para aprobacion del lote de frascos de cultivo
microbiolégico utilizados para ensayo de esterilidad

Tras la dltima inspeccién de la AEMPS, se nos requirié realizar un ensayo de
promocion de crecimiento para la aprobacion de cada nuevo lote de frascos de cultivo
microbioldgico Peds Plus /F y Lytic Anaerobic/F.

Para ello, se utilizaron cepas comerciales con 30 ufc (BidB8lngleShot mixed kit
for Sterility Assurance Testing, BTF, Biomerieux) dgtaphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginos8acillus subtilis Candida albicans Aspergillus nigery
Clostridium perfringens.

En el medio aerobio Peds Plus /F: se utilizaron inoculos de 15 ufc y 30 ufc de cepas de
Staphylococcus aureuPseudomonas aeruginosaacillus subtilis Candida albicans
Aspergillus niger:

* indculos de 15 ufc, se diluyeron las cepas en 1 ml de agua destilada, tras
homogeneizar la suspension, se inocularon 0,5 ml de cada cepa en un frasco
utilizando jeringas y agujas estériles.

* in6culos de 30 ufc, se diluyeron las cepas en 1 ml de agua destilada, tras
homogeneizar la suspension, se inoculé al completo utilizando jeringas y agujas
estériles.

En el medio anaerobio Lytic Anaerobic/F: se utilizaron inéculos de 15 ufc y 30 ufc de
cepas de&lostridium perfringens preparados igual que los anteriores.

Los frascos inoculados se introdujeron entonces en el sistema Bactec FX para su
incubacién durante 7 dias a 30-35°C. Los criterios de aceptaciéon fueron que se detectara
crecimiento en los frascos antes de completar los 7 dias de incubacion.
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4.2.3. Efecto de la deshidratacion sobre placas de TSA utilizadas para los
muestreos volumétricos de aire y sedimentacién de particulas

Las condiciones ambientales del ensayo en las zonas de Grado A (cabinas de flujo
laminar) de la UPC fueron 38-40% de humedad relativa y 0,42 m/s de velocidad del
flujo de aire laminar (rango aceptado 0,36 a 0,54 m/s [39]).

Se utilizaron placas de agar TSA3 que, tras su exposicién, fueron incubadas a 30-35°C
durante 3 dias.

En primer lugar, con el fin de deshidratar las placas, se expusieron a un proceso de
muestreo real de 4 horas, 6 horas y 8 horas en el interior de cabinas de flujo laminar. A
continuacion, estas mismas placas se trasladaron a un ambiente no clasificado (zona
administrativa y laboratorio de control de calidad) y se expusieron durante 2 horas
adicionales junto con una placa no deshidratada a modo de control. Se eligieron 10
puntos para cada uno de los tiempos de deshidratacién testados.

Adicionalmente, en cada uno de los tiempos de deshidratacién (4, 6 y 8h) se coloc6 una
placa a modo de control negativo del procedimiento de deshidratacion en el interior de
la cabina de flujo laminar. Estas placas no fueron sometidas a su exposicion posterior en
un ambiente no clasificado, y fueron utilizadas para descartar la contaminacion de las
placas durante su deshidratacion en grado A, de forma que pudiéramos asegurar que los
microorganismos recuperados en el resto de las placas procedian de la posterior
exposicién al ambiente no clasificado.

Las diferencias entre las placas deshidratadas y las no deshidratadas para cada tiempo se
analizaron con el test no paramétrico de Mann-Whitney.

4.2.4. Capacidad de las placas utilizadas para los controles de superficies de
neutralizar los agentes desinfectantes

Para comprobar el efecto de los residuos de los agentes desinfectantes utilizados en los
procesos de limpieza y desinfeccion sobre la capacidad de promocién de crecimiento de
las placas de contacto Count-Tdct3P (CT3P, BioMérieux) y la capacidad
neutalizante de las mismas, se utilizaron los siguientes desinfectantes:

Biocida AQ [Klercide Sporicidal Chlorine, anteriormente denominado Klercide Biocida
B (Shield Medicare Ltd, Farnham, UK)]. Es una solucion estéril de diéxido de cloro
estabilizado y un compuesto de amonio cuaternario.

Eficacia
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Bactericida
EN 1276

Fungicida
EN 1650

Bactericida y Fungicida
EN13697

Esporicida
EN 13704

Biocida PH [Klercide Sporicidal Low Residue Peroxide, anteriormente denominado
Klercide-CR Biocida C (Shield Medicare Ltd)]. Es una solucion estéril de 6% de
peroxido de hidrogeno en agua desionizada.

Eficacia
Bactericida | Fungicida | Bactericida y Fungicida| Esporicida| Virucida
EN 1276 EN 1650 EN13697 EN 13704 | EN 14476

Biocida AH [InSped™ HA Premium (Redditch Medical, Sedgefield, UKHoludén
estéril de acido hipocloroso en agua de calidad inyectable.

Eficacia

Bactericida
EN 1276

Fungicida
EN 1650

Bactericida y Fungicida
EN13697

Esporicida
EN 13704

Etanol 70% [Klercide 70/30 denatured ethanol (Shield Medicare Ltd)]. Solucion estéril
de etinol al 70% en agua desionizada.
Eficacia

Bactericida
EN 1276

Fungicida
EN 1650

Bactericida y Fungicida
EN13697

Isopropanol 70% [Sterile IPA (Texwipe, Kernesville, NC, USA)]. Solucion estéril
formada por 70% alcohol isopropilico grado USP en 30% agua purificada grado USP.
Eficacia

Bactericida
EN 1276

Fungicida
EN 1650

Bactericida y Fungicida
EN13697

Todos los desinfectantes utilizados son estériles por filtracion de 0,2 pm, estan
sometidos a irradiacion gamma (salvo el Biocida AH) y se suministran doble
embolsados en grado A.

