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Para ser grande, sé inteiro: nada

Teu exagera ou excluli.

Sé todo em cada coisa. Pde quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a lua toda

Brilha, porque alta vive.

(Fernando Pessoa)
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RESUMO

LIRA, R.S. Validacéo de teste de esterilidade baseado em detecc¢éo de diéxido
de carbono. 84 p. f.Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

De acordo com compéndios farmacéuticos, o teste de esterilidade, requer
periodo de incubacao de 14 dias para obtencdo de resultado analitico, periodo em
gue produto farmacéutico é mantido em quarentena, o que demanda custos
elevados. Os métodos alternativos com aplicacdo na avaliacdo da esterilidade séo
particularmente interessantes, quando possibilitam a reducdo do periodo de
incubacdo do teste, o periodo de quarentena e, em consequéncia, 0S custos
envolvidos, além de reduzir o tempo para preparacdo do material requerido, para
execucdo do ensaio e para a capacitacao técnica. O presente estudo avaliou o
desempenho do método microbioldgico rapido BacT/Alert 3D (Biomerieux®) aplicado
ao teste de esterilidade em comparacéo ao teste de esterilidade por método indireto
descrito nas farmacopeias (brasileira, americana, européia e japonesa). O Bact/Alert
3D se baseia na deteccdo do crescimento microbiano, que é feita por meio de
deteccdo de alteracdo da cor de um sensor sensivel a liberacdo de diéxido de
carbono produzido por metabolismo microbiano. Os testes utilizaram trés diferentes
solucdes parenterais de grande volume: solucdo salina 0,9%, concentrado
polieletrolitico para dialise e solucdo de metronidazol. Micro-organismos desafio:
Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633, Clostridium sporogenes ATCC
19404, Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.
Cargas de contaminacédo: 20, 2 e 0,2 UFC/membrana. Temperatura de incubacao:
32,5 £ 0,5 °C. As amostras foram avaliadas por 14 dias. Amostras dos trés produtos
foram artificialmente contaminadas com BioBalls® SingleShot dos micro-organismos
desafio de diferentes cargas de contaminacdo foram submetidas ao teste de
esterilidade farmacopeico, com inoculacdo por método indireto. Apés 18h de
incubacédo, foram retiradas aliquotas de cada um dos meios de cultura, que foram
inoculadas nos frascos de meio de cultura do BacT/Alert 3D. Bact/Alert 3D
demonstrou equivaléncia ao método farmacopeico (p > 0,05) e tempo de deteccdo
inferior.

Palavras-chave: Teste de esterilidade. Método microbiolégico rapido.



ABSTRACT

LIRA, R.S. Validation of sterility test based in carbon dioxide detection. 2013. 84
f. Dissertacao (Mestrado) —Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sao Paulo, Sédo Paulo, 2013.

Nowadays, the harmonized sterility test method described on pharmacopoeias
requires an incubation period of 14 days. During this period the product stays on
guarantine waiting the result for release, which demands warehousing and inventory
costs. The application of Rapid microbiologial methods for sterility testing is
particulary interesting considering the benefits of incubation time reduction,
guarantine period reduction, time reduction for material preparation, reduction of time
for test execution and technical training.This work evaluated comparetivelly the
performance of Bact/Alert 3D system as a rapid microbiologial method applied to
sterility testing and sterility testing according to described on Brazilian pharmacopeia
and harmonized pharmacopeias (American pharmacopeia, European pharmacopeia
and Japanese pharmacopeia). The Bact/Alert 3D is based on microrganisms gowth
and has as principle the detection of pad color change which is sensible to carbon
dioxide release by microorganism metabolism. To perform the evaluation it was
considered Buffer saline solution, Metronidazol solution and Polieletrolitic dialysis
concentrate solution. Challenge Microrganisms: Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Bacilus subtilis (ATCC 6633), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Escherichia coli (ATCC 8739 ), Clostridium sporogenes (ATCC 19404), Candida
albicans (ATCC 10231) and Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404). Inoculum load:
20CFU/sample; 2 CFU/sample; 0,2CFU/sample. Incubation temperature: 32,5 + 0,5
°C. The samples were evaluated during 14 days. Aseptic samples of the three
products were intentionally contaminated with BioBalls® SingleShot of challenge
microorganisms, according to inoculum concentration desired, and were tested by
indirect inoculation. After 18h aliquotes of were taken from inoculated culture media
and inoculated into BacT/Alert 3D culture media bottles. Bact/Alert showed
equivalence to compendial method (p > 0,05) and showed results faster than

compendial method.

Keywords: Sterility test. Rapid microbiological method.
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1. INTRODUCAO

Apo6s Louis Pasteur, no século XIX, ter demonstrado que 0s micro-organismos
responsaveis pela fermentacdo sao provenientes do ar e ndo da geracdo
espontanea, a microbiologia foi consolidada como campo de aplicacdo pratica nos
processos de fermentacdo de leite, cerveja e vinho; bem como na cirurgia e no

tratamento de doencgas infecciosas (CUNDEL, 2003).

O trabalho pioneiro de Pasteur pode também ser considerado como um
marco na aplicagcdo da microbiologia no meio industrial. Nesse contexto, juntamente
com o trabalho de Robert Koch, de isolar e identificar micro-organismos, os métodos

microbiolégicos tém evoluido para métodos mais confiaveis.

As primeiras publicacdes influentes no desenvolvimento de métodos
microbiolégicos incluem, a primeira edicdo do Standard Methods of Water Analysis,
em 1905 e do Standard Methods of Bacterial Milk Analysis, da American Public
Health Association, a validacdo de meétodos oficiais da Association of Official
Analytical Chemists, em 1916, a primeira edicdo do Journal of Bacteriology, em
1916, o Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, em 1923 e as Farmacopeias
Britanica, de 1932 e Americana, 1936.

O primeiro método oficializado do teste de esterilidade teve origem na
Inglaterra em 1932, e foi apresentado na British Pharmacopeia do mesmo ano exigia
a execucdo em produtos sob a forma liquida, mediante utilizacdo do caldo
peptonado e incubacdo a 37°C durante 5 dias, com vista a deteccdo de bactérias
aeroébicas (BRITISH PHARMACOPOEIA, 1932)

A edicdo da Farmacopeia Americana (USP) XI, em 1936, adotou a mesma
metodologia. Na edicdo seguinte de 1942, o recurso analitico foi modificado para
permitir o desenvolvimento de micro-organismos aerdbicos e anaerdbicos, bem
como o0s micro-aerobicos. Na USP XIII, em 1947, a preocupacdo se estendeu para a
deteccéo de fungos, utilizando-se de meio de cultura contendo mel, com incubacéo
de 22 a 25°C, durante 15 dias.



No historico das farmacopeias internacionais, a inovagcdo mais marcante
ocorreu com a introducdo do método de inoculacdo indireta da amostra, inclusive
com a adocao do sistema fechado na Farmacopeia Européia, em 1976, e na USP
XX (1980).

Na USP XXIII (1985) estendeu-se também para o método indireto o periodo
de incubacdo de 14 dias, exceto nos casos de esterilizacdo térmica do produto
acabado. A partir da Farmacopeia Americana XXVII (2004), o periodo de incubacédo
seria sempre de 14 dias e, em caso de sub-cultura a transferéncia deveria ocorrer no

14° dia, ocasionando tempo total de incubacao de 18 dias.

No Brasil, a metodologia da segunda edicdo da Farmacopeia Brasileira
ocorria nos moldes da USP XV (1955) e a da terceira edicao era idéntica a USP XIX
(1975), visto ser traducdo integral da mesma. A quarta edicdo (1988), foram
incorporados detalhes e cuidados no que diz respeito ao procedimento, mantendo-
se, porém o periodo de incubac&o nos moldes da edi¢cdo anterior, ou seja, 7 dias no

caso de método indireto e 14 dias para o método direto.

Atualmente, a quinta edicdo da Farmacopeia Brasileira (2010) preconiza a
execucao do teste nos moldes do teste hamonizado nas farmacopeias americana,
européia e japonesa e requer periodo de incubacéo de 14 dias para método direto e

indireto.

No contexto da producdo de medicamentos e seus insumos, correlatos,
cosméticos e seus adjuvantes, € de fundamental importancia o controle da
contaminacao para que essa nao afete a qualidade do produto e, principalmente, a
seguranca do paciente, uma vez que produtos que contém contaminantes
microbiolégicos nem sempre apresentam alteracdes sensoriais evidentes (PINTO;
KANEKO; PINTO, 2010).

Nos adultos saudaveis, o contato com produtos contaminados nao representa

problema sério a menos que o contaminante seja um micro-organismo patogénico.

Dessa forma, o nivel de qualidade exigido pelas farmacopeias estabelece a
carga de contaminacdo e o tipo de micro-organismos aceitaveis. Nesse contexto, o
risco associado que o produto apresenta depende de fatores intrinsecos como o tipo

de consumidor final (neonatos, criancgas, idosos), o estado em que se encontra seu



sistema imunolégico; o uso pretendido e grau de exposicdo e do tecido exposto

(Farmacopeia Brasileira., 2010)..

A carga de contaminacdo tolerada sera inversamente proporcional ao risco
associado do produto e sera maior em produtos que se destinam a administracédo
oral ou aplicacdo a pele intacta, quando comparado aqueles utilizados em
tratamento de pele lesada, membrana mucosa ou olhos, sendo ainda menor quando
em produtos que se destinam a areas normalmente estéreis do corpo. A
probabilidade de ocorréncia de infeccdo mais séria est4d associada ao uso de
produtos injetaveis contaminados, cujas conseqiéncias podem envolver até a morte

do paciente.

Devido ao risco associado, a caracteristica de esterilidade foi inicialmente
requerida em produtos para uso parenteral e mais recentemente a produtos

oftalmicos.

A esterilizacéo é o processo no qual ha destruicdo, inativacdo ou remocéao de
todas as formas viadveis de micro-organismos, incluindo esporos e formas
vegetativas de bactérias, fungos (bolores e leveduras), protozoarios e virus, sem
garantir a inativacdo de toxinas e enzimas celulares. Nesse contexto a morte
microbiana é definida como, auséncia de micro-organismos viaveis (BAIRD, 2004;

Farmacopeia Brasileira, 2010.; Farmacopeia Americana, 2013).

O teste de esterilidade aplicado ao produto acabado deve ser somente
considerado como ultimo controle de uma série de controles e medidas nas quais a
esterilidade é assegurada. O obijetivo principal do teste de esterilidade no produto
acabado é confirmar se um processo de esterilizacdo validado foi executado da
maneira correta (BOWMAN, 1969).

A afirmacao sobre a esterilidade absoluta de um lote exigiria que todas as
unidades fossem submetidas ao teste de esterilidade, o que ndo é aplicavel.
Segundo as farmacopeias brasileira e americana, a condicdo de esterilidade de um
lote deve ser considerada com base no conhecimento de que o mesmo tenha sido
submetido a condicfes ideais de processamento e que o resultado do teste de uma

amostra representativa indique a auséncia de micro-organismos viaveis.



A inativacdo de micro-organismos segue uma lei exponencial e, dessa forma,
h& uma probabilidade de que micro-organismos possam sobreviver ao processo de
esterilizacdo. A garantia de esterilidade esta relacionado ao conceito mateméatico de

gue a morte microbiana é uma funcdo de probabilidade baseado no nivel de

exposicao do micro-organismo ao agente letal.

Conforme definido pela Farmacopeia Brasileira, 5° edicdo, a garantia de
esterilidade é “o grau de garantia que o processo em questdo esteriliza uma
populacdo de itens, sendo expresso como a probabilidade de um item néo estéril

naquela populacao”.

Por exemplo, em processos de esterilizagao por calor umido, espera-se que
atendidas as combinac¢des validadas de tempo e temperatura, que o nivel de
garantia de esterilidade atingido seja de no minimo 10° , que é o mesmo nivel de
garantia de esterilidade requerido em processos de esterilizagdo por radiagcédo

ionizante. (Farmacopeia Brasileira, 2010)

Nesses casos 0 nivel de garantia de esterilidade de 10°, apesar de ser uma
funcao probabilistica, ndo significa necessariamente que uma unidade em um milhao
pode estar contaminada, mas € um indicador da robustez do processo esterilizante
(BAIRD, 2004).

Portanto, a seguranca de um teste de esterilidade ndo esta baseada no
resultado final, mas sim no nivel de seguranca e conhecimento sobre o processo
esterilizante. O teste de esterilidade s6 pode detectar micro-organismos capazes de
crescer nos meios de cultura utilizados e a amostragem da uma estimativa sobre a
esterilidade de todas as unidades do lote. (BRYCE, 1956). Portanto, o teste de

esterilidade deve se basear em 4 premissas:

a) Que o processamento do produto ocorra adequadamente;

b) Que as condicdes relacionadas ao teste (ambiente, operadores, materiais,
equipamentos) estejam dispostas de maneira a eliminar o0 maximo possivel
dos contaminantes, para que nao haja introducdo de contaminacéo durante o

teste;



c) Que substancias fungistaticas ou bacteriostaticas sejam neutralizadas e ndo

interfiram no resultado do teste; e
d) Que a amostragem seja adequada

1.1. METODO DE INOCULACAO

O teste de esterilidade abrange essencialmente 2 técnicas, que se
diferenciam em como a amostra é inoculada no meio de cultura: diretamente, onde a
amostra é colocada em contato direto com o0 meio de cultura, ou indiretamente, onde

a amostra é filtrada e a membrana filtrante é inoculada no meio de cultura.

O teste se baseia no crescimento microbiano no meio de cultura e a
confirmacdo do resultado positivo € feita pela avaliacdo visual do meio quanto a
turvacdo por um periodo de 14 dias. (Farmacopeia Brasileira, 2010 ed..

Farmacopeia Americana, 2013,).

A escolha da técnica a ser utilizada € determinada por diversos fatores como

a natureza da amostra e facilidade na execucao da técnica.

1.1.1. Método de Inoculacao Direta

Consiste na inoculacdo de quantidades/volumes pré-estabelacidos da
amostra em volumes estipulados de meios de cultura na forma liquida com

comprovada capacidade promotora de crescimento.

Para a avaliacdo da capacidade promotora de crescimento dos meios de
cultura, as farmacopeias preconizam a inoculacdo de cepas representativas de
micro-organismos com carga de contaminagdo de 10 a 100 micro-organismos

viaveis. Para ser considerado um meio promotor de crescimento, 0s meios de



cultura devem, necessariamente, apresentar crescimento apdés a incubagdo em

condicdes apropriadas.

A transferéncia da amostra sob a forma liquida pode ser efetuada com auxilio
de pipetas, seringas hipodérmicas ou diretamente vertida no recipiente do meio de
cultura. No caso de produto sdlido a transferéncia pode efetuar-se pelo uso de
espatulas com volumes padronizados. Todas as farmacopeias indicam a quantidade
de aliquotas a serem transferidas aos meios de cultura a partir de cada amostra
representativa do lote. (Farmacopeia Brasileira, 2010; Farmacopeia Americana
2013; JAPANESE PHARMACOPEIA, 2011)

Uma vez que a aliquota da amostra é colocada em contato direto com o0 meio
de cultura, eventualmente alguns cuidados podem ser necessarios: utilizacdo de
tensoativos para auxilio na solubilizacéo de lipéfilas no meio de cultura e utilizacéo

de agentes neutralizadores de substancias antimicrobianas presentes na amostra.

