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RESUMO

REBELLO, Fabiane Ramos. Otimizacdo e verificacdo dos meétodos
microbiolégicos empregados no controle de qualidade de medicamentos de uso
oral. 2015. 83p. Dissertacdo (Mestrado). Programa de poés-graduacdo em
Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na Industria Farmacéutica — Instituto de
Tecnologia em Farmacos — Fundacao Oswaldo Cruz, RJ.

Atualmente € notério o crescimento da Gestdo da Qualidade e, com esta,
desenvolvem-se também as Boas Préaticas de Fabricacdo e Controle, que séo
ferramentas que auxiliam na obtencdo de produtos de qualidade. Ao falar de
qualidade na industria farmacéutica, fala-se, sobretudo da qualidade fisico-
qguimica e microbiolégica tanto das matérias-primas empregadas na fabricacéo
como do produto terminado obtido apos as diversas etapas produtivas.

Com objetivo de alcancar esta qualidade este projeto buscou verificar as
metodologias empregadas no dia a dia da Divisédo de Controle de Especificacado
do Laboratério Farmacéutico da Marinha (LFM). As técnicas empregadas no
controle microbiolégico, em sua maioria, s80 as mesmas, consistindo na
realizacdo do ensaio limite (contagem de micro-organismos) e na pesquisa e
identificagdo de patdégenos. No entanto deve-se verificar se o produto analisado
nao afeta o crescimento microbiano, inibindo-o e fazendo com que se tenha
resultados falso-negativos, o que acarretaria em desvios da qualidade podendo
levar a danos para a saude do usuario e prejuizos para a imagem da Instituicdo.
Elegeram-se as seguintes formulagdes, todas de uso oral, para serem avaliadas:
aciclovir 200 mg comprimidos, isoniazida 100 mg comprimidos, pirazinamida 500
mg comprimidos, ofloxacino 400 mg comprimidos, pirazinamida suspensao 3%,
bromexina xarope, prednisona 5 mg comprimidos e complexo vitaminico e
minerais comprimidos. Estas formulacfes foram avaliadas frente as cepas de
referéncia, conforme procedimentos preconizados pela Farmacopeia Brasileira
52 Ed. Durante o ensaio verificou-se que todas as formulacbes, exceto o
aciclovir e a pirazinamida suspensédo, inibiram o crescimento das cepas
testadas.

Foram testados métodos de neutralizacdo da atividade inibitoria do crescimento
microbiano, tendo sido selecionados os seguintes procedimentos: diluicdo para
as formulacdes de isoniazida 100 mg, prednisona 5 mg e complexo vitaminico,
uso de neutralizante, polissorbato 80, para bromexina xarope e filtracdo por
membrana para pirazinamida 500 mg comprimidos, logrando-se éxito para o
ensaio do limite. Somente para o ofloxacino néo foi possivel recuperar 0s micro-
organismos e no caso da pirazinamida comprimidos, a mesma nao foi
susceptivel a pesquisa de Escherichia coli, nas condicbes preconizadas pela
Farmacopeia Brasileira 52 Ed.

O presente trabalho identificou que das oito formulagdes testadas, seis inibem o
crescimento microbiano e, portanto interferem na andlise. Apds adequacdes, 0s
meétodos responderam aos testes e foram desta forma considerados validados,
podendo ser utilizados de forma segura na rotina do laboratério.

Palavra chave: controle de qualidade microbiolégico, inibicdo do crescimento
microbiano, neutralizacéo, verificacdo de métodos.



Optimization and verification of microbiological methods used in quality
control of oral medication
ABSTRACT

Nowadays it is remarkable the development of the Quality Management, together
with it the Good Manufacturing Practices and Control, which are tools that help to
afford products with high quality. Concerning to quality issues in the
Pharmaceutical Industry, the main objective is to achieve high physical-chemical
and microbiological quality of the raw materials used for manufacturing, as well
of the final product after the several processing steps.

Aiming to succeed in attaining this quality parameter, this project has attempted
to verify the methodologies daily employed by the Specification Control Division
of Brazilian Navy Pharmacautical Laboratory (LFM). The techniqgues employed
for the microbiological quality control are usually the same, and consist of
performing the limit assay (microorganism counting) and the search and
identification of pathogens. Nevertheless, it must be checked if the product under
analysis does not affect the microbial growth, causing an inhibition and leading to
false-negative results, which might drive to quality deviance, ultimately harming
the final user and bringing damage to the institution image.

In this project, the following oral formulations have been selected to be
evaluated: aciclovir 200 mg tablets, isoniazid 100 mg tablets, pyrazinamide 500
mg tablets, ofloxacin 400 mg tablets, pyrazinamide 3% suspension, bromexine
syrup, prednisone 5 mg tablets and tablets containing vitamin complex and
minerals. These formulations have been evaluated against the growth of
reference strains, in accordance to the procedures described in the Brazilian
Pharmacopeia 5" Edition. During the assay, it has been found all formulations,
exemption given to aciclovir and pyrazinamide suspension, inhibited the growth
of the assayed strains.

Methods for neutralizing the microbial growth inhibition activity have been
assessed and the selected procedures were: diluition for isoniazid 100mg,
prednisone 5 mg and vitamin complex; use of the neutralizer polysorbate 80 for
bromexine syrup; and membrane filtration for pyrazinamide 500 mg tablets,
which allowed the recovery of all microorganisms. Only for ofloxacin it was not
possible to recover the microorganisms and for pyrazinamide tablets, the
formulation was not susceptible to the Escherichia coli assay, pursuant to the
Brazilian Pharmacopeia 5" Edition.

The present study has identified that six out of the eight assayed formulations
have inhibited microbial growth, therefore interfering in the analysis outcome .
After adjustments, the methods have trustworthy worked and were thus
considered validated, and now can be applied safely in the laboratory's routine.

Keywords: Microbiological Quality Control, Microbial Growth Inhibition,
Neutralization, Confirmation of Methods.
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1)  INTRODUCAO

O ramo da Industria Farmacéutica conta com um arcabouco de normas
juridicas e normas técnicas que visam garantir as Boas Praticas de Fabricacao,
objetivando assegurar a qualidade dos servi¢os e Produtos para Saude.

E notdria a evolugdo em todos os setores que compdem a Industria
Farmacéutica, este fato pode ser atribuido pelo aprimoramento da legislacdo. Como
marco inicial pode-se citar a 282 Assembleia Mundial de Saude promovida pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 1975, quando foi introduzido o conceito
de validagéo, desde entdo as normas ja sofreram varias atualiza¢des, vigorando nos
dias atuais a Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) N° 17/2010.

Do ponto de vista do controle microbiolégico a harmonizacdo das
Farmacopeias Americana, Japonesa e de todos 0s paises que participam da
International Conference on Harmonization (ICH), em especial o grupo de discussao
da padronizacdo de métodos, foi um marco importante para o controle
microbioldgico, que passou a ter suas especificacdes para os produtos e os métodos
padronizados e alavancou a modernizacao dos métodos microbiologicos classicos.

Mesmo com todo esse avancgo ainda ocorrem desvios de qualidade que
podem impactar na qualidade do produto, causando transtornos para as empresas e
usuarios. De acordo com informacfes obtidas junto ao portal da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), atualmente ainda sdo observados recolhimentos
por contaminacao microbiana até mesmo em produtos estéreis.

Com intuito de investigar as contaminagcdes que podem advir das
matérias-primas, equipamentos, operadores e ambiente, o presente trabalho propde
a avaliacao da atividade antimicrobiana de algumas formulacdes, sdlidos e liquidos
orais, praticadas no Laboratério Farmacéutico da Marinha (LFM) para posterior
avaliacdo da sensibilidade e seletividade dos métodos farmacopeicos assegurando
gue os métodos respondem ao que se propdem, ndo levando a resultados falsos

negativos.
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2) REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Instituicdo — Laboratorio Farmacéutico da Marinha

O Laboratério Farmacéutico da Marinha (LFM), uma organizacdo militar
pertencente a Marinha do Brasil, situado no Rio de Janeiro, compde o grupo dos
Laboratorios Farmacéuticos Oficiais do Brasil. Tem por missdo contribuir para a
efichcia do Sistema de Saude da Marinha, no tocante a producdo de produtos
farmacéuticos, sem prejuizo de suas fungdes essenciais fornece ainda para outros
Orgaos governamentais.

Criado em 1906, o LFM vem, desde entdo, cumprindo sua missao de
atender a familia naval e aos 6rgdos publicos, produzindo medicamentos com o
objetivo de ajudar a suprir a necessidade nacional. O LFM segue também a politica
nacional ditada pelo Ministério da Saude (MS). Neste contexto, € um laboratério
parceiro em todos os programas estratégicos do MS como no caso do Programa
Farmacia Popular do Brasil (PFPB), que tem por finalidade ampliar o acesso aos
medicamentos para as doengas mais comuns entre os cidaddos brasileiros, através
da producado de anti-hipertensivos, diuréticos, anti-inflamatérios, hipoglicemiantes e
turbeculostaticos.

Além da propria Marinha e do Ministério da Saude o LFM possui outros
clientes, a saber: secretarias estaduais e municipais de saude, hospitais federais,
estaduais e municipais e instituicdes sem fins lucrativos.

O LFM vem sempre se adequando para atender as necessidades de
producdo (treinamento de pessoal e controle de qualidade), evolugédo tecnoldgica,
pesquisas, desenvolvimento e cumprimento as exigéncias legais e sanitérias, hoje
preconizadas pela ANVISA.

Como parte do cumprimento das exigéncias legais estéa a verificacdo de
metodologias microbioldgicas farmacopeicas que € 0 escopo deste projeto.

O LFM apresenta em seu portfélio medicamentos de uso oral, sélidos e
liquidos. Os medicamentos escolhidos como alvo de estudo sdo medicamentos de
interesse da Instituicdo e que apresentavam potencial capacidade de inibicdo do

crescimento microbiano.
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2.2 Contaminagdo microbiana de produtos farmacéuticos néo estéreis

A deteccdo de contaminacdo microbiolégica no ambiente da industria
farmacéutica é um evento raro e aleatdrio que requer a andlise de um grande
namero de amostras, mas por vezes pode ocorrer. Os métodos padrées para
deteccdo dessa contaminacdo se baseiam nas caracteristicas morfologicas e nas
provas bioquimicas das colonias isoladas na analise (JIMENEZ, SMALLS & IGNAR,
2000).

A contaminagao nas preparagodes orais dificiimente ocorre, pois durante o
processo produtivo 0s micro-organismos ficam sujeitos a procedimentos, como por
exemplo a compressao, que podem mata-los ou diminuir a biocarga. Além do mais,
muitos produtos terminados apresentam conservantes (JIMENEZ, SMALLS &
IGNAR, 2000).

No entanto atencdo deve ser dispensada ao controle de qualidade de
insumos e o processo deve ser bem controlado, pois o0 uso de preparacdes
farmacéuticas contaminadas pode representar um risco a satde. Corroborando com
essa possibilidade, distirbios causados por preparacbes farmacéuticas
contaminadas tém sido noticiadas em todo o mundo. A incidéncia de preparagcdes
nao estéreis com microbiota geralmente € influenciada pela natureza dos insumos
(origem natural ou sintética), a qualidade do veiculo, os cuidados envolvidos no
processo (GAD, ALY & ASHOUR, 2011) e as condi¢cdes de estocagem (BOS,
DOORNE & LERK, 1989).

Com o aumento do numero de pacientes imunocomprometidos tem
crescido a atencdo na quantificacdo e identificacdo dos micro-organismos em
produtos farmacéuticos de uso oral. A preocupacdo com a identificacdo destes
contaminantes se da uma vez que micro-organismos oportunistas podem se tornar
infecciosos quando os mecanismos de defesa estdo prejudicados ou com o uso de
imunossupressores (GAD, ALY & ASHOUR, 2011).

Das matérias-primas empregadas na producdo de medicamentos, 0s
excipientes sdo os que mais influenciam na contaminacdo microbiologica, pois sao
0S que participam em maior propor¢cao (DE LA ROSA, MEDINA & VIVAR, 1995).

Alguns excipientes, tanto de origem natural como sintética, utilizados nas

preparacdes farmacéuticas permitem crescimento microbiano dependendo das
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propriedades nutritivas e teores de umidade. Desta forma pds e comprimidos
também estdo susceptiveis a contaminacdo. No caso dos comprimidos o maior
problema é que dificilmente eles apresentam sinais de contaminacdo, sendo assim,
se faz necessario analisar as condicbes microbianas das preparacdes estéreis e ndo
estéreis. O processo de fabricacdo dos comprimidos reduz significativamente a
viabilidade das células microbianas, logo, o crescimento € raramente observado
(AKERELE & UKOH, 2002).

No entanto, pesquisa realizada por OBUEKWE e colaboradores (2000)
que, avaliou através da microscopia eletrbnica a superficie de amostras de
comprimidos analgésicos e vitaminas, verificou que 64% destas amostras
apresentavam contaminacdo, porém somente em 18% destas amostras foi
verificado crescimento no meio de cultura. Corroborando com estes dados,
OLUREMI e colaboradores (2012) avaliou a qualidade de comprimidos de cloreto de
potassio adicionados de goma Terminalia randi, como agente aglutinante, e
constatou a presenga de contaminante mesmo ap0s 0 processo de compressao.

E interessante observar que tdo importante quanto a presenca de germes
patogénicos € a carga microbiana, pois em condi¢cbes apropriadas estes micro-
organismos podem se proliferar e acarretar sérios riscos econémicos e de saude.
Desta forma, o desejavel € que as matérias-primas carreiem o minimo possivel de
micro-organismos, jA que a proliferacdo destes pode desencadear alteracdes
organolépticas, tais como alteracdo de cor e odor desagradavel, além da perda de
estabilidade, da perda de atividade do composto ativo e gerar metabdlitos ativos, por
exemplo, micotoxinas (DE LA ROSA, MEDINA & VIVAR, 1995).

O grau de contaminag¢do, assim como 0s tipos de micro-organismos
presentes nas matérias-primas dependem da natureza das mesmas, sendo as de
origem sintética, salvo vitaminas e esterbides, as menos susceptiveis as
contaminagdes. Em contrapartida, as de origem vegetal e animal sdo as que mais
apresentam contamina¢ao. No intuito de mitigar o uso de insumos contaminados na
producdo de medicamentos faz-se necessario o controle microbiologico daqueles de
acordo com os compéndios oficiais (DE LA ROSA, MEDINA & VIVAR, 1995).

