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RESUMO

Os laboratorios de microbiologia necessitam usar meios de cultura com
estabilidade atestada a fim de garantir sua qualidade, analisando seu
desempenho, seguranca e eficacia dentro da validade estabelecida. Este prazo
é fundamentado em testes de estabilidade e parte do principio que o usuario
mantera as condicbes de armazenamento e transporte definidas. Este trabalho
teve como objetivo ampliar o prazo de validade do Caldo MacConkey para trés
meses em contraproposta ao definido na Farmacopéia Brasileira. Desta forma,
foram definidos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos em trés lotes
distintos do Caldo MacConkey. As andlises foram realizadas em diferentes
intervalos de tempo (Zero, 30, 60 e 90 dias), condi¢cdes temperatura (Estudo
Acelerado e Longa Duragéo) e recipientes de armazenamento, tomando como
referéncia adaptacbes em normas de boas praticas de laboratério de
microbiologia. No Tempo Zero as analises foram realizadas apdés trés dias de
incubacdo a 32.5+2.5°C. No Estudo Acelerado os testes foram realizados nos
Tempos 30, 60 e 90 dias, a 22.5 + 2.5°C, recomendada para acelerar o
envelhecimento do produto em condicbes extremas de armazenamento. NoO
Estudo de Longa Duracdo os testes foram realizados nos Tempo 30, 60 e 90
dias, a 2 a 8°C recomendados para confirmar o prazo de validade em condi¢ces
ideais de armazenamento. Os resultados obtidos foram satisfatérios quanto aos
critérios estabelecidos nos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos nos
tempos e condi¢cBes de incubacédo, sendo possivel sugerir a extensdo do prazo
de validade para trés meses e assim promover reducdo nos custos tornando

mais flexiveis as atividades laboratoriais.

Palavras-chave: Meio de Cultura 1. Estabilidade 2. Caldo MacConkey 3.



ABSTRACT

Microbiology laboratories need to use cultured media with attested
stability in order to guarantee their quality, analyzing their performance, safety
and efficacy within the established validity. This period is based on stability tests
and assumes that the user will maintain the storage and transport conditions
defined. This work aimed to extend the validity period of the MacConkey broth to
three months in counterproposal to that defined in the Brazilian Pharmacopoeia.
In this way, physical-chemical and microbiological parameters were defined in
three different batches of the MacConkey Broth. The analyzes were carried out at
different time intervals (Zero, 30, 60 and 90 days), temperature conditions
(Accelerated Study and Long Duration) and storage containers, taking as
reference adaptations in norms of good laboratory practices of microbiology. At
Time Zero the analyzes were performed after three days of incubation at 32.5 +
2.5 ° C. In the Accelerated Study the tests were performed at Times 30, 60 and
90 days, at 22.5 + 2.5°C, recommended to accelerate the aging of the product
under extreme storage conditions. In the Long-Term Study the tests were
performed at Time 30, 60 and 90 days at 2 to 8 ° C recommended to confirm the
shelf-life under ideal storage conditions. The results obtained were satisfactory in
terms of the criteria established in the physico-chemical and microbiological
parameters in the incubation times and conditions, and it is possible to suggest
the extension of the expiration period for three months, thus promoting a

reduction in costs, making laboratory activities more flexible.

Keywords: Culture medium 1. Stability study 2. MacConkey Broth3
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1 INTRODUCAO

A realizacdo do controle de qualidade dos meios de cultura é indispensavel
para manter a qualidade do trabalho em um laboratério de microbiologia, além de
assegurar a sua qualidade de producdo e armazenamento por meio de variados
testes para certificar-se de que o método de preparo estd correto e as suas
propriedades de funcionamento estdo dentro das especificacbes estabelecidas
(SUTTON, 2006, 2011).