1.1.2. Método de Inoculacao Indireta

Consiste da filtracAo da amostra em membrana filtrante e inoculacdo da
membrana em meio de cultura. Os meios de cultura devem ser estéreis e com

comprovada capacidade promotora de crescimento.

A avaliacdo da capacidade promotora dos meios de cultura ¢ a mesma do

método de inoculacéo direta.

O método de inoculagéo indireta permite o tratamento prévio da amostra com
solubilizagéo, ou lavagem em liquidos fisiol6gicos, seguida de filtracdo e inoculacdo
da membrana filtrante no meio de cultura. A membrana empregada € constituida de
ésteres de celulose ou de materiais sintéticos que resistam, por exemplo, a produtos
oncoldgicos extremamente agressivos, com diametro de 47 mm, de borda

hidrofébica e tamanho de poro de 0,45 + 0,2 um.



Os sistemas filtrantes empregados no controle de qualidade de medicamentos
podem ser multiplos ou unitarios, necessitando basicamente de porta-filtro e
recipiente para transferéncia da amostra, ou liquidos de lavagem. O filtrado podera
ser recolhido em frasco coletor Unico ou individualizado. Antes da utilizagdo do
sistema, deve-se monta-lo e esteriliza-lo em autoclave, observando-se o tempo de
esterilizacdo, a fim de né&o ultrapassar o exigido para cada tipo de membrana. O
processo de filtracdo é realizado por pressdo negativa, com valor da ordem de 70
cm de Hg e vazédo de 55 a 75 mL por minuto. Portanto, as amostras devem ser

hidrossollveis ou sollveis em solventes apropriados.

Quando ha substancia causadora de fungistase/bacteriostase, apos a filtracdo
pode-se lavar a membrana com solucdo peptonata contendo inativadores ou
solubilizantes especificos. Nesses casos, deve-se efetuar estudo prévio para se
determinar volume e numero de lavagens suficientes para a eliminacéo total da

substancia.

O método indireto, frente ao método direto, apresenta maior facilidade para
inativacdo de substancias que inibam o crescimento microbiano e permite testar
amostras de volume maior, aumentando a probabilidade de deteccdo de
contaminantes, apresentando especial aplicacdo para avaliacdo de solucdes

parenterais de grande volume (SPGV).

O emprego de filtracio em sistema fechado minimiza a ocorréncia de
contaminacdo ambiental e facilita a parte operacional do teste, uma vez que a

membrana permanece inserida no cartucho, ndo sendo manipulada.

1.2. TEMPO E TEMPERATURA DE INCUBACAO

Durante o periodo de incubacédo, além de fornecer os nutrientes necessarios
para o desenvolvimento dos micro-organismos, disponiveis no meio de cultura, é
preciso promover condi¢cbes adequadas de temperatura e tempo necessario para

desenvolvimento dos micro-organismos. A temperatura influencia diretamente a



absorcdo de nutrientes e a velocidade das reacdes intracelulares, exercendo
diretamente efeito sobre o crescimento e a sobrevivéncia dos micro-organismos.

Cada micro-organismo apresenta caracteristicas especificas quanto a:

a) Temperatura abaixo da qual ndo ocorre o crescimento;

b) Temperatura Otima de crescimento onde as multiplicacdes
celulares estdo na maxima velocidade; e

C) Temperatura acima da qual ndo é mais possivel o crescimento,

provavelmente devido a desnaturacdo de macromoléculas.

Os micro-organismos podem ser classificados, de acordo com sua

temperatura otima de crescimento, em trés grupos:

a) Quando apresentam temperaturas Otimas de crescimento abaixo
de 20°C séo classificados como psicrofilos;

b) Quando apresentam temperaturas o6timas entre 20°C e 40°C séo
classificados como mesofilos; e

¢) Quando se desenvolvem melhor a temperaturas superiores a

40°C sao classificados como termofilos.

Para deteccdo de bactérias 0 meio de tioglicolato é incubado a temperaturas
entre 30-35°C.

Para deteccdo de fungos, leveduras e bactérias o meio de caseina soja €

incubado a temperaturas entre 20-25°C.

No decorrer das revisbes farmacopeicas houve mudancas, tendo sido
adotados os periodos de 7, 10 e 14 dias de incubacédo.. A partir da 27° edicdo da
Farmacopeia Americana o periodo de incubacdo de 14 dias passou a ser exigéncia

para o método de inoculacéo direto e indireto.

Atualmente, no Brasil, a Resolucdo RDC 48/2011 publicada em 20/09/2011
requer que o periodo de incubacgdo na andlise da esterilidade de todas as solugdes
parenterais de grande volume seja de 14 dias conforme disposto na quinta edi¢cao

Farmacopeia Brasileira.



Por um lado, considerando-se que 0 micro-organismo se encontre na
temperatura Otima de crescimento, o tempo € fator muito importante, pois a
observacéo do crescimento microbiano € visual e, portanto, o tempo de observacao
do teste deve ser suficiente para que 0 micro-organismo, se houver, se multiplique
em quantidade que seja detectavel seu crescimento a olho nd, o que é
aproximadamente 10° células/mL de solucdo. Entretanto, foi verificado que as
condigdes de incubacdo 22 + 2°C e 32+2°C nos moldes de execugao do teste de
esterilidade da Farmacopeias Americana, Européia e Japonesa provem melhores
resultados para deteccdo de micro-organismos. (BUGNO e PINTO, 2003)

Ao se considerar que, caso haja carga microbiana vidvel mesmo apés
esterilizacdo do produto, 0 micro-organismo estara estressado e, portanto, sua taxa
de crescimento sera reduzida, € de fundamental importancia que o periodo de
incubacdo seja suficiente para que haja crescimento observavel de micro-
organismos (BATHGATE et al. 1993). O periodo de incubacéo de 14 dias descrito
nas farmacopeias € uma medida de seguranca para garantir que o teste seja capaz
de detectar micro-organismos de crescimento lento. (MOLDENHAUER e SUTTON,
2004; RAPPE e GIOVANNONI, 2003).

1.3. AMOSTRAGEM

A amostragem € uma limitacdo do teste de esterilidade, pois uma vez que o

teste € destrutivo ndo é possivel fazer o teste com todas as unidades do lote.

Portanto, o resultado do teste é determinado pelo nimero de amostras

retiradas e pelo grau de contaminacdo de cada amostra.

O tamanho apropriado de amostragem para o teste de esterilidade foi foco de
discusséo entre fabricantes e autoridades regulatorias no que se refere a produtos
parenterais (BOWMAN, 1969).
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Em termos matematicos, se n é o numero de amostras testadas, p a
proporcdo de amostras contaminadas e q a proporcdo de amostras nao

contaminadas, portanto:
pt+q=1
Portanto deduz-se que a probabilidade de rejeicdo de um lote é:
L=(1-p)

Considerando que o teste de esterilidade é um teste que esta sujeito a falhas,
as farmacopeias permitem o reteste, exeto quando executado em um isolador.
Nesse caso, a probabilidade de liberar um lote contaminado no primeiro reteste e
(BAIRD, 2004):

(1-p)"[2-1-p)"]

Portanto, a probabilidade em aceitar um lote com uma porcentagem de
amostras contaminadas esta diretamente relacionada com o tamanho da

amostragem e nao essencialmente com o tamanho do lote. (KNUDSEN, 1942)

1.4. MEIO DE CULTURA

Os meios de cultura empregados devem fornecer nutrientes necessarios para
o0 desenvolvimento dos micro-organismos, pH adequado e substancias que
neutralizem produtos do metabolismo microbiano, que quando acumulados, podem
limitar o seu desenvolvimento. A concentracdo de cada componente do meio de
cultura deve ser adequadamente balanceada, ndo sendo tdo baixa, a ponto de

limitar o crescimento microbiano, nem tao alta, que possa inibir seu crescimento.

A partir de 1947, a 13° edicdo da Farmacopeia americana adotou o caldo de

Tioglicolato também denominado de meio Brewer modificado. Este meio possibilita
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condicbes de anaerobiose e aerobiose em um (nico tubo, apresentando em sua
constituicdo: agar bacterioldgico, na concentragcédo de 0,05 a 0,075%, para dificultar a
difuséo do oxigénio; cisteina e tioglicolato como agentes redutores, que reagem com
0 oxigénio, retirando-o0 do meio; e a resazurina como indicador de oxi-reducéo, que
forma um anel de cor caracteristica na superficie do meio, indicando a regido em

contato com o oxigénio.

Em 1970, a 18° edicdo da Farmacopeia Americana introduziu o caldo de
caseina soja que permite o crescimento de bactérias aerdbicas, bolores e leveduras.

Sabe-se que, pelas condi¢des de incubacéo e de composicdo do Caldo de
Caseina Soja, este visa a deteccdo de bactérias aerdbicas e psicrofilas, podendo
abranger também os fungos. Porém, no que diz respeito a seletividade para com
bolores e leveduras, € assunto questionavel, visto que os valores de pH 6timos para
crescimento de fungos sao da ordem de 5 a 6 ou ainda mais baixos, enquanto que o
pH deste meio é de aproximadamente 7,3. (PINTO; KANEKO; PINTO, 2010)

Atualmente, as farmacopeias (Farmacopeia Brasileira, 2010; Farmacopeia
Americana, 2013 e Farmacopeia Japonesa, 2011) exigem que seja empregado no
minimo 2 tipos de meios de cultura (Caldo caseina soja e Caldo Tioglicolato), na

forma liquida, que permitam o desenvolvimento de bactérias e fungos.

Atualmente as Farmacopeias Brasileira 5°edicdo e Americana 33° edicéo
preconizam a utilizacdo de meios modificados para penicilinas e cefalosporinas em
método de inoculacdo direta. Nesse caso, a orientacdo é de se adicionar [3-
lactamase em quantidade suficiente para inativar a atividade bacteriostatica do meio.

(Farmacopeia Brasileira, 2010;Farmacopeia americana, 2013)

A preocupacao inerente aos meios de cultura € a comprovacdo de sua
eficacia, ou capacidade promotora de crescimento, o que deve ser verificado para
cada lote, considerando-se ndo apenas o lote comercial do meio de cultura, mas
também o lote de preparo do mesmo. Além disso, os meios devem ser controlados

guanto a sua esterilidade, de forma a conferir seguranca quanto a auséncia de

resultados falso-positivos no teste e sua capacidade.

Os meios preparados podem ser estocados desde que cumpram as seguintes

condi¢bes: quando em embalagens nao hermeticamente fechadas, podem ser
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utilizados por até 30 dias, desde que sejam testados para promocao de crescimento
dentro de 15 dias a partir do primeiro uso e que cumpram o requisito para indicador
de cor. Quando em frascos hermeticamente fechados, poderdo ser utilizados por
365 dias, desde que sejam testados para promoc¢ao de crescimento em trés meses a
partir do primeiro uso e que cumpram o requisito de indicagao de cor. (Farmacopeia
Brasileira, 2010)

1.4.1. CONTROLE NEGATIVO

Os controles negativos devem ser executados em qualquer tipo de material
envolvido no teste: meios de cultura, diluentes, dispositivos para transferéncia de
amostra, etc. Correspondem a verificacdo da esterilidade dos materiais utilizados na
execucdo do teste de um produto e destinam-se a evitar a ocorréncia de um
resultado falso-positivo, ou seja, um produto estéril que venha a ser reprovado
devido a crescimento microbiano proveniente do meio de cultura, por exemplo, e nédo

do produto em teste (Farmacopeia Brasileira, 2010)

A verificacdo da esterilidade dos meios de cultura consiste na pré- incubacéo
de porcao representativa, ou de 100% do lote de meio de cultura, por 14 dias, na
temperatura preconizada. Considera-se satisfatoria, quando nao ocorrerem

evidéncias de crescimento microbiano de qualquer natureza

1.4.2. CONTROLE POSITIVO

Os controles positivos sdo obtidos pela inoculacdo de 10 a 100 Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC) de cepas microbianas aos meios de cultura e aos

meios de cultura acrescidos do produto, permitindo verificar tanto a adequacao dos
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meios de cultura em promover o crescimento de microrganismos, como verificar a
presenca de atividade inibitéria do produto sobre o crescimento microbiano e a
eficiéncia do sistema inativador (Destinam-se a evitar a ocorréncia de um resultado
falso-negativo, ou seja, um produto contaminado ser considerado estéril pelo fato do
meio de cultura ndo permitir o desenvolvimento dos contaminantes, ou devido a
presenca de substéancias inibidoras do crescimento que n&do foram adequadamente
inativadas. (Farmacopeia Brasileira, 2010)

1.5. AMBIENTE

Um fator critico relacionado ao teste de esterilidade refere-se as condicbes
em que é executado. E axiomatico dizer que, para obter testes de esterilidade
confiaveis, os mesmos devem ser feitos em ambientes estéreis (BOWMAN, 1969)

Conforme definido pela International Organization for Standardization, sala limpa
pode ser definida como: “sala na qual a concentracdo de particulas no ar é
controlada e que é construida e usada de modo a minimizar a introducéo, geracao e
retencdo de particulas dentro desta e nos quais outros parametros relevantes como
temperatura, umidade e presséo sao controlados quando necessarios” (ISO 14644-
1, 2007).

Apesar de o conceito de teste de esterilidade ser simples, na pratica requer
operadores devidamente treinados, um ambiente asséptico adequado (capela de
fluxo de ar unidirecional e sala limpa) monitoramento ambiental rotineiro e registros
de falha de operacdo para avaliar a necessidade de requalificacdo dos operadores
ou manutencao dos equipamentos (BAIRD, 2004 e BRYCE, 1956).

Mais especificamente, conforme Farmacopeia Brasileira 5° edicdo, os testes de
esterilidade devem ser realizados sob condicdes assépticas, utilizando, por exemplo,
capela de fluxo laminar classe Il tipo A (maximo 3520 particulas = 0,5 um/m3), que
deve estar instalada em sala limpa classe B — ISO 7 (maximo 352000
particulas=0,5um/m3). Para testes de esterilidade de farmacos oncogénicos,
mutagénicos, antibidticos, horménios, esteréides e outros, os testes devem ser

realizados em capela classe Il tipo Bll, que possui sistema de exaustao externo ao
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ambiente do laboratério. Ndo devem ser realizados testes sob exposi¢cdo direta de
luz ultravioleta ou em areas sob tratamento de aerosois. (Farmacopeia Brasileira,
2010)

1.6. LIMITACOES DO TESTE CONVENCIONAL E NECESSIDADE DE
IMPLEMENTACAO DE METODOS ALTERNATIVOS

Métodos microbiolégicos, historicamente, demandaram mais tempo quando
comparados aos metodos fisico quimicos, pois sdo baseados na observacao visual
do crescimento microbiano, sendo portanto, responsaveis pelo maior tempo de

liberag&o de lote de produtos farmacéuticos.