Se procedié a rociar una superficie de acero inoxidable (bandeja superior del carro
ubicado en el Distribuidor del area clasificada) con cada uno de los biocidas. Se esper6
un tiempo de 15 minutos hasta la completa evaporacion del producto. A continuacion,
se expuso la superficie de agar de las placas durante 10 segundos a la superficie que
contenia los restos de biocida.

Finalmente, con estas placas se procedid a realizar ensayos de promocion de
crecimiento con cepas establecidas en la Farmacopea Europea [105]: cepas comerciales
de microorganismos BioBall™ Single Shot @@phylococcus aureuBacillus subtilis
Pseudomonas aeruginosaGandida albicans(media de 28-33 ufc/lote y desviacion
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estandar< 3 uc), y de Apergilus brasiliensis/niger(media de 28-33 ufc/lote y
desviacion estandar de 4-5 ufc) (BTF. BioMérieux).

Adicionalmente, se utilizaron dos especies aisladas en los controles ambientales de
superficies (Kocuria rhizophila icrococcus luteuscon el fin de verificar el efecto

sobre los microorganismos habitualmente encontrados en la instalacién. Los inGculos de
Kocuria rhizophila se prepararon a partir de cepas comerciales Bibi&itgleShot

(media de 38-40 ufc y desviacion estandaB ufc), mientras que las suspensiones de
Micrococcus luteuse prepararon a partir de cepas aisladas en los controles ambientales
realizados en la UPC.

Todas las placas se incubaron a 30-35°C menos de 3 dias.

Las diferencias en la promocion del crecimiento de los microorganismos entre las placas
en contacto con los residuos de los desinfectantes y la placa control se analizaron con el
test no paramétrico de Mann-Whitney.

4.2.5. Técnicas de muestreo microbioldgico ambiental

La toma de muestras para el control de la biocontaminacion ambiental se realiz6
mediante las siguientes técnicas de muestreo:

4.2.5.a. Muestreo volumétrico de aire (muestreo activo de aire)

La toma de muestras para los controles volumétricos de aire se realizo utilizando el
muestreador de impacto de aire MAS-100 Eco (Merck & Co., Whitehouse Station, New
Jersey). Este equipo aspira un volumen de aire preseleccionado a través de una tapa
perforada siguiendo el principio de impactacion de Anderson [106]. El flujo de aire
generado por un ventilador radial se controla a tiempo real mediante un sensor de flujo
para mantener un caudal constante de 100 litros/minuto. El aire aspirado es impactado
en la superficie de una placa de Petri de 90 mm de diametro que contiene el medio de
cultivo apropiado.

Con el uso del muestreador MAS-100 Eco, la velocidad de impacto de los
microorganismos sobre la superficie de agar es de aproximadamente 11 m/s que
coincide con el nivel 5 del muestreador de Anderson [106]. Tanto el muestreador de aire
como el cabezal del mismo se aseptizan con alcohol 70% y posterior limpieza con
toallita estéril. Finalmente se somete a radiacion UV en los SAS pasamateriales antes de
ser introducidos en el area clasificada. Esta aseptizacion solo se realiza una vez antes de
cada control completo de la instalacion ya que el orden de muestreo es siempre de zonas
de grado A hacia las zonas de grado D y por tanto la contaminacion residual entre
muestreos se considera despreciable.

El volumen de muestra en todos los casos fue dé dlemaire (1000 litros) y no se
utilizé el modo “retardo” en la configuracion del equipo. Las muestras se tomaron en
condiciones reales de trabajo; siendo, en ocasiones, tomadas cuando uno o varios
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operarios del departamento de produccion realizaban o habian realizado sus tareas en la
instalacion.

Para la lectura y recuento del numero de ufc obtenidas tras el periodo de incubacion, se
tuvo en cuenta la correccion estadistica de Feller (1950) [107]. Este método se basa en
el principio de que a mayor cantidad de microorganismos en un volumen de aire
determinado, aumenta la probabilidad de que penetren varios de ellos por el mismo
orificio del cabezal y puedan subestimarse los recuentos bacterianos. La tabla de
correccion se muestra como anexo |.

4.2.5.b. Muestreo por sedimentacion de particulas (muestreo pasivo de aire)

Se realiz6 mediante la exposicion al ambiente de la superficie de agar de placas de Petri
de 90 mm de diametro. Debido a que este método de muestreo no interfiere con el flujo
de aire laminar propio de las CFL fue el método de eleccion para la monitorizacion de
procesos en grado A. El tiempo de exposicion fue variable, aunque en ningun caso fue
superior a 4 horas, dependiendo fundamentalmente de la duracion de las actividades
realizadas en grado A.

Las placas se colocaron en la superficie de trabajo, préximas al area de manipulacién
del producto en las operaciones realizadas en grado A y a nivel del suelo en el resto de
localizaciones.

4.2.5.c. Control de superficies, equipos y personal

El muestreo de superficies se realizé mediante el método de placas de contacto tipo
Rodac (Count-Tact®, BioMérieux). Se abrieron las placas y, colocando el medio
nutritivo hacia la superficie a muestrear, y se ejercié una ligera presion durante 10
segundos [108] [109] [110] tras los cuales se retird y cerro la placa. Los restos de medio
nutritivo adheridos a la superficie muestreada se retiraron con toallitas desechables
estériles aptas para su uso en grado A (BioClean'rxitritex) y alcohol 70%.

En cuanto al tiempo de