Conforme Madigan e colaboradores (2010), para realizar a analise de uma
amostra no laboratorio de microbiologia é fundamental selecionar os meios de
cultura e temperatura de incubacado para o tipo de amostra a ser analisada, a fim de
conseguir isolar e identificar os micro-organismos que podem estar presentes na
amostra. Contudo, a selecdo do meio de cultura apropriado para a utilizacdo pode
ser determinante nos diagndésticos e na identificagdo de uma diversidade de micro-
organismos patégenos.

No controle de qualidade do meio de cultura, cada lote deve ser testado no
que diz respeito aos parametros fisicos, quimicos e microbiol6gicos. (ANVISA,
2005a, 2010; BUGNO, 2001, PDS/HPPC, 2015; SANDLE, 2014).

Tendo em vista os fatos apresentados, a escolha e qualidade do meio de
cultura adequado para determinado tipo de amostra a ser analisada no laboratério,
torna-se um dos principais elementos utilizados para diagnéstico microbiolégico,
através da confiabilidade, repetitividade e reprodutibilidade das analises
microbiolégicas. Nessas circunstancias, para alcancar resultados confiaveis nas
analises, é fundamental utilizar métodos validados, instituidas em metodologias
oficiais para desenvolver protocolos de verificagcdo dos métodos propostos a serem
executados na analise microbiolégica estudada (BOY, 2013).

Conforme a Resolugcdo n° 01 da agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2005b), o prazo de validade determina a data limite para o uso de um
produto farmacéutico. Esse prazo é estabelecido pelo fabricante, fundamentado em
testes de estabilidade e parte do principio que o usuario mantera as condi¢cdes de
armazenamento e transporte definidas.

O Manual de Habilitacdo para Laboratérios de Microbiologia (ANVISA,
2005a), o Guia de Boas praticas da OMS (Organizagdo Mundial da Saude) para
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laboratérios de microbiologia farmacéutica (OMS, 2012), a Farmacopéia Brasileira,
5% edicdo (ANVISA, 2010), a United States Pharmacopeia (USP), 40? edi¢do (USP,
2017) e a International Organization For Standardization (ISO) (ISO, 2014)
estabelecem diferentes condi¢cdes ideais de armazenamento e prazo de validade
para meios de cultura preparados no laboratério.

Perante o exposto, os laboratorios de microbiologia devem usar meios de
cultura com estabilidade atestada para a execucéo dos ensaios a fim de garantir a
qualidade dos meios, analisando seu desempenho, seguranca e eficacia dentro do
seu prazo de validade estabelecido (BOY, 2013). Todavia, esse limite nem sempre
esta bem definido ja que pode variar de acordo com 0s meios e com os diferentes
orgaos regulamentadores, o que abre uma perspectiva interessante de estudo para
determinacao destes prazos.

Esse trabalho foi desenvolvido para avaliar o desempenho do meio de cultura
Caldo MacConkey sobre diferentes parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos por
meio de um estudo de estabilidade, a fim de estender o prazo de validade em
contraproposta ao periodo de tempo indicado pela Farmacopéia, 5 edicdo (ANVISA,
2010).

O caldo MacConkey foi escolhido no presente estudo, pois permite o
crescimento de modo seletivo. Destinando-se a identificacdo e isolamento de
organismos coliformes presentes em alimentos, leite e agua. Além do mais, é
recomendado para o cultivo de bactérias Gram-negativas, bacilos fermentadores de
lactose e como teste presuntivo para organismos coliformes e também utilizado para
teste de deteccdo rapida de Escherichia coli produtora de toxina shiga (STEC —
Shiga-toxin producing Escherichia coli) em amostras fecais (DIFCO™, BBL™, 2009).
Paralelamente, este meio de cultura também estd disponivel no meu setor de
trabalho, sendo liberado pela chefia para utilizacdo na realizacdo desta pesquisa, ja
que ele corresponde a um dos meios de cultura utilizados na pesquisa de micro-
organismos nos ensaios microbiolégicos para produtos ndo estéreis indicado no
capitulo 5.5.3.1.3 da farmacopéia brasileira, 5% edicdo (2010), e seu descarte

representa um custo para nossa secao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Meio de Cultura