Considerando-se os 14 dias requeridos pelas farmacopeias para a execucao
do teste de esterilidade, no cenério industrial, esse tempo se traduz em custos de
inventario, armazenamento e logistica, aléem da demanda intrinseca de espaco, o
gue faz com que os métodos microbiolégicos baseados nas técnicas desenvolvidas
no século XIX ndo atendam plenamente as demandas de competitividade impostas

as industrias farmacéuticas.

Observa-se que no historico do desenvolvimento do teste de esterilidade
diversas alteracdes foram realizadas, visando sempre a seguranca e a qualidade do
processo esterilizante e considerando os aspectos probabilisticos da esterilizacéo e

0 de re-contaminacao.

E importante ressaltar que, a descoberta e o cultivo de micro-organismos
novos sofreram mudanca de paradigma em 1985 quando Norman Pace publicou
gue a grande maioria da diversidade microbiana que ndo € cultivavel poderia ser
estudada, utilizando-se biologia molecular (RAPPE e GIOVANNONI, 2003).

A variedade taxinbmica de micro-organismos em um local é incontavel e o
namero e diversidade de micro-organismos presentes nesse local é muitas vezes

maior do que se pode contar em uma amostragem (HUGHES et. al., 2001)
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Estima-se que mais de 99% dos micro-organismos observaveis na natureza
ndo sao cultivaveis pelas técnicas de cultivo conhecidas (HUGENHOLTZ, GOEBEL
e PACE, 1998 e AMANN, LUDWING e SCHLEIFER, 1995) e as condi¢cbes de
incubacéo, composicédo do meio de cultura e temperatura de incubacgé&o influenciam
nos resultados dos testes (ABDOU, 1974).

Tal fato evidencia limitacdo do teste que ndo € capaz de detectar a maioria
das bactérias e fungos (bolores e leveduras) e virus, reafirmando o conceito de que
o teste de esterilidade ndo tem carater confirmatério da esterilidade de um produto,

mas constitui uma medida de monitoramento do processo esterilizante.

A constatacdo de que o teste de esterilidade possui limitacdes de ordem
técnica e o tempo requerido para liberacdo de resultados motivaram o

desenvolvimento da liberac&o parameétrica para produtos de esterilizacao terminal.

A liberagcdo paramétrica é definida como a liberagdo da carga ou lotes de
produtos submetidos a esterilizacdo terminal, por meio do cumprimento de
parametros criticos do processo de esterilizacdo, sem a necessidade de realizacéo

do teste de esterilidade (Farmacopeia Brasileira, 2010).

A liberacdo paramétrica se aplica a produtos submetidos a esterilizacao
terminal e, conforme definido na International Standardization Organization (ISSO
14937, 2000), é o resultado de um conhecimento profundo do processo esterilizante,
embasado em dados confiaveis de que a cada etapa do processo, quando todos os
parametros criticos apresentam resultados conforme, estabelecido durante a

validacéo do processo esterilizante.

Portanto, com base em evidéncias e na garantia de que 0O processo
esterilizante atingiu todos os parametros criticos de processo, 0 produto com
esterilizacdo terminal pode ser liberado sem a necessidade de se fazer o teste de

esterilidade.

O sistema de liberacdo paramétrica deve conferir a garantia de que o produto
possui a qualidade planejada baseada nas informacbes adquiridas durante o

processo industrial e em conformidade com as Boas Praticas de Fabricacdo

Exemplificando, a Baxter Healthcare® teve aprovacdo regulatéria da FDA

(Food and Drug administration) para implementar a liberacdo paramétrica em 1985.
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O laboratério Abbott® foi o segundo a obter essa aprovacao pela FDA, tendo

ocorrido somente 15 anos depois.

Apés a publicacdo, em 2004, do “Asseptic Processing Guidance” pela FDA, o
CDER (Center for Drug Evaluation and Research) detectou falta de garantia de
esterilidade nos produtos submetidos a esterilizacdo terminal, o0 que desencadeou a
ocorréncia de recolhimento. Tal fato fez com que a liberacdo paramétrica fosse
abordada com mais cautela pelas agéncias regulatérias. (GRESSETT, VANHAECKE
e MOLDENHAUER, 2008; KIELPINSKI, 2005)

No Brasil, a liberacdo paramétrica ainda nao é regulamentada.

Vale ressaltar que a liberacdo paramétrica somente se aplica a produtos
esterilizados terminalmente. Quando se considera a avaliagdo de materiais
biologicos que séo termolabeis e que requerem caracteristica de esterilidade, deve-
se levar em conta que a sua viabilidade muitas vezes tem tempo inferior ao tempo
requerido para o teste convencional e o material pode nao resistir em quarentena
pelo periodo de tempo requerido pelo teste. (GRESSETT, VANHAECKE e
MOLDENHAUER, 2008; KIELPINSKI, 2005).

Soma-se a lista de limitacGes, o fato de o teste ser requerido na embalagem
final, em estagios especificos da producdo, para grande parte dos produtos

biologicos administrados via parenteral (PARVEEN et. al., 2011).

Portanto, considerando tais condi¢cdes, o teste de esterilidade ainda se faz
necessario. Dessa forma, a necessidade de resultados mais rapidos, devido a
crescente competitividade na industria farmacéutica ao longo do século XX e XXI,
além da demanda, cada vez maior da avaliacdo de esterilidade de produtos
bioldgicos, voltou o foco de véarios pesquisadores para a melhoria de métodos a fim
de torna-los mais rapidos, sensiveis e especificos conferindo maior seguranca aos

resultados, bem como relacdo mais favoravel custo/beneficio em sua execucao.
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1.7. METODOS MICROBIOLOGICOS RAPIDOS (MMR’S)

Os Métodos Microbiolégicos Rapidos (MMR’s), essencialmente, se baseiam
na fisiologia celular dos micro-organismos, podendo estar relacionada a deteccéo de
metabdlitos excretados (ex: didoxido de carbono) ou de componentes celulares (ex:
ATP, cadeias lipidicas, dentre outros). Nesse contexto, os MMR’s comp&em duas

vertentes: as que dependem do crescimento microbiano e as que nao dependem.

A BD (Becton Dickinson Company dos Estados Unidos) foi a primeira
companhia a automatizar o teste de cultura em sangue nos laboratérios clinicos,
desenvolvendo um instrumento, em 1971, que identificava o crescimento microbiano
através da deteccdo radiométrica do CO, produzido pelos micro-organismos. O
sucesso desse tipo de tecnologia na éarea clinica resultou em sua aplicagdo no

segmento industrial.

Posteriormente a Biomerieux® disponibilizou no mercado equipamento de
conceito semelhante em que a deteccdo de crescimento microbiano é feita por

método colorimétrico, o Bact/Alert®.

Se existirem micro-organismos na amostra testada, dioxido de carbono é
produzido, uma vez que 0s micro-organismos metabolizam os substratos existentes
no meio de cultura. Ao produzir CO,, a cor do sensor existente no fundo de cada
frasco de cultura muda de azul para amarelo. Um diodo emissor de luz (LED) projeta
luz sobre o sensor. A luz refletida € medida por um fotodetector. Essa informacéo é
comparada com a leitura inicial do sensor. Se existir um elevado teor inicial de CO,,
e/ou uma taxa elevada anormal de producédo de CO, e/ou uma taxa sustentada de

producédo de CO,, a amostra é considerada positiva.

O Sistema de Deteccdo Microbiana BacT/Alert® (BCTA) € um sistema de
teste totalmente automatizado capaz de incubar, agitar e monitorar de forma

continua os meios aerébicos e anaerdbicos inoculados com:

 Produtos de pacientes suspeitos de bacteremia, fungemia e/ou

micobacteriemia (Utilizacéo Clinica); ou
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« Amostras monitoradas para deteccao de contaminagao bacteriana ou

fungica (Utilizacao industrial).

1.7.1. Frascos de Meio de Cultura e Mecanismo de Detecc¢éo

Os frascos de meio de cultura padrdao de BCTA aerdbicos e anaerdbicos
possuem composicdo quali e quantitativa semelhante aos meios Caseina soja e
Tioglicolato. Tendo em vista a aplicacdo clinica do método, ambos os meios
aerbbicos e anaerébicos de BCTA possuem Polianetol Sulfato de Sodio (SPS), de
efeito anticoagulante em hemocultura, favorece o cultivo dos micro-organismos
gracas a acdo anticomplementar, antifagocitaria, e inibitéria da atividade
antimicrobiana dos amioglicosideos ou drogas que podem estar presentes no
sangue dos pacientes. Os SPS (figura 1) previne a morte bacteriana por fatores
humorais e celulares do sistema imune inato. E o anticoagulante mais comumente
utilizado em hemoculturas.(PALARASAH, 2010).

CHy
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Figura 1 - Estrutura Quimica do Polianetol Sulfato de
Sodio (SPS)

Outra diferenca é que o meio anaerdbico ndo possui rezazurina, indicador de
limite entre presénca/auséncia de oxigénio e agar bacteriolégico para reducdo da
difusdo de oxigénio no meio de cultura. Nos frascos de cultivo de micro-organismos

anaerébicos verifica-se que, além da presenca do SPS, sdo adicionadas as
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substancias hemina e menadiona, nutrientes importantes para o metabolismo de

bactérias anaerdbicas estritas (ROLF, 1978)

O meio anaerdbico em si conforme declarado pelo fabricante, possui “agentes

redutores” podendo-se considerar que desempenha a mesma fungao do tioglicolato.

Conforme declarado pelo fabricante do equipamento o sistema de deteccao
microbiana é usado para determinar se ha micro-organismos presentes no sangue
ou em outras amostras de fluidos corporais estéreis retirados de um paciente
suspeito de ter bacteremia/fungemia, que séo definidos como a presenca de
bactérias e/ou fungos na corrente sanguinea. (MURRAY, et. al. 1998)

Todas as particularidades referentes a aplicacao clinica do método se devem
ao fato de seu desenvolvimento e aplicacdo inicial serem direcionados para
utilizacéo clinica e apds anos de utlizacdo nesse meio, atualmente ha grande foco

para utilizacdo desse método na area de Controle de Qualidade de Medicamentos.

O fabricante declara que € possivel que micro-organismos raros e exigentes
nao cresgcam ou cresgcam lentamente nos meios de cultura de Bact/Alert®. Nesses
casos, deve-se recorrer a métodos alternativos ou aumentar o tempo de inoculacao

das amostras.

O fabricante do equipamento BCTA oferece distintas op¢bes de meios de
cultura. Por exemplo, alternativamente aos frascos padrbes de meio de cultura
Bact/Alert® existem os frascos FAN aerobico e anaerdbico que possuem carvao
ativo e uma substancia chamada Ecosorb®, cuja funcdo é inativar a acdo de

produtos que causem fungistase e bacteriostase.

Foi confirmado que frascos tipo FAN, quando comparados com frascos tipo
Bact/Alert®, tanto aerobico quanto anaerdbico, recuperam um maior namero de
micro-organismos quando comparados aos frascos padrdo, mas 0s mecanismos
ainda ndo sao bem definidos, principalmente quanto a contribuicdo de cada

componente do meio de cultura para que isso ocorra. (GIBB; HILL e CHOREL, 1998)

Cada frasco de meio de cultura onde as amostras testadas sdo inoculadas,
contém uma membrana na parte inferior do frasco, que fica impregnada de vapor
d"agua apos a autoclavacédo do frasco. Essa membrana é impermeavel a ions, mas

€ permeavel as moléculas de CO,. A medida que o CO; € liberado pelo metabolismo
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ativo dos micro-organismos, se difunde pela membrana e interage com as moléculas

de agua ali impregnadas, gerando ions hidrogénio, conforme reag¢do quimica da

figura 2:

CO, + H,0 « H,CO, < H* + HCO,"

Figura 2 - Producdo de ions hidrogénio na presenca de

CO;

Os ions de hidrogénio livres interagem com a membrana, que no seu estado
alcalino tem coloracdo azulada/verde escuro e muda de cor para verde

claro/amarelo a medida que a concentracdo de dioxido de carbono aumenta,

conforme pode ser verificado na figura 3.

Figura 3 - Frascos de meio de cultura de Bact/Alert®

respectivamente em pH acido e pH alcalino.

O frasco inoculado é colocado no aparelho, onde é incubado e monitorado a
cada 10 minutos, quanto a presenca de micro-organismos presentes no meio de
cultura, através de registro da reflectancia do frasco na memadria do aparelho. Nos

intervalos de monitoramento, um led de emissdo de luz vermelha emite luz na
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membrana do frasco e a reflectancia é dectada por fotodiodo de absorcdo de luz
vermelha que produz uma voltagem proporcional a intensidade da luz refletida e
consequentemente a concentracdo de didéxido de carbono presente no meio,

conforme ilustrado na figura 4.

Reflected
Light T

Figura 4 - Mecanismo de deteccéao de alteracéo de pH

nos frascos de meio de cultura de Bact/Alert®

A temperatura de incubacdo do equipamento pode ser ajustada,

indidualmente para cada estufa de incubacdo (THURMAN, 1990).

Os sinais registrados sdo analisados por 3 algorimitmos matematicos
diferentes para identificacdo do crescimento microbiano. Os algoritmos matematicos
se baseiam somente na taxa da intensidade do sinal da reflectancia ao longo do

tempo, conforme figura 5:
a) Algoritmo fase log: Aceleracdo de crescimento;
b) Algoritmo fase log: Multiplicacéo; e

C) Algoritmo fase estacionaria: Fase estacionaria.
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Figura 5 - Algoritmos de deteccao de crescimento

microbiano em diferentes etapas

O equipamento é disponibilizado pela empresa com os algoritmos padrdes de
deteccdo e com os algoritmos otimizados para deteccdo mais rapida de grupos
especificos de micro-organismos, por exemplo os algoritmos para deteccdo de

micro-organismos de crescimento lento. (KIELPINSKI, 2005)

1.8. GENERALIDADES DA VALIDACAO DE METODOS
MICROBIOLOGICOS RAPIDOS E PERSPECTIVAS REGULATORIAS

O termo ‘“validacdo” foi definido no “Guideline on General Principles of
Process Validation” em 1987, pela FDA como “evidéncia documentada que dé com
alto grau de garantia que um processo em especifico ira produzir consistentemente

um produto dentro de parametros de qualidade bem determinados. ”.
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Na Resolugédo da Diretoria Colegiada, RDC 17/10 'validagdo’ estd definida
como: “ato documentado, que atesta que qualquer procedimento, processo,
equipamento, material ou sistema realmente é consistentemente e leva aos

resultados esperados.”

Portanto, a validacdo deve apresentar informacbes detalhadas que
comprovem, com alto nivel de seguranca, que o procedimento especifico tem
desempenho consistente para encontrar as especificacdes pré-determinadas e
atributos de qualidade para a aplicacdo analitica intencionada. Dois componentes
criticos de qualquer validacdo sédo: a adequacdo do processo (0 que se propde a
fazer) e a reprodutibilidade. Entretanto, para testes novos, é importante demonstrar
a adequacao do método a aplicacdo analitica pretendida e seu desempenho com o
mesmo padrado de qualidade ao longo do tempo. (Farmacopeia Americana, 2013;
EVALUATION, validation and implementation of new microbiological testing
methods, 2000).

