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RESUMO

A agua é, sem duvida, a matéria-prima de maior volume empregada,
considerando de forma global, na producdo farmacéutica. Pode ser usada
direta ou indiretamente, com profundo potencial de impacto na qualidade do
produto e na seguranca do paciente. Consiste em meio de crescimento que,
embora ndo rico, apresenta variacdes em suas caracteristicas microbianas.
Sendo assim, os métodos tradicionais utilizados em sua analise, apesar de
simples, exigem varios dias para obtencédo de resultados e muitas vezes néo
sdo sensiveis o suficiente para recuperar microrganismos em determinados
estados fisiolégicos, como por exemplo, biofilmes ou em estado viavel nao
cultivavel. Em virtude disso, o presente trabalho foi elaborado com intuito de
desenvolver pesquisas para inovar no controle de qualidade microbiolégico da
agua utilizada para fins farmacéuticos e, além de agregar novas técnicas, visa
que os produtos farmacéuticos estejam disponiveis no mercado de modo
rapido, seguro, eficaz e com a qualidade desejada. Desta forma, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar o potencial das tecnologias alternativas, em
especifico a citometria de fluxo, no monitoramento microbiano da &gua
purificada, de forma a assegurar a manutencdo de baixo risco de falha
microbiana. O estudo foi conduzido em trés etapas: a primeira etapa foi
denominada de prova de conceito e teve por objetivo avaliar se existia alguma
correlacdo entre os resultados obtidos com o método alternativo com aqueles
obtidos com o método tradicional, a segunda etapa foi a validacdo da
metodologia alternativa, etapa na qual foram avaliados todos os parametros de
validagdo exigidos pelas principais normas e compéndios farmacéuticos; a
terceira e ultima etapa foi denominada de equivaléncia, etapa na qual foi
demonstrada a equivaléncia entre o método alternativo e o0s métodos
farmacopeicos quando desafiados com amostras de agua purificada coletadas
de reservatorios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF/USP). Os
resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a citometria de fluxo
€ ndo s6 uma opc¢ao valida em relacdo ao método tradicional por semeadura
em profundidade como também oferece como principal vantagem a
possibilidade de se ter resultados em tempo real, possibilitando efetuar
qualquer correcdo no processo produtivo a tempo.

Palavras-chave: Agua purificada. Métodos microbiolégicos rapidos. Citometria
de fluxo.
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Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Abstract

Water certainly is the most used raw material used in pharmaceutical industry,
considering volume of material and manufacturing process. It may be used
either directly or indirectly, causing a considerable impact on product quality
and patient safety. It may be considered a poor culture media that presents
variable  microbiologic  characteristics. Even though the traditional
microbiological methods used for water evaluation are simple, data obtainment
requires several days. In addition, these methods are unable to recover
microorganisms from determined physiological conditions, such as those
observed in biofilms or in a viable but non-culturable state. Therefore, the
present work aimed to research innovative methods for microbiologic quality
control of water for pharmaceutical use. The new techniques intend to provide
pharmaceutical product to market more rapidly, while maintaining its safety and
quality. Specifically, the objective of this work was to evaluate alternative
technologies, namely flow cytometry, and their application on microbiological
assessment of purified water ensuring the low risk of microbiological fail. This
study was conducted in three steps: the first, named as proof of concept, aimed
to determine whether occurred any correlation between results obtained from
traditional methods and results obtained from alternative method. Validation of
alternative method was performed in the second step. This step was executed
considering all validation parameters required for main pharmaceuticals norms
and compendia. The last step was named equivalency, in which was showed
the equivalence between traditional and alternative methods when challenged
against purified water sampled from School of Pharmaceutical Sciences
(FCF/USP) reservoirs. Results showed that flow citometry is equivalent to
traditional methods and was also able to provide real-time evaluation, which
enables to adjust the manufacturing process as soon as a deviation is detected.

Key words: Purified water. Rapid Microbiological Methods. Flow Citometry.
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1. INTRODUCAO

A 4gua é, sem duavida, o componente de maior volume empregado na
producdo farmacéutica, podendo ser utilizada direta ou indiretamente, com
profundo potencial de impacto na qualidade dos produtos e na seguranca do
paciente. Mesmo quando consideramos as formas purificadas de agua,
produzidas em sistemas bem planejados, utilizadas como insumos ou fluidos
de processo, podem ocorrer problemas, que derivam, em grande parte, da
consideracao equivocada de que a agua, na sua forma pura, € inerte e estavel.
Contudo, a agua consiste em meio de crescimento que, embora nao rico,
apresenta grandes variacbes em suas caracteristicas microbiologicas
(EDGINTON, 2007; PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Os diferentes tipos de pureza da &gua utilizada pela industria
farmacéutica apresentam suas proprias caracteristicas microbioldgicas, que
sdo relacionadas ao método e ao grau de purificacdo, assim como a sua
estocagem e distribuicdo. As principais monografias farmacopeicas incluem
sugestdes de limites para cada tipo de agua utilizada na industria farmacéutica,
que devem ser avaliados através de um programa de monitoramento
microbiolégico (BP, 2015; USP, 2016).

O monitoramento microbiolégico da agua deve contemplar tanto limites
de alerta quanto limites de acdo. Limites de alerta sdo niveis ou faixas que,
qguando excedidos, indicam que um processo pode ter se desviado de sua
condicdo normal de operagcdo. Constituem-se em adverténcia, e nao
necessariamente exigem acgao corretiva. Os limites de agéo, por sua vez, sao
niveis ou faixas que, quando excedidos, indicam que o processo desviou-se de
sua faixa de operacdo normal. Exceder um limite de acdo sinaliza a
necessidade de acao corretiva, para que 0 processo retorne a sua faixa de
operacdo normal (EDGINTON, 2007; PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

A principal limitacdo dos atuais programas de monitoramento ambiental
se inicia na etapa de amostragem da agua nos reservatorios, onde sé&o
amostradas principalmente as fragcdes plancténicas da microbiota ambiental. As
bactérias se proliferam em sistemas de agua de alta pureza de modo
semelhante ao de sua proliferacdo na maioria dos habitats aquaticos e néo
aguaticos, como biofilmes (COSTERTON et al., 1995; PORTERA, 1996;
DOLAN, COSTERTON, 2004; COSTERTON, 2004). Somente quando os niveis



19

de nutrientes tornam-se relativamente altos, como ocorre nos meios de cultura
de laboratério, as bactérias séo capazes de se proliferar em estado livre. Sendo
assim, essa fase planctdnica coletada certamente se originou de um biofilme
maduro (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015; EDGINTON, 2007).

Tal limitacdo tem reflexos diretos nos métodos de andlise compendiais
vigentes para analise de agua. Alguns métodos tém como base o crescimento
microbiano em meios pobres em nutrientes e 0 uso de baixas temperaturas de
incubacédo. Ao entrar em contato com esse tipo meio de cultura as bactérias na
fase planctbnica presentes no reservatorio podem passar para a forma béntica.
Contudo, o uso de um meio rico em nutrientes pode muitas vezes causar um
choque metabdlico ou ambiental nessas células, inviabilizando sua
recuperacdo (CUNDELL, 2004).

Além disso, também tém sido descritos na literatura microrganismos que
por determinado fator ambiental perdem a capacidade de serem cultivados nos
meios de cultura convencionais. Esse estado € denominado como viavel ndo
cultivavel (VNC) (WHITESIDES; OLIVER, 1996). Estudos indicam que o estado
VNC é geneticamente induzido (KONG et al., 2004), permitindo uma vantagem
aos organismos que vivem em ambientes dindmicos, como, por exemplo,
aqueles em que had mudancas repentinas em uma gama de condi¢bes e que
podem ameacar sua sobrevivéncia. Algumas condicbes ambientais foram
demonstradas como sendo causadoras ou acionadoras do estado VNC,
incluindo variagéo da temperatura (BESNARD et al, 2002; MAALEJ et al., 2004,
WONG; WANG, 2004), niveis nutricionais do meio (COOK; BOLSTER, 2007),
salinidade (ASAKURA et al, 2008; WONG; LIU, 2008), niveis de oxigénio
(KANA et al., 2008) e intensidade da luz (GOURMELON et al., 1994). Estas
condigbes ambientais podem ser muito similares aquelas encontradas nos
ambientes produtivos de uma indastria farmacéutica. A habilidade em
responder a tais condicdes e sobreviver pode propiciar vantagens significativas
aos organismos em questédo (COLWELL, 2000; OLIVER, 2005; NEWBY, 2007).

Portanto, apesar de alguns microrganismos presentes na agua poderem
ser cultivados em meio com baixo nivel de nutrientes, a temperaturas mais
baixas, e tempos mais longos de incubacdo (10 a 14 dias), o valor de um
resultado de contagem obtido em 14 dias ainda é questionavel (CUNDELL,
2004; SANDLE, 2014; 2015). Mais questionavel ainda sdo o0s requisitos
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exigidos por alguns orgaos regulatérios como, por exemplo, a Farmacopeia
Europeia ou a Farmacopeia Americana, onde sao utilizadas temperaturas de
incubacéo de 32,5°C + 2,5°C, durante 3 a 7 dias de incubagéo (BP, 2015; USP,
2016).

O inconveniente do tempo de espera para a disponibilidade dos
resultados e a dependéncia da técnica de cultivo, uma vez que somente uma
fracdo de populacdo microbiana sera detectada, tém conduzido a busca
estratégica de métodos e sistemas alternativos validados que possam ser
usados no monitoramento e na manutenc¢ao de baixo risco de falha microbiana.
Entre tais sistemas alternativos, destacam-se aqueles baseados na viabilidade
(KAWAI; YAMAGUCHI; NASU, 1999; LEBARON; JOUX, 2000; KULAKOV et
al., 2002; WALLNER, G.; TILLMAN, D.; HABERER, 1999).

As técnicas baseadas na viabilidade ndo dependem do crescimento e do
cultivo dos microrganismos, sendo consideradas universais e rapidas. As
principais técnicas comercialmente disponiveis para o uso em microbiologia
sdo a microscopia direta de filtro epifluorescente, a citometria de fluorescéncia
por varredura a laser em fase soélida e a citometria de fluxo por coloracéo vital
ou fluorescéncia (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Na citometria de fluxo por fluorescéncia os microrganismos sdo marcados
por um reagente fluoréforo, que é ativado apos atravessar a membrana celular
e ser clivado pelas enzimas estearases presentes nas células viaveis,
possibilitando sua deteccdo em suspensdo quando passam por um citdmetro
de fluxo celular. Reagentes contra-corantes sdo utilizados para minimizar
possiveis ruidos de fluorescéncia, garantindo que microrganismos viaveis
possam ser diferenciados de particulas ndo-viaveis ou de fluoresceina livre na
solucdo. Sendo assim, este método oferece um grande potencial para detectar
e enumerar a biocarga microbiana, principalmente em meios com baixa carga
de material particulado, como € o caso da agua para fins farmacéuticos
(LEBARON; JOUX, 2000).

Contudo, devido ao fato de microrganismos metabolicamente ativos,
fastidiosos e VNC poderem ser detectados com o0 uso dessa tecnologia, sua
introducdo no monitoramento microbioldégico da agua pode resultar na
necessidade de uma reavaliagdo dos limites de alerta e acao estabelecidos por

alguns compéndios. Em contrapartida, seu uso traz a possibilidade de se ter
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resultados em tempo real, permitindo assim que em um futuro proximo o
processo de producdo em batelada dé lugar a novas formas de fabricacao,
mais flexiveis e velozes, que permitam o0 monitoramento dos atributos de

qualidade em tempo real.



2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial das tecnologias
alternativas, em especifico a citometria de fluxo, no monitoramento microbiano
da agua purificada, de forma a possibilitar a obtenc&o de resultados em tempo
real e consequentemente assegurar a manutencdo de baixo risco de falha

microbiana nos processos produtivos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a o potencial do método microbiolégico alternativo em ser

validavel frente ao método tradicional de semeadura em profundidade.

e Validar o método microbiolégico alternativo desafiando os parametros
criticos de validacao especificados pelos compéndios.

e Demonstrar a equivaléncia entre os resultados obtidos com a citometria
de fluxo quando comparados aos métodos tradicionais para a

enumeracao de heterotroficos totais em amostras de agua purificada.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Agua naindustria farmacéutica

A &gua é, sem duvida, o componente de maior volume empregado na
produgdo farmacéutica, podendo ser utilizada direta ou indiretamente, com
profundo potencial de impacto na qualidade do produto e na seguranca do
paciente (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015). Além de ser amplamente utilizada
como matéria-prima, insumo e solvente em formulacdes, sintese de farmacos
ou incorporada ao produto durante o processamento, ela também é empregada
nos laboratorios de ensaios, além de participar dos processos de limpeza de
materiais e superficies (ALENCAR, 2004; BRASIL, 2010; BENEDETTI, 2012).

O processo para obtencdo de aguas destinadas ao setor farmacéutico esta
baseado na eliminacdo de impurezas fisico-quimicas e microbiolégicas até
niveis pré-estabelecidos. Os requisitos de qualidade da agua dependerdo da
sua finalidade e emprego, sendo a complexidade do processo de purificacéo
escolhido dependente do grau de pureza que se pretende obter (ABRASP,
2013; BRASIL, 2010).

O usuario é o responsavel pela selecéo do tipo de agua adequado aos seus
objetivos, bem como pelo controle e verificacbes necesséarias, em intervalos

definidos, que garantam a manutencao da qualidade desejada (BRASIL 2010).

3.2 Tipos de Agua para fins farmacéuticos

Existem diversos tipos diferentes de agua para fins farmacéuticos. Suas
definicdes, métodos aceitaveis de preparacao e requisitos de qualidade variam
conforme as diferentes farmacopeias, sendo a harmonizacdo um objeto de
esforco ainda ndo alcancado (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

As farmacopeias internacionais ordenam os tipos de agua em duas
categorias principais: agua bulk, tipicamente produzida no local onde sera
utilizada; e &gua estéril acondicionada como produto, que € produzida,
embalada e esterilizada de modo a preservar sua qualidade microbiologica
durante todo o seu prazo de validade. As aguas classificadas como bulk
incluem: agua purificada, agua altamente purificada, agua para injetaveis e

agua para hemodialise, além do vapor puro. Por sua vez, as aguas estéreis
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acondicionadas como produto incluem: agua estéril para injecdo, agua esteril
para irrigacdo, agua estéril para inalacdo, agua estéril purificada e agua
bacteriostatica para injecao (JP, 2014; BP, 2015; USP, 2016).

No ambito brasileiro, a quinta edicdo da farmacopeia brasileira
reconhece que fundamentalmente existem apenas trés tipos de agua para uso
farmacéutico: dgua purificada, 4gua para injetaveis e a agua ultrapurificada. Os
demais tipos de 4gua apresentados pelos compéndios internacionais derivam
desses trés tipos fundamentais, possuindo caracteristicas de pureza que se
assemelha a algum desses (BRASIL, 2010). Uma comparacao entre os tipos
de agua preconizados por cada farmacopeia se encontra apresentada na
Tabela 1.

Os tipos de agua serdo a seguir apresentados, com suas principais
caracteristicas, contemplando os tipos de &gua preconizados pelas
farmacopeias internacionais: agua bulk ou acondicionada como produto. Além
disso, ressalta-se a importancia de também comentar sobre a 4gua potavel,
que €é amplamente utilizada e tem aplicacdo direta nas instalacdes
farmacéuticas (PINTO, KANEKO, PINTO, 2015).

Tabela 1: Tipos de agua para fins farmacéuticos segundo as principais farmacopeias
(BRASIL, 2010; JP, 2014; BP, 2015; USP, 2016).

Farmacopeia

Tipo de agua USP EP JP FB
Agua para injetaveis (bulk) X X X X
Agua estéril para injetaveis X X X
Agua altamente purificada X X
Agua purificada (bulk) X X X
Agua purificada (acondicionada) X X

Agua purificada estéril (bulk) X
Agua purificada estéril (acondicionada)

Agua bacteriostatica para injetaveis

Agua estéril para inalacio

Agua estéril para irrigacio

Agua para hemodialise (bulk e acondicionada)
Agua potéavel X
Vapor puro
Agua ultrapurificada X

X X X X X

>

USP (Farmacopeia Americana); EP (Farmacopeia Europeia); JP (Farmacopeia
Japonesa); FB (Farmacopeia Brasileira).
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3.2.1. Agua Potavel

E o ponto de partida para qualquer processo de purificagdo da agua para
fins farmacéuticos (Figura 1), sendo utilizada também nos processos iniciais de
limpeza e climatizacdo térmica de alguns aparatos, bem como na sintese de
ingredientes intermediarios (BRASIL, 2010).

Esse tipo de éagua € obtido pelo tratamento da &gua retirada de
mananciais, por meio de processos adequados, de modo a atender as
especificacoes da legislacdo brasileira relativas aos parametros organolépticos,
fisico-quimicos, microbiologicos e radioativos. Atualmente no Brasil os
parametros de controle de qualidade da 4gua potavel estdo definidos na Portaria
n® 2.914, de 12 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2010; 2011).

A autoridade local responsavel pelo fornecimento publico da agua
potavel tem a responsabilidade de garantir o atendimento aos atributos
exigidos. Assim, as industrias podem considerar os seus resultados, com algum
teste adicional, como de coliformes, para demonstrar atendimento as
especificacbes locais. Porém, quando o fornecimento de agua é de origem
privada, tal como poco privado, o usuario € responsavel por qualquer
tratamento preliminar necessario ao atendimento das especificacbes de Agua
Potavel, bem como por efetuar os testes que assegurem a conformidade com
as suas especificacdes (PINTO, KANEKO, PINTO, 2015).