Os meios de cultura sdo preparacdes quimicas que fornecem nutrientes
indispensaveis para o cultivo artificial de micro-organismos para a maior parte dos
testes microbiol6gicos em laboratério (PERES; FIEGENBAUM; TASCA, 2007). Em
razdo disso, 0S meios necessitam seguir requisitos nutricionais, incluindo fatores
para promocao de crescimento, fontes de energia, sais, substancias que atuem
como tampéao, metais e, em alguns casos, agentes solidificantes (em meios solidos).
Essas condi¢gOes propiciam a obtencao de culturas puras, favorecem o crescimento
e contagem de células microbianas e podem também selecionar micro-organismos,
através de agentes inibidores, para determinadas espécies (NOGUEIRA; MIGUEL,
2010).

Em funcéo de todos os nutrientes e adjuvantes utilizados na preparagao dos
meios de cultura, o controle da sua qualidade é indispensavel para alcancar
resultados precisos, com a possibilidade de reproducdo e também minimizando a
necessidade de repeticdo dos testes microbiolégicos (BUGNO, 2001; SANDLE,
2014).

Os meios de cultura sdo classificados em dois grupos de acordo com a sua
composicdo quimica: em meios quimicamente definidos, cuja composicdo quimica é
conhecida (e.g. grau de pureza) e meios complexos, na qual a exata composi¢céo
nutricional ndo é conhecida, podendo conter em sua composi¢cao elementos moidos
ou digeridos de animais, leveduras e vegetais, que fornecem os nutrientes, vitaminas
e minerais necessarios (MADIGAN et al., 2010; NOGUEIRA; MIGUEL, 2010).

No mercado existe uma variedade de meios de cultura, classificados de
acordo com a consisténcia (estado fisico) em meios liquidos, sélidos e semi-solidos
(MADIGAN et al., 2010; PDS/HPPC, 2015; SANDLE, 2014). Os meios liquidos
compreendem solugbes aquosas de um ou mais constituintes, comumente
conhecidos como “caldos”. Os meios soélidos apresentam materiais solidificantes
como agar-agar ou gelatina em sua composicao. Possuem concentracfes de 1,0 g a
3,0 g % de agar capazes de liquefazer-se através do aquecimento. A consisténcia

sélida do meio de cultura permite que o micro-organismo se desenvolva formando
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coldnias, o que facilita tanto o seu isolamento como a sua contagem. Os meios
semi-solidos (0,1g a 0,7g% de &gar) apresentam a funcionalidade ao facilitar a
visualizacdo da motilidade bacteriana, além de servir constantemente como base de
meio de transporte (NOGUEIRA; MIGUEL, 2010).

A existéncia de diferentes tipos de meios de cultura, no laboratério de
microbiologia farmacéutica ocorre com base no seu objetivo de uso e no cultivo de
micro-organismos especificos, podendo se destinar ao transporte, a conservagao, ao
crescimento, a selecdo e a identificacdo/diferenciacdo de micro-organismos
(ANVISA, 2005a; NOGUEIRA; MIGUEL, 2010; PDS/HPPC, 2015).

Deste modo, Nogueira e Miguel (2010) e PDS/HPPC (2015) categorizam a
funcionalidade dos meios em:

a) meios de transporte: normalmente sdo meios semi-solidos, para impedir o

extravasamento do meio. Assim como, 0s meios de manutencéo, 0s meios
de transporte devem possuir poucos nutrientes para preservar a
viabilidade dos micro-organismos durante o intervalo entre a coleta da
amostra e o processamento no laboratoério, permitindo a manutencédo das
bactérias sem que estas se desenvolvam ou acidifiquem o meio;

b) meios basicos: sdo os meios de uso geral que sdo utilizados como base na
preparacdo de muitos meios de cultura. Exemplo: caldo simples;

c) meios de enriguecimento: meios predominantemente liquidos nos quais
existem elementos seletivos ou promovem melhor a reproducdo de
determinado grupo bacteriano;

d) meios diferenciais ou indicadores: o acréscimo de determinados reagentes
ou substancia no meio pode ocasionar num tipo de crescimento ou reacao,
logo apds a inoculagédo e incubacdo, que permite o analista diferenciar
diferentes espécies de bactérias, ao mesmo tempo. Por exemplo, o agar
MacConkey que distingue as bactérias Gram-negativas fermentadoras das
ndo fermentadoras de lactose, formando col6nias com coloracao distinta;