Embora varios guias fornecam parametros especificos para a validacdo de
métodos quimicos, como Farmacopeia Americana 2013 (Capitulo <1225> Validation
of Compedial Methods), International Conference Harmonization (ICH) (Validation of
Analytical Methods) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Guia para

gualidade em quimica analitica), isso ndo se aplica aos métodos microbiologicos.

Considerando que estes sao inerentemente diferentes dos métodos quimicos,
nem sempre é facil adequar os critérios e procedimentos para validacdo de métodos
microbiolégicos. Muitos métodos microbiolégicos convencionais estdo sujeitos a
variabilidade técnica entre os analistas, ao fato da contaminacdo microbiana nao
necessariamente estar igualmente distribuida em toda a aliquota ou na amostra e a
variabilidade devida a natureza da substancia a ser analisada. (Farmacopeia
Americana, 2013; FDA 2008; EVALUATION, validation and implementation of new

microbiological testing methods, 2000).

No método farmacopeico (MFCP), a deteccdo do crescimento microbiano é
feita através da avaliacdo visual do meio quanto a turvacdo, que representa
crescimento microbiano. No método rapido, a deteccdo do crescimento microbiano é
feita através da deteccdo de mudanca de cor de um indicador colorimétrico, sensivel

a mudanca de pH que fica em contato com o0 meio de cultura. Portanto, apesar de se
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tratarem de métodos diferentes, conceitualmente a maior diferenca é no método de

deteccédo de crescimento.

Considerando a similaridade e o propdésito entre os métodos, podemos,

analogamente, definir questfes primarias quanto a execucao da valiacao:

a) O método rapido tem a capacidade de detectar todas as cepas
microbianas que o método farmacopeico detecta?

b) O método rapido tem a capacidade de detectar a menor carga de
contaminacdo possivel de todas as cepas microbianas testadas, que o
método farmacopeico detecta?

C) O meétodo rapido suporta as variacbes que o método farmacopeico
suporta?

d) O método rapido é aplicavel as caracteristicas da amostra que sera
testada?

e) O método rapido suporta o numero de testes que sera realizado?

Essas s@o premissas essenciais para a comparacdo e para o protocolo de
validacdo do método rapido. Como o MFCP ja € um método validado, amplamente
conhecido e aceito pelos laboratorios microbioldgicos e pelas agéncias regulatorias,
apos verificagcdo das premissas essenciais ja expostas ha um questionamento
secundario, que visa verificar a relagcdo custo-beneficio na implementacdo do

método rapido:

a) O método rapido oferece resultados de forma mais rapida e confiavel

do que o método farmacopeico?

b) A reducdo no tempo das analises versus o0 custo dos

reagentes/manutencdo do equipamento justifica a implatacdo do método?

C) O método rapido apresenta condi¢bes que reduzam manuseio/risco de

contaminacdo da amostra frente ao Método Farmacopeico?
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d) Havera suporte técnico e fornecimento de reagentes a médio e longo

prazo?

Nesse contexto, recomenda-se a utilizacéo de teste de esterilidade alternativo
ao MFCP somente mediante comprovacdo de que o método alternativo seja, no
minimo, equivalente aos métodos j4 descritos na Farmacopeia (Farmacopeia
Americana, 2013; FDA 2008; EVALUATION, validation and implementation of new
microbiological testing methods, 2000).

No item Alternative and Harmonized Methods and Procedures na secao
Testing Practices and Procedures em General Notices da Farmacopeia Americana,
2013, define-que os métodos alternativos devem ser usados se fornecerem
vantagens com relacdo aos métodos convencionais, se estiverem validados e
demonstrarem resultados equivalentes ou melhores que os métodos convencionais.

(Farmacopeia Americana, 2013)

Considerando as perspectivas regulatérias nos Estados Unidos, o CBER
(“Center for Biologics Evaluation and Research “) e o CDER (“Center for Drug
Evaluation and Research”) da FDA ndo aprovam um método microbiolégico

alternativo por si s6, apenas de forma combinada com o produto que esterilizam.

O Bact/Alert® ja foi validado para aplicacdo como teste de esterilidade em
culturas de condrdcitos. Nesta validacdo, o método foi desafiado quanto a gama de
micro-organismos detectaveis, a carga minima de contaminacdo detectavel, ao
tempo de deteccdo dos micro-organismos, inclusive de crescimento lento, e ao efeito
da matriz da amostra no resultado do teste. Somente com evidéncias suficientes de
gue o teste poderia ser considerado equivalente ao teste farmacopeico, a FDA
aprovou sua utilizacdo (KIELPINSKI et. al., 2005).

A utlizacdo de Bact/Alert® também foi validada para aplicagédo na deteccéo de
contaminacao microbiana em culturas de sangue. A validacdo demonstrou que, com
carga microbiana baixa, houve deteccdo de crescimento microbiano no primeiro dia
e, quando avaliado utilizando-se micro-organismo de crescimento lento (P. acnes,)
esse periodo foi de 6 dias (MASTRONARDI et. al., 2010).
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Quando desafiado quanto ao limite de deteccdo de Bact/Alert®, foi
demonstrado estatisticamente que esse método tem limite de deteccdo de uma
Unidade Formadora de Col6nia (UFC) (VERDONK et. al., 2010).

Solucbes parenterais de grande volume (SPGV) sédo produtos de grande
consumo e sua producdo demanda muito espaco para armazenamento devido ao
periodo de quarentena requerido para liberacdo de lotes, enquanto aguardam
resultados do teste de esterilidade.

Anualmente, a producdo de fluido de didlise é de, aproximadamente, 25x10°
litros por ano, o que faz deste o produto de maior volume utilizado pela medicina
(NYSTRAND, 2008).

Acredita-se que a validacdo do método rapido aplicado as SPGV’s venha a
contribuir para a maior agilidade e seguranca na execucdo dos testes de
esterilidade.

Entretanto, verifica-se que o posicionamento das autoridades regulatérias da
preferéncia a utilizacdo de métodos farmacopeicos, por terem reconhecida
seguranca e serem amplamente adotados pelos laboratorios de controle

microbiolégico.

No Brasil, a Resolucdo da Diretoria Colegiada n°17/10 estabelece que os
testes de esterilidade devam ser validados para cada produto e que os métodos
farmacopeicos devem ser utilizados para validacdo e desempenho do teste de
esterilidade (BRASIL, 2010). Ja a quinta edicdo da Farmacopeia Brasileira nao
possui nenhum capitulo sobre a validacdo de métodos alternativos. Portanto, a falta
de regulamentacéo referente a utilizacdo de métodos microbioldgicos rapidos denota
gue as autoridades regulatérias ainda sado resistentes quanto a sua utilizagcdo no

Brasil.

Uma vez que as autoridades regulatérias sao resistentes a implementacao de
métodos microbioldgicos alternativos aos descritos nas farmacopeias, 0 presente
trabalho também se justifica por contribuir de forma critica com informacdes que
possam dar maior entendimento sobre BCTA e consequentemente, ser mais uma

fonte de embasamento técnico-cientifico para as autoridades regulatorias brasileiras.
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1.8.1. Etapas da Validacao de um Método Microbiolégico Rapido

A validacdo do método microbiolégico rapido deve ir além do estudo da nova
metodologia propriamente dita, deve considerar o processo como um todo,
avaliando todos os aspectos relativos ao novo método: qualificacdo de
instalacdo,operacdo e desempenho; suporte para implementacdo do novo método
pelo fabricante; operacionalizacdo na rotina do laboratério e avaliacdo de potencial

aceitabilidade regulatoria.

O plano de validacdo deve incluir todas as etapas referentes ao método,
verificando se todas as etapas de execucédo e implementacédo do novo método foram
analisadas em profundidade, antes de se prosseguir com a implementacdo do

método propriamente dito.

A validacdo de métodos microbiolégicos rapidos aplicados na industria
farmacéutica pode ser realizada segundo parametros e procedimentos descritos na
33° edicdo da Farmacopeia Americana ou no documento EVALUATION, validation
and implementation of new microbiological testing methods. Primeiramente, o plano
de validacao deve documentar e planejar objetivos métodos e critérios de aceitacéo

nas etapas do plano de validacao.

1.8.1.1. Qualificacdo de instalacao

Conforme a RDC 17/10, qualificacdo de instalacdo € “conjunto de operacfes
realizadas para assegurar que as instalacdes (tais como equipamentos, infra-
estrutura, instrumentos de medicéo, utilidades e areas de fabricacdo) utilizadas nos
processos produtivos ou em sistemas computadorizados estdo selecionados
apropriadamente e corretamente instalados de acordo com as especificacdes
estabelecidas (BRASIL, 2010)
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Portanto, deve-se verificar e documentar que o sistema foi instalado em
condicOes adequadas para seu correto funcionamento. Essas condicbes devem ser
analisadas em conjunto com o fabricante do equipamento e qualquer condigdo que
seja diferente do previsto pelo mesmo deve ser cuidadosamente analisada,
documentada e justificada. Deve haver um protocolo e normas disponibilizadas pelo
fabricante do equipamento que deixem claro as responsabilidades do usuério e do

fabricante, as especificacdes do equipamento e os requerimentos de sua instalagao.

1.8.1.2. Qualificacdo de operacéo.

Conforme RDC 17/10, qualificacdo de uma operacdo € o “conjunto de
operacbes que estabelece, sob condicdes especificadas, que o0 sistema ou
subsistema opera conforme previsto, em todas as faixas operacionais consideradas.
Todos os equipamentos utilizados na execucao dos testes devem ser identificados e
calibrados antes de serem usados.” (BRASIL, 2010)

Portanto, deve-se verificar e documentar que o sistema, métodos e
instrumentacdo funcionam adequadamente. Nessa fase devem ser avaliados a
calibracdo do equipamento o funcionamento do software e a faixa de trabalho do

método.

Nesse contexto, considera-se como a etapa secundaria da qualificacdo de

uma operacdo a Prova de Conceito.

O objetivo da prova de conceito, segundo, o EVALUATION, validation and
implementation of new microbiological testing methods, € verificar se 0 método tem
potencial para ser validado e desafiado conforme os parametros de validagéo

definidos.

Isso inclui, avaliacdo do funcionamento do equipamento; adequabilidade do
protocolo experimental, inclusive método de inoculagdo, materiais utilizados,

diluicbes, transferéncia de amostra e acompanhamento dos resultados.
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1.8.1.3. Qualificacdo de desempenho

Conforme RDC 17/10, a qualificacdo de desempenho é a “’verificagdo
documentada que o equipamento ou sistema apresenta desempenho consistente e
reprodutivel, de acordo com parametros e especificacdes defenidas, por periodos
prolongados. Em determinados casos o termo “validagdo de processo” também pode
ser utilizado.” (BRASIL, 2010)

Portanto, deve-se verificar e documentar que o sistema funciona conforme as

requerimentos farmacopeicos.

Na qualificacdo de desempenho, de modo geral, os critérios que precisam ser
atendidos por MMR’s podem ser divididos em duas categorias: quantitativo e

gualitativo.

O capitulo 1225 da Farmacopeia Americana 2013 indica quais critérios devem
ser satisfeitos para os testes qualitativos e quais devem ser satisfeitos para os testes

guantitativos.

Considerando-se que o teste de esterilidade é um teste qualitativo, por
apresentar resultado do tipo passa/falha, considera-se que os parametros avaliados
na qualificacdo de desempenho: especificidade, limite de deteccdo, repetibilidade e

equivaléncia. (Farmacopeia Americana, 2013)

A) Especificidade

A especificidade é a capacidade do método em detectar uma gama de micro-

organismos, demonstrando-se adequado ao que se propde. Devem ser avaliadas as
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cepas preconizadas pelos compéndios, pois acredita-se que essas sejam
representativas quanto a variabilidade. Adicionalmente, deve-se avaliar cepas que
representem potenciais fontes de contaminacdo do processo, 0 que pode ser
avaliado por meio de compilacdo de dados histéricos de monitoramento ambiental

e/ou “screening” do processo.

B) Limite de deteccao/Sensibilidade

O Limite de deteccdo ou sensibilidade € o menor numero de micro-
organismos que pode ser detectado em uma amostra, mas nao necessariamente

guantificado, sob condi¢cdes experimentais definidas.

A determinacédo do limite de deteccéo na validacdo do método microbiologico
alternativo requer a deteccédo da menor carga de contaminacao possivel e, portanto,

um inéculo de baixa concentracéo.

Nesse contexto, deve-se considerar como principal limitacdo operacional a
obtencao do indculo cujo numero de UFC’s em baixa quantidade seja obtido com

precisao.

Estima-se que a variabilidade envolvida no método de diluicdo seriada seja de
10,5 log para fungos e +0,3 log para bactérias. (JENISSON, M; WADSWORTH G,
1939; EVALUATION, validation and implementation of new microbiological testing
methods, 2000)

Além disso, se forem coletadas aliquotas de uma solucdo hipoteticamente
homogénea de uma suspensdo microbiana, as contagens resultantes dessas
aliquotas resultardo em uma distribuicdo de Poisson. Isso implica que, na medida
gue o numero de UFC em suspensao diminui, diminui a precisdo. (JENISSON, M;
WADSWORTH G, 1939). Portanto, em baixo nivel de contaminacdo, o método de
diluicdo seriada ndo permite obter um inéculo de baixissima carga de contaminagéo

com precisao, o que faz dessa ténica inadequada para o propésito da validacao.
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Alternativamente, o Bioball® single shot (figura 6) € uma esfera branca de
aproximadamente 3 mm, que contém 30 UFC, com variacdo inferior a 2 desvios
padrbes em nlimero absoluto. Essas esferas sdo produzidas por citometria de fluxo,
onde sdo contados 30 micro-organismos viaveis, que sao depositados em nitrogénio
liquido e posteriormente liofilizados. Trata-se de um processo robusto pois apresenta

uma variacao inferior a 1 desvio padréo de lote para lote (MORGAN, et. al. 2004).

—.—
Figura 6 - Frasco contendo Bioball®

C) Robustez

A Robustez € o grau de reprodutibilidade dos resultados do teste sob
diferentes condi¢cdes experimentais como: analistas diferentes, instrumentos

diferentes e diferentes lotes de insumos.

D) Equivaléncia

A equivaléncia é, essencialmente, a medida de quado similar o método

alternativo é com relacdo ao método farmacopeico.
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Conforme preconizado na Farmacopeia Americana, 2013, a equivaléncia dos
critérios pode ser avaliada de forma quantitativa. Recomenda-se a realizacdo de
testes Qui-Quadrado para avaliar a propor¢cao de amostras detectadas em ambos os
métodos.

Esse teste requer, para cada condicdo avaliada, um minimo de 5 amostras,

para que seu resultado seja estatisticamente significativo.