Atualmente, apesar de substratos susceptiveis a contaminacdo como
amido, lactose e goma estarem presentes em abundancia nos comprimidos, o
crescimento microbiano tem sido raramente observado. Tal fato, muito

provavelmente, deve-se principalmente a baixa atividade de agua nestas formas



21

farmacéuticas e, de acordo com De LA ROSA e colaboradores (1995), esta melhora
da qualidade microbiolégica dos excipientes e insumos farmacéuticos ativos pode
ser atribuida a introducéo das BPF.

Segundo BOS e colaboradores (1989), a estocagem € outro fator
determinante para a preservacdo da qualidade microbiolégica dos produtos, em
paises de clima tropical, onde a temperatura média é de 31°C e a umidade relativa
pode chegar a 100% nos periodos de chuva, a probabilidade de crescimento
microbiano aumenta demasiadamente, chegando a ser trés vezes maior em curto
periodo de tempo (4 semanas).

As matérias-primas de origem vegetal sdo as mais contaminadas,
originando produtos fitoterapicos altamente contaminados, o que pode acarretar
problemas de saude publica (FARIA et al, 2012). Segundo esses autores a
contaminacdo de medicamentos é indesejavel porque reside nela uma possibilidade
de caminhos bioquimicos levando a sintese de enzimas degradativas, a saber:
Bacillus spp tem capacidade de produzir alfa-amilase que degrada acucar,
Aspergillus spp sdo fontes comuns de proteases e peptidases, que degradam
compostos como gelatinas, e a producado de lipase é comum entre os fungos. Estas
enzimas podem levar a degradacéo do produto final.

Um estudo da qualidade farmacéutica e microbioldgica de preparacdes
orais de plantas medicinais comercializadas na Nigéria Ocidental indicou
contaminacdo por bactérias e fungos, inclusive contaminacdo por bactérias
patogénicas: Escherichia coli, Salmonella e Staphylococcus aureus. O solo, a
colheita, condicdes de estocagem e a manipulagdo impropria influenciam na
qualidade microbiolégica dos fitoterapicos (OKUNLOLA, ADEWOYIN & ODEKU,
2007).

A contaminacdo muitas vezes pode ndo causar agravos ao consumidor,
mas pode impactar em prejuizos para a empresa, caso a presenca de micro-
organismos leve a alteracdes na qualidade do produto. LORENZO e colaboradores
(1999) verificaram que contaminagdo de hidroxipropilcelulose, utilizado para
revestimento de comprimidos, por fungos da espécie Rhizomucor, impactava na
liberag&o de comprimidos de teofilina.

Apesar de muito se ter evoluido em termos de qualidade microbioldgica,
com a implementacdo das Boas Praticas de Fabricacdo na Industria Farmacéutica,

ainda hoje ocorrem problemas de desvios de qualidade, que n&o sdo detectados
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durante o processo e acarretam danos aos usuarios levando ao recolhimento dos
produtos, conforme informacfes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2014, 2013, 2012, 2011, 2010, 2009).

No ano de 2014, segundo o portal de informacdo da ANVISA foram
suspensos por suspeita de contaminagdo microbiana 4 medicamentos (BRASIL,
2014a,b,c,d). Enquanto no ano de 2013 foram seis recolhimentos de produtos por
contaminacgdo microbiana, dos seis recolhimentos ocorridos, dois deles se referiam a
produtos injetaveis (BRASIL, 2013a,b,c,d,e,f). Em 2012, ha registro do recolhimento
de quatro medicamentos por motivo de contaminacdo microbiana, sendo todos
injetaveis (BRASIL, 2012a,b,c,d). Em 2011 a ANVISA ndo registrou nenhum
recolhimento por falta de qualidade microbiolégica. No ano de 2010 foram efetuados
quatro recolhimentos (BRASIL, 2010a,b,c,d) e em 2009, dois (BRASIL, 2009a,b).

Tabela 1: Desvios de Qualidade em produtos registrados junto a ANVISA no ano de

2014
Datg Marca do Descricdo do Razéao do problema Empresa
Produto produto
06/05/2014 | Kollangel Suspenséo de hidroxido | Aspecto e contagem Natulab
de magnésio 4% e de total de micro- Laboratérios
aluminio 6% organismos mesofilos
29/05/2014 | Kollangel Suspenséo de hidréxido | Aspecto e contagem Natulab
de magnésio 4% e de total de micro- Laboratérios
aluminio 6% organismos mesofilos
18/07/2014 | Gliconato de Gliconato de célcio 10% | Resultado Isofarma
calcio 10% (sol. | (sol. Injetavel) insatisfatorio nos Industrial
Injetavel) ensaios de Farmacéutica
esterilidade Ltda.
20/11/2014 | Gliconato de Gliconato de célcio 10% | Resultado Isofarma
calcio 10% (sol. | (sol. Injetavel) insatisfatorio nos Industrial
Injetéavel) ensaios de Farmacéutica
esterilidade, presenca | Ltda.
de Bacillus circulans

Fonte: Adaptado pelo autor do portal www.anvisa.gov.br <Acessado em 09FEV2015>
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Este aumento crescente das notificacdes dos desvios de qualidade
pode ser atribuido a atuacdo da ANVISA, que se subdivide em dois grupos: o
primeiro consiste nas a¢des de registro e fiscalizacdo, enquanto o segundo consiste
nas acoes de farmacovigilancia, que séao a identificacdo das acdes adversas e dos
problemas técnicos relacionados com o0s medicamentos. Essa agéncia vem
desenvolvendo e ampliando a sistematizacao da vigilancia pés-comercializacdo dos
medicamentos utilizados no sistema de saude, a exemplo da criagcdo dos hospitais
sentinelas (BIANCHIN et al, 2012).

2.3 Evolucao das Boas Préticas de Fabricacdo e Controle (BPFC) no Brasil

O marco referencial para a implementacdo de padrbes adequados de
qualidade de medicamentos e produtos para a saude foram os acordos
estabelecidos pela Organizacdo Mundial do Comércio (OMC). Ao determinar que 0s
paises membros devessem utilizar sistemas de controle que garantissem a
seguranca e a qualidade de todos os produtos destinados a exportacdo, a OMC
contribui para o surgimento e estabelecimento das Boas Préticas de Fabricacédo e
Controle (SANTICH, 1994).

O primeiro movimento de implantacdo de Boas Praticas, ocorrido em
1963, foi a publicacdo do guia de Boas Praticas, que mais tarde seria incorporado a
publicacdo do FDA em 1973, norteando os processos de controle de qualidade
(MORETTO, 2001).

Desta forma, a partir de 1970 observa-se o movimento de adesdo as
Boas Préticas de Fabricacdo e Controle (BPFC) em vérios paises do mundo.

Destaca-se como marco historico a 282 Assembleia Mundial de Saude,
promovida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), realizada em maio de 1975
(WHA 28.65). Nela foi aprovado o texto ‘Guia de Boas Praticas de Fabricagao para a
Industria Farmacéutica’ que, posteriormente, em 1992, teve a incorporacdo do
conceito de validagcédo aos seus principios gerais (FIOCCHI & MIGUEL, 2006).

Baseando-se neste guia de BPF para industria farmacéutica, foi publicado

0 guia de Boas Préticas para as Industrias Farmacéuticas. (BRASIL, 1995).
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Com a criacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria por meio da
Lei N° 9.782/1999 (BRASIL, 1999), passou-se a perseguir a ideia de colocar as
indUstrias locais em sintonia com a normatizagdo mundial, intensificando os
conceitos de BPF e BPFC.

Desta forma, em 2001 foi amplamente divulgada a RDC N° 134/2001, que
apresentou ao setor regulado o Regulamento Técnico das Boas Préticas para a
Fabricacdo de Medicamento, o qual incorporava 0s principios contidos no
documento da OMS, revisto em 1992, e determinou o cumprimento das suas
diretrizes a todos os fabricantes de medicamentos comercializados/distribuidos no
Brasil (BRASIL, 2001).

Com intuito de acompanhar as melhorias das BPF, em 2003 a ANVISA
divulgou a RDC N° 210/2003 (BRASIL, 2003b) que, além de atualizar a RDC N°
134/2001, trouxe em seu guia um roteiro de inspecao, que classificou seus itens com
graus de exigéncias de acordo com 0s riscos para seguranca e qualidade. A nova
legislacdo também passou a exigir a validacdo dos processos (produtivos e de
limpeza) e métodos analiticos (BRASIL, 2003a), bem como a qualificacdo dos
fornecedores.

Atualmente a legislacdo vigente € a RDC N° 17/2010 (BRASIL, 2010e)
que simplificou as exigéncias feitas pela RDC N° 210/2003, tornando-a mais flexivel,
com a retirada do roteiro de inspecdo e aceitando os argumentos técnicos do
fabricante, desde que os mesmos sejam validados. No entanto, novas exigéncias
passaram a fazer parte do escopo desta publicacédo, entre elas, a de maior impacto
foi a validacdo de sistemas computadorizados, no que tange a Garantia da
Qualidade. Além das exigéncias ja feitas pela RDC N° 210/2003, a RDC N° 17/2010
contempla mais trés requisitos, dispostos no art. 11, sdo eles: o relato, a
investigagdo e o registro dos desvios; a implantagdo de um sistema de controle de
mudancas e a conducao de avaliacOes regulares da qualidade de medicamentos,
com o objetivo de verificar a consisténcia do processo e assegurar sua melhoria
continua.

Especial atencdo também foi dedicada a autoinspecéo, que recebeu mais
itens obrigatorios, a saber: vestiarios, armazenamento de produtos intermediarios,
bem como instituiu sistemas computadorizados relativos as BPF e ao transporte de

medicamentos intermediarios.
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Em termos de controle de qualidade, os materiais (matérias-primas e
produtos de embalagem) ndo podem mais ser reprocessados e os resultados fora
das especificacbes devem ser analisados visando verificar se o resultado de fato é
um desvio de qualidade ou trata-se de um erro analitico.

As mudangas trazidas pela nova norma foram substanciais. Ela é muito

mais abrangente e dinamica (BRASIL, 2010e).

2.4 Harmonizacdo das farmacopeias para os métodos microbiolégicos

A United States Pharmacopeia (USP) € uma organizacdo nao
governamental sem fins lucrativos, elaborada por um comité de experts composto
por membros da industria, do governo e da academia. O subcomité de microbiologia,
visando adequar os métodos aos avancos tecnologicos, realizou um ciclo de
revisdes 1995-2000 (DABBHA, KANAPP & SUTTON, 2001).

A revisdo da USP alterou e harmonizou o0s métodos com as
Farmacopeias Europeia e Japonesa, estando esta harmonizacéo vigente a partir de
2008. A harmonizacao foi discutida pelo grupo de discussédo das farmacopeias e
estava ligada a International Conference on Harmonization (ICH), principalmente no
que tange ao documento Q6A, referente a harmonizacdo dos métodos
farmacopeicos.

Esta revisao trouxe modificacdes importantes, tais como: alteragcdes nos
limites microbianos, tanto para bactérias como para fungos; tipos de patégenos
pesquisados; introducdo do teste de viabilidade do meio de cultura (promocao e
inibicdo de crescimento); técnicas de pesquisa de patégenos. Os avancos nas
ciéncias microbioldgicas tém sido aplicados a microbiologia classica, transformando
a microbiologia do século XX na do século XXI, possibilitando que a mesma seja
utilizada como uma ferramenta de controle de qualidade e instrumento de regulagéo
(DABBHA, KANAPP & SUTTON, 2001).

A Farmacopeia Brasileira (FB) também é elaborada da mesma forma que
a USP, no entanto a adesédo a harmonizacao veio um pouco mais tarde, somente em

2010, com a revisao da quarta edicdo e publicagao da quinta edigcéo.
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2.5 Testes e limites microbianos aplicados as preparacdes orais

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 52 Ed, (2010), os testes
microbioldgicos realizados para os produtos farmacéuticos ndo estéreis sao dois: 1)
contagem total de micro-organismos mesdfilos (bactérias, leveduras e fungos) e 2)
pesquisa de micro-organismos patogénicos

A pesquisa de patdégenos, assim como os limites microbianos, depende
do produto e também da sua via de administracdo. A tabela 2 apresenta as
especificacdes para medicamentos de uso oral.

Tabela 2 - Especificacdo do limite microbiano e pesquisa de patégeno para preparacdes

orais a partir de material sintético

Tipo de material a ser
analisado

Contagem total de
bactérias UFC/g ou

Contagem total de
fungos/leveduras

Pesquisa de micro-
organismos

mL UFC/g ou mL patogénicos

Produtos sintéticos @

Preparacdo aquosa para 102 10! Auséncia de

uso oral Escherichia coliem 1 g
ou 1mL

Preparagdo ndo aquosa 10® 102 Auséncia de

para uso oral Escherichia coliem 1 g
ou 1mL

Substancias para uso farmacéutico

Matéria-prima, base 10® 102 Auséncia de

galénica Escherichia coli,
Pseudomonas

aeruginosa e
Staphylococcus aureus
em 1g, ou mL.
Auséncia de
Salmonella spp em
10g, ou 10 mL

a) para produtos gue se enquadram em mais de uma situacdo prevalecer&o os limites mais restritivos

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 52 Edig&o.-.

Para realizacdo das analises microbiol6gicas em produtos ndo estéreis, deve-

se garantir uma amostragem asséptica e o ensaio deve ocorrer sob fluxo laminar.

(FB 52 Ed, 2010.).

A precisdo dos métodos de detec¢do de micro-organismos viaveis, utilizando

meios de cultura, depende fundamentalmente da preparacdo da amostra. Os
eventuais contaminantes presentes deverao estar em contato intimo com o meio de
cultura, possibilitando o acesso aos nutrientes. Desta forma, os procedimentos para

a preparacdo da amostra sao de fundamental importancia.
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2.5.1. Preparo da amostra

Os procedimentos preconizados para preparo da amostra dependem da sua
natureza, a fim de compatibilizd-los com a técnica de contagem selecionada. O
tratamento a ser empregado tem por finalidade obter solugdes, dispersdes ou
suspensdes que, por sua vez, ndo alterem o namero e as caracteristicas dos micro-
organismos originalmente presentes (USP 252 Ed, 2002).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (FB 5% Ed, 2010) a natureza da
amostra é classificada como: hidrossoluvel, néo lipidica insolavel em agua e lipidica.