A importancia de que a agua atenda a estas especificacbes para a
industria farmacéutica justifica-se pelo fato de que os limites das concentracdes
dos contaminantes especificados, nos niveis considerados, sdo seguros para
ingestdo, o que € importante para impedir que tracos desses contaminantes
permitidos estejam presentes nos farmacos, equipamentos lavados, no vapor
puro, e mesmo nas aguas purificadas empregadas na fabricacdo e formulacéo
de formas de dosagem. Alguns desses contaminantes sdo extremamente
dificeis de ser removidos devido a suas propriedades, e 0s processos de
purificagdo usados para a obtengdo de agua altamente purificada, bem como
de farmacos, permitem a sua permanéncia (EDGINTON, 2007; PINTO;
KANEKO; PINTO, 2015; USP,2016).
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Figura 1: Organograma dos tipos de 4guas utilizadas na industria farmacéutica e sua

origem.

3.2.2 Aguas Bulk

As aguas bulk séo tipicamente produzidas em grande volume, através
de operacdes unitarias multiplas, e distribuidas por meio de tubulacfes para
serem utilizadas no mesmo local da producdo. Tais tipos de agua devem
satisfazer os atributos de qualidade conforme especificado em monografias
especificas (USP, 2016).

Entretanto, existem alguns tipos de agua bulk para as quais ndo se tem
monografia especifica e por isso ndo seréo incluidas nessa revisado. Tais aguas
sdo utilizadas apenas em métodos analiticos especificos e seus nhomes tém
apenas finalidade descritiva, ndo havendo uma determinada forma de obtencéo
ou atributos de qualidade rigidos a serem seguidos. Cabendo ao usuario

assegurar que elas sdo adequadas para sua devida aplicacao (USP, 2016).

3.2.2.1 Agua Purificada

A agua purificada € o tipo de agua para fins farmacéuticos mais utilizada
na producdo farmacéutica, podendo ser utilizada tanto como excipiente na
producdo de formas farmacéuticas ndo parenterais ou apirogénicas, quanto na
limpeza de equipamentos e no preparo de solucdes, reagentes, detergentes,
desinfetantes e meios de cultura. Também pode ser utilizada na obtencao de

agua para injetaveis e de vapor puro de grau farmacéutico (BRASIL, 2010).
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Sua producéo requer a utilizacdo de fontes de agua que atendam no
minimo aos requisitos de qualidade da &agua potavel. E obtida por uma
combinacdo de processos de purificacdo tais como multipla destilacdo, troca
ibnica, osmose reversa, eletrodeionizacdo, ultrafiltracdo ou outro processo
capaz de atender com a eficiéncia desejada aos limites especificados para 0s
diversos contaminantes (BRASIL, 2010).

O monitoramento dos sistemas de geragdo, armazenamento e
distribuicdo de agua purificada deve ser constante, assegurando o atendimento
aos parametros de qualidade exigidos para determinado compéndio ou norma
vigente. Apesar de consistir em agua bulk com grau de pureza
internacionalmente reconhecido, existem algumas diferencas significativas em
suas especificagdes entre as diversas farmacopeias (PINTO, KANEKO, PINTO,
2015). A Tabela 2 apresenta uma comparacdo entre 0s parametros de
qualidade adotados pelos diferentes compéndios para Agua Purificada.

Os contaminantes organicos e inorganicos da &gua purificada sao
oriundos das diversas fontes de alimentacdo, da extracdo de materiais nos
quais ele entra em contato, da absorcdo de gases da atmosfera, de residuos
poluentes ou residuos utilizados na limpeza e sanitizacdo de equipamentos,
dentre outros (ALBINI, 2011). A presenca de compostos organicos e
inorganicos pode ser avaliada principalmente pelos ensaios de carbono
organico total (TOC) e de condutividade elétrica, sendo esses ensaios exigidos
por todos os compéndios (ALBINI, 2011). Os parametros de pureza iénica e o
monitoramento de metais pesados ndo sdo exigidos pela Farmacopeia
Americana e Japonesa (JP, 2014; USP, 2016). A ado¢do dessa abordagem
tem por base o fato de que a legislacao para producdo de agua potavel nesses
paises ja possui critérios rigidos o suficiente, ndo havendo a necessidade de
retestar esses parametros em uma agua com maior grau de purificacdo
proveniente de uma fonte que atenda no minimo aos requisitos de qualidade de
agua potavel. Entretanto, a Farmacopeia Europeia e a Brasileira ndo se
encontram harmonizadas com as demais em relacdo a tal exigéncia (BRASIL,
2010; BP, 2015).

Por sua vez, os contaminantes microbiolégicos sdo representados

principalmente por bactérias e apresentam um grande desafio a qualidade da
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agua. Podem ser originarios tanto da propria microbiota da fonte de origem
quanto oriunda dos equipamentos do sistema de purificagdo (ALBINI, 2011).
Como grande quantidade de agua purificada é normalmente necesséaria no
processo produtivo da industria farmacéutica, sistemas de armazenamento e
distribuicdo de alto volume costumam ser necessarios, aumentando ainda mais
o potencial risco de contaminacdo microbiana do sistema de ap0s a purificacdo
(MCCORMICK; NORTON; COSTANZO, 2011). Em

requisitos de qualidade microbiologicos para agua purificada, os compéndios

inicial relacdo aos

apresentam algumas divergéncias importantes, que serdo abordadas em

maiores detalhes nos capitulos subsequentes.

Tabela 2: Parametros de qualidade adotados por diferentes compéndios para Agua

Purificada (BRASIL, 2010; JP, 2014; BP, 2015; USP, 2016).

Parametros USP EP JP FB
N Destilacé&o, Destilacéo, Destilacé&o,
Destilacéo, A A A
troca idnica, troca idnica, troca idnica,
osmose
osmose osmose osmose
reversa, ou
Processo de reversa ou reversa, reversa ou
~ qualquer . ~
obtencéo outro qualquer ultrafiltracdo qualquer
outro ou qualquer outro
processo
adequado processo outro processo processo
adequado adequado adequado
Con((j;;:)\(/:l;jade <1,3uS/cm <5,1uS/cm <1,3uS/cm <1,3uS/cm
:e‘igﬁﬁ%r%rgcdoi 100 < 100 < 100 <100
totais UFC/mL2 UFC/mL UFC/mL?2 UFC/mLP
Endotoxina NC 0,25 Ul/mLe NC NC
bacteriana
TOC <0,5mg/L <0,5mg/L <0,5mg/L <0,5mg/L
Nitrato NC <0,2 ppm NC <0,2 ppm
Metais
pesados NC 0,1 ppm NC NC
Aluminio NC <10 ppb? NC NC
a Limite sugerido

¢ Apenas para agua bulk para didlise

Auséncia de Pseudomonas aeruginosa e outros patogénicos

Caso o uso pretendido seja a producao de solucao para dialise
NC N&o consta
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3.2.2.2 Agua Altamente Purificada

Este € um grau de &gua presente exclusivamente em monografia da
Farmacopeia Europeia, cuja especificacdo é muito semelhante a da USP para
agua purificada. Destina-se ao emprego na preparacao de medicamentos onde
é necessaria agua de alta qualidade biolégica. E usada para medicamentos
estéreis que ndo tenham por exigéncia a apirogenicidade, como as
preparacdes oftalmicas, otoldgicas, nasais e cutaneas. Seus parametros de
qualidade se encontram apresentados na Tabela 3 (EDGINTON, 2007; BP,
2015; PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Tabela 3: Parametros de qualidade exigidos pela Farmacopeia Europeia para Agua
Altamente Purificada (BP; 2015)

Parametro Farmacopeia Europeia

Osmose reversa dupla acoplada com qualquer

Processo de
outro processo adequado, como, por exemplo,

obtengao ultrafiltracdo ou deionizacao
Condutividade
(25°C) <1,3uS/cm
Heterotroficos <10UEC/100mL
totais -
Endotoxinas <0,25 Ul/mL
TOC 0,5 mg/L
Nitrato <0,2ppm
Metais pesados N/A
Aluminio <10 ppb (se o uso pretendid(.),f.or a producao de solugao
para dialise)

3.2.2.3 Agua para Hemodiélise

A agua para hemodialise é o tipo de &agua empregada
principalmente para diluir as solugbes concentradas de sais que constituirdo a
solucéo dialitica ou dialisato. E obtida através da Agua Potavel que passou
por um processo de purificacdo de modo a diminuir seus contaminantes
quimicos e microbiolégicos. Pode ser obtida por destilacdo, osmose reversa
ou troca ionica (JP, 2014; BP, 2015; USP, 2016).

E o Unico tipo de agua que apresenta limites de acdo microbianos
definidos em monografia por todas as farmacopeias internacionais, sendo
esse de 100 UFC/mL. Além disso, € exigido que os limite de contaminacao por
endotoxinas bacterianas ndo ultrapassem a concentracao de 0,25UE/mL (JP,
2014; BP, 2015; PINTO, KANEKO, PINTO, 2015; USP, 2016).



30

No ambito nacional, os parametros de qualidade quimica e
microbiolégica da agua para hemodidlise, bem como as Boas Praticas de
funcionamento dos Servicos de Dialise, se encontram regulamentados pela
RDC 11 de 13 de marco de 2014. Os parametros exigidos para qualidade
desse tipo de agua sao correspondentes aqueles exigidos internacionalmente
(BRASIL, 2014).

3.2.2.4 Agua para Injetaveis

E o grau de agua utilizado como excipiente na producdo de parenterais
ou de outras preparacfes onde os niveis de endotoxinas bacterianas devem
ser controlados, podendo também ser utilizada na limpeza de determinados
equipamentos e componentes que venham a entrar em contato com o0s
produtos parenterais (EDGINTON, 2007; PINTO; KANEKO; PINTO, 2015;
USP, 2016).

E obtida através da agua que atenda no minimo aos requisitos de
qualidade de agua potavel, sendo que esta deve receber um pré-tratamento
para torna-la adequada para o tratamento subsequente (destilagdo ou outro
processo validado, por exemplo, osmose reversa). Apesar de muito
semelhantes as especificac6es da Farmacopeia Europeia e Americana, ha uma
diferenca fundamental no conceito de sua preparacdo. Nos Estados Unidos
esse tipo de agua pode ser preparado tanto por osmose reversa (OR) quanto
por destilagdo. Por sua vez, as autoridades regulatérias da Europa insistem
que seja obtida exclusivamente por destilacdo. As Farmacopeias Japonesa e
Brasileira sdo mais flexiveis em relacdo ao seu processo de obtencado, desde que
esse seja devidamente validado e monitorado quanto aos parametros de qualidade
por elas estabelecidos (BRASIL, 2010; JP, 2014; BP, 2015; USP, 2016).

Os parametros quimicos exigidos para esse grau de agua sao
semelhantes aqueles para a agua a agua purificada USP. Em relacdo aos
parametros biol6gicos é exigida uma menor biocarga e o controle dos niveis
de endotoxina bacteriana. Sendo assim, o0s sistemas envolvidos em sua
producdo, armazenamento e distribuicdo devem ser projetados de modo a
minimizarem ou prevenirem a contaminagdo microbiana, assim como remover
a contaminacdo de endotoxina pela agua que chega através da agua de

partida.
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Tabela 4: Parametros adotados por diferentes compéndios para Agua para injetaveis
(BRASIL, 2010; JP, 2014; BP, 2015; USP, 2016).

Parametros USP EP JP FB
Destilacé&o,
osmose N
' reversa Destilagéo ou
Destilac&o ou . " qualquer
Processo de I ultrafiltracao
~ Osmose Destilacao outro
obtencao ou uma
reversa C processo
combinacao
. adequado
dos dois
ultimos
Conddu:wda <1,3uS/cm <1,3uS/cm <1,3uS/cm <1,3uS/cm
Heterotréfic <10UFC/100m <10UFC/100 <10UFC/100m <10UFC/100
os totais La mL L2 mL
Endotoxina <0,25UE/mL  <0,25Ul/mL  <0,25 UE/mL  <0,25 Ul/mL
TOC 0,5ppm 0,5 mg/L 0,5 mg/L (0,3 0,5 mg/L
para controle)
Nitrato NC <0,2 ppm NC <0,2 ppm
Metais
pesados NC 0,1 ppm NC NC
Aluminio NC <10 ppbP NC NC

& Limite sugerido
b Caso o uso pretendido seja a producéo de solucéo para didlise
NC: N&o consta

3.2.2.5 Vapor Puro

O vapor puro, também denominado como vapor limpo, é o vapor
preparado através da utilizacdo de fontes de agua que atendam no minimo aos
requisitos de qualidade de agua potavel. Seu uso € destinado a processos
onde o vapor ou seu condensado entre em contato direto com o produto ou
com superficies que entram em contato com esse. O propdésito de se avaliar 0s
parametros de qualidade desse vapor é assegurar que ele ndo seja uma fonte
de contaminacao por impurezas (USP, 2016).

E uma monografia exclusiva da Farmacopeia Americana, e os atributos
de qualidade exigidos para ele estdo apresentados na Tabela 5. Por ser dificil
avaliar sua qualidade no estado de vapor, esses parametros devem ser
avaliados no seu condensado. E importante ressaltar que devido a suas
propriedades letais, o monitoramento de contaminagdo por microrganismos €é
desnecessario. Contudo, se faz necessario o monitoramento dos niveis de
endotoxina bacteriana (USP, 2016).
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Tabela 5: Pardmetros de qualidade adotado pela Farmacopeia Americana para o
Vapor Puro (condensado) (USP, 2016)

Parametros USP
Processo de Destilacdo, osmose reversa, ou qualquer outro
obtencao processo adequado
Condutividade <1,3uS/cm
Heterotroficos totais NC
Endotoxina <0,25 UE/mL
TOC 0,5ppm
Nitrato NC
Metais pesados NC
Aluminio NC

NC: Nao Consta

3.2.2.6 Agua Ultrapurificada

A Farmacopeia Brasileira apresenta uma monografia exclusiva
denominada como Agua Ultrapurificada. Esse tipo de agua pode ser definida
como sendo uma agua purificada que passou por tratamento adicional para
retirar os possiveis contaminantes, sendo praticamente isenta de sais. E
preparada pela complementacdo de um conjunto de processos como a
destilagdo, troca idnica, osmose reversa, dentre outros (BRASIL, 2010).

E um tipo de agua exigida por aplicagdes mais exigentes, sendo utilizada
principalmente em procedimentos laboratoriais que requeiram leituras em
baixas concentracdes ou que a pureza da agua possa afetar a sensibilidade, a
reprodutibilidade ou a robustez do método. Também costuma ser utilizada para
diluicdo de substancias de referéncia. Para preservar sua qualidade, deve ser
utilizada no mesmo instante em que é produzida. (BRASIL, 2010).

Esse tipo de agua apresenta parametros fisico-quimicos muito
semelhantes aos sugeridos para a agua classificada como agua de alta pureza
(high-purity water) apresentada no capitulo orientativo <1231> Water for
Pharmaceutical Purposes da Farmacopeia Americana (USP, 2016). Contudo,
0s parametros microbiolégicos exigidos pelo compéndio nacional sédo altamente
guestionaveis (Tabela 6).

A microbiologia é amplamente descrita na literatura como sendo uma
ciéncia altamente variavel. Na microbiologia da area farmacéutica, devido a
algumas exigéncias regulatérias, a variabilidade nos dados microbiol6gicos

acaba sendo ainda maior. Isso ocorre, em grande parte, devido a frequente
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confusdo existente entre limite de deteccéo e intervalo contavel. Por exemplo,
em diversos casos 0s niveis de controle exigidos pela entidade regulatéria séo
muito inferiores aos limites de quantificacdo dos métodos disponiveis
(SUTTON, 2012a).

A presente monografia pode ser classificada como um desses casos.
Nos parametros de qualidade é exigido um limite microbiano de 1 UFC/100mL,
sendo recomendando o uso de pelo menos 200mL de amostra no teste. Apesar
do limite de deteccdo para o método de filtracio em membrana ser
teoricamente de 1 UFC/mL, o intervalos contavel, ou seja, o intervalo nos quais
sdo obtidos resultados com precisdo, exatidao e linearidade, precisa ser
devidamente validado para essa aplicacdo (USP, 2016). Sabendo que as
contagens microbianas tendem a seguir, na maioria dos casos, uma
distribuicdo de Poisson, o coeficiente de variagdo para essa amostragem
minima seria de 70,7%. Ou seja, ndo seria possivel afirmar com convic¢do que
a amostra atende com certeza aos parametros de qualidade (HUSSONG;
MADSEN, 2004).

A American Society for Testing Materials (ASTM) fornece, por exemplo,
um limite contavel de 20 a 80 UFC para o método de contagem por filtracdo em
membrana. Segundo a norma, resultados abaixo ou acima desses limites
apresentariam uma variabilidade muito grande para serem considerados
(ASTM, 2016a).

Ademais, por se tratar de uma agua utilizada principalmente por ensaios
fisico-quimicos e que deve ser utilizada logo apds a sua produc¢éo, de modo a
assegurar a manutencdo de todos os seus parametros de pureza, fica o
guestionamento da necessidade de adocdo de parametros téo rigidos para os
limites microbianos das aguas para fins farmacéuticos, discussdo que sera

abordada em maiores detalhes nos capitulos posteriores.
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Tabela 6: Parametros de qualidade adotados pela Farmacopeia Brasileira para Agua
Ultrapurificada (BRASIL, 2010; ABRASP, 2013).