A equivaléncia, por si s6, nao justifica a substituicdo do método farmacopeico
pelo método alternativo, uma vez que o primeiro dispensa validacdo por possuir
longo e amplo histérico e em sua implementagcédo, deve-se somente proceder a

adequacao do meétodo ao seu uso pretendido.

A implementagdo deve ocorrer, somente se, 0 método alternativo, além de
apresentar equivaléncia quanto aos parametros criticos avaliados, apresentar
desempenho superior, quanto ao tempo de liberacdo de resultado, ao custo de
aquisicao, ao suporte necessario e disponivel, ao custo de execu¢do e manutencéo
de todo o aparato a longo prazo (MOLDENHAUER e SUTTON, 2004).
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho é verificar se Bact/Alert® aplicado ao teste de
esterilidade de Solu¢cbes Parenterais de Grande Volume (SPGV) pode ser validado e
considerado como equivalente ao método farmacopeico e se, demonstrada a

equivaléncia, se apresenta tempo de detecc¢éao inferior ao método farmacopeico.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. EQUIPAMENTO UTILIZADO

O método microbiolégico rapido do presente trabalho — Bact/Alert®, (Figura 7),
foi disponibilizado pela Biomerieux®.

Figura 7 - Bact/Alert® com camara de incubacao aberta.

Conforme mencionado no item 1.7 o equipamento € dotado de um sistema de
deteccdo e precessamento que inclui algoritmos de deteccdo de crescimento
microbiano em diferentes etapas. No presente trabalho o algoritmo utilizado, foi o
algoritmo padrédo do equipamento.

3.2. MICRO-ORGANISMOS TESTE

Foram utilizados BioBalls® single shot (Biomerieux®),dos seguintes micro-
organismos: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC 8739), Clostridium
sporogenes (ATCC 19404), Candida albicans (ATCC 10231) e Aspergillus
brasiliensis (ATCC 16404).



Tabela 1 - Caracteristicas dos micro-organismos testados
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Micro-organismo

Preferéncia Metabdlica

Classificacdo

Staphylococus aureus (ATCC 6538)

Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)

Escherichia coli (ATCC 8739)

Clostridium sporogenes (ATCC 19404)

Candida albicans (ATCC 10231)

Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404)

Aerdbico/
Anaerdbico facultativo

Aerdbico/
Anaerdbico facultativo

Aerdbico/

Anaerdbico facultativo

Aerdbico/
Anaerdbico facultativo

Anaerdbico obrigatério

Aerdbico obrigatoério

Aerdbico obrigatério

Bactéria Gran positiva

Bactéria Gran positiva

Bactéria Gran negativa

Bactéria Gran negativa

Bactéria Gran positiva

Fungo - Levedura (*)

Fungo - Bolor (*)

(*)Fungos sdo Gran positivos

(MURRAY, et. al., 1998)

3.3. INSTALACOES E INTRUMENTOS

A execucao dos experimentos foi realizada em dois laboratérios diferentes,

sendo eles o Laboratério de Bromatologia e Quimica do Instituto Adolfo Lutz (IAL),

Sdo Paulo e o Laboratério de Controle Biolégico do Departamento de Farmacia

(FBF) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séo Paulo (FCF

— USP).

No Laboratério de Bromatologia e Quimica do IAL foi realizada a etapa de

inoculacdo das amostras intencionalmente contaminadas, pré incubacgéo e coleta de

aliquotas e inoculagdo das amostras nos frascos de BCTA, enquanto que, no
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Laboratorio de Controle Bioldégico do Departamento de Farmacia (FBF) da FCF —

USP foi realizada a incubacgéo dos frascos inoculados no equipamento BCTA.

Todas as instalagcdes envolvidas nos testes de esterilidade foram qualificadas
de acordo com cronograma e protocolo desenvolvidos pelo grupo designado do
Instituto Adolfo Lutz. Os testes foram executados em unidade de fluxo laminar
vertical (modelo VLFS-18 / n° de série FL3752 - VECO), que satisfaz aos requisitos
de Classe 100, por sua vez alocada em uma sala biolimpa. A sala biolimpa é provida
de sistema de alimentacdo de ar forcado, filtrado através de filtros de alta eficiéncia
(HEPA), sendo a distribuicdo do ar feita em regime de fluxo n&o unidirecional
(turbulento), onde as particulas sdo espalhadas no ambiente e diluidas no volume de
ar circulante, mantendo a concentracao abaixo dos niveis permitidos pelas normas,
satisfazendo aos requisitos de Classe 10.000. Tal sala apresenta pressdo positiva
em relacdo as salas adjacentes, além de controles de temperatura e umidade

relativa.

Todo material envolvido no teste: meios de cultura, solucdo de lavagem,
dispositivos de transferéncia de amostras, tesouras e pingas, etc. foram testados

guanto a esterilidade, evitando a ocorréncia de falsos-positivos.

3.4. TRANSPORTE DOS FRASCOS DE BACT/ALERT® CONTENDO
INOCULO

Os frascos de BCTA contendo os inoculos foram transportados em caixas de
isopor contendo gelo até o Laboratério de Controle Biol6gico do Departamento de
Farmacia (FBF) da FCF-USP. Tal procedimento foi realizado em até no maximo 4h

apos o processo de inoculacao.
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3.5. COLETA DE INOCULO DOS TUBOS CONTENDO CALDO CASEINA
SOJE E CALDO TIOGLICOLATO.

A coleta das aliquotas dos tubos contendo meio de cultura caseina soja e
meio tioglicolato foram feitas utilizando-se seringas de 10 mL e agulhas estéreis de
(Beckton Dickinson Company).

Nos experimentos realizados com C. sporogenes foi utilizado na coleta de

amostras, escalpe para coleta de amostras a vacuo, conforme figura 8.

Figura 8 - Escalpe para coleta de amostras a vacuo BD
Vacutainer Brand Blood Collection sets®

(Beckton Dickinson Company)

3.6. MEIOS DE CULTURA E PRODUTOS

Para a realizacdo dos testes foram utilizados solucédo salina, concentrado

polieletrolitico para dialise e solucdo de metronidazol, todos estéreis, como produtos.

Os tubos de ensaio utilizados para armazenamento do meio de cultura tinham

a dimenséo de (25x150) mm.



38

3.6.1. Meios de Cultura

a) Meio fluido de tioglicolato
o L-Cistina 0,5 g;

. Cloreto de sédio 2,5 g;

. Dextrose 5,5 g;

o Agar granulado (umidade n&o superior a 15%) 0,75 g;

o Extrato de levedura (soluvel em agua) 5,0 g;

o Caseina obtida por digestao pancreética 15,0 g;

o Tioglicolato de sadio (ou &cido tioglicélico) 0,5 g (0,3 mL);

o Resazurina sédica a 0,1% (p/v) recentemente preparada 1,0 mL; e

. Agua purificada 1000 mL.

O pH do meio apds esterilizacéo é de 7,1 £ 0,2

b) Caldo de Caseina soja
o Caseina de digestao pancreatica 17,0 g;

o Farinha de soja de digestdo papainica 3,0 g;
o Cloreto de sodio 5,0 g;

o Fosfato de potassio dibasico 2,5 g;

. Dextrose 2,5 g; e

. Agua purificada 1000 mL.

O pH do meio apés esterilizacéo é de 7,3 £ 0,2.
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C) Meio BacT/ALERT® SA Biomerieux® - Meio aerébico
. Digerido pancreatico de Caseina 1,7% p/v;

o Digerido de papaina de farelo de soja 0,3% p/v;
o Polianetosulfonato de sddio (SPS) 0,035%;
o Hidrocloreto de Piridoxina 0,001% pl/v;
o Outros substratos de aminoacidos e carboidratos complexos; e
. Agua destilada g.s.p. 40 mL.
O pH varia de 7,03 a 7,52. Os frascos sao preparados com atmosfera
de CO2 em oxigénio a vacuo.

Figura 9 - Frasco SA®, utilizado no equipamento
Bact/Alert®.
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d)  Meio BacT/ALERT®SN Biomerieux® - Meio Anaerébico

. Digerido pancreatico de caseina 1,36% p/v;
o Digerido de papaina de farelo de soja 0,24% plv;
o Polianetosulfonado de Sédio 0,035% p/v (SPS) — anticoagulante;
o Menadiona 0,00005% p/v;
o Hemina 0,00005% pl/v;
o Extrato de levedura 0,376% plv;
o Hidrocloreto de Piridoxina 0,000,8% p/v;
o Piruvato de Sddio 0,08% plv;
o Agentes redutores e outros aminoéacidos e carboidratos complexos; e
. Agua g.s.p. 40mL.
O pH varia de 7,14 a 7,4 . Os frascos sdo preparados com atmosfera

de CO2 em nitrogénio sob vacuo.

Figura 10 - Frasco SN®, utilizado no equipamento

Bact/Alert®.
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3.6.2. Produtos
a)  Solucdo de Metronidazol 500mg - Metroniflex® - BAXTER®

. Agua purificada g.s.p. 100mL.
O pH é de 5,5 (4,7 — 7) e a osmolaridade 310 mOsmol/L.

b)  Solucéo fisiolégica apirogénica® BAXTER®

. Cloreto de sédio a 0,9%:; e
. Agua g.s.p. 100mL.

O pH é de aproximadamente 5,0.

C) Concentrado polieletrolitico para diélise Dianeal® BAXTER
. Volume 6L.

J Cada 100mL contém:
¢ Glicose monoidratada: 4,25g;
e Cloreto de sodio: 538mg;
e Cloreto de Calcio dihidratado: 18,3mg;
e Cloreto de Magnésio hexahidratado: 5,06mg;
e Lactado de sodio: 448mg; e
e Agua para injetaveis: g.s.p. 100mL.
O pH é de 5,2 (4 — 6,5) e a osmolaridade de 483 mOsmol/L.

3.7. MONITORAMENTO AMBIENTAL

A preparacdo dos indculos e a execucao dos testes foram realizadas em
unidade de fluxo de ar unidirecional. O monitoramento microbiolégico foi feito
passivamente por meio de distribuicdo de placas de sedimentacdo contendo Agar
caseina de soja na unidade de fluxo de ar unidirecional e em pontos especificos
onde foi realizado o ensaio, com tempo de exposicdo de 30 min. A incubacéo
dessas placas foi feita em estufa a 20-25°C por 5 dias e em seguida a 30-35°C por

mais 2 dias.
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3.8. CONTROLE DE BIOBALLS® SINGLESHOT

Os Bioballs® sao disponibilizados pelo fabricante em um frasco
hermeticamente fechado e uma ampola com o fluido de reidratacdo. Cada frasco
contem apenas um Bioball e o processo de reidratacdo se da pela aplicacdo do
fluido de reidratacdo sobre o Bioball, que dissolve instantaneamente.

Antes do inicio de cada experimento, um BioBall® SingleShot, foi plaqueado
em em placa de Petri contendo agar caseina de soja inclinado, incubado a 30-35°C
por 24 a 48 horas, no caso de bactérias, e em Agar Saboraud a 20- 25°C, por 7 dias,
no caso de bolores e leveduras. Essa medida se fez necessaria para confirmar a
carga microbiana estabelecida pelo fabricante, de 28 a 33 UFC/ BioBalls®

(Farmacopeia Brasileira 2010.; Farmacopeia Americana, 2013).

3.9. FASES EXECUCAO DO EXPERIMENTO

Foram utilizados trés niveis de concentracdo de padrdes microbianos: N1 (20
UFClteste), N2 (2 UFClteste) e N3 (0,2 UFClteste) (Farmacopeia Americana, 2013;
EVALUATION, validation and implementation of new microbiological testing
methods, 2000). O numero de amostras utilizadas nos experimentos esta descrito na
tabela 2.

Tabela 2 - Namero de réplicas utilizadas nas fases do experimento

Concentrado

Carga de " . . . Solugdo de
L Solugdo Salina polieletrolitico .
Contaminagao e Metronidazol
para dialise
20 UFC/teste 3 3 3
2 UFC/teste 24 12 12

0,2 UFC/teste 24 12 12
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O inéculo foi preparado pela dissolucdo de nimero adequado de BioBalls®
SingleShot em solugdo salina para obter cada um dos niveis de contaminacéo
(VERDONK et. al. 2010).

3.10. METODO FARMACOPEICO - AVALIACAO DE DESEMPENHO

A contaminacdo das amostras dos produtos (solugcdo salina; concentrado

polieletrolitico para dialise e solu¢cdo de metronidazol) foi realizada em 4 etapas:

l. Filtrou-se 100mL do produto testado (solucdo salina; concentrado

polieletrolitico para dialise ou solucado de metronidazol).;
I. Consecutivamente, filtrou-se 2 vezes 100mL de solucdo Salina,

[I. Reidratou-se os Bioballs® com o kit fornecido pelo fabricante, inoculou-
se quantidade de Bioball reidratado em 100mL de solucédo salina a fim de se obter
as cargas de contaminacao desejadas (20UFC; 2UFC; 0,2UFC) diluiu-se até atingir

a carga adequada; e

V. Filtou-se os 100mL solucéo salina intencionalmente contaminada com

as cargas de contaminacédo desejadas.

Nos testes realizados com C. sporogenes e Metronidazol foi realizada uma
lavagem a mais de solucdo salina. A justificativa dessa alteracdo de metodologia

especificamente para esse micro-organismo esta descrita no item 6.2.2.

Apés a filtracdo, a membrana filtrante foi seccionada na metade, sendo que
cada metade transferida para 90 mL de meio de cultura — caldo Caseina de soja
(TSB) e meio fluido de Tioglicolato com indicador (TIO) — que foram incubados nas

condicdes de temperatura preconizadas pelo método, conforme tabela 3:
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Tabela 3 - Condi¢Oes de incubacé&o de cada cepa microbiana

Micro-organismo Meio de Cultura Temperatura de Incubacao
Escherichia coli caldo caseina soja (TSB) 32,5+0,5°C
Staphylococus aureus  caldo caseina soja (TSB) 32,5+0,5°C
Bacilus subtilis caldo caseina soja (TSB) 32,5+0,5°C
Pseudomonas aeruginosa caldo caseina soja (TSB) 32,5+0,5°C
Clostridium sporogenes  caldo tioglicolato (TIO) 32,5+0,5°C
Candida albicans caldo caseina soja (TSB) 22,5+0,5°C
Aspergillus brasiliensis ~ caldo caseina soja (TSB) 22,5+0,5°C

Nos testes realizados com A.brasiliensis as membranas filtrantes foram
inoculadas em 20mL de meio de cultura, a fim de facilitar a coleta do microrganismo
na inoculacdo dos frascos de Bact/Alert®, tanto para as amostras quanto para 0s
controles. A justificativa dessa alteracdo de metodologia estdo descritas no item
6.2.2.

a) Controle negativo: 90 mL de cada meio de cultura — caldo caseina
soja (TSB) e meio fluido de tioglicolato com indicador (TIO), foram
incubados, sem nenhum inéculo microbiano, nas condi¢cées conforme
tabela 3.

b) Controle negativo do produto: 100 mL do produto foram submetidos
ao teste de esterilidade convencional, pelo método de filtracdo por
membrana. Apos filtracdo da amostra, a membrana foi lavada com
duas porc¢des de solucéo salina e seccionada, sendo que cada metade
transferida para 90 mL de meio de cultura — caldo caseina soja (TSB) e
caldo tioglicolato com indicador (TIO), os quais foram incubados nas

condi¢Oes de temperatura conforme tabela 1.
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C) Controle positivo: O volume resultante da reidratagdo de 1 Bioball®
foi transferida para 90 mL de meio de cultura — caldo Caseina de soja
(TSB) e caldo tioglicolato com indicador (TIO), os quais foram

incubados nas condi¢des de temperatura conforme tabela 3.