Amostras de natureza hidrossolUveis sao solubilizadas, na quantidade de 10 g
ou 10 mL, diretamente no diluente, em geral tampé&o fosfato pH 7,2, na proporcéo de
10:1 do diluente em relagdo a amostra, se necessario pode ser feito ajuste de pH,
trabalhando-se com a faixa entre 6-8 e diluigdes decimais.

Para amostras de natureza nao lipidicas insollveis em agua, se necessario
adiciona-se polissorbato 80 na concentracdo de 1g/L.

No caso de amostras de natureza lipidica quando analisadas pelo método de
filtracdo por membrana, deve-se dissolver 1 g ou 1 mL de amostra em 100 mL de
miristato de isopropila esterilizado e aquecido a 40 - 45 °C. Pode ser utilizado
polissorbato 80 estéril ou outro agente tensoativo ndo inibitério ao crescimento
microbiano. Caso a amostra seja analisada pelo método de contagem em placa,
deve-se transferir 10 g ou 10 mL da mistura de amostra para frasco contendo néo
mais que 5 g de polissorbato 20 ou 80 estéril ou outro agente tensoativo nao
inibitério. Aquecer se necessario, a uma temperatura entre 40 - 45 °C. Adicionar
diluente adequado, previamente aquecido, na quantidade necessaria para obter uma
diluicdo a 1:10 do produto inicial. Misturar, cuidadosamente, mantendo a
temperatura maxima de 40 - 45 °C durante o tempo necessario para a formacao de
uma emulsédo, em qualquer caso ndo mais que 30 minutos. Se necessario, ajustar o
pH para 6,5 - 7,5. Preparar diluicbes decimais sucessivas com o mesmo diluente
acrescido de polissorbato 20 ou 80.

Caso a amostra tenha atividade antimicrobiana esta deve ser removida e

neutralizada, conforme descrito no item 2.9.1.
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2.5.2. Métodos para a contagem de micro-organismos

Ha trés tipos de analise para contagem de micro-organismos: filtracdo por
membrana, contagem em placa (por profundidade ou por superficie) e nUmero mais

provavel (NMP).
2.5.2.1 Filtragao por membrana

E a técnica mais indicada para crescimento de heterotréficos em placas, além
de permitir avaliar uma ampla faixa de volume (por exemplo — de menos que 1 mL a
10 L). No entanto € uma técnica mais dispendiosa, se comparada a semeadura por
superficie ou por profundidade, além de exigir equipamentos apropriados
(REASONER, 2004).

E geralmente empregado para amostras liquidas. Forca-se a passagem da
amostra por uma membrana de nitrato ou acetato de celulose com poros de 0,45
um. As membranas sdo, posteriormente, transferidas para superficie do meio de
cultura que propicie o crescimento de bactérias (agar caseina) e de bolores e
leveduras (4gar sabouraud) (FB 52 Ed., 2010).

2.5.2.2 Semeadura em profundidade (Pour plate)

O precursor do método de semeadura em profundidade foi desenvolvido
no laboratério do famoso bacteriologista Robert Koch (SILVA, 1999).

Consiste na adicdo de um mililitro da amostra no fundo de uma placa de
Petri, posteriormente verte-se o meio especifico contendo agar a 45°C sobre a
amostra, procede-se a homogeneizacdo e incubacdo na temperatura ideal (FB, 52
Ed., 2010).

Esta técnica é simples, de baixo custo e pode ser utilizada tanto com

meios de cultura ndo seletivos para contagem de micro-organismos mesofilicos em
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placa, como com meios de cultura seletivos, para pesquisa de micro-organismos
especificos. O inconveniente é que a temperatura elevada (45-50 °C) do meio de
cultura, contendo agar, pode levar ao estresse celular e assim comparativamente ao
método por semeadura em superficie a recuperacdo € menor. Outro fator negativo
da técnica é que como o cultivo é em profundidade, gera-se uma situacdo de
microaerobiose que pode dificultar o crescimento dos micro-organismos de interesse

(REASONER, 2004).

2.5.2.3 Semeadura em superficie (spread plate)

Consiste no espalhamento da amostra na superficie de um meio agar
solidificado. Este espalhamento pode ser feito com auxilio de uma alca
bacteriolégica, produzindo estrias no meio, ou mesmo espalhando-se uma
guantidade com auxilio de uma pipeta estéril e posterior incubacdo das placas em
temperaturas adequadas (FB, 52 Ed., 2010).

As condigfes desta técnica sdo mais satisfatorias para o crescimento dos
micro-organismos e geralmente apresentam uma recuperacao superior a semeadura

em profundidade.

2.5.2.4 Método do Numero Mais Provéavel (NMP)

E reservado para as determinacbes bacterianas que ndo possam ser
realizadas por um dos outros métodos e quando se espera que o produto apresente
baixa densidade bacteriana.

Consiste em proceder trés diluicdes seriadas, em caldo caseina soja, de
1:10, incubar os tubos por 3 a 5 dias, realizar a leitura observando a turvacdo dos
tubos e verificar a interpretacéo conforme tabela elaborada para o método disponivel
nos compéndios oficiais (FB 52Ed., 2010).
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2.5.3 Pesquisa de E. coli

O principio da técnica para pesquisa de todos os patdgenos é a
transferéncia da amostra para um meio de enriqguecimento, seguido da incubacdo na
temperatura 6tima do patégeno a ser pesquisado e posterior transferéncia de uma
aliquota do meio enriquecido para um meio seletivo. Caso ocorra crescimento com
formacao de colbnias caracteristicas, procede-se a identificacdo da espécie.

Conforme preconizado na FB 52 Ed. (2010) o meio de enriquecimento
para os patdgenos pesquisado € o caldo caseina soja e o meio indicador para a E.
coli é o caldo MacConkey. Apés incubacédo no caldo MacConkey na temperatura de
42°C, é feito o repique para o agar MacConkey, buscando-se a visualizacdo de
colbnias caracteristicas de E. coli.

A pesquisa é confirmada por métodos classicos, as provas bioquimicas
ou por métodos rapidos que buscam identificar o material genético da espécie

isolada.

2.5.3.1 Provas bioquimicas para E. coli

A Enterobacteriaceae é uma familia de bactérias Gram negativas, em
forma de bastonetes, que inclui a E. coli, a Unica espécie importante do género
Escherichia, juntamente com os géneros de Klebsiella, Enterobacter, Salmonella,
Citrobacter, Edwardsiella, Shigella e Proteus. Elas ttm em comum a caracteristica
gue podem fermentar aclUcares e outros carboidratos por um metabolismo oxidativo
ou fermentativo. Como a fermentacdo é um processo anaerdbico toda
Enterobacteriaceae € anaerobia facultativa (BAIRD, HODGES & DENYER, 2000).

A famila que inclui as Enterobacteriaceae exibe uma grande variedade de
fermentacdo de acUcares, mas a habilidade de fermentar a lactose é de particular
importancia para distingui-los, pois E. coli, Klebsiela e Enterobacter fermentam
lactose enquanto Salmonella, Shigella e Proteus ndo (BAIRD, HODGES & DENYER,
2000).

Segundo BORNANCINI e colaboradores (2008) as caracteristicas da E.

coli obtidas através do cultivo sdo as seguintes: as colénias em agar sangue podem
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ou ndo apresentar hemolise, em meio MacConkey as colbnias apresentam
coloragdo rosada, devido a fermentacdo de lactose; em relacdo a motilidade é
variavel.

A base da seletividade do agar MacConkey foi a inclusdo dos sais
biliares, que inibem o crescimento de micro-organismos que nao sado capazes de
crescer no intestino e o cristal violeta que inibe o crescimento de cocos. Todos 0s
patdogenos entéricos Gram negativos que crescem no intestino e 0os comensais
intestinais podem crescer em meio agar MacConckey, bem como Pseudomonas
aeruginosa, raramente encontrada no intestino (BAIRD, HODGES & DENYER,
2000).

Os produtos acidos da fermentacdo da lactose sédo detectados pelo
vermelho neutro, que em meio acido é vermelho e em condi¢cdes alcalinas é
laranja/marrom. O baixo pH pode acarretar na precipitacao dos sais biliares tornando
o0 &gar ao redor da coldnia opaco (DENYER & BAIRD, 2007).

O perfil bioquimico compativel com E. coli apresentara: catalase positivo,
oxidase negativo, fermentacédo de acucares com producdo de gas (glicose positivo,
lactose positivo, sacarose varidvel, maltose positivo), prova para fenilalanila
negativa; hidrélise de gelatina negativa; citrato negativo; urease negativa; indol
positivo; vermelho de metila positivo; Voges-Proskauer negativo.

A tabela 3 apresenta as reacdes caracteristicas conhecidas para diferenciar
Enterobacteriaceae (FARMER et al, 1985).



Tabela 3- Provas bioguimicas utilizadas para diferenciar E.coli de outras Enterobacteriaceae. (continua

E. coli 98 99 0 1 |1 1 0 90 17 65 95 |0 98 60 40 5 1

Fonte: Adaptado pelo autor de FARMER e colaboradores (1985).

Tabela 3- continuacéao

E. coli 94 99 50 80 95 95 0 5 75 95 95 90 0 0 100 | 95 0
Fonte: Adaptado pelo autor de FARMER e colaboradores (1985).

Tabela 3- conclusédo

E. coli 2 98 0 0 98 35 2 95 50 100 75 3 95

* Fonte: Adaptado pelo autor de FARMER e colaboradores (1985).

32
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2.6. Variaveis que Influenciam no Crescimento Microbiano

Micro-organismos tém varios requerimentos para 0 crescimento,
porém eles sdo capazes de se adaptar rapidamente as condicbes ambientais,
ativando e desativando genes. Micro-organismos tém necessidades basicas
para realizacdo do processo metabdlico, estas incluem fonte de energia e fontes
de substancias quimicas (nutrientes) para producdo das estruturas celulares.
Adicionalmente, o metabolismo é altamente dependente de fatores, tais como,
temperatura, pH, agua e disponibilidade de oxigénio. Essas condi¢cdes chave
para o crescimento devem estar balanceadas em um meio enriquecido para que
a incubacdo possibilite o metabolismo, crescimento e reproducdo dos micro-
organismos para que 0S mesmos possam ser detectados por métodos
microbiolégicos classicos (CLONTZ, 2009).

2.6.1. Meios de cultura

Os microbiologistas tem atualmente uma grande variedade de meios
de cultura para utilizar dependendo da amostra a ser analisada: amostra clinica,
produto farmacéutico, alimento, 4gua. No caso dos produtos farmacéuticos os
meios ndo costumam variar muito, sendo os mesmos ha anos, em parte devido
as exigéncias dos compéndios oficiais (BAIRD, HODGES & DENYER, 2000).

Os meios de cultura devem apresentar substancias que sejam
capazes de propiciar o crescimento microbiano. Devem atender as exigéncias
nutricionais e possuir substancias capazes de inibir metabdlitos, que em maiores
concentracdes inibem o crescimento. O controle de pH também € necessario. A
concentracédo dos nutrientes deve ser bem balanceada, ndo devendo ser muito
alta a ponto de inibir o crescimento microbiano (por questdes de osmolaridade) e
nem muito baixa a ponto de inibir o crescimento populacional (BUGNO, 2001).

Um meio de cultura quimicamente bem definido deve apresentar as
seguintes caracteristicas (BAIRD, HODGES & DENYER, 2000):

e Fonte de energia oriunda de carboidratos, geralmente glicose;
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e Fonte de nitrogénio/amino, geralmente extraido de peptonas,

hidrolisados ou extratos proteicos;

e Metais e sais minerais, como Fe3*, Ca?*, Mg?*, Mn®*, tracos de metais,

fosfatos e sulfatos, esses elementos sdo adicionados em nivel macro e

micro para proporcionar o crescimento microbiano;

e Sais de tampéo, na forma de fosfato, citrato ou acetato para manter a

estabilidade do pH;

e Agentes seletivos, isto é, antibioticos, que impedem o crescimento de

micro-organismos concorrentes; e

e Agente gelificante, como &gar, para permitir a formacgéo das colbnias.

Os meios podem ser ainda de trés tipos, a saber: meios diferenciais
(indicadores), meios seletivos e meios indicadores e seletivos.

Meios diferenciais: classicamente, os meios diferenciais permitem o
crescimento de varias espécies, a0 mesmo tempo em que proporcionam um
ambiente que facilita a discriminacdo entre os diferentes micro-organismos. Por
exemplo, o agar quando acrescido de sangue de carneiro (5 a 8%, meio agar
Mueller-Hinton) é usado para diferenciar os diferentes tipos de estreptococos, de
acordo com a hemolise ocorrida (SILVA, 1999).

Meios Seletivos: meios pelos quais podemos isolar determinadas
espécies ou categorias de micro-organismos.

Meios Indicadores e Seletivos: as propriedades dos dois meios sao
combinadas com a finalidade de identificar os micro-organismos em um so
processo, por exemplo, agar manitol hipertdnico (SILVA, 1999).

Os meios de culturas devem ter sua qualidade testada, no que se
refere a esterilidade, para se evitar resultados falsos positivos, e na sua
capacidade de promover o crescimento da maior variedade microbiana possivel,
com intuito de se evitar resultados falsos negativos. A qualidade dos meios deve
ser avaliada para cada lote (BUGNO, 2001).

Para verificagdo da atividade promotora do crescimento as
farmacopeias recomendam a adicdo nos meios de cultura de uma suspensao
contendo de 10 a 100 células viaveis de micro-organismos de procedéncia

reconhecida, como American Type Culture Collection (ATCC) ou outra colegao



rastreavel. Para cada meio de cultura ha a indicacdo de uma espécie, conforme

apresentado na tabela 4 (FB, 52 Ed., 2010).

Tabela 4: Promocédo de crescimento e capacidade inibitéria dos meios frente aos

Mmicro-organismaos testes.