Parametro Farmacopeia Brasileira

E preparada pela complementagdo de um conjunto de

Processo de L T
processos, como destilacao, troca ibnica, osmose reversa,

obtencéo dentre outros
Condutividade 0,1 uS/cm
(25°C)
Heterotroficos <1UFC/100mL
totais
Endotoxina < 0,03 Ul/mL?
TOC 0,05 mg/LP
Nitrato NC
Metais pesados NC
Aluminio NC

& Nao consta diretamente na monografia
b Em alguns casos 0.003 mg/L
NC: Nao constas

3.2.3 Agua estéril acondicionada como produto

Apesar das A&guas estéreis acondicionadas como produto serem
meramente apresentacées apds o acondicionamento e esterilizagdo das aguas
bulk, um ponto importante relacionado a sua qualidade deve ser ressaltado.
Essas 4guas tendem a ter uma pureza quimica inferior quando comparadas
com as aguas bulk das quais foram derivadas (EDGINTON, 2007; PINTO,
KANEKO, PINTO, 2015; USP, 2016).

Este fato decorre das interacbes que podem ocorrer entre a agua e o
material de acondicionamento, principalmente devido a migracdo de
componentes do material plastico para o produto. Nesse ultimo caso, pode
ocorrer migracédo de determinados componentes elementares provenientes da
embalagem primaria, como, por exemplo, do material plastico, das tampas de
borracha, do agente dessecante, da cola utilizada para fixar o rétulo do
medicamento, da tinta e dos adesivos utilizados para identificar o produto, entre
outros (JENKE, 2002; HOECKE; VANHAECKE, 2013).

Sendo assim, é de responsabilidade do usuario assegurar que a
qualidade da agua estéril acondicionada se mantenha nos padrées adequados
para o uso pretendido (USP, 2016).
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3.2.3.1 Agua Estéril para Injetaveis

Esta é a agua de mais alta qualidade usada pela industria farmacéutica.
A &gua estéril para injecdo € empregada como solvente ou diluente de
medicamentos estéreis parenterais, pouco antes de serem injetados.
Obviamente, para esta agua ser usada com seguranc¢a na sua aplicacao, deve
ser estéril no momento em que € usada para reconstituir um produto estéril e
ser injetada, mas deve adicionalmente ser isenta, ou conter baixos niveis de
endotoxina bacteriana, de forma a nao provocar efeitos farmacolégicos
adversos (EDGINTON, 2007; PINTO, KANEKO, PINTO, 2015; USP, 2016).

A denominacao deste tipo de agua pode gerar a equivocada crenca de
que ela se destina a injecao direta, o que definitivamente ndo se permite, dada
a sua hipotonicidade. No seu uso adequado, em reconstituicdo e diluicdo, o
material, sendo dissolvido ou diluido, deve conduzir a uma composicao final
que seja isotdbnica em relacdo a condi¢des fisioldgicas. Sua esterilidade deve
ser comprovada por meio do teste de esterilidade (EDGINTON, 2007; PINTO,
KANEKO, PINTO, 2015; USP, 2016).

3.2.3.2 Agua Estéril para Irrigacéo

A Agua Estéril para Irrigacdo é semelhante & Agua Estéril para Injecao,
exceto que sua especificacdo nao inclui material particulado. Embora esta agua
nao se destine a reconstituicdo de formulagdes injetaveis, seu uso na irrigacao de
tecidos profundos e lesdes torna importante sua esterilidade e o baixo contetdo
de endotoxinas bacterianas (EDGINTON, 2007; PINTO, KANEKO, PINTO,
2015; USP, 2016).

3.2.3.3 Agua Estéril para Inalaco

A Agua Estéril para Inalacdo é usada na umidificacdo de aplicacbes de
gases pulmonares, tais como oxigénio suplementar ou respiradores de
pacientes, bem como para reconstituicio de medicamentos para inalacao,
imediatamente antes de sua administracdo. Exige tanto o requisito de
esterilidade quanto o baixo nivel de contaminacdo por endotoxina. Todavia,
como a via pulmonar é menos susceptivel a absorcdo e a atividade
farmacoldgica das endotoxinas bacterianas, o nivel permitido apresenta uma

maior liberdade (0,5 UE/mL) que o da &agua estéril para injecdo ou para
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irigacdo (0,25 UE/mL) (EDGINTON, 2007; PINTO, KANEKO, PINTO, 2015;
USP, 2016).

3.2.3.4 Agua Bacteriostatica

Agua Bacteriostatica € meramente Agua para Injecdo na qual se
adicionou um ou mais conservantes antes do acondicionamento e
esterilizacdo. E usualmente usada na reconstituicio de medicamentos
injetdveis de dose mudltipla, a partir do mesmo frasco. O intuito é que
microrganismos, que possam ter sido inadvertidamente introduzidos durante
uma das multiplas perfuragcdes sejam incapazes de proliferar e possam
eventualmente ser mortos, devido & agdo do conservante (EDGINTON, 2007,
PINTO, KANEKO, PINTO, 2015; USP, 2016).

3.2.3.5 Agua Purificada Estéril

A Agua Purificada Estéril é uma agua purificada destinada a preservar a
sua qualidade microbiana no periodo anterior ao uso. Tem por objetivo os
mesmos empregos da agua purificada, porém em aplicagcbes de volumes
baixos o suficiente para nédo justificar um sistema de producéao local, como, por
exemplo, pequenos laboratérios ou farmacias. Pode também atender a alguns
empregos especificos em que seja necessaria a esterilidade, mas néo
preocupante a potencial contaminagcdo por endotoxinas bacterianas
(EDGINTON, 2007; PINTO, KANEKO, PINTO, 2015; USP, 2016).

3.3 Microbiologia da 4gua para fins farmacéuticos

Os diferentes tipos de pureza da agua apresentam suas préprias
caracteristicas microbiolégicas relacionadas ao método e grau de purificacao,
assim como suas condicdbes de estocagem e distribuicio (VESSONI;
MARTINS; MAZZOLA, 2002). Na presente secdo serdo abordadas as
caracteristicas microbiolégicas dos principais tipos de aguas utilizados em

ambientes farmacéuticos.



37

3.3.1 Microbiologia da Agua Potavel

Os padrBes microbianos para agua potavel foram desenvolvidos no
inicio do século XX para proteger a populacdo de doencas transmitidas por ela,
tais como a febre tiféide, coélera e disenteria. Apesar dos paises
tecnologicamente mais avancados terem experimentado uma reducao
significativa na morbidade causada por via aquatica, a morbidade resultante da
ingestdo de &gua contaminada ainda persiste globalmente (PAYMENT;
SARTORI; REASONER, 2003).

Sua composicdo microbiana é amplamente variavel. Depende do
manancial de origem, podendo este ser superficial ou subterraneo; da
disponibilidade de nutrientes desse manancial, podendo esse ser pobre em
nutrientes (oligotréfico) ou rico em nutrientes (eutréfico); da época do ano, que
possui influéncia direta na disponibilidade de nutrientes e na temperatura; dos
tipos e eficacia do tratamento, juntamente com a concentracdo dos residuos
dos agentes de desinfeccdo utilizados; das condicbes dos sistemas de
armazenamento e distribuicdo; e da concentracdo de compostos organicos
dissolvidos na agua potavel tratada (ALLEN; EDBERG; REASONER, 2003).

Mananciais superficiais oligotroficos tendem a apresentar uma
composicdo microbiana predominantemente de bactérias gram-negativas e
bactérias do grupo prosthecate, como Hyphomicrobium, Caulobacter e
Gallionella, frequentemente acompanhadas de Pseudomonas ssp. A medida
que os niveis de nutrientes aumentam, o niumero de espécies presentes em
aguas nao poluidas também se eleva, passando a incluir representantes dos
seguintes géneros: Achromobacter, Flavobacterium, Azotobacter,
Brevibacterium, Bacillus, Micrococcus, Mycobacterium, Nocardia,
Pseudomonas, Streptomyces, Spirochaetes, Thiobacillus e Vibrio. Espécies
Gram-negativas ainda predominam sobre as Gram-positivas, porém além dos
microrganismos tipicos da agua, havera um ecossistema complexo incluindo
fungos, protozoarios e algas, e microrganismos potencialmente patogénicos
(EDGINTON, 2007; PINTO, KANEKO, PINTO, 2015).

Por sua vez, as aguas oriundas de pocos artesianos, por serem
provenientes de lencois subterraneos, sofrem em seu trajeto processos de
filtracAo através do solo, sendo rotineiramente definidas como

bacteriologicamente puras. Ou seja, dependendo da profundidade e do tipo de
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solo, esse manancial apresenta uma contamina¢cdo microbiana muito baixa.
Contudo, é importante que se impe¢a uma contaminacao por fontes externas.
Sendo assim, a grande vantagem deste tipo de fonte reside no fato de né&o
haver vulnerabilidade de contaminacao fecal, fator de extrema importancia no
controle de qualidade da agua potavel. Entretanto, deve ser considerado que
na época das primeiras chuvas a carga microbiana da superficie € levada para
estes lencdis, podendo a filtracdo natural ndo ser suficiente, possibilitando
assim um aumento na biocarga (LECLERC; MOREAU, 2002 PINTO, KANEKO,
PINTO, 2015).

Independentemente do tipo de manancial, € responsabilidade da
autoridade local responsavel pelo fornecimento publico, ou do usuério no caso
de agua de origem privada, trata-lo para reduzir o nimero de organismos
viaveis aos niveis exigidos pela regulamentacéo para agua potavel. No caso do
abastecimento urbano de agua no Brasil, o cloro é o agente responséavel pela
manutencdo da baixa carga microbiana. Porém, em locais mais afastados, por
falhas nas tubulacdes ou falta de limpeza nos reservatorios, a concentracao de
cloro empregada pode ndo ser efetiva, conduzindo a desvios indesejaveis.
Portanto, € preconizado que a coleta da agua para analise seja sempre feita
nos pontos mais distantes, de forma a representar as condi¢cdes de maior risco
(PINTO, KANEKO, PINTO, 2015).

Uma situacdo peculiar aplica-se aos coliformes, em particular a
Escherichia coli. Os coliformes séo rigidamente regulados e controlados na agua
potavel de abastecimento urbano e, embora ndo seja exigida sua absoluta
auséncia, 0 mesmo nao se aplica a Escherichia coli da qual ndo deve haver
qualquer vestigio. O germicida quimico usado nos sistemas de agua potavel de
abastecimento urbano, se mantido em niveis adequados, elimina os coliformes.
Ainda assim, é recomendado ao usuario industrial que teste regularmente a 4gua
de entrada quanto a presenca dos mesmos. Se ndo forem detectados coliformes
na agua de entrada, ndo ha chance razoavel de que eles estejam presentes na
adgua obtida apds os processos de purificagdo para as aguas farmacéuticas,
exceto por introducéo subsequente por opera¢cdes manuais de manutencao, ou
por amostradores. Testes para coliformes na Agua Purificada sdo pertinentes
apos operacdes de reparo/manutencéo, ou se coliformes forem detectados na
agua de origem (EDGINTON, 2007; PINTO, KANEKO, PINTO, 2015).
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O limite de acdo adotado quase que globalmente para contagem de
heterotréficos totais em agua potavel é de 500 UFC/mL. Todavia, esse limite foi
definido historicamente devido a estudos que apontavam que biocargas
superiores a 500 UFC/mL interferiam nas recuperacfes analiticas dos métodos
utilizados para deteccdo de coliformes. Dado que a andlise de rotina da agua
potavel para coliformes totais e Escherichia coli € a mais importante em relacéo
a seguranca microbioldgica da &gua, essa dessensibilizacdo do método
poderia ter consequéncias graves para a saude publica. Contudo, mesmo apos
essas limitacbes terem sido corrigidas por mudancas nos métodos para
deteccdo de coliformes e Escherichia coli, esse limite ndo teve seus valores
reavaliados (ALLEN; EDBERG; REASONER, 2003).

Vale salientar que assim como na grande maioria dos ambientes
industriais, apenas uma pequena fracdo dos microrganismos metabolicamente
ativos presentes em uma amostra de agua potavel é passivel de cultivo e
deteccdo pelos métodos convencionais para contagem de heterotréficos totais.
Isso ocorre devido ao fato que as bactérias se proliferam nos sistemas de agua
de modo semelhante ao de sua proliferacdo na maioria dos habitats aquaticos
e nao aquaticos, como biofilmes (COSTERTON et al., 1995; PORTERA, 1996;
DOLAN, COSTERTON, 2004; COSTERTON, 2004). Além disso, também tém
sido descritos na literatura microrganismos que por determinados fatores
ambientais alteram tanto suas caracteristicas fenotipicas quanto seu
metabolismo. Esses tdpicos serdo abordados com maiores detalhes na secéo
subsequentes, visto que estas estratégias de sobrevivéncia sdo ainda mais

pronunciadas e criticas em sistemas de agua de alta pureza.

3.3.2 Microbiologia da Agua Purificada

Por muitos anos, ambientes extremos, tais como ambientes aquaticos
oligotroficos e as partes mais profundas da subsuperficie terrestre, foram
considerados como desprovidos de microrganismos; ou seja, ecossistemas
efetivamente estéreis. Contudo, esses ambientes agora sédo reconhecidos por
apresentar um conjunto notavel de microrganismos, que de algum modo
sobrevivem na auséncia de nutrientes (CAVICCHIOLI et al. 2002; HOBBIE;
HOBBIE, 2013; BOHUS et al., 2010; CRUMP; DUCKLOW; HOBBIE, 2013).
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Quase toda a biosfera € oligotréfica, especialmente quando
consideramos o0 vasto volume dos oceanos. Embora o solo geralmente né&o
seja colocado nessa categoria, 0s microbiologistas do solo também
reconhecem sua natureza inerentemente oligotréfica. E raro encontrarmos um
ambiente realmente eutréfico, e mesmo nesses ambientes existem alguns tipos
fisiolégicos de bactérias que ndo encontram fontes assimilaveis de nutrientes
ou encontram em oferta limitada (CAVICCHIOLI et al. 2002; MORITA, 1997).

Ambientes oligotroficos sdo frequentemente definidos como aqueles que
contém menos do que 0,5mg/L de carbono organico dissolvido (DOC) (AMY;
MORITA, 1983; CAVICCHIOLI et al. 2002), ou 0,1 a 50 nanomolares de
compostos organicos de baixo peso molecular (LMW), como aminoacidos e
acucares (FUHRMAN, 1987; WILLIAMS, 2000). Entretanto, estudos indicam
gue uma parte significativa desse DOC é considerada recalcitrante e nao
biodisponivel (BARBER, 1968).

Quando um ou mais fatores de crescimento essenciais sdo limitados,
como é frequentemente o caso dos sistemas industriais de agua purificada, as
bactérias usam uma série de estratégias destinadas a garantir sua
sobrevivéncia. Essas sdo denominadas como mecanismos de sobrevivéncia
induzidos pela inanigdo e incluem: versatilidade nutricional, alteracdes celulares
e morfolégicas, inducdo do estado viavel ndo cultivavel (VNC), formacao de
cistos e esporos e formacédo de biofilmes (MITTELMAN; JONES, 2016).

Estudos demonstraram que além da baixa disponibilidade de nutrientes
(COOK; BOLSTER, 2007), esses mecanismos também costumam ser
desencadeados por outras fontes de estresse ambiental, como extremos de
temperatura (BESNARD et al, 2002; MAALEJ et al., 2004; WONG; WANG,
2004), salinidade (ASAKURA et al, 2008; WONG; LIU, 2008), baixos niveis de
oxigénio (KANA et al., 2008) e extremos de luz (GOURMELON et al., 1994).
Um Unico estressor ambiental provavelmente desencadeara qualquer um dos
mecanismos anteriormente mencionados, contudo varios fatores simultaneos
de estresse tendem a favorecer a indugcédo do estado VNC (MORITA, 1997;
HARTKE, 1998; LLEO, 2005). A habilidade em responder a tais condicdes e
sobreviver pode propiciar vantagens significativas aos organismos em questao
(COLWELL, 2000; OLIVER, 2005; NEWBY, 2007;).
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Os mecanismos microbianos de sobrevivéncia induzidos pela inani¢cao
em ambientes naturais sdo varidveis e altamente eficazes na reducdo das
taxas de respiracao e da densidade celular, enquanto permitem que as células
microbianas preservem sua patogenicidade. Esse fato é de importancia critica
para sistemas de aguas industriais de alta pureza utilizados na industria
farmacéutica e de processos biomédicos. (MITTELMAN; JONES, 2016)

3.3.2.1 Versatilidade nutricional

Ambientes oligotréficos costumam favorecer microrganismos capazes de
utilizar diferentes fontes de energia e carbono. Essa habilidade costuma ser
definida como mixotrofia, e 0s organismos mixotroficos podem adotar
combinacgdes de heterotrofia, fototrofia ou fagotrofia em diferentes graus para
obterem energia. Esse mecanismo de versatilidade nutricional € encontrado em
alguns microrganismos, como, por exemplo, algumas algas do género
Ochromonas, bactérias sulfurosas (Thiobacillus spp) e diversas espécies de
euglena (MITTELMAN; JONES, 2016). Contudo, o custo metabdlico para
manter multiplos sistemas tréficos, apesar de conferir uma vantagem evolutiva
em ambientes oligotréficos, confere também um custo evolutivo
correspondente em ambientes eutroficos.