Ap6s 18h de incubacdo, foram retiradas aliqguotas de cada meio de cultura
dos testes e controles, para serem avaliadas por BCTA. Apés cada retirada de
aliquotas, os meios de cultura retornaram as condicbes de temperatura de
incubagéo, sendo mantidos por 28 dias até o resultado final do teste de esterilidade

convencional.

3.11. METODO RAPIDO - BACT/ALERT®

As aliquotas foram retiradas somente das amostras de meio de preferéncia
metabolica do micro-organismo testado, ou seja, quando testados micro-organismos
aerobicos (6 cepas), as aliquotas foram retiradas de caldo Caseina de soja e quando

anaerobico (1 cepa), de caldo Tioglicolato.

Previamente a coleta das aliquotas, os tubos contendo caldo Caseina de soja
foram vigorosamente agitados em vortex a 2.200 rpm durante 30s. Os tubos
contendo meio fluido tioglicolato foram suavemente agitados a fim de ndo expor o

micro-organismo presente ao oxigénio do ar.

A coleta das aliquotas foi feita por meio de seringas estéreis descartaveis,
com excecdo de C.sporogenes, em que a coleta foi realizada através de escalpe
(BD VACUTAINER Brand blood collection® sets). O escalpe foi imerso proximo ao
fundo do tubo, bem abaixo do anel formado pela resazurina. A inoculacédo foi
realizada transferindo-se 5mL das aliquotas retiradas dos testes convencionais

sendo aliquotas referentes ao caldo Caseina-soja inoculadas em frascos SA®
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aerébicos, e aliquotas referentes ao caldo tioglicolato inoculados em frascos SN®
anaerébicos e incubados a 32,5 +0,5°C no equipamento. Apdés a incubacgédo o
equipamento realizou a leitura das amostras a cada 10 min. durante 14 dias.

3.12. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Todas as andlises estatisticas descritas a seguir foram realizadas utilizando-
se 0 software estatistico Minitab® v.16. Todos os testes de inferéncia estatistica

tiveram como base coeficiente de confianca de 95%.
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4. RESULTADOS

Os testes com o método rapido foram feitos em paralelo com o método
farmacopeico, o que é de fundamental importancia para esse trabalho, para que os

dados tenham significado estatistico.

4.1. QUALIFICACAO DE INSTALACAO

Tanto a qualificacdo de instalacdo, quanto a qualificacdo de operacao, foram

realizadas em conjunto com fabricante do equipamento.

Na qualificacdo de instalacdo foram verificadas a estabilidade da alimentacéo

elétrica; a instalagéo de “No-break” e a adequc¢éo da temperatura ambiante da sala.

Os itens verificados apresentaram resultados satisfatorios.

4.2. QUALIFICACAO DE OPERACAO

Foi realizada calibracdo do equipamento pelo fabricante antes da realizacéo
dos experimentos, onde foram verificados, o funcionamento do software (sistemas
de senhas, funcionamento de alrmes, registro de dados e backup, exportacdo de
dados, sistema de deteccdo das amostras, registro de entrada e saida de amostras,
controle de temperatura nas camaras incubadoras. Todos esses itens foram
testados e apresentaram resultados em conformidade com as especificacdes

fornecidas pelo fabricante do equipamento.
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Além disso, foi realizada a “Prova de Conceito” cujo propésito foi avaliagéo do
potencial do método rapido em ser validado frente ao MFCP, ou seja, determinar
nesse caso, se a qualificacdo de derformance é factivel. Os resultados dessa etapa
estdo disponiveis na tabela 4.

4.3. QUALIFICACAO DE DESEMPENHO

A qualificacdo de desempenho foi realizada conforme critérios definidos no
item 1.8.1.3. Os resultados dos testes referentes a Qualificacdo de desempenho

estdo sumarizados nas tabelas 5 e 6.
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Tabela 4 - Resultados da qualificacéo de operacao (Prova de Conceito) — Carga de contaminacgao - 20UFC/teste

MFCP

BCTA

Micro-organismo Tipo de produto

Média s Falsos negativos/ Média s Falsos negativos/
At (h) Total de testes At (h) Total de testes

Solucao salina 48 = O 0/3 23 = 1 0/3
E.coli Concentrado polieletrolitico 48 = O 0/3 23 + O 0/3
Solucéo de Metronidazol 48 £ O 0/3 23 £ O 0/3
Solucéao salina 48 £+ O 0/3 28 = 1 0/3
B.subtilis Concentrado polieletrolitico 48 + O 0/3 27 = 1 0/3
Solugcao de Metronidazol 48 = O 0/3 29 = 1 1/3
Solucao salina 48 = O 0/3 29 = O 0/3
S.aureus Concentrado polieletrolitico 48 = O 0/3 30+ O 0/3
Solucéo de Metronidazol 48 £ O 0/3 29 =+ O 0/3
Solucéao salina 48 £ O 0/3 28 = O 0/3
P.aeruginosa Concentrado polieletrolitico 48 = O 0/3 30 + O 0/3
Solugcéao de Metronidazol 48 = O 0/3 29 = 1 0/3
Solucédo salina 48 £+ O 0/3 52 + 14 0/3
C.sporogenes Concentrado polieletrolitico 48 + O 1/3 35 + 6 1/3
Solucao de Metronidazol 48 =+ O 0/3 29 + 6 0/3
Solucéao salina 72 + O 0/3 120 = 17 0/3
A. brasiliensis Concentrado polieletrolitico 72 £ O 0/3 119 + 22 0/3
Solucao de Metronidazol 72 = O 0/3 106 = 27 0/3
Solucéao salina 72 =+ O 0/3 39 x 2 0/3
C.albicans Concentrado polieletrolitico 72 =+ O 0/3 37 =+ O 0/3
Solucdo de Metronidazol 72 = 0O 0/3 41 =+ 3 0/3

At (h) — variagdo de tempo

S — Desvio padrao amostral



Tabela 5 - Resultados da qualificacédo de desempenho — Carga de contaminacéao - 2 UFC/teste
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MFCP

BCTA

Micro-organismo Tipo de produto

Média s Falsos negativos/ Média s Falsos negativos/
At (h) Total de testes At (h) Total de testes

Solucédo salina 48 = O 7/24 23 £ 1 8/24
E.coli Concentrado polieletrolitico 48 = O 3/12 24 + 2 4/12
Solucao de Metronidazol 50 = 7 1/12 24 + O 2/12
Solucao salina 48 £+ O 10/24 27 + 1 10/24
B.subtilis Concentrado polieletrolitico 48 = O 2/12 27 £ 2 6/12
Solucao de Metronidazol 51 + 8 4/12 26 + 1 2/12
Solucao salina 74 £ 7 11/24 29 + 1 12/24
S.aureus Concentrado polieletrolitico 72 £ O 7/12 26 £ O 7/12
Solucdo de Metronidazol 77 £ 10 2/12 27 £ 1 3/12
Solucao salina 48 = O 7/24 33+ 0 7/24
P.aeruginosa Concentrado polieletrolitico 52 + 10 6/12 33+ 2 6/12
Solucdo de Metronidazol 48 = O 2/12 32 + 1 2/12
Solucédo salina 87 + 25 16/24 86 + 70 13/24
C.sporogenes Concentrado polieletrolitico 96 = O 11/12 231 £ 40 10/12
Solucéo de Metronidazol 96 = O 9/12 128 =+ O 11/12
Solucéo salina 98 + 6 9/24 66 = 27 21/24
A. brasiliensis Concentrado polieletrolitico 96 + O 4/12 85 + O 11/12
Solucao de Metronidazol 96 + O 4/12 42 + 0O 11/12
Solucao salina 48 £+ O 5/24 42 + 10 9/24
C.albicans Concentrado polieletrolitico 48 = O 1/12 43 + 1 10/12
Solugcao de Metronidazol 48 = 0O 6/12 34 + 15 10/12

At (h) — variagcdo de tempo

S — Desvio padrao amostral



Tabela 6 - Resultados da Qualificacdo de desempenho — Carga de contaminacao — 0,2 UFC/teste
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MFCP BCTA
Micro-organismo Tipo de produto Média Falsos negativos/ Média s Falsos negativos/
At (h) Total de testes At (h) Total de testes
Solucéao salina 72 £+ 54 19/24 45 + 41 19/24
E.coli Concentrado polieletrolitico 48 £+ 0O 10/12 26 =+ O 10/12
Solucdo de Metronidazol 48 =+ O 10/12 32 + 10 9/12
Solucédo salina 36 =+ 24 19/24 52 + 49 19/24
B.subtilis Concentrado polieletrolitico 48 =+ O 11/12 31 + 7 8/12
Solucdo de Metronidazol 48 =+ O 11/12 27 £ 0O 11/12
Solucédo salina 48 =+ O 21/24 29 + O 22/24
S.aureus Concentrado polieletrolitico 48 =+ O 9/12 29 + 1 9/12
Solucdo de Metronidazol O+ O 0/12 29 + 1 9/12
Solugéo salina 48 = O 20/24 42 = 3 21/24
P.aeruginosa Concentrado polieletrolitico 48 =+ O 10/12 43 £ O 10/12
Solucdo de Metronidazol 48 =+ O 10/12 44 + 5 10/12
Solucao salina 56 + 14 21/24 29 + 2 21/24
C.sporogenes Concentrado polieletrolitico 48 =+ O 9/12 29 = 1 9/12
Solucao de Metronidazol 72 £+ O 11/12 31+ 0 11/12
Solucao salina 96 + O 22/24 53 + 27 18/24
A. brasiliensis Concentrado polieletrolitico 96 + O 10/12 105 = 7 9/12
Solucao de Metronidazol O+ 0 12/12 114 + 103 10/12
Solucéao salina 48 =+ O 21/24 38 + 1 21/24
C.albicans Concentrado polieletrolitico 48 =+ O 9/12 38 + 1 8/12
Solucdo de Metronidazol 48 + O 11/12 38 + O 11/12

At (h) — variagcdo de tempo

S — Desvio padrao amostral



4.4.

MONITORAMENTO AMBIENTAL

Tabela 7 - Resultados de Monitoramento Ambiental
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Data do experimento

Etapa de inoculagdo no
MFCP

Etapa de inoculagdo nos
frascos de BCTA

Aceitagdo do
experimento

06/12/2011

13/12/2011

20/12/2011

11/01/2012

17/01/2012

31/01/2012

07/02/2012

14/02/2012

24/02/2012

28/02/2012

02/03/2012

08/03/2012

13/03/2012

27/03/2012

04/04/2012

11/04/2012

17/04/2012

31/05/2012

12/06/2012

14/08/2012

28/08/2012

14/09/2012

15/09/2012

28/09/2012

23/10/2012

Auséncia de

Auséncia de

Auséncia de

Auséncia de
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4.5.

UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS

CARGA MICROBIANA DOS LOTES DE BIOBALLS® SINGLE SHOT
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Todos os Resultados dos testes realizados com os Bioballs confirmaram a

carga microbiana declarada no certificado de andlise do fabricante.

4.6. TESTES ESTATISTICOS DE ASSOCIACAO NAS DIFERENTES
CONCENTRACOES TESTADAS

Tabela 8 - Resultados dos testes de associacdo entre os métodos nos

experimentos realizados com 20UFClteste

Teste estatistico

Microrganismo Pee(1rr)son Qu(i;_}&zﬁjrea)do Teste d(ii/oarllﬁg)rdéncia Resultado Final
Escherichia coli 0 (21,000;1,000) 0,5 Equivalente
Bacillus subtilis 0,0443242 N/A 0,443105 Equivalente

Staphylococus aureus 0 (1,000;1,000) 0,5 Equivalente
Pseudomonas aeruginosa 0 (1,000;1,000) 0,5 Equivalente
Clostridium sporogenes 0 (1,000;1,000) 0,5 Equivalente
Candida albicans 0 (1,000;1,000) 0,5 Equivalente
Aspergillus brasiliensis 0 (1,000;1,000) 0,5 Equivalente

Tabela 9 - Resultados

dos testes de associacdo entre os métodos nos

experimentos realizados com 2UFC/teste

Teste estatistico

Microrganismo Pe?rr)son Qu(il;(_g\l;gﬁgdo Teste d(tla:_(\:/og;ﬁg)rdancia Resultado Final
Escherichia coli 0,0184473 (0,984;0,984) 0,427628 Equivalente
Bacillus subtilis -0,0182659 (0,810;0,791) 0,555061 Equivalente

Staphylococus aureus 0,0119124 (0,997;0,997) 0,446082 Equivalente
Pseudomonas aeruginosa 0 (1,000;1,000) 0,5 Equivalente
Clostridium sporogenes -0,0113938 (0,797;0,788) 0,589906 Equivalente
Candida albicans 0,097529 (0,003;0,001) 0,169644 Equivalente
Aspergillus brasiliensis 0,156774 (0,000;0,000) 0,04274 Nao Equivalente
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Tabela 10 -Resultados dos testes de associacdo entre os métodos nos
experimentos realizados com 0,2UFClteste

Teste estatistico

Microrganismo Pe?rr)son Qlj(il;(?\ﬁﬁgdo Teste d(?:)_c\l/oe:ﬁg)rdéncia Resultado Final
Escherichia coli -0,0060537 (0,998;0,998) 0,518377 Equivalente
Bacillus subtilis -0,0182659 (0,810;0,791) 0,555061 Equivalente

Staphylococus aureus -0,0513369 (0,012;0,002) 0,627925 Equivalente
Pseudomonas aeruginosa 0 (1,000;1,000) 0,5 Equivalente
Clostridium sporogenes 0,0061697 (0,999;0,999) 0,462956 Equivalente
Candida albicans -0,0100733 (0,987,0,987) 0,53823 Equivalente
Aspergillus brasiliensis -0,0431877 (0,436;0,336) 0,695118 Equivalente

4.7. LIMITES DE DETECCAO

Tabela 11. Resultado final dos testes de associacdo entre os métodos nos

experimentos

Teste estatistico
Pearson Spearman Qui-Quadrado Teste de Concordancia
(N (rho) (P-Value) (P-Value)

Resultado Final

0,011288 0,012861 (0,644;0,643) 0,305396 Equivalente
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Figura 18 -Estatistica descritiva do tempo de deteccao
no método Bact/Alert® sem resultados

atipicos.