Meio de cultura

| Propriedade

| Micro-organismo teste

Bactéria Gram-negativa bile tolerante

Caldo de Enriguecimento
segundo Mossel

Promocao de crescimento

E. coli
Pseudomonas aeruginosa

Agar bile vermelho violeta,
glicose

Inibitoria

S. aureus

Crescimento presuntivo

E. coli
Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Caldo MacConkey Promocéao de crescimento | E. coli
Inibitoria S. aureus
Agar MacConkey Crescimento presuntivo E. coli

Salmonella

Caldo enriquecimento
Salmonela, segundo
Rappaport Vassiliadis

Promocéao de crescimento

Salmonella enterica ssp.
enterica sorotipo
thyphimurium ou
Salmonela enterica ssp.
enterica sorotipo abony

Agar xilose, lisina
desoxicolato

Inibitoria
Crescimento presuntivo

S. aureus

Salmonella enterica ssp.
enterica sorotipo
thyphimurium ou
Salmonella enterica ssp.
enterica sorotipo abony

Pseudomonas aeruginosa

Agar cetrimide

Crescimento presuntivo

P. aeruginosa

Inibitoria E. coli
Staphylococcus aureus
Agar manitol salgado Crescimento presuntivo S. aureus

Inibitoria E. coli
Clostridium
Meio refor¢ado para Promocéao de crescimento | Clostridium sporogenes
Clostridium

Agar columbia

Promocéo de crescimento

Clostridium sporogenes

Candida albicans

Caldo sabouraud

Promocao de crescimento

Candida albicans

Agar sabouraud dextrose

Crescimento presuntivo

Candida albicans

Agar Nickerson

Crescimento presuntivo

Candida albicans

Fonte: Farmacopeia Brasileira 52 Ed., 2010.
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2.6.2 Exigéncias Gasosas

Os micro-organismos necessitam obter energia para sintetizar seus
constituintes celulares (anabolismo) e em geral esta energia € obtida através da
degradacdo de substratos (catabolismo). Ha diferentes rotas catabodlicas que
podem se dividir em fermentacao e respiracdo. A respiracdo € um processo mais
robusto no qual € possivel se obter mais energia e envolve uma rede de
oxidagdo de substrato com consumo de oxigénio molecular, ou no caso de
algumas bactérias ocorre a utilizacdo de elétrons de moléculas inorganicas como
aceptores de elétrons, como por exemplo, sulfato, nitrato ou gas carbonico. Ja a
fermentacao consiste em um rearranjo de substratos organicos com rendimento
energético. Embora a respiracdo seja muito mais eficiente, a fermentacao
ocorre, pois algumas bactérias estdo adaptadas para sobreviverem nas
profundezas de liquidos e de tecidos de hospedeiros onde o oxigénio é escasso
(BITTAR & BITTAR, 1997).

Os micro-organismos podem ser divididos em categorias conforme
suas respostas a presenca de gases como oxigénio e gas carbdnico. Desta
forma podem ser classificados como: aerébios, que utilizam oxigénio como
receptor de elétrons numa concentracdo equivalente a pressao atmosférica, ou
um pouco menor; microaerdéfilos, que precisam de oxigénio em uma
concentragdo pelo menos inferior a 20%. J& os anaerdbios (ou anaerdbicos) sao
micro-organismos que ndo necessitam de oxigénio livre, mas possuem varios
graus de tolerancia ao oxigénio. Estes podem se subdividir em anaerdbios
facultativos, aqueles que crescem tanto na presenca quanto na auséncia de
oxigénio, e 0s anaerobios estritos, que ndo suportam presenca de oxigénio e
devem ser cultivados em atmosfera com misturas de gases como nitrogénio e
gas carbdnico (SILVA, 1999).
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2.6.3 Outras exigéncias

Outro fator impactante no crescimento das espécies € a temperatura
Cada micro-organismo apresenta uma temperatura ideal para crescimento,
sendo possivel agrupa-los da seguinte forma: psicroéfilos, temperatura 6tima de 0
a 20° C, mesofilos de 20 a 45°C e termofilos, de 45 a 90°C (SILVA, 1999).

De acordo com a FB, 52 Ed.(2010) a maioria dos micro-organismos
conhecidos como contaminantes de produtos farmacéuticos, sdo mesoéfilos, com
minima probabilidade de serem termofilos.

Além da temperatura, a capacidade de um micro-organismo (fungo ou
bactéria) crescer esta intimamente relacionada com a disponibilidade de agua no
meio, que pode ser mensurada correlacionando o vapor de agua na solucéo ou
meio (semissolido) com o vapor da agua pura, nas mesmas condicdes
(pressao). Este fator € chamado atividade de &dgua. Existe uma atividade 6tima
para cada micro-organismo, conforme visualizado no Tabela 5 (DENYER &
BAIRD, 2007).

Tabela 5 - Faixa 6tima de atividade de agua para o crescimento
de micro-organismos.

de pH,

Micro-organismo Limite de atividgde de dgua
para crescimento
Bactérias em geral 0,95-0,92
Micrococos, lactobacilos 0,90
Staphylococcus aureus 0,86
Bactérias halofilicas 0,75
Leveduras 0,94-0,88
Fungos 0,93-0,70
Leveduras osmofilicas 0,73

Fonte: DENYER & BAIRD, 2007.

Outra condicdo mandatdéria ao cultivo dos micro-organismos é a faixa

em particular, bactérias crescem melhor em pH proximo a 7,0, mas
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muitos fungos podem tolerar condicbes mais acidas entre 5 e 6, porém alguns
micro-organismos sdo bem tolerantes a variacdo de pH e o crescimento pode
ocorrer mesmo em condi¢cOes extremas, de forma bem mais lenta (DENYER &
BAIRD, 2007).

2.6.4. Sobrevivéncia em condi¢cfes de estresse

Na natureza os micro-organismos raramente encontram condigoes de
crescimento continuo balanceado e a taxa de crescimento parece ser controlada
principalmente pela privacdo de nutrientes. Quando a oferta de nutriente é farta,
eles sustentam altas taxas de crescimento, aumentando rapidamente sua
biomassa. Porém, na maior parte do tempo eles estdo com pouca oferta de
nutrientes e ainda assim eles podem sobreviver por longos periodos.

A fisiologia dos micro-organismos com privacdo de nutrientes deve
seguir a seguinte ordem: 1) entrar na fase estacionaria, 2) manter-se viavel, 3)
sair da fase estacionaria, quando na presenca de nutrientes (KOLTER et al,
1993).

Quando sujeito a condi¢cdes adversas, uma série de alteracbes
fisiolégicas faz com que o micro-organismo fique resistente, garantindo a sua
sobrevivéncia por longos periodos. A resisténcia depende da capacidade, que
varia para cada espécie, de lidar com esses fatores estressantes (RESS et al,
1995).

Fenotipicamente as bactérias na fase de crescimento estacionario sao
mais termotolerantes, resistentes ao estresse oxidativo, resistentes ao acido e
resistente as variacbes de osmolaridade e privacdo de nutrientes (RESS et al,
1995). Mudancas na superficie das células Gram negativas também sé&o
observadas em situagcdo de inanicAo ou em ambientes estressantes, a
expressdo de moléculas hidrofobicas na superficie das células propicia a
agregacdo e a membrana fica menos fluida, este processo pode estar
relacionado com diminuigéo do risco de autolise (KOLTER et al, 1993).

Muitas bactérias formam esporos que sao suas formas resistentes

guando em ambiente extremamente estressante (KOLTER et al, 1993). Os
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fungos também formam estruturas reprodutivas resistentes, na forma de esporos
ou conidios.
Assim, 0s micro-organismos podem sobreviver até o momento em

gue as condi¢cbes ambientais mudem e favoregcam o seu crescimento.

2.7. Presenca de substancias com atividade inibidora do crescimento

microbiano em medicamentos

A capacidade do micro-organismo em promover deterioracdo do
medicamento depende de sua habilidade em sobreviver e multiplicar-se em
meios contendo substancias inibidoras do seu crescimento, como por exemplo,
os conservantes (RAMOS, 2010).

Produtos farmacéuticos ndo estéreis contendo grande proporcdo de
agua sao susceptiveis a contaminagdo por micro-organismos. Com intuito de
mitigar esta contaminag¢ao, que pode advir do processo ou mesmo durante o
manuseio pelo usuario, sistemas conervantes tém sido desenvolvidos e
utilizados em produtos nao estéreis (ZANI et al, 1997).

As propriedades antimicrobianas ndo séo inerentes apenas a classe
de preservantes, ha alguns principios ativos, que sao classificados como “néo
antibioticos”, mas apresentam atividade antimicrobiana in vitro, entre eles:
anlodipino, meloxicam, citrato de bismuto, ibuprofeno, nimesulida, levodopa,
sulfato ferroso, hipericina, sertralina, dentre outros (RAMOS 2010 apud Tyski,
2003).

Além dos principios ativos, alguns metais que podem compor a
formulacdo de medicamentos, sobretudo o zinco, ferro, cadmio, selénio e seus
derivados apresentam dois mecanismos de acdo antimicrobiana, um deles é a
inativacdo de enzimas por oxidag¢do ou ligacdo irreversivel com as mesmas e
outro € a desnaturacdo de proteinas vitais para célula microbiana, formando
complexos metal-proteinas (KOROLKOVAS, 1988).
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2.8. Uso de neutralizantes nos meios de cultura

O uso de substancias com propriedades antimicrobianas tem sido
empregado em diversas areas, tais como medicina, veterinaria, odontologia
entre outras.

Os sais de amonio quaternario, assim como cloreto de benzalcénio,
cloreto de cetilpiridinio e brometo de cetriménio, possuem ampla atividade
antibacteriana com eficicia tanto para bactérias Gram positivas como negativas,
além de atividade contra algumas espécies patogénicas de fungos e
protozoarios. Esses agentes tém sido amplamente utilizados como desinfetantes
e sanitizantes de ambiente, adicionalmente estes compostos sdo amplamente
empregados em cosméticos e tem apresentado grande penetracdo na industria
farmacéutica (LOFTSSON et al, 2005).

Para avaliacdo da contaminag¢do microbiana de produtos, um agente
neutralizante deve ser empregado para anular a atividade do inibidor
eventualmente presente e a acdo dele deve superar a do agente inibidor. O
neutralizante deve ser atoxico ao micro-organismo, bem como, os produtos
oriundos da reagao de neutralizagdo (RUSSEL, 2004).

O efeito dos neutralizantes foi experimentalmente observado, com a
perda da atividade antimicrobiana de sais de aménio quaternario na presenca de
matéria organica e inorganica e em condi¢fes &cidas. O cloro tem sua atividade
decaida na presenca de matéria organica e inorganica, carboidratos, alcool,
oleato de sédio e sais de ferro e de sédio. J&4 o iodo tem sua atividade
antimicrobiana reduzida na presenca de sais de mercurio, tioglicolato de sédio e
condicdes alcalinas. Através desta observacdo foi possivel desenvolver
neutralizantes da atividade antimicrobiana, tais como meio Letheem,
recomendado para neutralizar fenol e sais de amoénio quaternario e o Dey
Engley, capaz de neutralizar uma gama de substadncias com atividade
antimicrobiana, tais como fenol, amoénios quaternarios, mercuriais, halogénios e
aldeidos (DEY & ENGLEY, 1994).

Segundo RAMOS (2010) para algumas formulagfes as vezes apenas
um neutralizante pode nao ser suficiente para recuperacdo dos micro-

organismos, sendo necessario associar 0 uso de outros neutralizantes.
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A FB 52 Ed. (2010) preconiza uma sucinta lista de neutralizantes que

devem ser empregados para alguns inibidores do crescimento microbiano,

conforme exposto na tabela 6.

Tabela 6 - Agentes conservantes e seus respectivos neutralizantes.

Conservantes Agente de Observacdes
neutralizagcdo/método de
neutralizacao
Alcool Diluic&o
Acrilidinas Acido nucleico e nucleotideo
Aldeidos Diluicaio até um nivel de | Evitar tiossulfato, pois o

subinibicdo, Tiossulfato, Glicina

mesmo
toxico.

pode ser

Bis-biguanidas

Lecitina

Cloreto de mercurio e
outros compostos
mercuriais

Tioglicolato*; Tiossulfato de sddio

Clorohexamida

Polissorbatos e Lecitina

Compostos aménio
quaternarios

Lecitina, Polissorbato 80

Compostos de prata

Compostos com grupos - SH

Compostos Fendlicos

Diluic&o e Polissorbato 80

EDTA

ions de Mg?* e Ca?*

Glutaraldeido

Glicina e Bissulfito de sodio

Halogénios

Tiossulfato

Hipoclorito de sédio

Tiossulfato de sodio

Staphylococcus aureus
pode ser sensivel

Acidos organicos e seus
ésteres

Diluic&o e Polissorbato 80

Parabenos

Polissorbato 80 e Lecitina

Peroxido de hidrogénio

Catalase

Efeito rapido

Sorbatos

Diluicéo

Antibiético beta-

Beta-lactamase

lactamico
Cloranfenicol Cloranfenicol acetiltransferase
Sulfonamida Timidina

*Tioglicolato pode ser toxico para certos micro-organismos, especialmente esporos e
estafilococos; tiossulfato pode ser téxico para estafilococos.Utilizar caldo neutralizante Dey
Engley ou neutralizante universal.

Fonte: Adaptado de BLOCK, 2001 e FB 52 Ed., 2010.
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2.9 Validacéo de Métodos

Com o avanco das Boas Praticas de Fabricacdo e Controle, a
validacdo de todos os processos e meétodos analiticos passou a elencar o
arcabouco regulatério da Industria Farmacéutica.

De acordo com o Art.5°, inciso LXVIII da RDC N° 17/2010, a validacéo
consiste no ato documentado, que atesta que qualquer procedimento, processo,
equipamento, material, atividade ou sistema realmente leva aos resultados
esperados.

A utilizacdo de métodos de ensaios validados para enumeracao e
deteccdo de micro-organismos em alimentos, meio ambiente, farmacos e
cosméticos é uma ferramenta essencial para a garantia da seguranca
microbioldgica dos produtos.