Sendo assim, alguns autores ndo consideram a versatilidade nutricional
como um mecanismo de sobrevivéncia induzido pela inanigdo, mas sim como
uma abordagem nutricional alternativa para evitar a adocdo dos outros
mecanismos que serdo comentados a seguir. Microrganismos mixotréficos sdo
raramente encontrados em sistemas de agua de alta pureza na industria
farmacéutica (MITTELMAN; JONES, 2016).

3.3.2.2 Alteracédo na morfologia celular

Alteracdo na morfologia celular € um dos mecanismos de sobrevivéncia
induzidos pela inanicdo mais comuns em bactérias gram-negativas. As células
bacterianas geralmente se tornam cocoides, podendo desenvolver anexos, e
reduzem seu volume celular, formando ultramicrocélulas (UMC) (KJELLEBERG
et al. 1982; MORITA, 1988; HEIM et al., 2002).

Essas ultramicrocélulas resultantes apresentam a razdo entre a

superficie e volume celular potencializada, aumentando assim a eficiéncia dos
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processos de transporte celular, conferindo uma vantagem em ambientes
oligotroficos (MITCHELL, 2002). Além disso, o0 menor tamanho também reduz
as taxas de predacédo. Esse estado morfolégico € considerado como o estado
natural das células bacterianas em ambientes oligotréfico, sejam eles
aguaticos, marinhos ou terrestres (MITTELMAN; JONES, 2016).

Um aspecto critico dessa condicdo morfolégica para a industria
farmacéutica estd na habilidade dessas células em penetrar através dos poros
dos filtros de 0,22um (SUNDARAM et al., 2001a, b, c; HAHN, 2004; SILBAQ,
2009). Além disso, muitos desses microrganismos ndo sao recuperados pelos
métodos de cultivo usualmente utilizados, ou exigem maiores tempos de
incubacdo devido a um aumento significativo da fase lag, sendo detectados
principalmente por métodos baseados na medida direta da viabilidade, como,
por exemplo, técnicas de biologia molecular ou citometria de fluxo (WANG et
al., 2007; BOHUS et al., 2010; OLIVER, 2010).

Essas células microbianas podem também se tornar mais hidrofébicas e
adesivas através da secrecdo de substancia polimérica extracelular (EPS),
aumentando sua taxa de coagregacao (DECLERCK, 2010). Esse aumento na
coagregacao e em Ultima analise a formacdo de biofilme fornece protecéo
adicional contra a predacgéo e impactos de outros estressores ambientais, bem
como permite a reciclagem de LMW secretados ou lisados pelas células
vizinhas (ALVAREZ; LOPEZ; BIOSCA, 2008). A formacédo de biofiimes como
estratégia de sobrevivéncia em sistemas de agua de alta pureza seréa discutido

em maiores detalhes ainda nessa secéao.

3.3.2.3 Estado viavel néo cultivavel

Além desses mecanismos nutricionais e morfolégicos, as células
microbianas também sdo capazes de alterar drasticamente suas taxas
metabdlicas e entrar em um estado denominado como viavel ndo cultivavel
(VNC) (WHITESIDES; OLIVER, 1997). Essa perda da culturabilidade
bacteriana com a manutencg&o da sua viabilidade foi identificada pela primeira
vez por Xu e colaboradores (1982) em um trabalho relativo a sobrevivéncia de
enterobactérias em ambientes aquaticos.

Atualmente, essa condicéo é definida como sendo um estado fisiologico

geneticamente induzido na qual as bactérias deixam de ser cultiviveis nos
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meios de cultura em que eram tradicionalmente recuperadas, mas continuam
metabolicamente ativas e patogénicas (ROSZAK; COLWELL, 1987; KONG,
2004; OLIVER, 2010).

As células microbianas que entram no estado VNC apresentam
inlomeras mudancas no seu metabolismo. Muitas delas deslocam o
metabolismo para a manutencdo das funcdes biolégicas essenciais em
detrimento da biossintese e reproducdo. Entre essas mudancas destacam-se
a reducdo no transporte de nutrientes, diminuicdo na taxa de respiracdo e
diminuicdo na sintese de macromoléculas (HARTKE et al., 1998; OLIVER,
2010; HOBBIE; HOBBIE, 2013;).

Contudo, algumas células microbianas também podem aumentar suas
taxas de divisdo celular e brotamento, criando um maior nimero de células
microbianas menores como estratégia de sobrevivéncia pelo aumento do
ndamero de células VNC, aumentando assim, em ultima instancia, as chances
de uma Unica célula sobreviver (ALVAREZ; LOPEZ; BIOSCA, 2008). Pode
ocorrer também a sintese de novas proteinas, como as proteinas de choque
térmico e aquelas induzidas pelo estado de inanicdo (MORTON; OLIVER,
1994).

A determinacdo do numero de células viaveis totais pode ser realizada
por diferentes metodologias descritas na literatura, como, por exemplo,
contagem direta de viaveis (DVC) (KOGURE et al., 1979; OLIVER et. al, 1995;
COLWELL, 2000), deteccdo da atividade respiratéria (RODRIGUEZ et al.,
1992),manutencdo da integridade da membrana celular (ASAKURA et al.,
2002, 2005), deteccdo da atividade de estearase pelo uso de substrato
fluorogénico (REYNOLDS, FRICKER, 1999), entre outras (FLORESTA, 2006).

3.3.2.4 Formacgdo de biofilme

Em ambientes aquaticos oligotréficos as leis da termodinamica fazem
com que os nutrientes disponiveis em baixa concentracdo busquem o seu
estado de menor energia. Esse estado é alcancado quando esses deixam de
estar completamente circundados pela agua e se encontram adsorvidos nas
interfaces sélido/liquido (COSTERTON et al., 1995).

A formacgdo desse filme condicionante nas superficies permite que

ocorra a adesdo de células bacterianas livres por meio de interagfes ibnicas
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entre a parede celular dos microrganismos e as macromoléculas do filme
condicionante (OLIVEIRA, 2009). Essa adesao primaria é caracterizada como
sendo uma etapa reversivel na formacgado de biofilmes, visto que as células se
encontram ligadas a superficie por interacdes fisico-quimicas ndo especificas,
como atracao de Van der Waals, forcas eletrostaticas e interacdes hidrofobicas.
Essa atragdo inicial das células planctdnicas com a superficie pode ocorrer
tanto de modo aleatério quanto modo dirigido (TRENTIN; GIORDANI;
MACEDO, 2013).

Uma vez consolidada a adesao inicial, os microrganismos se ligam
irreversivelmente as superficies através da produgcdo da matriz de
exopolissacarideos (EPS). Essa substancia polimérica extracelular faz com que
as ligacbes entre as células e a superficie se fortalecam. Essa ligacdo
irreversivel dos microrganismos has superficies com a subsequente
colonizacdo da mesma caracteriza a formacéo do biofilme maduro (OLIVEIRA,
2009). Apenas em determinadas situacbes, como aquelas em que o ambiente
nao se encontra mais favoravel ou quando os niveis nutricionais tornam-se
relativamente altos, ocorre o desprendimento de células em estado plancténico.

Infelizmente, a descoberta tardia de que bactérias geralmente nédo
crescem na natureza da mesma maneira como crescem em condigdes
laboratoriais criou numerosos equivocos sobre o cultivo microbiano, bem como
interpretacdes equivocadas de resultados de teste de enumeracdo microbiana.
Estudos demonstraram que microrganismos coletados de um biofilme e
cultivados em condi¢cbes laboratoriais apresentam uma expressao génica
completamente distinta daquelas expressas pelas células originais presentes
no biofilme (COSTERTON et al., 1995).

O crescimento em biofiime apresenta diversas vantagens de
sobrevivéncia aos microrganismos nele presentes. Considerando esse
tipicamente se caracteriza por um crescimento exuberante na superficie de
fontes de nutrientes, a nutricAo aparentemente € uma vantagem O&bvia
(PORTERA, 1996; COSTERTON et al., 1995).

Além disso, os biofilmes também se caracterizam como sistemas de
defesa complexos, comecando pela penetracdo lenta dos produtos quimicos
através da matriz de EPS, onde o0s agentes antimicrobianos podem ser

interceptados e destruidos por enzimas na matriz do biofilme (BRANDA et al.
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2005; MA et al. 2009). Por serem formados por comunidades microbianas
puras ou mistas em diversos estados metabdlicos, alguns de seus
componentes sdo capazes de expressar genes especificos para resisténcia a
produtos antimicrobianos (TOP; SPRINGAEL 2003; KELLY et al. 2009;
HANNAN et al. 2010). Os microambientes diferentes dentro do biofilme
também reduzem ou impedem acao antimicrobiana dependente de crescimento
celular (PRIGENT-COMBARET et al. 1999; WHITELEY et al. 2001; SAUER,
2003; VILAIN et al. 2004; SHEMESH et al. 2007). Uma pequena subpopulacéo
de células dormentes, denominada de “persisters”’, pode sobreviver a agao
antimicrobiana, sendo suficientes para propagar o biofime (SPOERING; LEWIS,
2001; STEWART et al., 2000; BRIDIER et al., 2011).

Devido a esse complexo sistema de defesa, o controle microbiano, que, em
dltima instancia, se traduz em controle do biofilme, tem sido um dos topicos de
maior debate na industria farmacéutica quando se considera os sistemas de agua

para fins farmacéuticos.

3.4 Monitoramento da qualidade microbiolégica da agua purificada

Devido a sua criticidade na producdo farmacéutica, 0 monitoramento
microbiolégico da dgua é de grande importancia para assegurar a qualidade do
produto final bem como a seguranca do paciente. Qualquer tipo de agua
utilizada pela industria farmacéutica € uma potencial fonte de contaminacéo
microbioldgica, especialmente quando nédo € devidamente controlada.

O uso de agua contaminada tem sido associado ao recall de varios
produtos farmacéuticos durante os Uultimos 10 anos, principalmente na
contaminagdo por microrganismos indesejaveis em produtos ndo estéreis,
como, por exemplo, contaminacdo por Burkholderia cepacia, uma bactéria
gram-negativa nao fermentadora altamente prevalente nos sistemas de agua
de alta pureza (SUTTON, 2012b).

A industria farmacéutica usualmente monitora a qualidade microbiologica
da 4gua purificada através da coleta de amostras em varios pontos do sistema
produtivo. Essas amostras sdo levadas para analise laboratorial, podendo
demorar varios dias até a liberacdo dos resultados. Esses resultados sé&o
comparados com os limites de alerta e acdo previamente estabelecidos,

indicando assim se o sistema esta operando em conformidade. Esses também
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sao plotados em um grafico de controle de modo a permitir que uma analise de
tendéncias do sistema seja realizada (CLONTZ, 2008).

A principal limitacdo dos atuais programas de monitoramento reside no
fato de que na etapa de amostragem séo coletadas principalmente as fracoes
planctdnicas da microbiota ambiental, certamente originadas de um biofilme
maduro e bem estabelecido. Além disso, conforme descrito anteriormente, 0s
microrganismos em sistemas de agua de alta pureza se encontram
estressados e em estados metabolicos alterados, dificultando sua recuperacao
nos meios de cultura convencionalmente utilizados.

Essas limitacbes tém reflexos diretos nos meétodos de andlise
compendiais vigentes para enumeracdo de microrganismos heterotréficos
presentes na agua purificada. Por exemplo, alguns métodos tém como base o
crescimento microbiano em meios pobres em nutrientes. Ao entrar em contato
com esse tipo meio de cultura as bactérias na fase plancténica presentes na
amostra de adgua podem passar para a forma béntica. Contudo, o uso de um
meio rico em nutrientes pode muitas vezes causar um choque metabdlico ou
ambiental nessas células, inviabilizando sua recuperacdo. Assim como 0S
fatores nutricionais, tanto a temperatura quanto o tempo de incubacéo afetam
profundamente a recuperagao dos microrganismos (CUNDELL, 2004).

Esses fatores relacionados as limitacbes na recuperacdo microbiana
juntamente com o inconveniente tempo de espera para a disponibilidade dos
resultados tém conduzido a busca estratégica de métodos e sistemas
alternativos validados que possam ser utilizados no monitoramento e na

manutencdo do baixo risco de falha microbiana.

3.4.1 Limites de alerta e acao

O monitoramento microbiolégico da agua deve contemplar tanto limites
de alerta quanto limites de acdo. Limites de alerta sdo niveis ou faixas que,
guando excedidos, indicam que um processo pode ter se desviado de sua
condicdo normal de operagdo. Constituem-se em adverténcia, e nao
necessariamente exigem acgao corretiva. Os limites de agéo, por sua vez, sao
niveis ou faixas que, quando excedidos, indicam que o processo desviou-se de
sua faixa de operagdo normal. Exceder um limite de acdo sinaliza a

necessidade de acdo corretiva, para que 0 processo retorne a sua faixa de
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operacdo normal (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015; CLONTZ, 2012).

As Farmacopeias Europeia e Brasileira apresentam em suas
monografias para agua purificada um “limite de ag¢do apropriado” de 100
UFC/mL para o monitoramento microbiolégico da agua purificada. A inclusao
em monografia torna os limites oficiais e obrigatérios, independentemente do
uso da agua. Em contrapartida, as demais farmacopeias néo incluem tal limite
em monografia, incluindo apenas uma breve discusséo sobre a necessidade do
estabelecimento de tal limite pelo proprio usuario, visto que cada sistema de
agua tem suas proprias caracteristicas relativas a diversidade e niveis
microbianos (PINTO, KANEKO, PINTO; 2015).

A Farmacopeia Americana justifica que a ndo adogcao de parametros
rigidos para os limites microbianos se baseia no fato de que as aguas bulk tém
usos variados, alguns com necessidade rigida de pureza microbiana e outros
com nenhuma, ou quase nenhuma necessidade de pureza microbiana. Seria
incoerente que todos os usuérios desse tipo de aguas fossem onerados com
requisitos microbianos irrelevantes, e igualmente admitir-se reducdo no
requisito microbiano para agua, cuja aplicacdo impligue rigida qualidade
microbiana (USP, 2016; PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Independentemente do compéndio seguido, ao exceder um limite de
acdo, normalmente a primeira acdo a ser tomada é a realizacdo de uma
investigacdo laboratorial para confirmar se a amostragem foi realizada
adequadamente, se a enumeracao foi executada de forma correta e se 0s
resultados das contagens sdo considerados validos. Em seguida, deve ser
conduzida uma investigacdo no ambiente de producdo para averiguar se o
sistema de agua estava operando dentro dos parametros de funcionamento
considerados adequados.

Tipicamente, um ponto de uso que excedeu o limite de acao devera ser
retirado da producdo até que a investigacdo e os retestes sejam concluidos.
Como em um mesmo dia sdo também sdo coletadas diversas amostras do
tanque de circulagédo e de outros pontos no sistema de distribuicdo, é possivel
prontamente determinar se o resultado reflete no sistema inteiro, em uma unica
alca de distribuicho ou em uma torneira individual. Sendo assim, se 0s
resultados dessas outras amostras e do reteste forem satisfatérios, entdo os

resultados podem ser atribuidos a um erro de amostragem por parte do
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operador. No caso contrario, deve ser conduzida uma avaliagcdo do potencial
impacto dessa falha na qualidade do produto final (CUNDELL, 2004).

Por sua vez os limites de alerta sao tipicamente determinados pela
avaliacao estatistica dos dados histéricos do monitoramento da agua. Como as
contagens microbianas ndo apresentam distribuicdo normal, e sim uma
distribuicdo assimétrica positiva com muitos zeros, contagens baixas e poucas
contagens altas, caracterizando uma distribuicdo de Poisson, o uso da média
mais uma ou duas vezes 0 desvio padrdo ndo seria 0 modo adequado para
determinar esse limite. Sendo assim, alguns autores sugerem a adocao de
limites de toleréncia ndo paramétricos com 99% de probabilidade (P) a um
coeficiente gama de 95% para os limites de alerta e 95% de probabilidade a
coeficiente gama de 95% para os limites de acdo (CUNDELL, 2004; CLONTZ,
2008; PDA, 2014).

3.4.2 Enumeracdao de heterotréficos totais em agua purificada

Desde 1905, o principal método para a enumeragédo dos microrganismos
presentes na agua tem sido aqueles baseados no cultivo microbiano. As
principais técnicas de inoculacdo utilizadas incluem a semeadura em
profundidade, semeadura em superficie, filtracdo por membrana e
determinacdo do numero mais provavel (BUGNO; ALMODOVAR; PEREIRA,
2010; REASONER; 2014; USP, 2016).

O uso de meios de cultura com baixo ou alto conteudo nutricional, sob
distintas temperaturas de incubacao e por intervalos de tempo variados, bem
como as técnicas de inoculacdo, sdo algumas das divergéncias apresentadas
pelos diversos compéndios. Portanto, assim como ocorre em qualquer técnica
microbiolégica, os resultados da enumeracdo microbiana sao fortemente
influenciados pela sele¢édo das condi¢des de cultivo, e em Ultima instancia, pelo
método compendial seguido (BUGNO; ALMODOVAR; PEREIRA, 2010).

3.4.2.1 Meios de cultura e condi¢gdes de incubacéo

A selecdo das condigbes Otimas de cultivo refere-se a um classico
dilema em microbiologia. E amplamente reconhecido pelos microbiologistas
que a selecdo do meio de cultura, tempo e temperatura de incubagcao mais

adequados afeta profundamente a recuperacdo microbiana (CUNDELL, 2004;
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SANDLE, 2014; 2015).