€) meios enriquecidos ou ricos: o acréscimo de sangue, extratos de tecidos
animais ou vegetais ao meio de cultura, proporciona nutrientes acessorios,
permitindo o crescimento de micro-organismos mais exigentes. O agar-
sangue e o0 agar-chocolate sédo exemplos de meios sélidos enriquecidos ou

ricos;
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f) meios seletivos: apresentam substancias quimicas especificas (inibidores)
inseridas ao caldo ou ao agar nutritivo que dificultam o crescimento de um
grupo de bactérias, favorecendo outro que esta sendo pesquisado. Como
exemplo, o Cristal-violeta que impede o crescimento de bactérias Gram-
positivas, beneficiando assim, o crescimento das bactérias Gram-
negativas;

g) meios de dosagem: sdo meios quimicamente definidos (sintéticos).
Geralmente, sdo utilizados para dosar vitaminas, aminoacidos e
antibidticos;

h) meios para contagem: sdo meios especificos, recomendados para
promover o crescimento bacteriano presente em diferentes amostras,
como, por exemplo, agua, urina, leite, etc. (podem ser ricos, seletivos ou
diferenciais);

i) meios de estocagem ou manutencdo: recomendados para manter e
preservar a viabilidade e caracteristicas fisiolégicas dos micro-organismos
por um periodo prolongado de tempo. Por exemplo: meios minimos. Para
evitar mudancas no pH deve-se suprimir a glicose e usar uma substancia

tamponada.

2.1.1 Preparo do Meio de Cultura

Segundo o Guia PDS/HPPC (2015) no laborat6rio de microbiologia os meios

de cultura sé&o obtidos da seguinte forma:

a) meio pronto para uso: o meio € adquirido ja envasado, em recipientes no
formato adequado e pronto para uso;

b) meio desidratado comercialmente disponivel: meio adquirido em forma de
po ou granulos (seco). Esse meio ndo estd pronto para ser utilizado
imediatamente e deve ser, geralmente, reidratado e, em alguns casos,
esterilizado;

c) meio formulado no laboratorio: partindo de todos os ingredientes
necessarios pesados separadamente, hidratado e, se necessario,

esterilizado.
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Quando o meio de cultura comprado for pronto para o uso o fornecedor deve
ser aprovado e qualificado, além de certificar os parametros utilizados no controle de
qualidade do meio de cultura (OMS, 2012; SUTTON, 2006).

Para o preparo adequado do meio de cultura desidratado é obrigatorio seguir
as Boas Préticas de Laboratério e orientagdes do fabricante descritas no rétulo de
cada frasco e/ou manuais. Durante este processo € importante analisar alguns
fatores criticos, como, por exemplo: pessoal treinado; laboratério planejado para
atender a realizacdo dos procedimentos; armazenamento do meio desidratado em
condi¢cdes adequadas e controladas; prazo de validade estabelecido pelo fabricante;
agua para reidratacao (importante utilizar agua livre de substancias inibidoras ou que
influencie o crescimento dos micro-organismos (e.g. agua destilada)); verificar o pH
(inicial e final); processo de esterilizacdo com ciclos validados e documentar todo o
processo de preparo, entre outros (BOY, 2013; PDS/HPPC, 2015; SUTTON, 2006).