De acordo com a RE N° 899/2003, no caso de metodologia analitica
descrita em farmacopeias ou formularios oficiais, devidamente reconhecidos
pela ANVISA, a metodologia sera considerada validada. Porém, € necessario
demonstrar a competéncia do método para alcancar as caracteristicas de
desempenho. Os métodos precisam ser verificados frente a cada produto, uma
vez que as diversas formulacbes podem apresentar propriedades
antimicrobianas especificas ligadas a presenca de conservantes ou mesmo do
préprio principio ativo (RAMOS, 2010).

Sao pré-requisitos para validacdo: estar com 0s equipamentos
qualificados, materiais e instrumentos devidamente calibrados e aprovados e 0s
analistas qualificados e treinados, demonstrando competéncia para realizacéo
das andlises.

Para demonstrar a adequacdo do método de contagem de micro-
organismos e a pesquisa de patdgenos, € necessario avaliar previamente a
capacidade da amostra de inibir o crescimento microbiano, procedendo de
acordo com o subitem 2.9.1 (FB, 52 Ed, 2010).

O ensaio para verificacdo da adequacao do método deve mimetizar o
teste do limite microbiano (contagem de micro-organismos mesdfilos) e pesquisa
de patdgeno, sendo utilizado para tal cepas de referéncias de S. aureus, E. coli,

B. subtilis, P. aeruginosa, S. abony, C. albicans e A. brasiliensis disponiveis
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ATCC ou em outras fontes rastredveis. Para a realizacdo do ensaio utiliza-se
uma suspensao celular padronizada, conforme estabelecido na FB 52 Ed (2010),
contendo cerca de 100 UFC/mL de bactérias, levedura e fungo. Apés o periodo
de incubacéo, realiza-se o teste da contagem dos micro-organismos mesofilos
na presencga e na auséncia do produto.

Para os métodos de contagem em placa e filtracdo por membrana, o
meétodo sera considerado adequado quando o numero de colbnias obtido néo for
menor que 50% do indculo inicial, considerando como inoculo inicial a
suspensao celular sem a presenca do produto (FB, 52 Ed, 2010).

Quando se utiliza o método de NMP o valor calculado esta

compreendido no intervalo de confianca de 95% dos resultados obtidos.

2.9.1. Neutralizagado da atividade inibidora do crescimento microbiano

Uma vez ocorrendo inibicdo do crescimento microbiano, & necessério
fazer modificagbes no preparo da amostra para assegurar a validade dos
resultados. As modificagdes estéo relacionadas a seguir (FB, 52 Ed., 2010):

* Aumento do volume do diluente ou meio de cultura, mantendo constante a
guantidade do produto.

* Incorporagédo de um agente neutralizante especifico (tabela 5 do subitem 2.8)
ou agente neutralizante universal, por exemplo, meio de cultura Dey Engley.

* Associar ambos os procedimentos acima.

* Realizar filtragdo por membrana.

Se as modificacbes no método de neutralizacdo forem ineficazes é
possivel atribuir que a falha seja devido a atividade antimicrobiana do produto,
gue nédo permite o desenvolvimento do micro-organismo controle testado.

O processo de neutralizagéo de acordo com a Farmacopeia Brasileira

52 edigéo foi consolidado na figura 1.
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Inibicdo do crescimento do micro-
organismo referéncia

l

Busca do inibidor na formulacao do
produto

l

Adicdo do neutralizante

I

Diluicdo

S
Neutralizou?
N

Adicao de neutralizante
universal

N

Filtrag&o por membrana

S
¢ N

Atribuicdo de propriedade
autoprotetora ao produto

Verificacdo do método

Figura 1 — Fluxograma de neutraliza¢do dos inibidores do crescimento microbiano.



45

3) JUSTIFICATIVA

Todo ensaio bioldgico esta sujeito a variabilidade sendo necessario,
portanto, realizar alguns ajustes nas condicbes dos métodos (SCHMIDT et al.,
2009). Um ajuste ja previsto na Farmacopeia Brasileira 52 Ed. € a neutralizacao
de excipientes, em geral conservantes, e dos insumos farmacéuticos ativos, para
inibir a atividade antimicrobiana dos que possam interferir na analise
microbiolégica dos produtos levando a resultados falsos negativos.

Tendo em vista a necessidade de eliminacao de qualquer propriedade
antimicrobiana antes da verificacdo de contaminacdo microbiana nos produtos e
a pequena disponibilidade de referéncias sobre este assunto, faz-se necessaria
uma investigacdo para identificar neutralizantes adequados aos possiveis
inibidores do crescimento microbiano de insumos utilizados nas formulagdes do
LFM.

Eliminando qualquer interferéncia advinda de propriedades do produto,
sera possivel adaptar as metodologias de analise as formulacdes do LFM e
subsequentemente validar estas adaptacdes, de acordo com a RE N° 899 de
2003, para entado obter resultados analiticos confiaveis.

Para realizacdo dos testes foram escolhidos alguns medicamentos com
potencial atividade antimicrobiana sobre micro-organismos testados, bem como
formulacbes de interesse desta Instituicdo, a saber: ofloxacino 400 mg,
pirazinamida 500 mg, isoniazida 100 mg, aciclovir 200 mg, prednisona 5 mg,
pirazinamida 3% suspensdo, bromexina xarope, complexo vitaminico e sais

minerais.
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4) OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade inibitoria do crescimento microbiano de algumas das
formulacbes produzidas no LFM, verificando e adequando os métodos

empregados no controle de qualidade das mesmas.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliagdo da capacidade inibitéria das formulagbes frente as cepas de
micro-organismos padrao (Staphylococcus aureus, Salmonella ssp enterica
sorotipo abony, Escherichia coli, Candida albicans, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa e Aspergillus brasiliensis) .

e Otimizagdo das metodologias de controle microbiol6gico, em que houver
inibicdo do crescimento de qualquer espécie testada.

e Verificacdo das metodologias adequadas.
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5) METODOLOGIA

5.1 Materiais

5.1.1 Medicamentos

Foram estudados os seguintes medicamentos: ofloxacino 400 mg
Lote 1308002, pirazinamida 500 mg Lote do Desenvolvimento 14086124,
isoniazida 100 mg Lote 1307028, aciclovir 200 mg Lote 1401007, prednisona 5
mg Lote 1307022, pirazinamida 3% suspensao Lote 1309009, bromexina

xarope Lote 1401012, complexo vitaminico e sais minerais Lote 1307013.

5.1.2 Formulas dos medicamentos avaliados

A tabela 7 apresenta as formulacdes dos medicamentos estudados.



48

Tabela 7 — Formulagdes testadas frente a capacidade de inibicdo do crescimento

microbiano (continua)

FORMULAGCOES DOS MEDICAMENTOS TESTADOS

Pirazinamida Aciclovir Complexo Vitaminico Pirazinamida
suspenséo comprimidos
Pirazinamida* Aciclovir Acetato de Pirazinamida*
dextroalfatocoferol
Alcool etilico 96°GL Alcool etilico Mononitrato de tiamina Celulose
industrial 96° GL microcristalina (MC
102)
Carboximetil celulose Celulose Riboflavina Estearato de
sédica (CMC) 1000CP | microcristalina (MC- magnésio
101)
Celulose Corante azul Cloridrato de pirridoxina Talco R2BL

microcristalina + CMC

brilhante(Cl 42090)

Corante vermelho
ponceaux 4R

Estearato de
magnésio

Acido ascérbico 90%

Croscarmelose
sodica

Sorbitol solu¢do 70%

Amidoglicolato de

Pantotenato de calcio

Diéxido de silicio

sédio coloidal
Esséncia de Polivinilpirrolidona Nicotinamida Polivinilpirrolidona
framboesa (PVP-K30) (PVP-K-30)
hidrossoluvel
Metilparabeno* Talco R2BL Acido félico Alcool etilico 96 GL

Propilparabeno

Cianocobalamina

Sacarina sodica

Oxido de cobre seco*

Oxido de zinco*

Oxido de silicio coloidal*

Acido esteérico*

Estearato de magnésio

Celulose microcristalina (MC-
102)

Croscarmelose sodica

Opadry 1l 85F97367 Beige

*substancias com potencial atividade inibidora do crescimento microbiano.
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Tabela 7 — Formulagbes testadas frente a capacidade de inibicdo do crescimento

microbiano (concluséo)

FORMULAGCOES DOS MEDICAMENTOS TESTADOS

Prednisona Isoniazida Bromexina xarope Ofloxacino
Prednisona Isoniazida* Cloridrato de Ofloxacino*
Bromexina
Celulose Amido de milho Aroma de morango Celulose microcristalina
Microcristalina (MC hidrossoluvel liquido (MC-102)
102)
Dioxido de silicio Estearato de magnésio Acido benzéico* Estearato de magnésio
coloidal*

Lactose spray-dried Talco R2BL Acido tartarico* Polivinilpirrolidona
(PVP-K30)
Estearato de Celulose microcristalina | Alcool etilico industrial Talco R2BL
magnésio (MC-101) 96°GL
Talco R2BL Gelatina branca grau Carboximetil celulose Crospovidona

farmacéutico

sodica 1000 CP

Crospovidona

Glicerina bidestilada

Alcool etilico 96 GL°

Hidréxido de sédio em
escamas comercial

Opadry gastrico YS 1-
7003

Sorbitol solugao 70%

Diéxido de titanio*

*substancias com potencial atividade inibidora do crescimento microbiano.

5.1.3 Cepas de referéncia

As cepas de referéncia utilizadas foram fornecidas pelo Instituto

Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), recomendadas pela FB
52 Ed (2010), sdo elas: Staphylococcus aureus INCQS 00039 (ATCC 6538);
Pseudomonas aeruginosa INCQS 00230 (ATCC 9027); Escherichia coli INCQS
00219 (ATCC 8739); Salmonella enterica ssp. enterica sorotipo abony INCQS
00150 (ATCC14028); Bacillus subtilis INCQS 00001 (ATCC 6633), Candida
albicans INCQS 40006 (ATCC 10231) e Aspergillus brasiliensis INCQS 40036

(ATCC 16404).
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5.1.4 Meios de cultura

Os meios de -cultura utilizados da Difco® foram preparados,
acondicionados e esterilizados conforme recomendacdes do préprio fabricante.

Utilizaram-se o0s seguintes meios de cultura: caldo caseina soja
(TSB), agar caseina soja (TSA), agar sabouraud dextrose 4% (SDA), caldo
MacConkey, agar MacConkey e meio neutralizante Dey-Engley.

Antes da utilizacdo todos os lotes de meio de cultura preparados
foram avaliados quanto a esterilidade e quanto a promocédo do crescimento de
acordo com a FB 52 edicdo (2010).

5.2 Fluxograma de trabalho

Para realizacéo do estudo foi adotado o fluxograma apresentado na figura
2. Todos os ensaios foram realizados sob condi¢cdes assépticas em cabine de

seguranca bioldgica de classe |I.
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Figura 2 — Fluxograma da metodologia adotada para desenvolvimento do projeto

5.3 Preparo das amostras

As amostras foram preparadas em cabine de seguranca biologica

classe Il, de acordo com a FB 52 Ed. (2010), conforme descrito a seguir:

a) amostras soélidas (comprimidos): pesou-se cerca de 10 g da amostra,

obtidos de um pool do inicio, meio e fim do processo, maceraram-se 0S
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comprimidos com auxilio de um grau e um pistilo e dispersou-se esta
quantidade em 90 mL de tampé&o fosfato estéril pH 7,2.
b) amostras liquidas (suspensdo e xarope): homogenizou-se bem o frasco
contendo o produto, obteve-se um pool de trés frascos do inicio, meio e fim do
processo, tomou-se uma aliquota, com auxilio de uma pipeta estéril, de 10 mL
de amostra e dispersou-se a mesma em tampéao fosfato estéril pH 7,2.
Todas as suspensdes e solucdes obtidas com os oito medicamentos
avaliados eram hidrossoluveis, desta forma seguiu-se 0 método de preparo da
FB 52 Ed. (2010) para solidos hidrossolaveis.

5.4 Preparo do inéculo (suspenséo celular microbiana)

Transferiu-se o contetdo dos criotubos das cepas de E. coli, S.
aureus, P. aeruginosa, S. enterica ssp abony., B. subtilis, C. albicans e A.
brasiliensis, separadamente, em tubos de rosca contendo 10 mL de caldo
caseina soja (TSB), e incubou-se a 32,5 +2,5°C por 24 horas para bactérias e
a 22,5 +2,5°C por 96 horas para fungo e levedura.

Transcorrido o tempo de incubacdo, realizaram-se diluicdes
seriadas, transferindo-se 1 mL da cultura para 9 mL de solucdo estéril de
cloreto de sd6dio a 0,9%, até se obter uma suspensdo com turvacao
comparada a 0,5 na escala de MacFarland (equivalente a 108 células).
Continuou-se com as diluicbes seriadas até se obter uma concentracéo
equivalente a 100 UFC/mL.

As suspensfes foram semeadas em profundidade em duplicata,
utilizando-se os meios de cultura TSA para bactérias e SDA para fungos e
leveduras. As bactérias foram incubadas a 32,5 +2,5°C por 72 horas e o fungo
e alevedura a 22,5 +2,5°C por 5 a 7 dias.

Apbs o tempo de incubacgdo, foi realizada a contagem das coldnias
em cada placa e determinado o numero de UFC/mL, através da meédia
aritmética das contagens. Foi utilizado no teste a suspensdo que continha
entre 10 e 100 UFC/mL.
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5.5 Avaliacdo da capacidade das amostras de inibir o crescimento

microbiano

Em um tubo contendo 8 mL (tubo teste) de caldo caseina soja, foram
adicionados 1 mL da amostra e 1 mL da suspensao celular obtida conforme o
item 5.4. Em outro tubo contendo 9 mL de caldo caseina soja inoculou-se
apenasl mL da suspensao celular (controle positivo). Os tubos foram incubados
a325+25°Cea225+2,5°C, por 24 horas para bactérias e por 96 horas para
fungos e leveduras, respectivamente.

Apos periodo de incubacdo comparou-se visualmente a turvacdo do
tubo teste com os tubos controle.

Quando a turvagcdo observada no tubo teste foi semelhante a do
controle positivo, tomou-se uma aliquota de 1 mL e transferiu-se para outro tubo
contendo 9 mL de caldo caseina, realizando-se mais duas diluicbes seriadas,
obtendo-se trés diluicées (101, 102 e 103).