Em se tratando dos meios de cultura, existem basicamente dois tipos de
meios empregados para andlise microbioldgica: aqueles que apresentam alto
conteudo nutricional, como Agar caseina-soja (TSA), Plate Count Agar (PCA) e
o m-HPC Agar, indicados para isolamento e enumeracdo de bactérias
heterotréficas e copiotréficas; e aqueles com baixas quantidades de nutrientes,
como Reasoner's 2A Agar (R2A) e o NWRI Agar (h-PCA), indicados para
deteccdo de bactérias oligotréficas e de crescimento lento (CUNDELL, 2004;
BUGNO; ALMODOVAR; PEREIRA, 2010; USP, 2016). A Tabela 7 apresenta a
composicao nutricional de cada um dos principais meios de cultura comumente
utilizados no monitoramento da agua.

Durante muito tempo, principalmente durante as décadas de 1980 e 1990,
tanto nos Estados Unidos quanto na Europa, os meios de cultura tradicionalmente
utilizados para contagem de heterotroficos totais em amostras de agua eram
aqueles que apresentavam um alto conteddo nutricional na sua composicdo. Na
Europa o meio de cultura recomendado era o TSA, enquanto que nos Estados
Unidos era recomendado o PCA (CUNDELL, 2004; SANDLE, 2014).

Neste mesmo periodo os bacteriologistas americanos Reasoner e Geldreich
formularam os meios de cultura R2A e R3A especialmente para a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA). Esses meios foram concebidos
como sendo meios de cultura ideais para realizacdo da contagem de heterotréficos
em varios tipos de agua (REASONER; GELDREICH, 1985; REASONER, 1990).

A teoria dos pesquisadores era de que as bactérias na agua estao
sujeitas a condi¢cbes de limitada disponibilidade de nutrientes, sendo mais
provavel que elas crescessem em meios de cultura que fossem semelhantes a
essas condicbes, ou seja, em meios de cultura formulados com baixas
concentracbes de compostos organicos. Os testes realizados por eles
mostraram que o R2A produziu contagens mais elevadas quando incubado
durante 5 a 7 dias, sob temperaturas de 20°C a 28°C, quando comparado com
meios de crescimento com maiores concentragcdes de nutrientes, tais como o
PCA e 0 TSA (REASONER; GELDREICH, 1985).

Em estudos subsequentes realizados durante a década de 1990, foram

avaliados tanto o efeito da temperatura quanto do tempo de incubacdo na
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recuperacdo dos microrganismos aquaticos. Os resultados mostraram que a
magnitude das contagens obtidas foi inversamente a temperatura de
incubacdo. Também foi demonstrado que maiores tempos de incubacéo,
chegando a valores superiores a 14 dias de incubacéo, produziram contagens
mais elevadas e aumento na deteccéo de bactérias pigmentadas, sendo que as
maiores contagens foram obtidas por incubacdo a 20°C por 14 dias (KEER et
al., 1999). Os estudos mais recentes na avaliacdo de aguas para hemodialise e
nas aguas utilizadas pela indastria de semicondutores tém corroborado com
esses achados (MASSA et al., 1998; BUGNO et al., 2010; CIRIC; PETROVIC;
MILENKOVIC, 2010).

Além da avaliagdo dos meios de cultura, também foram realizados
estudos comparando a eficiéncia das diversas formas de inoculacdo
disponiveis para enumeracdo de heterotréficos presentes na agua: semeadura
em superficie, semeadura em profundidade e filtracio em membrana
(CUNDELL, 2004; REASONER; 2014). Apesar da técnica de semeadura em
profundidade ser uma técnica simples e bem estabelecida, ela apresenta como
principais desvantagens o limitado volume de inoculacdo de 1mL e o fato das
colénias crescerem imersas no agar, dificultando sua subcultura para uma
possivel identificacdo, além da temperatura do agar fundido (i.e., 40-50°C)
poder reduzir a recuperacao microbiana devido ao choque térmico (CUNDELL,
2004; REASONER; 2014).

Por sua vez, a técnica de semeadura em superficie permitiu
aparentemente uma maior recuperacdo do numero de microrganismos, além
de permitir sua subcultura Entretanto, quando comparada com as demais
técnicas, essa requer um preparo mais especializado, no qual as placas
precisam ser secas ao ar de modo a limitar que a umidade da superficie
promova um crescimento convergente ao invés de formacdo de uma colénia
discreta. Além do mais, a técnica correta de espalhamento na superficie e o
limitado volume de inoculacdo de 1mL s&o as principais desvantagens do
método (CUNDELL, 2004; REASONER; 2014).

Por fim, a primeira vista seria esperado que o uso de filtros com
porosidade menores do que 0,45um na técnica de filtracio em membrana
resultaria em uma maior retencdo do nimero de bactérias e consequentemente

uma maior recuperacdo do numero de microrganismos. Contudo, conforme
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discutido em secdo anterior, devido as menores dimensbes dos
microrganismos encontrados nos sistemas de agua com baixa quantidade de
DOC, esse nem sempre € o caso. Alguns trabalhos demonstram que a
diminuicdo da porosidade pode também afetar na difusdo de nutrientes através
da membrana, limitando assim tanto o desenvolvimento das colénias quanto o
seu crescimento (CUNDELL, 2004; REASONER; 2014).

Apesar dessas observacdes, as monografias recentes da Farmacopeia
Europeia para a agua purificada e agua altamente purificada especificam que o
monitoramento microbiolégico da agua seja realizado no meio de cultura R2A
pelo procedimento de filtragdo em membrana de 0,45um, sendo incubado a
uma temperatura de 32,5°C £ 2,5°C durante 5 dias (BP, 2015).

Segundo Sandle (2014) as razfes para adocdo desses parametros nao
sao totalmente claras, podendo refletir o conservadorismo relativo do comité da
mesma. Provavelmente houve um grau de praticidade na escolha do tempo de
incubacdo, uma vez que 14 dias poderia ser tarde demais para se tomar
alguma atitude relativa a algum evento de contaminacdo. Em um estudo
realizado por Sandle e Skinner em agua desmineralizada concluiu que o uso de
temperaturas de 20°C a 25°C durante 7 dias de incubagdo representavam
condi¢cdes de incubacdo muito melhores para a contagem de heterotroficos
totais em agua do que aquelas preconizadas pelo compendio (SANDLE,
SKINER, 2005).

Por sua vez, a Farmacopeia Americana ndo especifica um meio de
cultura, métodos de inoculacdo ou condi¢cdes de incubacdo. Segundo o
compéndio a escolha das condicbes 6Otimas de cultivo deve ser determinada
por testes laboratoriais pelo usuario durante o estudo de validacdo do sistema
de &gua (USP, 2016).

Portanto, apesar de alguns microrganismos presentes na adgua poderem
ser cultivados em meios com baixo nivel de nutrientes a temperaturas mais
baixas e tempos mais longos de incubacgéo (10 a 14 dias), o valor de um
resultado de contagem obtido em 14 dias ainda pode ser considerado
questionavel. Contudo, mais questionaveis sdo as condi¢cbes exigidas por
alguns compéndios (CUNDELL, 2004).

Consequentemente, 0 inconveniente do tempo de espera para a

disponibilidade dos resultados e a dependéncia da técnica de cultivo, juntamente
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com o fato de que somente uma fracdo de populacdo microbiana sera detectada,

tém conduzido a busca estratégica de métodos e sistemas alternativos validados

gue possibilitem a obtencdo de resultados em tempo real e assegurem a

manutencgédo de baixo risco de falha microbiana nos processos produtivos.

Tabela 7: Composi¢cdo dos meios de cultura usualmente utilizados no monitoramento

da 4gua
Mei . : Meios pobres em
eios ricos em nutrientes )
Ingrediente nhutrientes
PCA m-HPC TSA R2A R3A NWRI
Proteinas 7,59 45,5¢ 20,09 1,59 3,09 3,59
Peptona 5g 20,5g - - 0,59 3,0
Gelatina - 25.0g - - - -
Hidrolisado
pancreético de - - 15¢g - 19 -
caseina
Hidrolisado
papainico de - - 5¢ - - -
soja
Proteose
Peptona N°3 ) i i 0.59 i )
Extrato de carne - - - - - -
Digesto
pancreatico de - - - 0,5g 0,5g -
caseina
Extrato de
Levedura 2,59 i i 0.5¢ 19 )
Caseina soluvel - - - - - 0,5¢g
Carboidratos 1,09 12,69 0,09 1,09 2,09 0,09
Glicose 1,09 - - 0,5g 19 -
Glicerol - 10mL - - -
Amido soluvel - - - 0,5g 19 -
Nutrientes
organicos 8,59 58,19 20,09 2,59 5,09 3,5
Minerais 0,0g 0,09 5,09 0,659 1,259 0,251g
Cloreto de sédio - - 5,09 - - -
KzHPO4 - - - 0,39 0,69 0,2
MgSOa - - - 0,059 0,048¢g 0,05¢g
Piruvato de
sodio i i i 0.3 0.69
FeCls - - - - - 0,001g
Nutrientes
organicos + 8,5¢g 58,19 25¢ 3,159 6,259 3,751g
Minerais
Agar 15g 15g 15g 159 159 159
Agua purificada 1000mL 1000mL 1000mL 1000mL 1000mL 1000mL
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3.5 Métodos microbiologicos Alternativos

No contexto industrial atual, as necessidades competitivas de produzir
com menor custo possivel os bens e servicos que tenham qualidade
incorporada em nivel superior ao concorrente, além de cumprir prazos e
entregar rapidamente os produtos exigidos sendo fiel ao prazo de entrega
prometido sdo algumas das demandas da industria farmacéutica (MILLER,
2005; PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

Além disso, faz-se necessaria a possibilidade de alterar rapidamente o
que se esteja fazendo, ganhando em flexibilidade, de tal forma que se tem
conduzido a revisdo de aspectos do processo de fabricacdo. Uma dessas
areas sob avaliacdo diz respeito aos testes microbiolégicos. A percepcao geral
que se tem dos métodos microbioldgicos diz respeito a sua lentiddo. Pouco
evoluiram nos ultimos anos, de tal forma que ainda retardam a liberacdo dos
produtos (MILLER, 2005; PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

Embora aceita a necessidade de novos métodos, no ambiente altamente
regulado em que a industria farmacéutica trabalha, com abordagem
conservadora, e a necessidade de rigidos requisitos de validagdo, a sua
implementagcdo ainda é restrita e encontra alguns desafios tanto de ordem
técnica quanto de ordem cultural (PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

Historicamente, as tecnologias alternativas para deteccdo microbiana
nao foram projetadas levando em consideracdo os requisitos necessarios para
validagdo no setor farmacéutico. O desenvolvimento de sistemas
especificamente para esse setor provou ser um empreendimento caro para
época, visto a baixa estimativa no volume de vendas e as exigéncias
complexas da legislacdo da area. Contudo, isso ndo impediu que houvesse
tentativas frustradas de implementacdo dessas tecnologias, 0 que acabou
gerando uma grande desconfianca em relacdo ao uso de tais métodos pela
industria farmacéutica (MILLER, 2005; PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

Ao somar esse historico traumatico com o fato da area ser uma das mais
altamente regulamentadas da industria moderna, devido a necessidade de garantir
a seguranca do paciente além da seguranca e eficacia do produto, acabou-se
desenvolvendo uma cultura de aversao ao risco, altamente conservadora, em toda

a comunidade farmacéutica. Tais fatores de ordem cultural acabam caracterizando
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um ambiente altamente desafiador para implementacdo das metodologias
inovadoras (MILLER, 2005; PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

Nos ultimos 15 anos alguns fornecedores da area de métodos rapidos e
automacdo perceberam que a inovacdo tecnolégica em microbiologia
farmacéutica € uma meta realista. As tecnologias alternativas que ja estavam
consolidadas tanto para as areas clinicas quanto para &rea alimenticia foram
adaptadas de modo a contemplar os requisitos necessarios para validagdo na
area farmacéutica (MILLER, 2005; PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

Os meétodos microbioldgicos alternativos disponiveis atualmente no
mercado possuem um perfil extremamente heterogéneo, e apesar de serem
agrupados segundo uma classificacdo tecnoldgica (tecnologias baseadas no
crescimento; tecnologias baseadas na viabilidade; tecnologias baseadas nos
componentes celulares, ou artefatos; tecnologias baseadas nos &acidos
nucleicos), os principios de deteccdo microbiana de métodos dentro de uma
mesma classificacdo podem diferir significativamente. Sendo assim, cada
tecnologia possui uma instrumentacdo propria para aplicacdes especificas
(MILLER, 2005; PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

Para a aplicagdo em sistemas de &gua, principalmente para a
enumeracdo de heterotréficos totais, destacam-se aqueles baseados na
viabilidade (KAWAI; YAMAGUCHI; NASU, 1999; LEBARON,; JOUX, 2000;
KULAKOV et al., 2002; WALLNER, G.; TILLMAN, D.; HABERER, 1999).

As técnicas baseadas na viabilidade ndo dependem do crescimento e do
cultivo dos microrganismos, sendo consideradas universais e rapidas. As
principais técnicas comercialmente disponiveis sdo a microscopia direta de
filtro epifluorescente, a citometria de fluorescéncia por varredura a laser em
fase sélida e a citometria de fluxo por coloracao vital ou fluorescéncia (PINTO;
KANEKO; PINTO, 2010).

3.5.1 Citometria de fluxo

A técnica de citometria de fluxo (FC) foi desenvolvida na década de
1960, sendo prontamente aplicada no campo da medicina para a analise de
células de mamiferos. Os microbiologistas s6 comecaram a utilizar essa
ferramenta no final da década de 1970, contudo ela ndo se popularizou devido

a limitacGes técnicas decorrentes do menor tamanho das células bacterianas
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guando comparadas com as células de mamiferos (BAILEY et al., 1977; PAAU
et al., 1977). Além disso, essas primeiras aplicacbes da FC em microrganismos
também foram prejudicadas principalmente pela ligacdo ndo especifica de
corantes fluorescentes, sensibilidade instrumental e poder computacional
limitados (WANG et al., 2010).

Um citometro de fluxo consiste em um sistema constituido por cinco
elementos principais: uma ou mais fontes de radiagdo (lampada de mercurio ou
laser); uma camara de fluxo; unidades de filtros Oticos para selecdo de um
intervalo de comprimento de onda especifico; fotodiodos ou fotomultiplicadores
para a deteccéo e processamento dos sinais; e uma unidade que processa 0S
dados recolhidos (RIBEIRO, 2011; OLIVEIRA, 2015).

O principio da técnica se baseia na deteccao da dispersao da luz e/ou
fluorescéncia de particulas que fluem em uma suspensédo liquida. Todavia,
particulas abibticas como cristais e poeira também induzem a dispersao da luz.
Sendo assim, para um deteccdo especifica das células de interesse é
necessario realizar uma marcacao prévia com um corante especifico para
determinadas func¢des celulares (RIBEIRO, 2011; OLIVEIRA, 2015).

Depois de marcada, a suspensdo que contém as células é injetada no
equipamento, dirigindo-se para o nucleo central contido na camara de fluxo.
Esta camara é preenchida por liquido de revestimento (sheath fluid). Por
apresentar uma velocidade de fluidez muito maior do que a da suspensao
injetada e, através de um fenémeno fisico denominado focagem hidrodinamica,
é formado um fluxo laminar que mantém as células hidrodinamicamente
alinhadas, de forma que essas passem uma a uma em frente a fonte de
radiacdo (RIBEIRO, 2011; OLIVEIRA, 2015).

A interacdo das células ou das particulas com a fonte de radiacdo
origina sinais que vao ser captados pelos detectores. A informacédo recolhida
pode agrupar-se em dois tipos fundamentais: a primeira é aquela originada
pela dispersdo da luz, a segunda esta relacionada com a emisséo de luz pelos
fluorocromos presentes nas células ou nas particulas apdés serem excitados
pela fonte luminosa. Esses sinais vao depois ser convertidos em dados digitais
para serem representados atraves de graficos monoparamétricos e
biparamétricos e, com isso, 0 numero de células é determinado (RIBEIRO,
2011; OLIVEIRA, 2015).
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Diversos tipos de sistemas e sondas fluorescentes tém sido utilizados
com sucesso na quantificagdo de microrganismos por FC. Um desses sistemas
em questao é o BactiFlow ALS (bioMériux, Franca) (FLINT et al., 2006a; 2006b;
DREIER, VOLLER, KLEESIEK, 2009; ;VOLLMER, KNABBE, DREIER,2014;
MULLER et al., 2015).

Nesse sistema 0S microrganismos Sd80 marcados por um reagente
fluor6foro anfipatico que ao passar através da membrana celular é
imediatamente deacilado por enzimas estearases intracelulares, deixando-o
impermeével e tornando-o fluorescente (LEBARON; JOUX, 2000; HOEFEL et
al., 2003). Reagentes contra-corantes séo utilizados para minimizar possiveis
ruidos de fluorescéncia, garantindo que microrganismos viaveis possam ser
diferenciados de particulas nédo-viaveis ou de fluoresceina livre na solucéao.
Sendo assim, este método oferece um grande potencial para detectar e
enumerar a biocarga microbiana, principalmente em meios com baixa carga de
material particulado, como é o0 caso da agua para fins farmacéuticos
(LEBARON; JOUX, 2000).