O processo de esterilizacdo tem que ser realizado por calor imido (autoclave)
ou filtracdo utilizando um filtro de porosidade de 0,22um aconselhado para extrair
completamente todos 0s micro-organismos indesejaveis, tornando o meio de cultura
apropriado para realizacdo de andlises no laboratorio. Também existem meios que
podem ser utilizados depois da fervura (PDS/HPPC, 2015).

2.1.2 Controle de Qualidade

Apbs o processo de esterilizacdo do meio de cultura deve-se colocé-los em
incubagédo, por no minimo 72 horas, na temperatura ideal para monitorar, em
particularidade o pH, coloragdo, esterilidade e consisténcia. Antes de ser liberado
para o uso, cada lote de meio de cultura preparado deve ser submetido ao controle
de qualidade, em particularidade a verificacdo do pH, esterilidade e promocao de
crescimento para garantir confiabilidade e precisdo nos resultados emitidos pelos
laboratoérios de microbiologia (PDS/HPPC, 2015).

Conforme Sandle (2014) sugere, podemos dividir o controle de qualidade dos

meios de cultura em: aspectos fisico-quimicos e microbioldgicos.

2.1.3 Parametros Fisico-quimicos
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A realizacdo das analises fisico-quimicas se sujeita ao tipo de meio de
cultura preparado, como, por exemplo, andlise visual da cor, andlise visual da forca
do gel (na presenca do agar), andlise visual para investigacdo de danos causados

nos recipientes e verificacdo do pH.

2.1.3.1 Analise Visual

A andlise visual do meio de cultura é considerada um aspecto fisico, na qual
tem que se analisar unidade por unidade do meio de cultura quanto a coloracao para
observar quaisquer dessemelhancas de cor observadas. Também, deve-se analisar
unidade por unidade do meio de cultura quanto a gelificacdo (consisténcia do gel)
gue nado deve estar extremamente duro ou macio, mas deve ser firme e utilizavel.
Além disso, € importante observar sua homogeneidade e se h& algum tipo de
precipitacdo. Seja qual for & alteracdo observada, ela indica que o meio pode estar
inadequado para uso. As vezes, a identificacdo de alteracdes pontuais pode estar
relacionada ao modo de preparo e distribuicdo do meio, principalmente quando é
realizada manualmente, ou seja, este tipo de alteragdo, quando ocorre
isoladamente, néo significa que o lote preparado esteja inadequado para uso. Em
contrapartida, a observacdo de diversas mudancas na coloragdo do meio, pode
estar relacionada a alteracdo do pH. A presenca de precipitados ocorre devido ao
uso improprio da agua, sujidade nos recipientes, superaquecimento, dissolucao
inacabada. Uma das causas para a gelificacao insatisfatéria se sucede ao erro no
momento da reidratacdo ou pesagem, qualidade da agua, dissolucdo inacabada,
superaquecimento ou recipientes inadequados. Nesse ultimo quesito, é importante
verificar se ha presenca de danos (rachaduras ou defeitos) nas placas e frascos
onde ocorrera o envase (OXOID, 2006; BOY, 2013; SANDLE, 2014).

2.1.3.2 pH

O pH do meio de cultura € considerado um aspecto quimico que influencia no
crescimento e sobrevivéncia dos micro-organismos, por isso é fundamental que o pH
esteja proximo do ideal, pois a alteragdo da faixa de pH ocasiona uma diminuicao

das enzimas celulares, afetando a taxa de crescimento e sobrevivéncia do micro-



20

organismo. Dessa forma, cada micro-organismo possui a capacidade de crescer
dentro de uma faixa especifica de pH. Os meios de cultura, geralmente, séo
ajustados dentro de variacbes minimas de pH sempre proximos da neutralidade
entre pH 6,5 e 7,5. Todavia, algumas bactérias classificadas como aciddfilas tem a
capacidade de crescer em pH &cido como pH 4,0, jA que possuem alto grau de
tolerancia a acidez. Em contrapartida, outras bactérias se desenvolvem melhor em
pH alcalino. Portanto, o pH do meio deve ser regulado conforme o micro-organismo
gue se pretende cultivar. Diferente das bactérias, os fungos filamentosos e leveduras
conseguem crescer em uma faixa mais ampla de pH, apesar das faixas ideais para o
crescimento de levedura estarem entre pH 5 e 6, para fungos filamentosos elas
podem variar entre pH 1,5 e 11. Um fator interessante estd na verificacdo da
coloracdo do fungo, que geralmente esta relacionada com o pH do meio em que ele
é cultivado (BOY, 2013; PDS/HPPC, 2015).