Semeou-se 0,1 mL de cada diluicdo, pela técnica de semeadura em
superficie, em duplicata, nas placas de TSA para bactérias e de SDA para
fungos e leveduras. Incubou-se nas mesmas condi¢cdes previamente descritas e

observou-se crescimento celular.

5.6. Neutralizag&o da inibicdo do crescimento microbiano

As formulacdes testadas foram submetidas ao procedimento descrito
no item 5.5. Para as amostras onde houve inibicdo do crescimento, foi realizada
uma analise da composicdo das mesmas, buscando-se identificar os excipientes
e insumos farmacéuticos ativos (IFA) com potencial atividade antimicrobiana.

Inicialmente foram realizadas diluicdes das amostras, como processo
de neutralizacdo. Quando o procedimento da diluicdo n&o foi suficiente para a
neutralizagdo, buscou-se na literatura e nos compéndios oficiais neutralizantes
especificos e/ou universais, como 0 meio neutralizante Dey-Engley (FB 5% Ed.,
2010).
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Para as formulagbes estudadas foi utilizado polissorbato 80 a 0,1%
para a bromexina xarope e meio neutralizante Dey-Engley para pirazinamida e
ofloxacino comprimidos.

Nos casos em que ndo houve resposta a diluicio e aos
neutralizantes, partiu-se para neutralizacao através do procedimento de filtracao
por membrana.

Na tabela 6, encontram-se assinalados os possiveis inibidores do

crescimento microbiano para cada formulacéo.

5.7 Verificacdo da metodologia

5.7.1 Recuperacdo dos micro-organismos mesofilicos por semeadura em

profundidade

Transferiu-se 1mL da amostra preparada conforme o subitem 5.3
para placa de Petri 90 x 15 mm devidamente identificada com o nome do micro-
organismo utilizado e a data da analise, o ensaio foi realizado em duplicata. Na
mesma placa foi adicionado 1mL da suspensdo do micro-organismo obtida
conforme subitem 5.4.

Paralelamente ao ensaio, a suspensao celular microbiana preparada
foi semeada, em duplicata, para mensurar a quantidade inicial de células
inoculadas nas placas com as amostras.

Adicionou-se 15-20 mL de TSA (para bactérias) ou SDA (para A.
brasiliensis e C. albicans) previamente mantidos a 45-50°C. Cuidadosamente
homogeneizou-se.

Apés a solidificagdo do agar, as placas foram incubadas a 35°C *
2,5°C por 72 horas para bactérias e a 22,5°C + 2,5°C por 5 a 7 dias para A.
brasiliensis e C. albicans.

Transcorrido o tempo de incubacdo as colénias devem ser contadas e

calcula-se a média aritmética das duplicatas.
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O critério de aceitacdo para o ensaio é a recuperacgdo de pelo menos
50% das células inoculadas (FB 52 Ed.,2010).

Foram feitos os controles mencionados na tabela 8.

Tabela 8- controles utilizados nos ensaios de verificagdo da metodologia.

Controle

Procedimento

Controle positivo
do micro-

organismo

1mL da suspensdo de micro-organismos em 15-20 mL de SDA e
TSA a 45°C. Incubou-se 0 TSA a 35°C £ 2,5°C por 3-5 dias e 0 SDA
a 25°C por 5-7 dias.

Controle negativo

da amostra

1mL da amostra diluida em tampao fosfato pH 7,2 em SDA e TSA.
Incubou-se 0 TSA a 35°C + 2,5°C por 3-5 dias e 0 SDA a 22,5°C +
2,5° por 5-7 dias.

Controle negativo

Incubou-se 2 placas de cada meio (TSA e SDA) nas temperaturas

do meio de cultura e tempos recomendados para a analise.

5.7.2 Recuperacdo dos micro-organismos mesofilicos por filtracdo por

membrana

Preparou-se a amostra conforme descrito no item 5.3, transferiu-se 1
mL da amostra para o aparato de filtracdo contendo a membrana de nitrato de
celulose 0,45 um. A membrana foi lavada com 100 mL de agua peptonada por
3 vezes, no final da terceira lavagem, adicionou-se 1 mL da suspenséao celular
preparada de acordo com item 5.4.

A membrana foi transferida, de forma asséptica, com auxilio de uma
pinca, para superficie do TSA e do SDA. As placas foram invertidas e
incubadas nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.

Foram feitos os controles mencionados na tabela 8.

O critério de aceitacdo para o teste € a recuperagdo de pelo menos

50% do numero de células inoculadas.
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5.7.3 Recuperacdao de E. coli

O in6culo de E. coli foi preparado conforme descrito no subitem 5.4.

Adicionou-se 1 mL ou 1 g da amostra, em 90 mL de TSB.
Homogeneizou-se até completa solubilizagdo. Adicionou-se a seguir 1mL da
diluicdo de micro-organismo que continha cerca de 100 UFC/mL.

Paralelamente adicionou-se 1 mL da suspensdo de E. coli a um
frasco contendo apenas caldo caseina soja (controle positivo). Incubaram-se
os dois frascos a 35°C * 2,5°C por 24-48 h.

Apoés o periodo de incubacgédo, tomou-se uma aliquota de 1 mL do
conteudo do frasco teste e transferiu-se para um frasco contendo 100 mL de
caldo MacConkey. O mesmo foi feito com os controles positivo e incubou-se
a 43°C por 18 a 24 h.

Transcorrida a incubagdo semeou-se, com auxilio de uma al¢ca de
inoculacao, na superficie do agar MacConkey e incubou-se a 35°C + 2,5°C
por 18-24 h.

O crescimento obtido a partir da amostra contaminada foi comparado

ao crescimento do controle positivo.

O critério de aceitacao para este teste € a presenca de E. coli.

A Figura 3 mostra uma representacdo grafica da verificacdo do

método para a pesquisa de E. coli de acordo com a FB 52 edicdo (2010).
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PESQUISA DE E. coli
Segundo a F.B 52 Ed

Produto 1g/1 mL em 90 mL de
caldo caseina soja

1 mL in6culo
10-100

UFC/mL 32.5°C 18 a 24h

Caldo caseina soja
90 mL

1mL | 18a24ha43°c

Caldo
MacConkey
100 mL

18 4 24h a 32,5°C

Agar
MacConkey

l

Coloracédo de Gram/
identificac@o por kit — provas
bioquimicas

Figura 3 — Representacdo grafica da
verificacdo do método para a pesquisa de
E. coli segundo a FB 52 Ed, 2010.

O crescimento de colbnias vermelhas, geralmente ndo mucosas,
circundadas ou ndo por uma zona de precipitado avermelhado sugere a
presenca de E. coli. Para identificacéo, foi realizada bacterioscopia corando-se
pelo método de Gram para evidenciagdo de bastonetes Gram negativos. A partir
da confirmacgédo da presenca de bastonetes Gram negativos realizou-se o teste

da oxidase para confirmar se tratar de um micro-organismo oxidase negativo.
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Em se tratando de um micro-organismo com as caracteristicas da
colénia compativeis com o da E. coli no meio agar MacConkey, coloracdo de
Gram indicando bastonete Gram negativo e teste de oxidase negativa, realizou-
se a identificacdo por meio de provas bioquimicas com os kit Bactray® | e I,
conforme descrito no Procedimento Operacional Padrao CM016-ldentificacédo de
micro-organismos pelo Kit Bactray®.

5.7.4 Identificacao da E. coli pelo Kit Bactray | e Il

O kit Bactray® apresenta 20 diferentes substratos contidos em um
suporte plastico descartavel O micro-organismo teste foi submetido as reacdes
com estes substratos. O procedimento esta descrito a seguir.

Preparou-se uma suspensdo da colbnia a ser analisada em agua
estéril pH 6,8 com turbidez equivalente ao 0,5 grau na escala de MacFarland. A
suspensao deve estar bem homogénea.

Adicionou-se 1,0 mL da suspensao nas bandejas, inclinando-as para
frente e para tras respeitando um angulo de 45° de forma que a suspensao
celular entre em contato com todos os substratos. Adicionou-se 3 gotas de 6leo
mineral nos seguintes testes: arginina dehidrogenase (ADH), lisina
descarboxilase (LDC), ornitina descarboxilase (ODC), gas sulfidrico (Hz2S) e
urease (URE).

As placas foram incubadas por 18 a 24 horas. Depois de transcorrido
o tempo de incubacdo, adicionou-se 2 a 3 gotas dos reagentes necessarios,
conforme segue:

. Alfa-naftol e hidroxido de potassio no poco do Vogues-Proskauer
(VP), verifique a reagéo;

o Cloreto férrico no fenilalanina desaminase (PD) aguarde 2 a 3
minutos para verificar reacao;

o Reativo de Kovac’s no Indol (IND), observar formagao de anel em 2
minutos.

Apés verificacdo das leituras, de acordo com o padrdo de coloragédo

obtido, os resultados foram lancados no software do kit, representado na figura
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4, que informard o género e espécie da bactéria em investigagdo de forma
segura e prética

Provas __fﬁten-;ﬁ-:-: todaz as cores abaixo =30 lustrativas, varando conforme a resolugdo de seu monitar. \

harque o resuttado das provas do Bactray 1 abaixo, se prefenr coloque o codigo diretamente no local indicado e cligue em calcular.
Positivo

DHPG A[IH LDH oDC H2S UR VF‘ PD IH[I CIT .
[ [ [ [ [ [ [ [ [ [
Megativo
l?" 3! . bz ¥ vt l !
: @ I :.
™ ™ v v ™ v v v v ™
Resultados
. = a3 Percentuais
Codigo: (0000 Calcular | Cancelar | Exportar para Bactray 2| Imprimir
. | | £ £ = Y | - | Excelents »= ques 99,9%
Orgatnizmo Fercent Propaorgdo Muito Boa »>= que 99%
Boa »= que 90%
Aceitavel »= que 80%

Figura 4 — Tela de interpretacdo do teste para identificacdo de E. coli do kit Bactray®

O perfil esperado para os testes que indicam presenca de E. coli

esta descrito na tabela 9.
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Tabela 9 - Resultados esperados para teste de identificacdo da E. coli pelo Bactray®.

Teste Resultado esperado Observacdes

ONPG Positivo- Amarelo

ADH Negativo Amarelo/Amarelo-esverdeado

LDC Positivo- Purpura

oDC Positivo Parpura (variavel ocorre em 65% das
espécies de E. coli)

H.S Negativo Auséncia de precipitado

URE Negativo Amarelo ou laranja

VP Negativo Inalterado

PD Negativo Amarelo

IND Positivo Formacdo de anel rosa ou vermelho na
presenga do reativo de kovac’s.

CIT Negativo verde

RHA Positivo Amarelo

ADO Negativo Verde ou azul esverdeado

ARA Positivo Amarelo

SAL Negativo* variavel- 40% das cepas Verde ou azul esverdeado

INO fermentam salicina Amarelo

SOR Negativo Verde ou azul esverdeado

SAC Positivo -

MAN Variavel — 50% das cepas fermenta Amarelo

RAF sacarose -

Positivo
Variavel 50% das cepas fermenta
sacarose




61

6) RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Padronizacdo das diluicbes seriadas das suspensdes de micro-
organismos

Foram realizados experimentos com o0 objetivo de padronizar as
suspensdes de células a serem utilizadas nos ensaios de avaliacdo da
capacidade inibitéria e de verificagdo do método de acordo com a FB 52 Ed.
(2010), devem ser utilizadas suspensfes celulares contendo entre 10 e 100
UFC/mL. Ap6s a incubacédo das células, é usual efetuar-se diluicdo de 102 para
atingir 0,5 grau da escala de MacFarland (equivalente a 108 células) e a partir
dai, realizou-se mais 6 diluicdes para se obter a concentracdo desejada células.
Os resultados obtidos, apresentados na tabela 10, indicam que a diluicdo que
resultou na obtencédo de uma suspensao celular com concentracdo mais proxima
do desejado (10-100 UFC/mL), foi de 10 para P. aeruginosa e E. coli e de 10~/
para S. aureus, porém os resultados apresentaram grande variabilidade entre as
diferentes espécies de bactéria e dentro da mesma espécie, indicando que o
procedimento ndo € robusto, ja que partimos de diferentes massas celulares,
gue estao acondicionadas nos criotubos.

Uma forma de minimizar este problema seria a padronizacdo da
suspensao celular pela mensuracdo, em cada ensaio, da densidade oética,
através da utilizacdo de espectrofotdmetro, trabalhando-se em um comprimento
de onda de 580 nm e caminho 6tico de 13 mm, deve-se obter suspensdes com
25% de transmitancia, conforme indicado para o preparo de suspenséo celular

para o ensaio microbiolégico de antibioticos preconizado na FB 52 Ed (2010).
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Tabela 10- Resultados da contagem (média de trés ensaios) da unidade formadora de
colénias (UFC) das diluices decimais.

Diluicao P. aeruginosa E. coli S. aureus
UFC/placa UFClplaca UFC/placa
101 INC INC INC
102 INC INC INC
103 INC INC INC
104 INC INC INC
10° 210 INC INC
10 80,3 99,5 114
10”7 4,5 9,0 97
108 2,5 2,5 14,5

INCONTAVEIS = INC = >300 UFC

6.2 Adequacédo do método

6.2.1. Prednisona 5 mg comprimidos

A verificacdo da capacidade inibitéria para prednisona 5 mg
comprimidos indicou a inibicdo da cepa de S. aureus e o tratamento adotado foi
a diluicdo da amostra na proporc¢éo de 1:100 (amostra:diluente).

Apos a diluicdo procedeu-se o ensaio de verificagdo do método de
contagem conforme indicado no item 5.7.1 e os resultados podem ser

observados na figura 5, que representa a média aritmética de trés experimentos.
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Ensaio de recuperagao de micro-organismos na presenca de
120 - |

100

Controle positivo
80

60 Ensaio na presenga de

prednisona
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Unidade Formadora de Coldnia (UFC)

Cepas referéncia

Figura 5 — Ensaio de recuperacdo de micro-organismos na presenca de prednisona. O
procedimento de neutralizacdo adotado foi a diluicdo do medicamento na propor¢éo de
1:100 (amostra/diluente).