4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

Todas as cepas utilizadas nesse trabalho foram adquiridas como
Material de Referéncia Certificado (MRC), estando em conformidade com os
critérios estabelecidos na ABNT ISO Guia 34:2012 (ABNT, 2012). Foram
utilizados os seguintes microrganismos referéncia: Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027);
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Candida albicans (ATCC 10231).

Os meios de cultura foram adquiridos desidratados e preparados no
laboratério seguindo as instrugbes de preparo indicadas pelo fabricante. No
presente trabalho foram utilizados os seguintes meios de cultura: Plate Count
Agar (BD Difco™, USA), Reasoner'2 Agar (BD Difco™, USA), Trypticase Soy
Agar (BD Difco™, USA) e Saboraud Dextrose Agar (BD Difco™, USA). Todos
0s meios de cultura tiveram tanto sua esterilidade quanto sua capacidade promotora
de crescimento avaliadas apos a esterilizacao e anteriormente ao uso.

O citometro de fluxo utilizado no presente trabalho foi o BactiFlow ALS®
(Biomériux, Franca), sendo todos os reagentes adquiridos diretamente com
fabricante do equipamento. Para o protocolo utilizado durante os ensaios formam
empregados 0s seguintes reagente: ChemSol B26/1® (Biomériux, Franca),
ChemChroe V26® (Biomériux, Franca), CSV® (Biomériux, Franca), Diluent R®
(Biomériux, Franca), Isored® (Biomériux, Franca), Cleaning 5® (Biomériux, Franca).

As amostras de agua purificada utilizadas na etapa de Equivaléncia
foram coletadas em reservatérios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo em diversos dias. Optou-se por coletar as aguas
nos reservatorios da universidade ao invés de aguas de ambiente producao
farmacéutico devido ao fato de se ter um conhecimento prévio de que estas
apresentariam contaminagdo microbiana, possibilitando um maior desafio na

avaliacao da eficiéncia do método alternativo de enumeracéao.

4.2 Métodos
4.2.1 Validagéo da Metodologia Alternativa

Para se conduzir um estudo de validacdo de maneira eficaz foram
necessarios os cumprimentos de uma série de etapas que contemplam desde

a verificacdo da aplicabilidade da metodologia para o produto desafiado até a
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comparacao dos resultados obtidos pelo método alternativo com o método
vigente, de modo a demonstrar que eles sé&o equivalentes. Sendo assim, esse
estudo foi dividido em trés etapas: Prova de Conceito (etapa 1), Avaliacao de

Desempenho (etapa 2) e Equivaléncia (etapa 3).

4.2.1.1 Etapa 1: Prova de Conceito

Antes de dar inicio a validacao propriamente dita, optou-se por realizar
uma analise exploratoria do método a ser utilizado. O propdsito dessa etapa foi
avaliar o potencial do método microbioldgico alternativo em ser validavel frente
ao meétodo farmacopeico, ou seja, determinar nesse caso, se a etapa da
Avaliacdo de Desempenho seria factivel. Sendo assim, nessa fase ndo se
pretendeu desafiar os parametros criticos de validacdo (Tabela 8), mas apenas
verificar se resultados das contagens obtidas pela semeadura em profundidade
e pela citometria de fluxo apresentam algum grau de correlagdo entre si.

Para isso, foram preparadas suspensbes das seguintes cepas
microbianas: Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538).
Essas suspensdes foram padronizadas através do procedimento de diluicdo seriada
decimal, de modo a se obter cinco faixas de concentragdo (10* a 10° UFC/mL).
Cada faixa de concentracao foi analisada em triplicata para cada microrganismo por
ambos 0s métodos. A cada andlise também foram analisados controles negativos

das solucgdes utilizadas no preparo das diluicdes.

4.2.1.1.1 Metodologia tradicional

Nesta primeira etapa andlise das suspensdes foi realizada através da
técnica de semeadura em profundidade utilizando o meio de cultura Caseina-
soja (TSA), no gual foi realizada a leitura das placas apdés a incubacgéo por 48 horas
a 32,5°C + 2,5°C. Apenas placas contendo entre 25 a 300 UFC foram
consideradas como contaveis (BREED; DOTTERRRER, 1916; JENNISON,
1940; TAMASIEWICZ et al.,, 1980). Os resultados para as diluicbes que
obtiveram resultados acima dessa faixa foram estimados através da
multiplicacdo da média dos resultados nas faixas contavel pelo fator de diluicdo
correspondente (BRASIL, 2010; BP, 2015; USP, 2016).
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4.2.1.1.2 Citometria de Fluxo

O sistema BactFlow ALS® é um sistema totalmente automatizado com
tempo de analise de 90 minutos. O procedimento de andlise pelo BactFlow
ALS® é de extrema simplicidade, consistindo em pipetar 1mL das amostras
para tubos de polipropileno fornecidos pelo fabricante do equipamento. O
corante utilizado foi o ChemChrome V26® e o contra-corante o ChemChrome
B26®. O protocolo de andlise utilizado durante toda validacédo foi o A1511-05,
gue consiste no mesmo protocolo utilizado para enumeracdo de heterotréficos
totais presentes na agua. Esse mesmo procedimento foi utilizado para as

demais etapas da validacdo da metodologia.

4.2.1.2 Avaliacdo de Desempenho

Para a técnica de citometria de fluxo ser considerada como tecnologia
alternativa ao método de enumeracgéo microbiana ela deve ser primeiramente
validada conforme descrito pelos principais compéndios. Para isso, 0 processo
de validacdo exige que sejam desafiados os parametros para os testes

guantitativos apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. ParAmetros de validacéo pelo tipo de método microbiolégico alternativo
(BRASIL, 2016; USP, 2016; BP, 2015; JP, 2014).

" Testes Testes Testes de
Parametros s o . . ~
guantitativos gualitativos identificacao
Especificidade Sim Sim Sim
Limite de Sima Sim N0
deteccao
Exatidao Sim Nao Sim
Precisdo Sim Nao Sim
Limite de Sim NET NETS
quantificacao
Linearidade Sim Nao Nao
Intervalo Sim Nao Nao
Robustez Sim Sim Sim

& A Farmacopeia Europeia ndo exige que para os testes quantitativos seja avaliado o

Limite de Deteccéo
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4.2.1.2.1 Delineamento experimental

De modo a contemplar todas as exigéncias relativas ao nimero minimo
de amostras, réplicas, concentracdes e suspensdes exigidas pelos compéndios
(PDA, 2013; JP, 2014; BP, 2015; BRASIL, 2016; USP, 2016;), todo o
delineamento experimental foi realizado com o auxilio de um estatistico.

A escolha dos microrganismos desafiados € uma etapa de extrema
importancia na validacdo dos ensaios microbiologicos alternativos. Todavia,
essa etapa preconiza que todos os parametros criticos de validacdo sejam
desafiados com suspensdes microbianas cultivadas em laboratério, ou seja,
células em um estado fisiolégico completamente distinto daquelas presentes
em um sistema de 4gua de alta pureza.

Consequentemente o objetivo principal da Avaliacdo de Desempenho foi
avaliar a eficiéncia do método alternativo em enumerar microrganismos quando
comparado com o método tradicional para enumeragdo microbiana. Para
avaliar se essa eficiéncia é refletida na analise de amostras de agua purificada
uma etapa adicional foi idealizada.

Por conseguinte, para essa etapa foram escolhidos como
microrganismos desafiados aqueles indicados para avaliagdo da capacidade
promotora de crescimento dos métodos de enumeragdo microbiana das
principais farmacopeias.

Ao todo foram preparadas seis suspensfes das seguintes cepas
microbianas: Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e
Candida albicans (ATCC 10231). Cada suspensédo foi padronizada pelo
procedimento de diluicdo seriada geométrica, de modo a se obter seis faixas de
concentragdo (de 102 a 10' UFC/mL). Cada faixa de concentracdo foi analisada

com sete réplicas para cada microrganismo por ambos 0os métodos.

4.2.1.2.2 Metodologia tradicional

Nesta etapa a andlise das suspensdes foi realizada através da técnica
de semeadura em profundidade utilizando o meio de cultura Caseina-soja
(TSA) para o cultivo de bactérias, no qual foi realizada a leitura das placas apos a
incubagdo por 24 a 48 horas a 32,5°C = 2,5°C, e Sabouraud Dextrose Agar

(SDA) para o cultivo de fungos, no qual foi realizada a leitura das placas apés a



61

incubacdo por 3 a 5 dias a 22,5°C + 2,5°C. Assim como na etapa anterior,
apenas as placas contendo entre 25 a 300 UFC foram consideradas como
contaveis, sendo os resultados para as diluicbes que obtiveram resultados
acima dessa faixa estimados através da multiplicacdo da média dos resultados
na faixa contavel pelo fator de diluicdo correspondente (BRASIL, 2010; BP,
2015; USP, 2016).

4.2.1.2.3 Critérios de aceitacéao
4.2.1.2.3.1 Exatidao

A exatidado pode ser definida como a proximidade dos resultados obtidos
pelo novo método em relacdo ao método referéncia, sendo demonstrada no
intervalo definido pela metodologia. O critério de aceitagcdo para esse
parametro € que a taxa de recuperacdo (razdo da média da recuperacdo do
novo método em relacdo ao método referéncia) seja maior ou igual a 70%.
Também é aceita a demonstracdo desse parametro através de analises
estatisticas comparativas (PDA, 2013; BP, 2015; BRASIL, 2016; USP, 2016).

4.2.1.2.3.2 Preciséao

A preciséo é definida como o grau de concordancia entre uma série de
resultados individuais quando um procedimento é aplicado repetidamente a
uma mesma suspensao microbiana. Usualmente é expressa como coeficiente
de variagéo.

O critério de aceitacdo para esse parametro é de que o novo método
nao deve ter uma variabilidade significativamente maior do que a do método
existente. A Tabela 9 apresenta o Coeficiente de Variacao esperado para cada
faixa de contagem para o método de enumeracao microbiana por semeadura
em profundidade (PDA,2013; BP, 2015; BRASIL, 2016; USP, 2016).

Tabela 9: Desvio Padréo Relativo em funcéo da contagem por placa (USP, 2016).

UFC/placa Coeficiente de variacao
30-300 <15%
10-30 <25%

<10 <35%
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4.2.1.2.2.3 Linearidade

A linearidade é a capacidade de eleger resultados proporcionais a
concentragdo em um determinado intervalo. A média das réplicas de cada
concentracdo deve ser utilizada no calculo da linearidade, sendo o critério de
aceitacdo a demonstracdo de um coeficiente de correlacdo (R2) maior ou igual
a 0,90 e a inclinagéo da reta deve estar entre 0,8 e 1,2 (PDA, 2013; BP, 2015;

USP, 2016).

4.2.1.2.3.4 Especificidade

Especificidade pode ser definida como a habilidade do método em
detectar uma gama de microrganismos, assim como demonstrar adequacao de
uso ao procedimento proposto. A especificidade pode ser demonstrada através
dos parametros anteriormente apresentados, sendo o critério de aceitacéo
definido pela capacidade do método alternativo em detectar e enumerar todos
0s microrganismos desafiados, ndo sendo estatisticamente diferente do método
referéncia (PDA, 2013; BP, 2015; BRASIL, 2016; USP, 2016;).

4.2.1.2.3.5 Limite de Deteccéo:

O Limite de deteccdo é a menor concentracdo de microrganismos
presentes na amostra que pode ser detectada, porém nao necessariamente
guantificada sob as condices experimentais. O critério de aceitacdo para este
parametro consiste em demonstrar que a taxa de recuperacéo entre os dois
métodos ndo é estatisticamente diferente quando sédo avaliadas concentracdes
com baixas cargas de inoculo, podendo ser demonstrada através do teste do
chi-quadrado. A Farmacopeia Europeia ndo exige que seja avaliado esse

parametro para os métodos quantitativos.

4.2.1.2.3.6 Limite de Quantificacao:

O limite de quantificacdo pode ser definido como a menor carga
microbiana detectada na amostra com precisao, exatidao e linearidade sob as
condi¢cbes experimentais. O critério de aceitacao para esse parametro é de que
0 novo metodo seja pelo menos tdo sensivel quanto o método referéncia para
cargas microbianas similares. O limite de quantificagdo pode ser demonstrado

b

através dos anteriormente apresentados, sendo correspondente a menor
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concentracdo que atende aos requisitos de precisdo, exatiddo e linearidade
(BRASIL, 2016; BP, 2015; USP, 2016; PDA, 2013).

4.2.1.2.3.7 Intervalo

Para um método quantitativo, o intervalo é definido como a distancia
entre os limites superiores e inferiores que conseguem ser determinados com
precisédo, exatiddo e linearidade, sendo demonstrado por meio desses trés
parametros (PDA, 2013; BP, 2015; BRASIL, 2016; USP, 2016;).

4.2.1.2.3.8 Robustez e resisténcia

A robustez e a resisténcia costumam ser fornecidos pelo fabricante do
equipamento durante a Qualificacdo de Instalacdo e Qualificacdo de Operacéo.
Contudo, visto gue muitos testes serao repetidos em diferentes dias, com diferentes
lotes de reagentes, esses parametros devem ser avaliados indiretamente (PDA,
2013; BP, 2015; BRASIL, 2016; USP, 2016;).

4.2.1.3 Equivaléncia

Uma vez que os resultados obtidos na etapa de Avaliagdo do
Desempenho ndo condizem necessariamente com a real eficiéncia do método
em detectar microrganismos presentes em um sistema de agua purificada,
foram realizados testes com amostras coletadas em diversos reservatorios e
em diferentes dias, sendo essas analisadas tanto pelas metodologias
compendiais quanto pela metodologia alternativa.

Devido a possibilidade de alguns métodos microbioldgicos alternativos
serem mais precisos e sensiveis em comparacao aos meétodos tradicionais, o
critério de aceitacdo adotado para essa etapa foi de que os resultados obtidos
pela citometria de fluxo ndo sejam estatisticamente inferiores aos obtidos pelos

métodos compendias.

4.2.1.3.1 Metodologia tradicional

Optou-se nessa etapa por seguir as metodologias sugeridas pela
Farmacopeia Americana e pela Farmacopeia Japonesa (JP, 2014; USP, 2016).
A andlise das amostras foi realizada através da técnica de semeadura em

profundidade utilizando dois meios de cultura: o meio Plate Count Agar (PCA), no
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gual foram realizadas duas leituras das placas, uma apés a incubacao por 48 horas
a 32,5°C + 2,5 °C e outra apés a incubacado por 72 horas a 22,5°C + 25 °C; e 0
meio Reasoner’2 Agar (R2A), por meio do qual foi realizada uma leitura apds a
incubacdo por 7 dias a 22,5°C + 2,5 °C. Assim como nas etapa anteriores,
apenas as placas contendo entre 25 a 300 UFC foram consideradas como
contaveis (BREED; DOTTERRRER, 1916;JENNISON, 1940; TAMASIEWICZ et
al., 1980).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as andlises estatisticas apresentadas nessa se¢do foram
realizadas utilizando-se os softwares estatisticos Minitab® v.17 (Minitab Inc.,
EUA) e IBM SPSS Statistics® v.22 (IBM, EUA).

5.1 Prova de Conceito

Quando analisamos resultados em microbiologia, devido a grande
variabilidade populacional das amostras, € pratica comum considerar como
resultados aceitaveis aqueles que ndo apresentam uma divergéncia maior do
que #0,3logio (ou fator 2) do inoculo padrao (USP, 2016; BRASIL, 2010).
Sendo assim, para o propdsito exploratério dessa etapa, os resultados obtidos
através da técnica de semeadura em profundidade foram utilizados como
valores esperados para o inoculo padrao.

Ao contrario do que era esperado, ao comparar as diferencas entre 0s
resultados obtidos pelo método alternativo e o método convencional foi
possivel observar que na maioria dos casos o BactiFlow ALS apresentou uma
menor recuperacao microbiana do que o método referéncia (Tabelas 10 a 13).
Para alguns microrganismos como, por exemplo, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, a diferenca entre as recuperacdes acabou
ultrapassando a faixa de +0,3log em alguns pontos, principalmente para os
resultados que estdo acima dos limites contaveis para o método de semeadura
em profundidade (25-300 UFC/placa).