Além dos ajustes que devem ser feitos nos meios de cultura, devemos
considerar que as atividades metabdlicas dos micro-organismos cultivados em
laboratorio acarretam a producdo de compostos acidos que podem causar
alteracbes do pH do meio, interferindo no seu proprio crescimento. Em
consequéncia disso, para neutralizar esses acidos e conservar 0 pH é necessario
adicionar tampdes quimicos nos meios de cultura. Muitos meios de cultura contém
agentes neutralizantes em sua formulacdo contribuindo para a conservacdo e
estabilizacdo do pH, como, por exemplo: fosfatos, acetatos e citratos (BOY, 2013;
PDS/HPPC, 2015).

Quando a verificagcdo do pH final do meio é considerada insatisfatoria,
diversos fatores podem estar associados a esse desvio, tais como: temperatura do
meio quando estdo acima da temperatura de 25°C, superaquecimento no processo
de esterilizacéo, liquefacdo do meio apds a solidificacdo, solidificacdo incompleta,
qualidade impropria da agua ou do frasco, armazenamento incorreto do meio
desidratado ou validade expirada (DIFCO™ BBL™ 2009, OXOID, 2006).

2.1.4 Parametros Microbiol6gicos

As andlises dos paradmetros microbiologicos sdo realizadas nos meios de

cultura, através das analises de esterilidade (controle negativo) e teste da
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capacidade nutritiva (promocdo de crescimento (controle positivo)), também
chamada de viabilidade (PDS/HPPC, 2015, SANDLE, 2014).

2.1.4.1 Esterilidade (controle negativo)

A certificagdo da esterilidade dos meios de cultura é realizada visualmente,
através da incubacao por, no minimo, 72 horas, na temperatura 32.5+2.5°C, para
comprovar a auséncia de micro-organismos no meio preparado durante 0 processo

de fabricag&o, impossibilitando resultados falsos positivos (ANVISA, 2010).

2.1.4.2 Capacidade Nutritiva do meio de Cultura (Teste de promocé&o de

crescimento)

O teste da capacidade nutritiva do meio de cultura tem a finalidade de analisar
lote a lote a capacidade que o meio de cultura tem em promover o crescimento do
micro-organismo. A promoc¢do de crescimento dos meios de cultura — além da
contagem do crescimento de colbnias — tem como finalidade, avaliagdo do meio de
cultura de acordo com as propriedades dos micro-organismos a serem testados,
segundo as orientacdes do fabricante. Esta avaliacdo se da através da observacao
de mecanismos de mudanca no meio, como alteracdo de cor (PDS/HPPC, 2015;
ANVISA, 2010).

Para verificar a capacidade nutritiva dos meios de cultura (promocao de
crescimento) a Farmacopéia Brasileira, 5%dicdo (2010) preconiza a utilizacdo de
suspensdes padronizadas de cepas com procedéncia reconhecida, como as que

podem ser adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC).

2.1.5 Condic¢bes de Armazenamento e Prazo de Validade

Para assegurar a qualidade do meio de cultura até o prazo de validade
estabelecido pelo fabricante, conforme mencionado anteriormente pelo Manual de
Habilitagdo para Laboratérios de Microbiologia (ANVISA, 2005a) e Boas préticas da
OMS (Organizagdo Mundial da Saude) para laboratérios de microbiologia

farmacéutica (2012), deve-se sempre armazenar os meios preparados no laboratorio
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em condic¢des controladas de armazenamento com base em estudos de adequacao.
Contudo, é recomendado verificar se ha alguma mudanga na coloragéo, sinal de
desidratacdo, alteracdo no pH ou na produtividade, seletividade e especificidade,
quando aceitavel (1ISO, 2014).