A prednisona € um glicocorticoide. Esta categoria de farmaco atua
como um potente supressor dos processos inflamatérios e imunoldgicos. E
administrada também em concentragfes fisiologicas para repor a insuficiéncia
enddgena (insuficiéncia das suprarrenais) (BRUNTON, LAZO & PARKER, 2007).

A composicao da formulacdo de comprimidos de prednisona praticada
no LFM contém dioxido de silicio; este tem sido exaustivamente testado tanto na
industria alimenticia quanto na farmacéutica devido as suas propriedades
antimicrobianas.

Na industria alimenticia a fabricacdo de embalagens contendo didxido
de silicio é indicada por impedir a proliferacdo de fungos e absorcdo de umidade
(AHVENAINEN, 2003).

Na industria farmacéutica, esta substancia tem sido amplamente
estudada para ser utilizada como suporte para aplicacdo de antibiéticos, sistema
de liberacdo de farmacos, e também na producdo de superficies e objetos

cirargicos com propriedades antimicrobianas (TANK et al, 2013).
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TANK e colaboradores (2013) investigaram a atividade antimicrobiana
de nanoparticulas de 6xido de silicio e foi possivel verificar que ha uma forte
ligacdo da bactéria com a fina camada de Oxido, acarretando um efeito inibidor,
tanto para bactérias Gram negativas como positivas.

A crospovidona, também presente no medicamento, é um polimero
sintético insoluvel preparado a partir de mondmeros de vinil-pirrolidona, tem
propriedades de intumescimento e por isso € utilizada como desintegrante em
comprimidos e cépsulas. Além disso, possui propriedades de adsorcdo, o que
justifica seu uso como clarificante na producdo de sucos e cervejas € como
material adsorvente em cromatografia (SCHULZ, 2010). Na literatura ndo se
infere nenhuma propriedade antimicrobiana a este polimero.

Apos a diluicdo do medicamento na proporcéo de 1:100, conseguiu-se
a neutralizag&o da inibicdo do crescimento microbiano, isto € comprovado devido
a alta taxa de recuperacdo, que foi acima de 50% para todas as espécies
testadas (figura 5).

Realizou-se ainda a pesquisa e identificagdo da E. coli, que foi
conduzida conforme os subitens 5.7.3 e 5.7.4. Logrou-se éxito na recuperacao
com uma resposta de 100% pelo software do Bactray® | e Il, indicando que a
cepa € recuperada nas condi¢cdes propostas pela farmacopeia e que o kit de

provas bioguimicas também responde satisfatoriamente.

6.2.2 Isoniazida 100 mg comprimidos

Quando foi realizado o ensaio de verificagdo da atividade
antimicrobiana, a formulagdo de isoniazida n&o inibiu as espécies testadas,
porém durante a realizacdo da verificacdo da contagem de micro-organismos
ndo se logrou éxito na recuperagdo dos micro-organismos, recuperando-se uma
taxa inferior a 50%. Somente com a diluigdo na propor¢cdo de 1:100
(amostra/diluente) da amostra foi possivel atingir a taxa de recuperagao
desejada. Estes resultados estdo apresentados na figura 6, que representa a

média aritmética de trés experimentos.
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Figura 6- Ensaio de recuperacdo de micro-organismos na presenca de isoniazida. O
procedimento de neutralizacdo adotado foi a diluicdo do medicamento na proporgéo de
1:100 (amostra/diluente).

Avaliando-se a formulacao da isoniazida 100 mg comprimidos, ndo se
encontram substancias com potencial atividade antimicrobiana, o que nos
sugere que tal atividade seja devido a prépria isoniazida.

A isoniazida (hidrazida &cida do &cido isonicotinico) continua sendo
considerada o principal farmaco para quimioterapia da tuberculose, a mesma é
bacteriostatica para bacilos em estado latente, porém possui atividade
bactericida contra os micro-organismos em rapida divisdo. O farmaco é
notavelmente seletivo para as micobactérias, e sdo necessarias concentracdes
superiores a 500 pg/mL para inibir o crescimento de outros micro-organismos
(BRUNTON, LAZO & PARKER, 2007). A concentracdo de trabalho antes da
diluicdo é de cerca de 50 mg/mL, sendo assim é provavel que nesta
concentracdo a isoniazida tenha atividade sobre as espécies testadas.

O ensaio de pesquisa e identificacéo de E. coli foi realizado conforme
0 subitens 5.7.3 e 5.7.4 e respondeu positivamente tanto a presenca quanto a
identificacdo do patégeno pesquisado.
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6.2.3. Bromexina xarope

Durante o ensaio de avaliacgdo da capacidade de inibicdo do
crescimento microbiano da bromexina xarope, ocorreu inibicdo da cepa S.
aureus (Figura 7), verificando-se a necessidade de se utilizar o polissorbato 80 a

0,1%, uma vez que o medicamento apresenta em sua formulacdo os acidos

organicos tartarico e benzoéico.

Figura 7 - Avaliacdo da capacidade da bromexina de inibir o crescimento de S. aureus.
A esquerda: controle positivo do micro-organismo mostrando a auséncia de inibi¢cao do
crescimento microbiano; a direita: cultivo em presenca de bromexina mostrando a
inibicdo do crescimento microbiano.

Os acidos orgéanicos tém sido utilizados como conservantes na area
de alimentos e na industria farmacéutica, pois apresentam atividade contra
bactérias e fungos patogénicos (SKRIVANOVA et al, 2011; MANI-LOPEZ et al,
2012), os mesmos afetam a atividade microbiana principalmente por dois
mecanismos: por acidificacdo do citoplasma com subsequente desacoplamento
da producdo de energia e regulacdo, e pelo acumulo, em niveis toxicos, de
anions de acidos dissociados (MANI-LOPEZ et al, 2012).

Segundo BLOCK (2001) e a FB 52 Ed.(2010), o polissorbato 80
neutraliza a atividade dos acidos organicos e de seus ésteres.

Por se tratar de um produto liquido, a técnica eleita para contagem
dos micro-organismos foi a de filtracdo por membrana, conforme o subitem
5.7.2.

As amostras acrescidas de polissorbato 80, na concentracéo de 0,1%,

foram adicionadas as espécies testadas. Os ensaios de recuperacdo foram
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realizados em duplicata em trés experimentos independentes. A figura 8

representa a média aritmética de trés experimentos.

Ensaio de recuperagdo de micro-organismos na presenca de

120 bromexina

100 _
Controle positivo

80
[ |

Ensaio na presenca de
bromexina

60

40

20

Unidade Formadora de Coldnia (UFC)

Cepas referéncia ¥

Figura 8 - Ensaio de recuperagdo de micro-organismos na presenca de bromexina. O
procedimento adotado para neutralizacéo foi a adicdo de polissorbato 80 a 0,1%.

Para todas as espécies testadas a taxa de recuperacao ficou acima
de 50%, o que significa dizer que o método de contagem esta adequado para
este produto.

Para o ensaio de pesquisa e de identificacdo da E. coli, a bromexina
acrescida de 0,1% de polissorbato 80 respondeu satisfatoriamente a
metodologia aplicada (subitens 5.7.3 e 5.7.4). As figuras 9 e 10 apresentam 0s

resultados dos ensaios de identificacao realizados com os kits Bactray 1 e 2.
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Controle
positivo E. coli Colbnia teste
isolada no ensaio
com bromexina.
Figura 9- Ensaio de identificacdo de E. coli com utilizacdo do kit
Bactray 1, comparacado cepa E. coli padrdo a esquerda com
a cepa recuperada no ensaio com a bromexina xarope.
Controle

Colbnia teste

positivo E. coli ) )
isolada no ensaio

com bromexina.

Figura 10- Ensaio de identificacdo de E. coli com utilizagdo do
kit bactray 2, comparagéo cepa E. coli padréo a esquerda
com a cepa recuperada no ensaio com a bromexina xarope.

Conforme é possivel observar, o padrdo de coloracdo obtido no
ensaio teste € equivalente a cepa padrdo de E. coli, corroborando com a
informacéo fornecida pelo software do fabricante e com as tabelas de provas

bioquimicas de FARMER e colaboradores (1985).

6.2.4. Pirazinamida 3% suspensao

A pirazinamida exibe atividade bactericida in vitro apenas na presenca
de pH levemente acido; sendo considerada ideal a atividade do farmaco em pH
acido, visto que o M. tuberculosis reside em um fagossomo acido no interior dos



69

macréfagos. O alvo da pirazinamida parece ser o gene da enzima acido graxo
sintase | das micobactérias, envolvido na biossintese do &cido micdlico
(BRUNTON, LAZO & PARKER, 2007).

A formulacéo da pirazinamida suspensao possui parabenos, que sao
alquil ésteres de acido parahidroxibenzoico. Devido a sua baixa toxicidade, os
parabenos e seus sais sdo preservantes amplamente utilizados, sendo
encontrados em cosmeéticos, produtos de higiene, alimentos e produtos
farmacéuticos. A atividade antimicrobiana aumenta com o aumento da cadeia do
alquil lateral. Além disso, 0 uso combinado de mais de um parabeno tem um
efeito sinérgico na acdo antibacteriana (CHARNOCK & FINSRUD, 2007).

Segundo NES & EKLUND (1983), os parabenos além da acdo na
membrana celular dos micro-organismos, apresenta efeito bacteriostatico por
inativacao das enzimas e ainda atua no DNA e no RNA dos micro-organismos.

A pirazinamida suspensao surpreendentemente n&o inibiu nenhuma
das espécies testadas no ensaio de avaliacdo da capacidade inibitoria, ao
contrario do que se poderia supor, devido a presenca dos parabenos (metil e
propilparabenos) em sua formulacéo.

De acordo com BARGIOTA e colaboradores (1987) a concentracao
inibitéria minima para uma mistura de metil e propilparabenos (2:1) varia de 800-
900 pg/mL para S. aureus.

A auséncia da inibicdo provavelmente esta relacionada com a
concentracdo do metil e propilparabenos: na formulagdo eles estdo em uma
concentracédo de 0,2% e 0,05%, respectivamente, correspondendo a cerca de
200 pg/mL e 50 pg/mL, respectivamente, nas condi¢des do ensaio. Desta forma,
esta concentracdo é insuficiente para acarretar uma inibicdo no crescimento
microbiano nas condi¢cdes do ensaio.

O método escolhido para contagem foi o de filtracdo por membrana,
pois o produto é liquido. Procedeu-se conforme descrito no subitem 5.7.2. Para
evitar o entupimento da membrana, realizou-se mais uma diluigdo, trabalhando-
se com a amostra 1:100. Os resultados apresentados na figura 11 representam
a média aritmética de trés experimentos, observando-se uma recuperagcédo maior

do que 50% para todos os micro-organismos citados.
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Para o0 ensaio de pesquisa e de identificacdo da E. coli, a
pirazinamida suspensao, respondeu satisfatoriamente a metodologia aplicada
(subitens 5.7.3 € 5.7.4).

Ensaio de recuperag¢do de micro-organismos na presenca de
100 ——pirazinamida suspensdao

90
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Figura 11 - Ensaio de recuperacdo de micro-organismos na presenca de pirazinamida
suspensdo. O procedimento de neutralizacdo adotado foi a diluicdo do medicamento na
propor¢cdo de 1:100 (amostra/diluente) e a filtracdo por membrana com trés lavagens
com fluido de lavagem.

6.2.5 Aciclovir 200 mg comprimidos

Aciclovir € um analogo de nucleosideo com atividade in vitro contra
Herpes simplex virus (HSV), Varicella Zoster Virus (VZV), Epstein-Barr virus
(EBV), Citomegalovirus (CMV), e Herpes virus humano 6 (HHV-6).
(WAGSTAFF, 1994). Atua inibindo a DNA polimerase viral, age como um
terminador de cadeia; apoOs fosforilacdo intracelular a aciclovir trifosfato, o
aciclovir monofosfato se liga a terminacao 3’, bloqueando a sintese de DNA e

matando o virus (CLERCQ, 2001).
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Durante a avaliagdo da capacidade inibitdria, o aciclovir comprimidos
nao inibiu nenhuma das cepas referéncia. Esta foi a Unica formulacéo, entre as
testadas, que nédo precisou de nenhum tipo de tratamento.

Na avaliacdo da férmula padrdo deste produto, de fato nado foi
encontrado nenhuma substancia com potencial atividade antimicrobiana.

A amostra foi avaliada utilizando-se a contagem por semeadura em
profundidade, conforme subitem 5.7.1. Os resultados plotados na figura 12
representam a média aritmética de trés ensaios e mostram que a recuperacao

foi maior do que 50% para todos 0s microrganismos testados.

Ensaio de recuperacgao de micro-organismos na presenca de aciclovir

o Controle positivo

m Ensaio na presenca
de aciclovir

Wnisucle Pormadora deColbnla [UPC)
2

Cepas referéncia

Figura 12 - Ensaio de recuperagdo de micro-organismos na presenca de aciclovir. A
amostra de medicamento utilizada foi preparada, adotando-se a diluigdo preconizada na
Farmacopeia Brasileira 52 Ed, na propor¢cdo de 1:10, ndo foi adotado nenhum
procedimento de neutralizagéo.

Para o ensaio de pesquisa e de identificacdo da E. coli, o aciclovir
respondeu satisfatoriamente a metodologia aplicada, descrita nos subitens 5.7.3

e5.7.4
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6.2.6 Complexo vitaminico comprimidos

O complexo vitaminico no ensaio de verificacdo da capacidade
inibitoéria pareceu ndo estar inibindo as cepas dos micro-organismos testadas.
Porém durante a verificacdo do método de contagem, observou-se uma inibigcdo
gue impedia que fosse atingida a taxa de recuperacdo de pelo menos 50% dos
micro-organismos inoculados.

Com o objetivo de neutralizar possiveis inibidores do crescimento
microbiano realizaram-se diluicdes decimais. A amostra diluida na proporgéo de
1:100 (amostra:diluente) foi contaminada com as cepas referéncias e analisadas
pelo método de semeadura em profundidade, conforme subitem 5.7.1. Os

resultados plotados na figura 13 representam a média aritmética de trés ensaios.
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Figura 13 - Ensaio de recuperacdo de micro-organismos na presenca de complexo
vitaminico. O procedimento de neutralizagdo adotado foi a diluicdo do medicamento na
proporgdo de 1:100 (amostra/diluente).