Uma andlise dos dados brutos revelou que essa diferenca ocorreu
principalmente devida a grande variabilidade nos dados por ambos os
meétodos, que por sua vez acabou sendo ainda mais acentuada quando os
resultados do método tradicional foram multiplicados pelo fator de diluicéo.
Sendo assim, espera-se que com 0 aumento do nimero de réplicas durante o0s
ensaios de Avaliacdo de Desempenho ocorra também uma diminuicdo da
variabilidade, resultando em uma menor divergéncia entre esses resultados,

ndo comprometendo a avaliacdo dos parametros exatidao e preciséo.
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Tabela 10: Diferengca nas contagens microbianas obtidas na Prova de Conceito para

Staphylococcus aureus ATCC 6538

BactiFlow Semeadura em

Diluicdo 1 iagens/mL (logio) Profundl(ldoagdli)UFC/mL | Diferencal |
1:10 4,71883 4,81531 0,096472
1:100 3,85785 3,81531 0,042548

1:1000 2,62221 2,81531 0,193091

1:10000 1,85070 1,81531 0,035397

Tabela 11: Diferenca nas contagens microbianas obtidas na Prova de Conceito para
Escherichia coli ATCC 8739

BactiFlow Semeadura em
Diluic&o Contagens/mL Profundidade UFC/mL | Diferenca|
(log10) (log10)

1:10 4947771 6,11978 1,17201
1:100 3,946497 5,11978 1,17329
1:1000 3,946497 4,11978 0,17329
1:10000 2,956736 3,11978 0,16305
1:100000 2,012454 2,11978 0,10733

Tabela 12: Diferenga nas contagens microbianas obtidas na Prova de Conceito para

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

BactiFlow Semeadura em
Diluicéo Contagens/mL Profundidade | Diferencal |
(log10) Contagens/mL (log10)

1:10 5,493493 6,349083 0,8555903
1:100 4,564078 5,349083 0,7850052
1:1000 3,524006 4,349083 0,8250767

1:10000 2,649659 3,349083 0,6994238
1:100000 1,977724 2,349083 0,3713596

Tabela 13: Diferenca nas contagens microbianas obtidas na Prova de Conceito para
Bacillus subtilis ATCC 6633

BactiFlow Semeadura em
Diluig&o Contagens/mL Profundidade | Diferencal |
(log10) Contagens/mL (log10)
1:10 4,913542 4,84880 0,064737
1:100 3,883055 3,84880 0,034251
1:1000 2,892095 2,84880 0,043290

1:10000 1,993436 1,84880 0,144632
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Ao realizar a analise de regressao linear dos dados obtidos em todas as
concentragfes para 0s quatro microrganismos, foi possivel avaliar a existéncia
de correlacdo entre os dois métodos (Figuras 2 a 5). A partir de tais resultados
€ possivel inferir que a metodologia alternativa se apresentou tanto linear
guanto especifica para enumeracdo dos microrganismos desafiados, tendo em
vista que ela conseguiu detectar todas as cepas microbianas bem como foram
obtidos coeficientes de correlagdo maiores que 0,95 e retas com inclinagcéo
entre 0,8-1,2.

Prova de Conceito: Staphylococcus aureus ATCC 6538
BactiFlow = 0,0001 + 0,9840 Pour Plate

>0 S 0,136344

R-Sq 99,2%
45 R-Sq(adj) 98,9%

4,0

3,5

BactiFlow

3,0
2,5
2,0

2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 45 5,0
Pour Plate

Figura 2: Analise de regressao linear para Staphylococcus aureus ATCC 6538 para

etapa de Prova de Conceito
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Prova de conceito: Escherichia coli ATCC 8739
BactiFlow = 0,7357 + 0,6860 Pour Plate
5,0 S 0,303849
R-Sq 94,4%
R-Sq(adj) 92,6%
45

4,0

3,5

BactiFlow

3,0 °
25
20, ®

2 3 4 5 6
Pour Plate

Figura 3: Andlise de regressao linear para Escherichia coli ATCC 8739 para etapa de

Prova de Conceito

Prova de conceito: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
BactiFlow = - 0,2489 + 0,8946 PourPlate

6 s 0120716
R-Sq 99,5%
R-Sq(adj) 99,3%
5
3
e 4
-
(6]
5] (]
o
3
2 )
2 3 4 5 6
PourPlate

Figura 4: Andlise de regressao linear para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 para

etapa de Prova de Conceito
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Prova de Conceito: Bacillus subtilis ATCC 6633
BactiFlow = 0,1550 + 0,9751 Pour Plate

5,0 S 0,0473494

R-Sq 99,9%

R-Sq(adj) 99,9%
45

4,0

3,5

BactiFlow

3,0
2,5

2,0

2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0
Pour Plate

Figura 5: Andlise de regressao linear para Bacillus subtilis ATCC 6633 para etapa de

Prova de Conceito

Além disso, nessa etapa preliminar também foi possivel observar que o
limite superior de quantificacdo para o método alternativo é da ordem de 10°
contagens/mL para bactérias, e o limite inferior se encontra entre 40 a 50
contagens/mL. Resultados abaixo dessa faixa foram apresentados pelo
equipamento em multiplos de oito, ndo representando necessariamente 0
namero de microrganismos presentes na amostra. Essa observacédo pode ser
confirmada através dos controles negativos, que muitas vezes apresentaram
resultados variando entre 0 e 32 contagens/mL para o método alternativo
enquanto que nenhuma contagem foi observada pelo método tradicional.

Por conseguinte, por meio da analise, pelos resultados obtidos por meio
da prova de conceito foi possivel delimitar alguns parametros para o
delineamento experimental da etapa seguinte. Primeiramente, o limite inferior
para o intervalo de contagem ndo deve ser menor do que 40 contagens/mL.
Por sua vez, apesar do método alternativo apresentar um limite superior da
ordem de 10° contagens/mL a faixa de maior interesse para os limites de acéo

no controle microbioldégico da agua purificada se encontra na ordem de 102
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UFC/mL. Optou-se portanto por desafiar uma faixa de concentracdes obtidas
por diluicdo geométrica a partir de uma suspensdo contendo 10% UFC/mL,
desta forma possibilitou-se uma maior analise de resultados proximos a faixa

de interesse.

5.2 Etapa 2: Avaliagdo de Desempenho
5.2.1 Analise exploratéria dos dados

Preliminarmente a qualquer avaliacdo dos parametros criticos de
validacdo foi realizada uma analise exploratéria dos dados. Essa etapa teve
como finalidade revelar a presenca de possiveis outliers, que remeteriam a
resultados indesejaveis, bem como fornecer informacdes sobre o
comportamento do conjunto de dados, tais como sua simetria e variabilidade,
auxiliando assim na selecdo dos métodos mais apropriados para a analise
estatistica bem como na escolha dos gréficos para a apresentacdo dos
resultados. A analise estatistica descritiva em conjunto com a andlise gréfica
por boxplot foi utilizada como ferramenta para esse fim.

A andlise dos dados brutos pelos gréaficos de boxplot revelou a presenca
de possiveis outliers, sendo cada um desses pontos avaliado individualmente
pelo teste de Grubbs, a fim de confirmar se esses valores poderiam estar
contaminando os dados (DAWSON, 2011). Por sua vez, a analise descritiva
demonstrou por meio do teste de Shapiro-Wilks que os dados néo
apresentavam uma distribuicdo normal (valor de p < 0,05). Por se tratar de um
ensaio microbioldgico esse tipo de distribuicdo assimétrica ja era esperado, uma vez
gue é amplamente descrito na literatura que as contagens microbianas tendem na
grande maioria das vezes seguir uma distribuicdo de Poisson (BREED;
DOTTERRRER, 1916;JENNISON, 1940; TOMASIEWICZ et al., 1980; HUSSONG;
MADSEN, 2004). Portanto, como a violacao da distribuicdo € devida a assimetria,
uma opcao para normalizacdo do conjunto de dados foi a sua transformacao os em
escala logaritmica (PAES, 1998; HUANG; PAES, 2009; PDA, 2013).

Apés a transformacdo para base logaritmica e o tratamento dos dados
inconsistentes foi possivel observar que distribuicdo passou a se aproximar da
distribuicdo normal (valor de p > 0,05), permitindo que sejam utilizadas
estatisticas paramétricas para testar as futuras hipéteses levantadas durante a

analise dos parametros de validagéo (Figuras 6 a 15).
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BoxPlot para contagem de Staphylococcus aureus pelo método Pour Plate
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Diluigdo
Figura 6: BoxPlot dos dados obtidos para contagem de Staphylococcus aureus ATCC

6533 pelo método de semeadura em profundidade.

Boxplot para contagem de Staphylococcus aureus pelo BactiFlow ALS
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Figura 7: BoxPlot dos dados obtidos para contagem Staphylococcus aureus ATCC
6533 pelo BactiFlow ALS.
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BoxPlot para contagem de Escherichia coli pelo método Pour Plate
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Figura 8: BoxPlot dos dados obtidos para contagem de Escherichia coli ATCC 6533
pelo método de semeadura em profundidade.

BoxPlot para contagem de Escherichia coli pelo BactiFlow
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Figura 9: BoxPlot dos dados obtidos para contagem de Escherichia coli ATCC 6533
pelo BactiFlow ALS.
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BoxPlot para contagem de Pseudomonas aeruginosa pelo método Pour Plate
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Figura 10: BoxPlot dos dados obtidos para contagem de Pseudomonas aeruginosa

ATCC 9027 pelo método de semeadura em profundidade.

BoxPlot para contagem de Pseudomonas aeruginosa pelo BactiFlow

3,50
p=0443
=
3,00 p =0,685
p =0,206
3 =
2
= 250
£ p=0/108
L]
o
bit
: @
3 p=0152
2,00 p=06875
1,50
T T T T T T
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
Diluigdo

Figura 11: BoxPlot dos dados obtidos para contagem de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 pelo BactiFlow ALS.
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BoxPlot para contagem de Bacillus subtilis pelo BactiFlow
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Figura 12: BoxPlot dos dados obtidos para contagem de Bacillus subtilis ATCC 6633
pelo método de semeadura em profundidade.

BoxPlot para contagem de Bacillus subtilis pelo método Pour Plate
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Figura 13: BoxPlot dos dados obtidos para contagem de Bacillus subtilis ATCC 6633
pelo BactiFlow ALS.
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BoxPlot para contagem de Candida albicans pelo método Pour Plate
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Figura 14: BoxPlot dos dados obtidos para contagem de Candida albicans ATCC
10231 pelo BactiFlow ALS.

BoxPlot para contagem de Candida albicans pelo BactiFlow
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Figura 15: BoxPlot dos dados obtidos para contagem de Candida albicans ATCC

10231 pelo método de semeadura em profundidade.
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5.2.2 Exatidao e especificidade
A exatiddo para o método alternativo foi avaliada através do calculo do
fator de recuperacdo, ou seja, a razdo entre as médias dos resultados obtido

pelo método alternativo e daqueles obtidos pelo método tradicional.

meédia das contagens pelo método alternativo

FR (%) = 100

media das contagens pelo método tradicional

No entanto, como neste caso os dados brutos ndo seguem uma
distribuicdo simétrica, o uso da média aritmética ndo seria a medida de
tendéncia mais adequada, visto que as altas variancias nos dados tenderiam a
fazer a média maior do que a tendéncia central. Portanto, neste caso optou-se
pela utilizacdo da média geométrica, cujo valor seria correspondente a meédia
dos logaritmos das contagens bacterianas (ROBERTSON, 1932; SUTTON,
2012a).

Os resultados apresentados nas Tabelas 14 a 18 demonstram que para
a grande maioria das diluicdes desafiadas o fator de recuperagcédo atendeu ao
critério de aceitacdo exigido pelos compéndios. Nao obstante, mesmo para 0s
resultados fora de especificacao foram obtidos valores muito proximos de 70%,
sendo que esses desvios foram observados apenas nas diluicdes
intermediérias, indicando que, possivelmente, essas pequenas variagbes nao

sejam significativas.

Tabela 14: Avaliagdo da exatiddo e da precisdo do método alternativo quando
comparado com o método convencional para Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Semeadura em

BactiFlow ALS . Fator de

G profundidade ~
Diluicdo cv cvV recuperagao
N Contagens/mL (%) N UFC/mL (%) (%)

1:1 7 773,53 350 - 893,651 3,23 86,559
1:2 7 325,75 536 - 446,826 4,57 72,904
1:4 7 187,60 6,86 7 233821 6,35 80,233
1:8 7 74,19 11,60 7 108,489 9,43 68,384
1:16 4 58,89 13,48 7 60,114 12,85 97,961
1:32 4 46,06 1459 4 29,271 19,55 157,380
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Tabela 15: Avaliagdo da exatiddo e da precisdo do método alternativo quando
comparado com o0 método convencional para Escherichia coli ATCC 8739

Escherichia coli ATCC 8739

Semeadura em

BactiFlow ALS . Fator de

A profundidade ~
Diluicao cv cvV recuperacao
N Contagens/mL (%) N UFC/mL (%) (%)

1:1 7 573,687 4,13 - 419,012 4,88 136,914
1:2 7 302,213 6,67 7 223,103 5,72 135,459
1:4 6 232,864 6,59 6 117,575 9,20 198,056
1:8 7 84,316 10,61 6 38,077 16,15 221,435
1:16 4 51,072 13,74 4 26,883 19,24 189,979

Tabela 16: Avaliagdo da exatiddo e da precisdo do método alternativo quando
comparado com o método convencional para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Semeadura em

BactiFlow ALS . Fator de

o profundidade ~
Diluicéo cV cV recuperacao
N Contagens/mL (%) N UFC/mL (%) (%)

1:1 7 1364,87 263 - 1580,61 2,51 86,351
1:2 7 670,17 3,75 - 790,30 3,55 84,798
1:4 7 372,80 518 - 395,15 5,03 94,342
1.8 7 173,81 7,13 7 197,58 7,14 87,970
1:16 7 68,79 11,48 7 113,98 9,36 60,349
1:32 4 62,43 12,47 7 48,68 14,26 128,264

Tabela 17: Avaliagdo da exatiddo e da precisdo do método alternativo quando
comparado com o método convencional para Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus subtilis ATCC 6633

Semeadura em

BactiFlow ALS . Fator de

G profundidade ~
Diluicdo cv cvV recuperagao
N Contagens/mL (%) N UFC/mL (%) (%)

1:1 7 531,574 434 - 517584 4,39 102,703
1:2 7 305,208 569 7 258,792 6,20 117,936
1:4 7 136,971 839 7 137,784 8,48 99,411
1:8 7 60,720 12,71 7 56,851 13,19 106,805
1:16 4 55,646 1351 5 31,748 17,62 175,270
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Tabela 18: Avaliagdo da exatiddo e da precisdo do método alternativo quando
comparado com o0 método convencional para Candida albicans ATCC 10231

Candida albicans ATCC 10231

Semeadura em

BactiFlow ALS : Fator de

A profundidade ~
Diluicdo cvV cvV recuperacgao
N Contagens/mL (%) N UFC/mL (%) (%)

1:1 7 2793,38 1,89 - 3578,48 1,66 78,0604
1.2 7 1345,76 2,71 - 1789,24 2,35 75,2141
1:4 7 622,54 403 - 894,62 3,34 69,5867
1:8 7 357,60 525 - 44731 4,72 79,9454
1:16 7 172,21 764 7 230,13 6,58 74,8305
1:32 7 78,04 11,0 7 108,23 9,57 72,1045

Para esses casos, 0os compéndios permitem que outras andlises
complementares sejam realizadas, de modo a demonstrar que o método
atende ao critério de exatiddo. Sendo assim, esse parametro foi confirmado por
meio de dois procedimentos adicionais: teste T duplo uni-caudal (TOST) para
amostras pareadas e pela avaliacdo dos parametros obtidos no teste de
regressao linear. Este segundo sera abordado em maiores detalhes na secéo
referente a linearidade (PDA, 2013; BP, 2015; USP, 2016).

Nos testes de hipotese, a hipétese alternativa (Hi) representa o que o
estudo tem como objetivo demonstrar. Por sua vez, a hipétese nula (Ho) € o
oposto da hipétese alternativa, ou seja, € o que o pesquisador pretende refutar.
Nos estudos comparativos tradicionais, como, por exemplo, teste t de Student,
o 6nus da prova recai sobre a hipotese alternativa de que existe diferenca
significativa entre as populacdes analisadas. Se a evidéncia nao for forte o
suficientemente a favor de uma diferenca, a igualdade ndo pode ser
descartada. Contudo, isso nao significa necessariamente que os resultados sao
similares. Fazendo uma analogia com o0s processos judiciais, a Hipotese nula
(Ho) seria a inocéncia do réu. Durante o julgamento tenta-se provar a falsidade
dessa hipé6tese, ou seja, o réu € culpado (Hi). Se a acusag¢do nao conseguir
provar que o réu é de fato culpado, isso nao significa necessariamente que o
réu seja inocente. Significa apenas que ndo foram encontradas provas
suficientes para provar a sua culpa (WALKER; NOWACKI, 2011; LIMENTANI
et al.; 2005).
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Em contrapartida, o objetivo dos estudos de equivaléncia € demonstrar a
existéncia da similaridade de modo que o 6nus da prova recaia na hipotese de
que as populagbes sao equivalentes (Hi). Se a evidéncia a favor da
equivaléncia ndo for forte o suficiente, a ndo equivaléncia ndo pode ser
descartada. Em esséncia, as hipoteses nula e alternativa em um teste de
equivaléncia sao simplesmente aquelas de um estudo comparativo tradicional,
porém invertidas (WALKER; NOWACKI, 2011; LIMENTANI et al.; 2005).

Sendo assim, ao contrario do que € preconizado pelos compéndios,
optou-se por utilizar o TOST em detrimento do Test t de Student, uma vez que
0 objetivo do teste foi demonstrar a nao-inferioridade dos resultados obtidos
pelo método alternativo. Conforme pode ser observado pelas Figuras 16 a 20
todos os métodos apresentaram valores dentro dos limites de ndo-inferioridade,
demonstrando sua nao-inferioridade com o método referéncia (BP, 2015;
ASMT, 2015; LOURENCO et al., 2013; LONDON et al., 2010.; FRANCISCO,
2015; WALKER; NOWACKI, 2011; LIMENTANI et al.; 2005).

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Test de Equivaléncia: Média(BactiFlow) / Média(Pour Plate) >Limite inferior

Lower Limit
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1

1

1

1
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1
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1

1

1

1

1

1

1

1

!

1

0,7 038 09 1,0 11

95% Lower bound for Mean(BactiFlow) / Mean(Pour Plate): 0,70042
Lower bound is greater than 0,7. Can claim Mean(BactiFlow) / Mean(Pour Plate) > 0,7.