O prazo de validade do meio de cultura comprado pronto para uso pode ser
estabelecido pelo fornecedor. Além disso, € recomendado definir a validade dos
meios de cultura preparados (SUTTON, 2006; OMS, 2012).

O capitulo 5.5.3.2 que trata de Ensaios Microbiologicos para Produtos
Estéreis da Farmacopéia Brasileira, 5 edicdo (2010), preconiza que 0s meios de
cultura preparados e estocados em frascos ndo hermeticamente fechados, poderéao
ser utilizados por um més, desde que sejam testados quanto a promocdo de
crescimento. Por outro lado, sugere que meios ja preparados armazenados em
recipientes hermeticamente fechados, podem ser usados por um ano, desde que
sejam testados quanto a promocao de crescimento e que 0s requisitos de coloracao
do meio permanecam durante esse periodo.

A United States Pharmacopeia, 40% edicdo (2017), preconiza que meios de
cultura prontos para uso devem ser armazenados conforme as instrugbes do
fabricante. Porém, os meios preparados no laboratério precisam ser armazenados
sob condi¢cdes validadas. A definicAo do prazo de validade de meios de cultura
dependera do resultado do teste de promocao de crescimento para avaliacdo do
desempenho do meio dentro dos parametros estabelecidos, estabilidade da
composi¢do dos ingredientes e da formulagdo sob condi¢Bes especificas desde a
fabricacdo até a duracdo da data de expiracdo, assim como do tipo de recipiente e

seu fechamento.

2.2 Estudo de Estabilidade

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2012) a estabilidade farmacéutica
possui a capacidade de manter as propriedades quimicas, fisicas, microbioldgicas e
biofarmacéuticas do produto farmacéutico dentro dos limites especificados durante
todo o seu prazo de validade.

A United States Pharmacopeia, 40% edicdo (2017), determina estabilidade

como o periodo no qual um produto retém, dentro de limites especificados, e por
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todo o seu periodo de armazenamento e uso, as propriedades e caracteristicas que
0 produto possuia na hora de sua producdo.

O prazo de validade pode variar para diferentes meios. As Normas
Internacionais especificas e padrdes nacionais determinam as condi¢des ideais e
prazo de validade, no entanto o laboratério deve determinar o tempo de
armazenamento por meio do desempenho das caracteristiticas fisico-quimicas e
microbiolégicas conforme descrito na International Organization For Standardization
(ISO) (ISO, 2014). Por isso, os meios de cultura devem ser armazenados sob
condicbes que ndo prejudiquem qualquer modificacdo de sua composicao,
protegidos da luz e da dessecacéao.
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente os meios adquiridos ja prontos e 0s que produzimos por
formulagBes no préprio laboratorio, sdo uma fatia bastante importante nos gastos do
setor de microbiologia, gerando custos significativos, principalmente quando devem
ser descartados apos o prazo fixado.

Embora as Normas Internacionais e Nacionais estabelecam inumeras
condicbes para determinar o prazo de validade de meios de cultura, no
Departamento de Controle Microbioldgico (DCB.C), Setor de Microbiologia do
Instituto Vital Brazil, utiliza-se as diretrizes da Farmacopéia Brasileira, 5% edicdo
(2010) para utilizacdo/qualidade de meios de cultura.

Nesse sentido, o desenvolvimento do estudo de estabilidade em meios de
cultura visa avaliar o desempenho dos meios em conformidade com parametros de
aceitacdo durante o periodo de validade estabelecido, pois o0 meio é um produto
suscetivel a alteracdes que influenciam sua qualidade, seguranca e eficacia, durante
o periodo de armazenamento.