A necessidade de diluicdo da amostra pode estar relacionada com as

propriedades de inibicdo do crescimento das vitaminas e dos minerais.
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As vitaminas e o0s minerais s&o utlizados como fatores de
crescimento sendo adicionados aos meios de cultura, pois sdo cofatores
enzimaticos necessarios no metabolismo dos micro-organismos, porém,
dependendo da concentracdo, podem inibir o crescimento microbiano.

Algumas bactérias metanogénicas, que utilizam metanol como fonte
de energia, utilizam vitaminas e tracos de metais como fatores de crescimento.
Segundo SOWERS & FERRY (1985) as cepas de Methanococcoides
methilutens utilizam biotina como o Unico elemento organico requerido no lugar
de extrato de levedura e caseina de soja, Fe?* (< 5uM) e Ni?* (<0,25 uM) séo
requeridos, mas em baixas concentracdes, pois sendo o crescimento € limitado;
a auséncia de Co?* (<0,1uM) decai o crescimento em 94%.

Outros estudos corroboram com o de SOWERS & FERRY (1985) no
gue tange a inibicdo do crescimento microbiano por metais. Estudos realizados
com Cu e CuO demonstraram atividade antimicrobiana deste metal frente a K.
pneumonie, Salmonella paratyphi, Shigella e P. aeruginosa. O cobre (Cu)
atravessa a membrana celular e liga-se a enzimas responsaveis por processos
vitais no interior da célula, levando a bactéria a morte (DIZAJ et al, 2014).

O oOxido de zinco é utilizado ha muitos anos na medicina, nas
preparacdes topicas. Devido as suas propriedades antissépticas, ele tem acao
sobre bactérias Gram positivas e negativas, bem como sobre esporos (DIZAJ et
al, 2014).

De acordo com EMRE e colaboradores (2011), vitaminas (K, D, A e E)
isoladas de extrato de plantas (Nepeta italica e Sideritis montana) do Peru,
apresentaram atividade antimicrobiana contra E. coli, K. pneumonie, S. aureus,
B. megaterium, C. albicans, C. glabrata, Trichophyton sp.e Epidermophyton sp.

Apo6s a diluicdo 1:100, o efeito inibidor do complexo vitaminico
comprimidos foi neutralizado, sendo possivel recuperar todas as espécies em
elevadas taxas.

O ensaio de pesquisa e identificacdo da E. coli também foi realizado

sem que fosse observado nenhuma inibigéo.
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6.2.7 Pirazinamida 500 mg comprimidos

A formulacdo de pirazinamida 500 mg inibiu o crescimento das cepas
testadas no ensaio da avaliacdo da capacidade inibitoria. Tentou-se diluir a
amostra nas proporg¢des 1:100, 1:500 e 1:1000, mas a inibigao persistiu.

Como segunda estratégia, testou-se o0 uso do meio neutralizante Dey
Engley. Segundo DEY & ENGLEY (1994) este meio foi desenvolvido devido a
necessidade de se neutralizar uma gama de agentes antimicrobianos.

A composicdo descrita do meio Dey Engley é a seguinte: glicose
(nutriente — fonte de carboidrato), triptona (nutriente — fonte de aminoacido),
extrato de levedura (nutriente — fonte de vitaminas e minerais), lecitina
(neutraliza composto de aménio quaternario), tiossulfato de sédio (neutraliza
cloro e iodo), polissorbato 80 (neutraliza compostos fendlicos, parabenos,
compostos organicos e seus ésteres), bissulfito de sédio (neutraliza formaldeido
e glutaraldeido), tioglicolato de sédio (neutraliza compostos mercuriais), purpura
de bromocresol (indicador de crescimento) (THERLECKYJ & AXLER, 1987).

A Figura 14 apresenta os resultados do ensaio com o meio Dey
Engley, O controle positivo é a cepa de E. coli acrescido de meio neutralizante.
Apoés incubacédo foi verificado que houve crescimento microbiano, pois em
decorréncia do metabolismo das bactérias o pH do meio foi alterado, com
consequente virada do indicador purpura de bromocresol.

No tubo controle negativo, temos somente o medicamento teste e 0
meio Dey Engley e no tubo teste foi adicionada a suspensédo de bactéria (E. coli),
o medicamento e o meio Dey Engley. Conforme observado, o tubo teste
manteve a coloracdo do controle negativo, indicando que as bactérias tiveram

seu crescimento inibido.
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Teste

Controle negativo

Controle positivo

Figura 14 — Teste de neutralizagdo da
pirazinamida comprimidos e do ofloxacino
comprimidos pelo meio neutralizante Dey
Engley.

A estratégia testada a seguir foi diluir a amostra 1:100 seguido de

filtracdo por membrana, realizada conforme descrito no subitem 5.7.2 e entédo se

logrou éxito. Os experimentos foram realizados em duplicata em trés ensaios

independentes e a figura 15 representa a média aritmética dos experimentos.
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Figura 15 - Ensaio de recuperagdo de micro-organismos na presenca de pirazinamida
comprimidos. O procedimento de neutralizacdo adotado foi a diluicdo do medicamento
na proporcao de 1:100 (amostra/diluente) e a filtragdo por membrana com trés lavagens
com fluido de lavagem.
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O fato da pirazinamida suspenséo n&o ter inibido o crescimento
das cepas e da pirazinamida comprimidos ter inibido, pode ser explicado através
da concentracdo da substancia nas duas formulacdes. Conforme ja descrito, a
pirazinamida assim como a isoniazida sdo bem ativas para o M. tuberculosis,
tendo pouca ou nenhuma acéo sobre as demais espécies ndo tuberculosas, mas
em altas concentracdes pode ocorrer inibicdo de outras espécies. Segundo
ZHANG & MICHISON (2003) seria necessario uma concentracdo superior a
2000 pg/mL para a inibicdo de micro-organismos nao tuberculosos.

Nas condi¢cdes dos ensaios efetuados com a pirazinamida suspensao
(tem 6.2.4), a concentracdo de pirazinamida era de 300 pg/mL, abaixo da
concentracdo minima inibitéria de espécies ndo tuberculosas, enquanto que para
pirazinamida comprimidos a concentracdo de trabalho foi de 8000 pg/mL quatro
vezes mais do que a necesséria para inibicdo de outras cepas.

No ensaio de pesquisa e identificacdo da E. coli na presenca de
pirazinamida comprimidos nao foi possivel recuperar a espécie pesquisada;
mesmo realizando o ensaio de filtracdo por membrana e lavando-se a
membrana trés vezes com fluido de lavagem, ndo foi possivel remover a

inibic&o.

6.2.8. Ofloxacino 400 mg comprimidos

O ofloxacino é um antibiético fluoroquinolona que possui como alvo a
DNA girase e a topoisomerase IV bacterianas. As fluoroquinolonas séo potentes
agentes bactericidas contra E. coli e varias espécies de Salmonella, Shiguella,
Enterobacter, Campylobacter e Neisseria. As concentracdes inibitérias minimas
das fluoroquinolonas para 90% das cepas (CIMgo) sdo habitualmente inferiores a
0,2 ug/mL (BRUNTON, LAZO & PARKER, 2007).

No teste de verificagdo da capacidade inibitoria, a formulacdo de
ofloxacino inibiu todas as cepas testadas. Foram testados o0s seguintes
procedimentos para neutralizar da inibicdo: diluicdo, com as diluicbes de 1:100,

1:500 e 1:1000, utilizacdo do meio neutralizante Dey-Engley e neutralizacéo por
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filtracdo por membrana, lavando-se a membrana com fluido de lavagem por até
sete vezes.Porém todas as tentativas foram frustradas.

Na busca da literatura ndo se encontrou nenhum neutralizante
especifico para o ofloxacino e este ndo respondeu a filtragdo por membrana,
mesmo com as tentativas de lavagem com fluido de lavagem (dgua peptonada)
por até sete vezes.

Acredita-se que esta inibicdo seja por conta da alta concentragcédo de
ofloxacino nos ensaios, uma vez que na diluicdo 1:1000 a concentracdo desta
substancia é de 0,3 mg/mL. De acordo com ANDREWS (2001) as concentracdes
inibitérias minimas para algumas das cepas sdo as seguintes: E. coli (0,03
mg/L), P. aeruginosa (1,0 mg/L), S. aureus (0,5 mg/L) entre outras.

A concentracdo de trabalho foi bem superior as concentracdes que
inibem o crescimento, desta forma pode-se dizer que atividade antibidtica
intrinseca desta substancia explica a ndo possibilidade de neutralizacdo do
efeito inibitério. Sendo assim pode-se dizer que o produto ndo € susceptivel a
contaminacdo pelas cepas testadas.

Além do ofloxacino ha diéxido de titanio na formulacdo que, segundo
DIZAJ et al (2014), possui propriedade antimicrobiana relacionada com sua
estrutura cristalina; o mecanismo proposto é que a geracdo de espécies de
oxigénio ativas gere sitio de ligacdo para moléculas DNA, acarretando danos ao
mesmo.

A pesquisa e identificacdo da E. coli na presenca do ofloxacino pelos
motivos anteriormente mencionadas também ndo foi positiva nas condicdes
preconizadas pela FB 52 Ed. (2010).

6.3 Consideracfes sobre o0 ensaio de recupera¢do dos micro-organismos

A tabela 11 expressa as taxas de recuperacdo das cepas referéncias
utilizadas nos ensaios.

Conforme é possivel observar para todos os medicamentos, exceto o
ofloxacino, conseguiu-se atingir altas taxas de recuperagao para todas as cepas

de referéncia. Todas as taxas de recuperacéo foram superiores a 50%, conforme
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preconizado para Farmacopeia Brasileira 52 Ed., indicando que os métodos de
neutralizagéo aplicados foram eficazes.

Outra observacdo importante € em relacdo as taxas de recuperacao
de S. aureus, que foram as menores para todos os medicamentos, 0 que parece
nao ter justificativa, pois S. aureus € um micro-organismo mesofilo, mas capaz
de crescer em uma ampla margem de temperatura, tendo como limites minimo
6,5°C e maximo 48,5°C. O pH 6timo para seu crescimento é de 6 a 7, mas pode
crescer em valores de 4 a 10. O micro-organismo suporta concentracdes de até
20% de cloreto de sodio, considerada como a eubactéria mais halotolerante ndo-
halofita, crescendo até atividade de agua de 0,86 (BHATIA & ZAHOOR, 2007).
As condic¢des dos experimentos foram as condi¢des 6timas de crescimento do S.
aureus.

Tabela 11- Taxa de recuperacdo, em percentual, dos micro-organismos nos ensaios de
verificacdo do método de contagem.

Prednisona 5 mg 108,1 | 119,8 70,3 80,4 88,6 80,4 88,6
comprimidos

Isoniazida 100 mg 78,6 117,2 90,2 105,3 98,9

comprimidos ’ ' ' ' ' 1245 86,1
Bromexina xarope 114,0 105,7 88,5 80,9 95,3 107.8 98,3
Pirazinamida 114,0 99,3 67,9 91,2 89,3

suspensao ' ’ ' ’ ' 100,0 98,8
Aciclovir comprimidos 87,3 100,0 60,8 69,5 79,8 95,5 76,1
Complexo vitaminico 125,4 100,2 80,2 87,3 77,3 101,9 83,5
Pirazinamida 101,4 | 137,7 | 1073 | 1022 | 891 | 1050 | 740
comprimidos

A prednisona, isoniazida, complexo vitaminico foram submetidas ao processo de neutralizagédo
por diluic&o, utilizando-se a diluicdo de 1:100.
No caso do aciclovir ndo foi necessario nenhum tratamento de neutralizagéo.
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No caso da bromexina, adotou-se a adicdo do neutralizante de polissorbato 80 a 0,1% e o
método de filtragdo por membrana.

Os medicamentos pirazinamida suspensdo e comprimidos foram diluidos na proporcéo de 1:100
e foram filtrados por membrana.

7) CONCLUSOES

o Das oito formulacdes avaliadas frente a capacidade de inibir o
crescimento microbiano das cepas testadas, foi verificado que seis delas
inibiam o crescimento microbiano. O aciclovir comprimidos e pirazinamida
suspensao nao inibiram o crescimento das cepas testadas.

o O método de neutralizagdo da inibicdo do crescimento microbiano
adotado para as formulagcbes de prednisona 5 mg comprimidos, isoniazida
100 mg e complexo vitaminico foi a diluicdo das amostras nas proporcéo de
1:100, para a bromexina xarope foi necessario a adicdo de polissorbato 80 na
concentracdo de 0,1%; enquanto que para a pirazinamida 500 mg
comprimidos foi necessario realizar a filtracdo por membrana seguida de
lavagem da mesma, logrando éxito para o ensaio do limite microbiano, porém
nao foi satisfatorio para a pesquisa de E. coli.

o Os métodos de controle microbioldgico (ensaio limite) foram considerados
adequados para as seguintes formulacdes, ap0s 0s respectivos tratamentos:
aciclovir 200 mg comprimidos, prednisona 5 mg comprimidos, isoniazida 100
mg comprimidos, complexo vitaminico comprimidos, bromexina xarope e
pirazinamida suspensao.

o O ofloxacino 400 mg comprimidos, por se tratar de uma fluoroquinolona
com espectro de acdo tanto para bactérias Gram positivas como negativas,
inibiu o crescimento de todas as cepas testadas, desta forma é possivel
concluir que ele pode ser considerado protegido de contaminacéo para estas
cepas.

o No caso da pirazinamida 500 mg comprimidos néo foi possivel verificar o
meétodo de pesquisa da E. coli, conforme preconizado na FB 52 Ed (2010).

o Os objetivos do estudo foram alcancados, foi verificada a influéncia dos
produtos testados nos métodos utilizados na rotina do laboratério e foram

estabelecidos procedimentos para neutralizar esta influéncia. As modificacdes
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serdo implementadas no laboratério possibiltando o aumento na

confiabilidade dos resultados obtidos.

8) PERSPECTIVAS

. Realizar a otimizacdo e verificacdo para as demais formulagbes
praticadas no LFM

. Realizar consulta junto a ANVISA para buscar uma alternativa para o
meétodo de pesquisa da E. coli nos casos em que se observa inibicdo do

crescimento na concentracéo do ensaio
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