O Meétodo Farmacopeico ndo aprensentou resultados atipicos quanto ao

tempo de deteccéao.
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5. DISCUSSAO

5.1. QUALIFICACAO DE INSTALACAO

Nas fases de Qualificacdo de Instalacdo e Operacao, foi avaliado que BCTA
ocupa relativamente pouco espaco, tem consumo elétrico semelhante as estufas de
incubacédo de MFCP. O equipamento de BCTA requeriu quase nenhum investimento
de infraestrutura para instalacdo: apenas o “No break” fornecido pelo fabricante do
equipamento e um sistema de ar-condicionado que ja fazia parte da infra-estrutura

do laboratorio.

5.2. QUALIFICACAO DE OPERACAO

5.2.1. Funcionamento do Equipamento

A calibracdo do sistema de deteccdo e do controle de temperatura, nao
apresentaram complexidade. As funcionalidades do software como controle de
senhas, sistema de alarmes, registro e exportacao de dados sao simples, possuem
interface de facil operacdo. O equipamento Bact/Alert® possui somente uma estufa

de incubacao sendo possivel portanto, definir uma Unica temperatura de incubacéo.
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5.2.2. Prova de Conceito

As amostras com alta carga de contaminacdo puderam ser detectadas em
ambos os métodos, conforme tabela 4.

Essa etapa tem alta carga de contaminacao e seu principal objetivo € verificar
se 0 método rapido tem a capacidade de detectar as diferentes cepas testadas e se
€ capaz de detectar altas cargas de contaminagdo. Portanto, o objetivo dessa etapa
ndo é desafiar o método rapido, mas sim determinar se o0 método, pode ser validado.

O numero de réplicas nas cargas de contaminacdo de 2 UFClteste e
0,2UFClteste foi definido com base nos requerimentos de testes estatisticos. O teste
Qui-quadrado requer um minimo de 5 réplicas para cada condi¢cdo testada para

apresentar representatividade estatistica.

Apesar de o proposito da primeira fase ser essencialmente avaliar a validade
das condicbes experimentais e a equivaléncia de deteccdo entre os métodos, foi
possivel verificar que os resultados de tempo de deteccdo apresentados em BCTA

foram inferiores aos resultados apresentados pelo MFCP.

Os dados da literatura evidenciam que a coeréncia entre o0 método rapido e o
MFCP se mantém mesmo quando a carga de contaminacdo € diminuida
(MASTRONARDI et. al., 2010; VERDONK et. al.,, 2010; PARVEEN et. al., 2011,
KIELPINSKI et. al., 2005).

A adequacao na fase de maior carga de contaminacdo foi essencial para
identificar pontos de melhoria, adequar o protocolo experimental e prosseguir para a

etapa de avaliacdo de desempenho em cargas de contaminacao inferiores.

Ao final da execucdo dos experimentos da fase de qualificacdo de operacéo,

os dados dos experimentos da Prova de Conceito foram analisados quanto:
- a recuperacdo microbiana, nos dois métodos; e

- a executabilidade dos dados experimentais, sendo identificado que o

protocolo experimental poderia ser melhorado.
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5.2.3. Tratamento dos dados experimentais.

Os testes estatisticos realizados no decorrer das etapas experimentais foram

os testes de equivaléncia da relacdo positivos/falsos-negativos entre os dois

métodos utilizados (Farmacopeico e Bact/Alert®) e entre os diferentes produtos

utilizados (solucdo salina, concentrado polieletrolitico para didlise, solucdo de

Metronidazol), pois essa avaliacdo é premissa para avaliacdo dos tempos de

deteccdo das amostras intencionalmente contaminadas. Os testes estatisticos de

equivaléncia utilizados foram:

A)

B)

C)

Teste qui-quadrado: verifica associacdo entre as variaveis, sendo
hipétese nula a ndo-associagao entre as variaveis. Portanto, “p” > 0,05
significa que ndo ha associacao entre as variaveis e que 0os métodos séo
equivalentes;

Teste de correlacdo de Pearson: verifica correlacéo entre as variaveis,
sendo nenhuma correlacdo = 0 e total correlacdo = £ 1. Quanto mais
proximo de O maior a probabilidade de as variaveis serem
independentes, de ndo haver correlacéo, ou seja, de haver equivaléncia
entre os métodos;

Teste de concordéancia: avaliacdo global sobre a associacdo entre as
variaveis estudadas. A hipotese nula do teste de concordancia é que a
probabilidade de concordancia € igual a probabilidade de discordancia.
Portanto "p” >0,05 significa que os pares sdo concordantes e, dessa

forma, os métodos sdo equivalentes.
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5.2.4. Adequacéo do Protocolo Experimental

Durante a execucdo dos experimentos na prova de conceito foi possivel
identificar que C. sporogenes ndo apresentou recuperacdo em ambos 0s métodos
guando inoculado em solucdo de Metronidazol e A. brasiliensis apresentou baixa
taxa de recuperacdo em Bact/Alert® em todos os produtos testados. Por nao
apresentarem recuperacao equivalentes entre os métodos, tanto C. sporogenes

guanto A. brasilensis tiveram seus protocolos experimentais revisados.

A) Clostritium sporogenes

Considerando que as demais condi¢cOes experimentais foram as mesmas para
as outras cepas que tiveram recuperacdo de 100%, foi possivel concluir que a

solucédo de metronidazol estava exercendo efeito bacteriosatico.

O metronidazol (5-nitro-imidazol) foi introduzido em 1959 para tratamento de
infeccdes causadas por Trichomonas vaginalis. Tem potente atividade anaerobicida,
seu espectro de atividade inclui protozoarios, bactérias anaerdbicas e algumas
poucas microaerofilas (ndo é ativo frente ao género Actinomyces), sendo muito ativo
frente a bacilos gram-negativos, com raras excec¢des. Sua acdo antibacteriana e
antiprotozoaria se da pela desestruturacdo do DNA. (VICENTE D; TRALLERO P.
2010)

Na tentativa de neutralizar o efeito bacteriostatico do metronidazol, aumentou-
se 0 numero de lavagens da membrana filtrante antes da introducéo do indculo, no

momento da filtracdo da amostra.

Repetiram-se o0s testes com a alteracdo do protocolo experimental

acrescentando uma lavagem da membrana e 0s novos resultados indicaram
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melhora na recuperacdo,aproximando a equivaléncia entre os métodos. Essa

alteracéo também foi implementada no controle negativo do produto metronidazol.

Como os resultados com a carga de contaminagdo de 20 UFC ainda nao
foram considerados satisfatorios, apdés o aumento no nimero de lavagens, levantou-
se a hipétese de que o método de coleta de aliquota em meio Tioglicolato e a
inoculagcdo nos frascos de meio de cultura SN poderiam estar causando estresse
adicional ao micro-organismo, por expor 0 micro-organismo ao oxigénio do ar, o que
nesse caso € particularmente danoso visto que esse micro-organismo é anaerobico

obrigatorio.

Nesse caso, a abordagem utilizada foi o emprego de escalpe para
transferéncia a vacuo (BD Vacumtainer® — Becton Dickinson SA para transferéncia)

Apés a adocdo dessa medida a recuperacdo desse micro-organismo foi
equivalente a recuperacéo apresentada pelo MFCP.

Em suma, para Clostridium sporogenes, as adequacdes experimentais
adotadas foram o aumento do numero de lavagens nos testes realizados com

metronidazol e utilizacdo de escalpe para transferéncia das amostras.

B) Aspergillus brasiliensis

Durante a execucdo dos experimentos na prova de conceito foi possivel
identificar que A. brasiliensis apresentou baixa taxa de recuperacdo em Bact/Alert®

em todos os produtos testados.

Na investigacdo da ndo recuperacdo de A. brasiliensis, foi verificado que

houve recuperacao desse micro-organismo somente em MFCP e ndo em BCTA.

Considerando que as condi¢cbes experimentais foram as mesmas das outras
cepas testadas que tiveram recuperacdo de 100%, foi levantada hipdtese de que

poderia haver algo interferindo negativamente na recuperacdo dos micro-
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organismos, mais particularmente a temperatura de incubacdo de BCTA de

32+0,5°C, visto que ndo é a temperatura ideal de incubag&do desse micro-organismo.

Entretanto, h4 dados na literatura que descrevem que a taxa de recuperacao
de fungos e leveduras em temperaturas mais altas 30-35°C € equivalente a
recuperacdo em temperaturas inferiores 20-25°C, apesar de nao ser a temperatura
O0tima de incubacdo desses micro-organismos (MARSHALL; POULSON e
MOLDENHAUER, 1998)

Dessa forma, outra hipétese levantada foi de que esse micro-organirmo se
desenvolve na forma de hifas, o que faz com que sua distribuicdo no meio de cultura
seja diferente da distribuicAo de bactérias e leveduras, caracterizando uma
suspensao menos homogénea e portanto a coleta desse micro-organismo pode ser

afetada pelo modo ndo homogéneo que esse se distribui no meio de cultura.

Face ao exposto, alternativa utilizada foi reduzir o volume de caldo caseina
em que a membrana filtrante era inoculada para que houvesse maior concentracao
microbiana em solucdo nesse meio, para coleta de aliquota para inoculacdo em
BCTA. Essa hipotese foi testada, demonstrando ser viavel, pois foi observada uma

recuperacao de 100%.

5.3. QUALIFICACAO DE DESEMPENHO

A qualificacdo de desempenho do Método microbiologico rapido foi feita,

tomando como base os topicos e critérios descritos no item 1.8.1.3.

5.3.1. Especificidade

Para avaliagdo da especificidade, foi feito teste de Concordancia da

proporcdo de amostras positivas/negativas entre o meétodo rapido e o método
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farmacopeico para cada tipo de micro-organismo com o objetivo de identificar se a
proporcdo de amostras detectadas entre os dois métodos era equivalente para cada
cepa testada.

Avaliando-se os resultados, pode-se identificar que nas trés cargas de
contaminacao testadas (20; 2; 0,2UFC/teste) houve equivaléncia na proporcao de

amostras contaminadas detectadas em ambos 0s métodos.

Na medida em que a carga de contaminacdo foi diminuida, foi possivel
verificar que o numero absoluto de amostras contaminadas detectadas foi diminuido

de forma equivalente em ambos os métodos.

No caso de A.brasiliensis estatisticamente ndo houve evidéncia experimental
de que os dois métodos detectaram as amostras contaminadas de forma equivalente

guando contaminado com 2UFCl/teste (Tabela 9).

Y

Entretanto, quando submetido a carga de contaminacdo inferior em

0,2UFClteste os métodos apresentaram equivaléncia estatistica (Tabela 10).

Considerando-se que a medida que se diminui a concentracdo a proporcéo de
amostras detectadas diminui e que 0,2UFC/teste foi a menor carga de contaminacéo
testada, pode-se considerar que pelo fato de os métodos terem apresentado
equivaléncia na concentracdo mais critica, ha evidéncia que em A.brasiliensis o

método foi especifico suficiente para esse micro-organismo.

Portanto, é possivel afirmar que o método rapido tem especificidade para

todas as cepas microbianas avaliadas.

5.3.2. Limite de Deteccéo

Por definicdo o limite de deteccdo € a capacidade do método em detectar a
menor quantidade de contaminacdo possivel. Pode-se verificar na Tabela 10 que
nos testes realizados com carga de contaminacao de 0,2UFC/teste, que foi a menor

carga testada, houve equivaléncia entre os dois métodos.
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Os resultados apresentados pelos testes de equivaléncia (tabela 10)
demonstram na pratica que a concluséo tedrica de que o limite de detec¢cdo mais
provavel de BCTA é de 1 UFC é verdadeira (VERDONK; 2010)

Adicionalmente, quando foi realizado teste de concordancia considerando
todos os resultados apresentados entre os dois métodos (tabela 11), os resultados
demonstraram equivaléncia, sendo possivel concluir que o0s métodos tem

sensibilidade equivalente em qualquer que seja a concentracao.

Apesar da faixa de temperatura de incubacdo adotada pela metodologia
baseada na deteccdo de CO, ndo ser o valor ideal para o cultivo de bactérias
psicrofilas e alguns fungos, ela se mostrou capaz de recuperar tais micro-

organismos.

5.3.3. Robustez

A execucdo do método entre diferentes analistas e a recuperacdo microbiana
apos a transferéncia de inéculo de um meio de cultura para outro e, conforme
avaliado, respectiva equivaléncia de recuperacdo demonstram que o0 método é

robusto por suportar variacoes de material, operador e ambiente.

Outra evidéncia de robustez é a capacidade do método em detectar
contaminacdo considerando-se a diferenca de composicdo quimica entre o0s

produtos testados.

Vale ressaltar que a tecnologia de deteccéo de resultados positivos em BCTA
apresenta robustez superior ao MFCP, pelo fato de BCTA ser calibravel ao passo
gue MFCP depende de uma avaliacdo visual e subjetiva. O software de BCTA é
validado e esta conforme os requerimentos regulatorios da legislacdo brasileira. A

senha é requerida em todas as funcdes do equipamento.

Face ao exposto, pode-se considerar que o método apresenta robustez

superior ao método farmacopeico.
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5.3.4. Equivaléncia

A) Parametros da validagéo

Considerando os parametros descritos nos itens 5.3.1 a 5.3.4, pode-se
considerar que BCTA apresenta desempenho equivalente ao MFCP.

B) Tempo de deteccéo

Pode-se verificar na figura 16 que BCTA apresentou quatro valores de tempo
de deteccdo (174,0; 184,4; 191,2; 241,4) que foram superiores ao tempo maximo de

deteccédo apresentado por método farmacopeico que foi de 168h.

Entretanto, deve-se destacar que os valores 174,0h; 184,4h; 191,2; e 241,4
sao referentes a amostras de Clostridium sporogenes que ndo foram detectadas
pelo MFCP.

Dessa forma esses resultados, quando analisados isoladamente s&o

evidéncia que BCTA apresentou maior sensibilidade na deteccao de dessa cepa.

Nesse contexto, ao se descartar os resultados de amostras que nao foram
detectados pelo MFCP ,conforme pode ser verificado na figura 18 o tempo maximo

de deteccéao obtido é de 169,5 horas o que é equivalente a 8 dias de avaliacao.

Adicionalmente verifica-se nas figuras 18 e 17, respectivamente, que a média
de tempo de deteccdo de BCTA é de 19,565h com 75% das amostras (3° quartil)
apresentando resultados de deteccdo até 19,654h, ao passo que a média do tempo
de detecgdo do MFCP é de 59,2h com 75% das amostras (3°quartil) apresentando

resultados de detecc¢éo até 72h.
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Comparando-se os tempos de detecgdo de BCTA e MFCP, o processo de
validacdo d& evidéncias de que BCTA requer 6 dias a menos para liberacdo de
resultados, o que é expressivo, entretanto, pode-se considerar a possibilidade de
otimizar as condi¢des de trabalho de forma a favorecer detec¢cado mais rapida, o que
seria uma fase posterior a qualificacdo de desempenho com foco em otimizacédo de

resultados.