Figura 16: Teste de Equivaléncia entre as contagens obtidas pelo BactiFlow ALS e a
semeadura em profundidade para Staphylococcus aureus ATCC 6538.
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Test de Equivaléncia: Média(BactiFlow) / Média(Pour Plate) >Limite inferior
Lower Limit

Fanl
‘ NLF

95% Cl

0,70 0,75 0,80 085 0,90 0,95 1,00 1,05

95% Lower bound for Mean(BactiFlow) / Mean(Pour Plate): 0,72320
Lower bound is greater than 0,7. Can claim Mean(BactiFlow) / Mean(Pour Plate) > 0,7.

Figura 17: Teste de Equivaléncia entre as contagens obtidas pelo BactiFlow ALS e a
semeadura em profundidade para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Bacillus subtilis ATCC 6633
Test de Equivaléncia: Média(BactiFlow) / Média(Pour Plate) >Limite inferior

Lower Limit
T
1
I
1
1
I
1
1
1
1
I
1
1
: ’
1
! P
1
| ‘ 95% (I
1
1
I
1
1
1
1
I
1
1
I
1
;
07 0,8 09 1,0 11 1,2 13 14 1,5

95% Lower bound for Mean(BactiFlow) / Mean(Pour Plate): 0,943 14
Lower bound is greater than 0,7. Can claim Mean(BactiFlow) / Mean(Pour Plate) > 0,7.

Figura 18: Teste de Equivaléncia entre as contagens obtidas pelo BactiFlow ALS e a
semeadura em profundidade para Bacillus subtilis ATCC 6633.
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Candida albicans ATCC 10231
Test de Equivaléncia: Média(BactiFlow) / Média(Pour Plate) >Limite inferior

Lower Limit

Fan]
‘ L

95% Cl

0,69 0,70 0,71 0,72 0,73 0,74 0,75 0,76 0,77 0,78

95% Lower bound for Mean(BactiFlow) / Mean(Pour Plate): 0,7 1820
Lower bound is greater than 0,7. Can claim Mean(BactiFlow) / Mean(Pour Plate) > 0,7.

Figura 19: Teste de Equivaléncia entre as contagens obtidas pelo BactiFlow ALS e a
semeadura em profundidade para Candida albicans ATCC 10231.

Escherichia coli ATCC 8739

Test de Equivaléncia: Média(BactiFlow) / Média(Pour Plate) >Limite inferior
Lower Limit

P
‘ L

95% CI

0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25
95% Lower bound for Mean(BactiFlow) / Mean(Pour Plate): 1,3952
Lower bound is greater than 0,7. Can claim Mean(BactiFlow) / Mean(Pour Plate) > 0,7.

Figura 20: Teste de Equivaléncia entre as contagens obtidas pelo BactiFlow ALS e a
semeadura em profundidade para Escherichia coli ATCC 8739.
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Por sua vez, a especificidade foi parcialmente comprovada por meio da
capacidade do método alternativo em detectar e enumerar toda a gama de
microrganismos desafiados, sendo demonstrada conjuntamente por meio dos
testes de equivaléncia (TOST). Entretanto devido as diferencas de ordem
fisiolégica entre os microrganismos encontrados em laboratérios e aqueles
encontrados no ambiente, esse critério s6 pode ser considerado como

satisfatorio apds a comprovacgéo da equivaléncia na Etapa 3.

5.2.3 Preciséo

A precisdo foi avaliada por meio do calculo do coeficiente de variagdo
(CV), também conhecido como desvio padrao relativo (DPR). Por se tratar de
uma distribuicdo discreta, o célculo de desvio padréo foi realizado utilizando a
premissa que as contagens microbianas tendem a seguir a distribuicdo de
Poisson (HUSSONG; MADSEN, 2004; PDA, 2013; SUTTON, 2012a), ou seja:

o =i

Os resultados para os CV de ambos os métodos estdo apresentados nas
Tabelas 14 a 18. Conforme pode ser observado, todos os valores estao dentro do
critério de aceitacdo apresentados na Tabela 9, caracterizando a citometria de

fluxo como um método téo preciso quanto a semeadura em profundidade.

5.2.4 Linearidade

A linearidade do método alternativo foi avaliada através da reta gerada pelo
método dos minimos quadrados (regressdo linear). Mediante a andlise dos
graficos de regressao linear, bem como das equacdes das retas obtidas (Figura
21 a 26), é possivel comprovar a linearidade do método alternativo.

Tanto 0s casos nos quais 0S microrganismos foram avaliados
individualmente (Figuras 21 a 25) quanto o caso onde o modelo foi extrapolado e
todos os microrganismos foram avaliados em conjunto (Figura 26), o coeficiente
de correlagéo linear (R?) apresentou valores acima de 0,90 atendendo, dessa
forma, ao critério de aceitagdo estabelecido.

A andlise dos residuos para o modelo extrapolado utilizando todos os
microrganismos demonstra que todas as pressuposicbes de minimos

guadrados comuns foram satisfeitas (Figura 27). Os dados apresentaram uma
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distribuicAo simétrica, normal, com variancia constate e ndo sé&o
correlacionados. Satisfeitas essas condi¢cdes € possivel afirmar que essa
regressdo produzira estimativas de coeficientes ndo viciadas e com variancia
minima.

Além disso, a equacdo da reta também permite que uma avaliacdo
complementar do parametro de exatiddo seja realizada. A exatiddo pode ser
comprovada se a inclinagcéo da reta estiver entre 0,8 e 1,2 e o intercepto em vy,
ou seja, o valor que y assume quando x for zero, ndo for significantemente
diferente de zero (PDA, 2013; BP, 2015). Essas condicdes, conforme pode ser

observado pelas equagdes da reta, foi satisfeita para todos 0s microrganismos.

Linearidade: Staphylococcus aureus ATCC 6538
BactiFlow ALS = 0,3144 + 0,8338 Pour Plate

3,00 s 0107237
° R-Sq 96,0%

R-Sq(adj 95,0%
2.75 q(adj)

2,50

2,25

BactiFlow ALS

2,00

1,75

1,50 1,75 2,00 2,25 2,50 2,75 3,00
Pour Plate

Figura 21: Analise de regressao linear para Staphylococcus aureus ATCC 6538 para
etapa de Avaliacdo de Desempenho.
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Linearidade: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
BactiFlow ALS = 0,0557 + 0,9551 Pour Plate

3,25 S 0113717

R-Sq 96,5%
3,00 R-Sq(adj) 95,6%

2,75
2,50

2,25
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2,00

1,75

1,50 1,75 2,00 2,25 2,50 2,75 3,00 3,25
Pour Plate

Figura 22: Andlise de regresséo linear para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
para etapa de Avaliacdo de Desempenho.

Linearidade: Escherichia coli ATCC 8739
BactiFlow ALS = 0,5633 + 0,8381 Pour Plate

2,8

S 0,0622071
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1,50 1,75 2,00 2,25 2,50 2,75
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Figura 23: Analise de regressdao linear para Escherichia coli ATCC 8739 para etapa

de Avaliacdo de Desempenho.
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Linearidade: Candida albicans ATCC 10231
BactiFlow ALS = - 0,1574 + 1,011 Pour Plate
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Pour Plate

Figura 24: Andlise de regressao linear para Candida albicans ATCC 10231 para
etapa de Avaliacdo de Desempenho

Linearidade: Bacillus subtilis ATCC 6633
BactiFlow ALS = 0,3528 + 0,8659 Pour Plate

2,75 ° s 0,0883713
R-Sq 96,8%
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1,50 1,75 2,00 2,25 2,50 2,75
Pour Plate

Figura 25: Analise de regressao linear para Bacillus subtilis ATCC 6633 para etapa de
Avaliagdo de Desempenho



Linearidade
BactiFlow ALS = 0,3759 + 0,8417 Pour Plate

86
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Figura 26: Andlise de regressao linear para todos os microrganismos desafiados na

etapa de Avaliacdo de Desempenho

Residual Plots for BactiFlow ALS
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Figura 27: Gréfico dos residuos para a andlise de regressao linear para o modelo
extrapolado onde todos os microrganismos foram avaliados em conjunto
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5.2.5 Limite de Deteccdao, Limite de Quantificacdo e Intervalo

Devido a limitagcBes da propria técnica de citometria de fluxo, na qual o
menor numero de células detectadas também corresponde ao menor nimero
de células quantificadas, o Limite de deteccdo e o Limite de Quantificacéo
foram avaliados conjuntamente.

Sendo assim, o Limite de Deteccdo e o Limite de Quantificagao
correspondem a média do resultado da menor concentracdo que atende aos
requisitos de precisdo, exatidao e linearidade entre as concentracdes em que
pelo menos 50% dos resultados obtidos pelo método tradicional estavam
abaixo do limite contavel.

Portanto, pelos resultados apresentados nas tabelas 14 a 18 esse valor
corresponde a valor de 46 contagens/mL. Mediante a esses resultados,
entende-se que o intervalo contavel mais apropriado a ser adotada para
enumeragao de microrganismos pela citometria de fluxo seria a de faixa de 50

a 1000 contagens/mL.

5.3.Equivaléncia

Assim como na etapa de Avaliacdo de Desempenho, foi preliminarmente
realizada uma andlise exploratdria dos dados (Figura 28). Conforme é possivel
observar no grafico de boxplot, os dados aparentemente possuem uma
distribuicdo simétrica, o que indica uma possivel distribuicdo normal. Essa
suposicao foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk.

Pelo grafico de boxplot também ¢é possivel observar que o método
alternativo juntamente com o método tradicional que utilizou o meio de cultura
R2A recuperaram muito mais microrganismos das amostras analisadas quando
comparados com o método que utilizou o meio de cultura PCA. Neste caso,
como ndo ha uma interseccao entre as caixas do método alternativo e do
método tradicional por R2A com aquele para o método por PCA, é possivel
afirmar que possivelmente esses métodos sao diferentes entre si. Contudo,
nada é possivel afirmar entre a citometria de fluxo e semeadura em
profundidade por R2A.

Sendo assim, a fim de confirmar se esses métodos eram
estatisticamente diferentes, eles foram avaliados pela Andlise de Variancia

(ANOVA) com um fator. O resultado entre os trés grupos indicou que esses
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eram diferentes entre si (p<0,05), sendo necessario a realizacdo de um teste
pos hoc de Tukey para identificar quais 0os grupos que eram diferentes entre si.

Os resultados apresentados na Figura 29 demonstram que os métodos
de contagem pela técnica de semeadura em profundidade por R2A e a
citometria de fluxo ndo séo estatisticamente diferentes entre si, mas ambos séo
estatisticamente diferentes da contagem por PCA. Esse resultado estid de
acordo com alguns trabalhos disponiveis na literatura, que demonstram que o
meio de cultura R2A possui uma taxa de recuperacdo mais elevada quando
comparado com o meio de cultura PCA na avaliacdo de diferentes formas de
pureza da agua (MASSA et al., 1998; BUGNO et al., 2010; CIRIC; PETROVIC;
MILENKOVIC, 2010). Esse também indica que a metodologia alternativa
obteve uma recuperacdo de microrganismos aparentemente superior ao

método tradicional, deslocando o gréfico para a esquerda.

500,00 p=0,984

400,00

p=0,939

300,00~

Contagem

200,00

p=0,174

T

100,00~

1

| T T
PCA R2A BactiFlow ALS
Método

00

Figura 28: BoxPlot dos dados obtidos para as contagens das amostras de agua

purificada
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ICs Simultaneos de 95% de Tukey
Diferencas de Média para as Contagens

PCA - Bactiflow ALS |—o—|

R2A - BactiHow ALS

Método

R2A - PCA

e

0,75 0,50 025 000 025 0,50
Se um intervalo ndo contiver o zero, as médias correpondentes serdo significativamente diferentes.

Figura 29: Resultados do teste pos hoc de Tukey para a analise dos trés métodos

utilizados na enumeracéao de heterotréficos totais em amostras de agua purificada

Para verificar se a citometria de fluxo é equivalente a enumeracéo
microbiana em placa utilizando o meio de cultura R2A foi realizado um teste de
equivaléncia pelo teste T duplo uni-caudal (TOST) para amostras pareadas. Os
limites adotados foram os mesmos daqueles utilizados na etapa da Avaliacao
de Desempenho. Conforme é possivel observar pela figura 30, o método
alternativo pode ser considerado como equivalente ao método de semeadura
em profundidade com meio de cultura R2A.

Esse resultado confirma a seletividade do método alternativo para
deteccdo de microrganismos presentes em sistemas de &gua purificada,
podendo ser utilizado como uma alternativa viavel & metodologia tradicional.

Portanto, ao final dessas trés etapas € possivel concluir que o sistema
BactiFlow ALS ¢é uma tecnologia alternativa viavel a semeadura em
profundidade para a contagem de heterotroficos totais em agua purificada.

Sendo assim, uma vez que ambos 0os métodos apresentam resultados

equivalentes se faz necessario considerar suas vantagens e desvantagens.
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Teste de Equivaléncia: Média(Contagem BactiFlow) / Média(Contagem Pour plate)
(LEL = Lower Equivalence Limit, UEL = Upper Equivalence Limit)

L

-

1 UEL

95% ClI

e e

0,6 038 1,0 1.2 14 1.6 1.8 2,0

95% Cl for Mean(Contagem BactiFlow) / Mean(Contagem Pour plate): (1,0330; 1,3365)
Cl is within the equivalence interval of (0,7; 2). Can claim equivalence.

Figura 30: Teste de Equivaléncia entre as contagens obtidas pelo BactiFlow ALS e a

semeadura em profundidade utilizando o meio de cultura R2A

A principal vantagem dos meétodos tradicionais estd no seu longo
histérico de aplicacdo, com técnicas simples, bem estabelecidas e nao
dispendiosas, sendo capazes de fornecer as informacgdes exigidas para garantir
a manutencdo das Boas Préticas de Fabricacdo. Contudo, a grande maioria
desses métodos se baseia no cultivo microbiano, exigindo muitas vezes longos
periodos de incubacdo. O impacto dessa demora pode levar a perda
desnecessaria de produtos contaminados (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Outra desvantagem relativa a abordagem tradicional consiste no fato de
que os métodos de cultivo empregados podem ndo ser capazes de recuperar
todos os microrganismos presentes na amostra. Esse fato é ainda mais critico
no caso da agua para fins farmacéuticos, na qual devido ao ambiente extremo
0S microrganismos se encontram em estados metabdlicos e fisiolégicos
alterados. Essas condi¢cdes tanto dificultam sua recuperagcdo nos meios
convencionais quanto possibilitam uma maior chance de contaminagdo dos
produtos.

Por outro lado, por método baseado na viabilidade microbiana, o

BactiFlow ALS n&do depende do crescimento e do cultivo dos microrganismos.
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Esse tipo de técnica pode ser considerada rapida e universal, sendo que para o
método em questdo os resultados sdo obtidos em apenas 90 minutos. Esse
tempo de andlise permite obter resultados antes mesmo do inicio da producao,
ou que qualquer correcdo no processo produtivo seja realizada a tempo. Além
disso, 0 equipamento é completamente automatizado, diminuindo a chance de
erro humano.

Ha naturalmente desvantagens no emprego dos métodos rapidos,
principalmente no que diz respeito ao elevado custo de aquisicdo dos
equipamentos, certamente interligados a sistema informatizado, o que
certamente eleva o tempo e 0s recursos envolvidos na validagdo (PINTO;
KANEKO; PINTO, 2015).



92

6. Conclusdes

No presente trabalho pretendeu-se avaliar o potencial uso da citometria
de fluxo no monitoramento microbiano da agua purificada. Para alcancar esse
objetivo, o trabalho foi dividido em trés etapas: a primeira focou-se em
demonstrar que o método alternativo era validavel e os resultados obtidos
apresentavam correlacdo com aqueles da metodologia tradicional; a segunda
etapa desafiou os parametros de validagdo exigidos pelos principais
compéndios; a terceira etapa avaliou a equivaléncia do método alternativo em
relacdo aos métodos tradicionais quando analisadas amostras de agua
purificada.

Ao final das trés etapas foi possivel concluir que para contagem de
heterotréficos totais em amostras de agua purificada o BactiFlow ALS se
demonstrou equivalente a metodologia tradicional por semeadura em
profundidade. Ademais, seu uso como metodologia alternativa ndo s6 uma
opcédo vélida em relagdo ao método tradicional por semeadura em profundida
como também oferece diversas vantagens, sendo a principal vantagem
destacada € a possibilidade de se obter resultados em tempo real,

possibilitando efetuar qualquer correcdo no processo produtivo a tempo.
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6. Perspectivas

A partir do exposto no presente trabalho, consideramos que o método de
citometria de fluxo apresenta um grande potencial de aplicacdo em outros tipos
de agua, como, por exemplo, agua para hemodialise e agua potavel, desde que
o limite regulatério exigido esteja dentro do intervalo contavel determinado no
presente trabalho.

Mediante dos resultados apresentando na etapa de avaliagcdo de
desempenho também € possivel inferir que 0 método possui uma potencial
aplicacao para enumeracao de heterotroficos em produtos ndo-estéreis, desde
que esses apresentem um baixo conteldo de material particulado em sua
composicao.

Além disso, pesquisam precisam ser conduzidas de modo a comprovar a
real capacidade do método alternativo em detectar células em estados
metabdlicos alterados como, por exemplo, microrganismos viaveis nao

cultivaveis, além de células originarias de biofilmes.
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