O equipamento BCTA apresenta a possibilidade de se utilizar algoritmos
diferentes para deteccdo de micro-organismos que apresentem crescimento lento, o
gue seria aplicavel para esse caso onde fungos sao cultivados em temperatura nao
Otima, ou ainda, utilizar-se de estufas com temperaturas de incubacdo distintas
ligadas ao mesmo aparelho o que ndo ocorreu nesse trabalho, por limitacdes de

ordem financeira.

Essas sao alternativas para otimizagcdo do meétodo, onde acredita-se que
gualquer uma das alternativas traria grande ganho no tempo de deteccdo, pois
foram alternativas que demonstraram resultados satisfatorios em outros trabalhos.
(KIELPINSKY et. al. 2005, MASTRONARDI et. al. 2010; PARVEEN et. al. 2011)

Outra alternativa seria a utilizacéo de frasco diferente de meio de cultura, pois
guando comparados diferentes tipos de frascos de meio de cultura do fornecedor do
equipamento pode-se verificar que ha diferenca na capacidade de deteccdo. O meio
de Cultura FAN® foi desenvolvido para aumentar a recuperacdo de micro-
organismos aerobicos (WEINSTEIN et. al., 1995).

Foi verificado que em culturas de sangue, 6 dias sdo suficientes para
deteccdo dos principais contaminantes no sangue o que inclui bactérias, fungos e
leveduras, pois a maioria dos micro-organismos de importancia clinica foram
detectados em até 6 dias (REISNER, B.; WOODS G., 1999)

Quando os frascos de BCTA padrdo (SA; SN) foram comparados aos frascos
FAN, esses Ultimos, demonstraram maior taxa de recuperacdo microbiana e menor
tempo de deteccao (GIBB et al 1998)

Conforme descrito em literatura, observa-se que ao aumentar o volume de
indbculo em BCTA, se reduz em média os tempos de detec¢cdo das amostras.

(SOUZA et.al. 2012). Dessa forma, essa alternativa também, pode ser considerada
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também como alternativa viavel, para otimizacdo dos resultados, da validacdo do

método.

O BCTA ja foi amplamente avaliado quanto a aplicacdo na deteccdo de
contaminacdo microbiana em culturas de sangue, sendo demonstrado que, com
carga microbiana baixa, houve deteccdo de crescimento microbiano no primeiro dia
e quando avaliado utilizando-se micro-organismo de crescimento lento (P. acnes)
esse periodo foi de 6 dias (MASTRONARDI et. al., 2010).

Em estudo realizado com BCTA para deteccdo de fungos filamentosos em
cultura de sangue incubados a 35°C, foi verificado que ha uma grande variedade de

fungos que sao detectados por BCTA, inclusive A.brasiliensis (EVANS, 1995).

Apesar de haver diferenca conceitual entre a aplicacdo na area Clinica e em
Controle de Qualidade de Medicamentos, o histérico de utilizacdo de BCTA € muito

maior, o que conduz a uma maior citacdo de trabalhos da area clinica.

Esses resultados, sdo evidéncia de que BCTA, pode apresentar desempenho
ainda superior quanto ao tempo de deteccao, se aplicadas as condi¢cdes 6timas de
crescimento dos micro-organismos avaliados e também se avaliadas técnicas para

otimizacao de resultados.

Entretanto, como o foco desse trabalho € a validacdo do método, ndo foram

avaliadas alternativas para otimizacéo de resultados.

C) Operacionalizacdo do Bactt/Alert® e custos

O procedimento experimental requeriu transferéncia de inéculo e envolveu um
nivel de manipulacdo da amostra superior ao requerido pelo método farmacopeico,
sendo um fator que deve ser ponderado antes de sua implementacédo por requerer

alto nivel técnico dos operadores.
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Durante o trabalho de validacdo foi possivel identificar que BCTA requer
reagentes mais dispendiosos, quando comparados ao MFCP. Isso implica que os
custos unitarios de cada teste de BCTA sejam superiores ao MFCP.

Entretanto, na medida que se aumenta o nimero de amostras se aumenta o
beneficio na utilizacdo do método. Na decisédo de implementacdo do método deve-se
avaliar conjuntamente ndo s6 o tempo de liberacdo, mas também a mao-de-obra
necessaria para execucdo do teste, reducdo de riscos de contamina¢do durante
execucao, custo de reagentes e disponibilidade de suporte técnico a médio e longo
prazo. (JASSON et al. 2010)

Portanto, o calculo da relacdo custo beneficio da implementacdo desse
meétodo deve considerar ndo somente o custo unitario do teste mas também os
ganhos obtidos na reducdo do tempo requerido pelo teste e consequentemente 0s
beneficios a médio e longo prazo (MOLDENHAUER, J.; SUTTON, 2004).

5.4. AVALIACAO DO PROCESSO DE VALIDACAO DE BACT/ALERT®

Os métodos microbiolégicos rapidos fazem parte de um leque de alternativas
analiticas mais amplo. O guia da FDA sobre Process Analytical Technology (PAT)
(FDA, 2004) preconiza que a qualidade do produto deve ser construida no processo
e de que esse deve dispdor de mecanismos de controle de parametros analiticos
durante sua execucdo para que o produto chegue ao final de seu processamento
com qualidade assegurada, o que dispensaria a realizacdo de testes na sua

fabricacéao.

Nesse contexto, 0s métodos microbiolégicos rapidos, surgem como
alternativas para monitoramento de qualidade durante o processo, sobretudo os
métodos que ndo dependem do crescimento microbiano, sendo particularmente

aplicaveis em processos em que a esterilizagcao terminal ndo é viavel.
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Ha alternativas de aplicacdo em processo, como a eletroforese capilar, que
recentemente, tem sido considerada como possivel técnica para o teste de
esterilidade (PETR. et. al., 2009). Dentre outras alternativas, verifica-se também a
aplicacdo de PCR em tempo real para deteccdo de contaminagdo microbiana
(ALBERTONI, et. al. 2011).

Ha resultados inclusive que indicam que método alternativo de esterilidade
baseado em andlise PCR ja foi validado apresentando resultados com 27h.
(JIMENEZ, 1999)

Apesar do surgimento de alternativas ao método de esterilidade farmacopeico
e do avancgo nas pesquisas, as autoridades regulatorias ainda sao resistentes em
aceitar sua utilizacdo e também nao ha disponibilizacdo por parte dos reguladores

de orienta¢cdes mais técnicas sobre a validacdo de métodos alternativos.

Verifica-se que a FDA é o 6rgéo regulatério mais avancado na orientacao de
para validacdo e implementacdo de meétodos microbioldgicos rapidos. Na Europa,
apesar de haver recomendacdo de como deve ser feita a validacdo do método o

processo de submisséo e aprovacéao para utilizacdo de MMR é lento.

Nos Estados Unidos utiliza-se a alternativa de submissédo do protocolo de
comparacao, 0 que € um instrumento que permite maior agilidade burocratica por
alinhar, antes da validacdo do método, as expectativas regulatdrias com a aplicacéo

pretendida junto a empresa que ira utilizar o equipamento.(MOLDENHAUER, 2011)

Apesar de os reguladores europeus serem favoraveis a implemental¢cdo do

PAT, ndo sao tao favoraveis a implementacdo dos métodos microbiologicos rapidos.

Atualmente verifica-se que o processo requer 18 meses entre a submissao e
a revisdo na Europa. (MOLDENHAUER, 2011)

As orientacdes descritas no EVALUATION, validation and implementation of new
microbiological testing methods, na 33° edicdo da Farmacopeia Americana e na 7°
edicdo da Farmacopeia Europeia ndo sao suficientemente claras quanto ao nimero
de réplicas a serem testadas, ao tratamento estatistico que deve ser dado e a

formatacg&o do protocolo de validacéo.
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Na 5° edicAo da Farmacopeia Brasileira ndo existes orientagdo sobre
validacdo de métodos microbioldgicos alternativos e ndo ha orientacdo regulatoria
sobre esse tema no Brasil. A auséncia de normas sobre esse tema € fator
complicador e quase impeditivo da utilizacdo de metodos microbiolégicos

alternativos no Brasil.

Dessa forma, apesar de os métodos microbioldgicos rapidos terem sido mais
intensamente discutidos na ultima década, ha ainda pouco entendimento sobre as
tecnologias disponiveis no mercado, sobre o processo de validagéo e principalmente
sobre o processo de documentacédo e regulamentacao.

A variedade de tecnologias disponiveis, cujos principios sdo tdo distintos,
favorece a falta de entendimento sobre o tema, pois ha varias alternativas de MMR’s
sendo estudadas ao mesmo tempo, particularmente nos ultimos dez anos, com

aplicacdo na industria farmacéutica.

A falta de entendimento e discussdo sobre esse assunto contribui para que o
desenvolvimento do processo de validacao e os requisitos exigidos ainda ndo sejam

claros o suficiente, o que da margem ao questionamento.

Nos Estatos Unidos nota-se que a FDA da grande enfoque na deteccdo de
micro-organismos de crescimento lento em métodos baseados no crescimento
microbiano( FDA, 2008; KIELPINSKY et. al., 2005)

Entretanto, esse enfoque, ndo leva em consideracdo que micro-organismos
de crescimento lento, sdo menos virulentos e tém menor importancia clinica (SOUZA
et.al. 2012).

O excessivo enfoque na deteccdo de micro-organismos de crescimento lento
e no limite de deteccdo nos métodos alternativos ndo levam em consideracdo que a

amostragem ainda é a principal limitacdo do teste de esterilidade.

Além disso, sabe-se que alguns micro-organismos patogénicos nao sao
cultivaveis como, por exemplo, Helicobacter pylori e Vibrio Cholera (MURRAY et. al
1998).



76

O fato de o teste de esterilidade ser destrutivo e portanto, depender de
amostragem, como também sua incapacidade de detectar qualquer tipo de
contaminante, sdo as maiores limitagdes do teste de esterilidade.

Quando analisamos o teste de esterilidade sob a Optica da abordagem PAT ,
considerando-se as tecnologias disponiveis no mercado, h& essencialmente
dependéncia de amostragem do lote, sendo portanto, ainda impossivel o
monitoramento da esterilidade de 100% das unidades produzidas.

Dessa forma, mesmo com o avanco das tecnologias de métodos
microbiolégicos rapidos, uma das principais limitacées do teste de esterilidade, que é
amostragem, ainda nao foi superada, o que faz com que o teste ainda seja mais
uma das medidas de monitoramento do processo, mas nao possui carater

comprobatério de que a esterilidade foi alcancada.

Atualmente € dada énfase no fato de que métodos alternativos baseados em
crescimento séo falhos em detectar todo o tipo de contaminacédo. Essa abordagem
gue suprime o foco da validacéo, que na realidade é comprovar a equivaléncia frente
ao método farmacopeico e ndo desafiar o0 método rapido quanto as deficiéncias

intrinsecas ainda ao teste de esterilidade.

Observa-se que no EVALUATION, validation and implementation of new
microbiological testing methods, os critérios de validacdo de métodos
microbioldgicos alternativos foram definidos em analogia ao processo de validacéao
de métodos fisico-quimicos, onde sdo definidos parametros ja citados nesse
trabalho, como o Limite de deteccdo onde é requerido que seja testada quantidade
inferior a 1 UFC.

Por definicdo, 1JUFC é uma estimativa da menor quantidade de células que
por divisdo binaria pode dar origem a uma colénia de micro-organismos. Nos
metodos microbiologicos farmacopeicos, analogamente, é a menor quantidade de
células que pode originar uma resposta analitica, tratando-se portando de uma

definicdo ndo exata.

Enquanto que, 1 UFC pode ser equivalente a 1 célula, geralmente pode
representar mais do que isso, pois células geralmente tendem a se arranjam em

grumos.
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Dessa forma ha alguns termos preconizados por esse guia cuja finalidade é
meramente estatistica, mas na pratica tem pouco sentido como, por exemplo,

orientacdo para teste com carga inferior a 1 UFC.

O hiato nessa analogia reside no fato de que a precisdo/exatiddo de métodos
fisico quimicos sdo incomparaveis aos que podem ser obtidos com métodos
microbioldgicos, pois diferentemente de ions e moléculas, microrganismos néo

possuem distribuicdo browniana em solucéo.

Nesse sentido a abordagem da Farmacopeia Americana e Européia sdo mais
coerentes ao preconizarem a utilizacdo de carga de contaminacdo de 1 a 5 UFC por

teste, para os testes de limite de deteccéo.

Portanto, considerando-se o0s resultados obtidos nesse trabalho, pode-se
considerar que a fase de qualificacdo de desempenho poderia ter sido simplificada
utilizando-se somente uma carga de contaminacéo, sendo de 1 a 5 UFC por teste.

Quanto ao foco do processo de validacdo desse trabalho, a avaliacdo de

SPGV’s implica na utilizacdo do método indireto por filtracao.

Nesse caso, as vantagens analiticas observadas, sdo as vantagens inerentes
ao proprio metodo, que essencialmente sdo: o teste com maior volume de amostra e

a captura de todos os possiveis contaminantes.

Pela caracteristica de inoculacdo indireta a capacidade de deteccdo do
método rapido é favorecida: a pré incubacao favorece a recuperagcdo microbiana em
BCTA.

SPGV’s séo esterilizadas por processo de esterilizacdo terminal e dessa
forma, questiona-se a capacidade do teste de esterilidade em detectar contaminacéo
microbiana, apds processo de esterilizacdo, pois supde-se que se houver micro-
organismos viaveis apds a esterilizacdo, os mesmos estardo estressados e sua

capacidade de proliferacao estara comprometida.

Entretanto, verifica-se que a recuperacdo microbiana de micro-organismos
estressados por processos térmicos é pouco afetada. De fato, o nimero de micro-

organismo no inoculo inicial é reduzido apds o tratamento térmico e 0s micro-
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organismos viaveis sobreviventes tém seu crescimento retardado a periodo de 3 a
4h.(GRAY, 2011)

A escolha dos micro-organismos desafio utilizados nesse trabalho teve como
base as cepas propostas para o teste de promocdo de crescimento nas
farmacopeias, ou controle positivo, que representam as principais fontes de

contaminacao de produtos estéries e também potencialmente as mais perigosas.

Como o propédsito desse trabalho ndo foi a avaliacio de um processo
esterilizante, mas sim a avaliacdo do método, acredita-se que a escolha deveria se
basear nas cepas que o MFCP obrigatoriamente deve detectar.

Deve-se considerar que a importancia na validacdo desse método com foco
no Controle de Qualidade de Medicamentos, isolados ambientais que também
representem potencial de contaminacdo, devem ser incluidos no processo de
validacdo.(SUTTON; 2012)

BCTA apresenta custo unitario por teste muito superior ao MFCP e, portanto,
sua implementacdo deve ser avaliada quanto aos beneficios que BCTA pode trazer
frente a aplicacéo pretendida e a possibilidade de amortizacdo de custo a médio e

longo prazo.
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6. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a aplicacdo de BCTA para teste de esterilidade em
SPGV ¢é passivel de validacdo e apresenta desempenho superior ao MFCP com
reducao de 6 dias no tempo requerido para liberacao de resultados.
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