A partir do resultado obtido empregando a metodologia proposta,
verificaremos se o0s parametros fisico-quimicos e microbioldgicos se manterdo
inalterados caso o prazo de validade hoje estabelecido for estendido, além de
observar se diferentes formas de incubacdo e recipientes poderdo influenciar no
desempenho dos meios de culturas analisados desde o preparo do meio desidratado
no laboratorio até o tempo de validade definido.

Essa extensao do prazo, caso nao altere a qualidade dos meios de cultura
proporcionara uma economia consideravel ao setor, minimizando também o

descarte de material proveniente do Laboratorio quando néo utilizado no prazo atual.
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4 OBJETIVOS

4.1Geral

Demonstrar através de testes fisico-quimicos e microbiolégicos que o Caldo
MacConkey preparado no Departamento de Controle Microbiologico (DCB.C), Setor
de Microbiologia do IVB mantém suas propriedades, por um periodo ampliado de

armazenamento.

4.2 Especificos

e Definir o prazo de validade do Caldo MacConkey para trés meses em
contraproposta ao definido na Farmacopéia Brasileira (2010).

e Realizar um estudo de estabilidade em trés lotes distintos do Caldo MacConkey
em diferentes recipientes avaliando quanto aos parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos..

e Comprovar a ampliacao do prazo de validade determinado no Caldo MacConkey
no desenvolvimento do estudo.
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5 METODOLOGIA

Para a realizacdo da fase de pesquisa experimental, foram adotadas
metodologias aplicadas em Normas Internacionais especificas e padrdes nacionais,
voltados para o campo de boas préticas de laboratério de microbiologia
farmacéutica, acrescidas de adaptacdes baseadas na Resolucdo n°. 01 da ANVISA
(2005b) que se aplica na realizacédo de estudos de estabilidade.

A realizacdo desse estudo permitird avaliar o comportamento do meio de
cultura perante atributos fisico-quimicos e microbiolégicos em concordancia com os
parametros de aceitagcdo mediante variacdes de temperatura durante a extensao do

prazo de validade.

5.1 Preparo do Caldo MacConkey Utilizado no Estudo de Estabilidade

O desenvolvimento desse estudo foi executado em trés lotes distintos do
Caldo MacConkey (DIFCO™, BBL™, 2009), a partir de formulacbes comerciais
desidratadas e preparadas internamente no Departamento de Controle
Microbiolbgico, Setor de Microbiologia do IVB conforme as orientacdes descritas no
rotulo do fabricante.

Para realizacdo das analises, todos os lotes do meio de cultura utilizados

foram previamente esterilizados em autoclave (Phoenix - 121° C - 15 min.).

5.1.2 Distribuicdo dos Meios de Cultura

A distribuicdo do Caldo MacConkey foi definida de acordo com 0s ensaios
microbiolégicos de rotina realizados no DCB.C do IVB, tendo como referéncia os
recipientes e quantidade idéntica do meio envasado com o propdsito de representar
a realidade da rotina do laboratorio.

Cada lote do caldo MacConkey foi acondicionado em dois tipos diferentes de
recipientes, de acordo com a Figura 1: tubo de ensaio em vidro com tampa de rosca
(capacidade de 20 mL) com volume aproximado de 10 mL do meio e do mesmo
modo em frasco reagente graduado em vidro incolor (capacidade de 250 mL) com

volume aproximado de 100 mL do meio.
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Os lotes foram identificados pela sequéncia numérica continuada de lote
preparado mais o ano de preparo. Dessa forma, os lotes ficaram classificados em
07/18, 08/18 e 09/18 acompanhando o Procedimento Operacional Padrdao (POP) de
preparo de meio de cultura empregado no laboratério.

O meio foi envasado nos seus respectivos recipientes com o0 uso de uma
seringa descartavel de 20 mL.

Figura 1: Recipientes com a capacidade de 20 mL e 250 mL utilizados para acondicionamento do

meio de cultura em estudo

—

Fonte: Laborglass (2018)

5.1.3 Plano de Estudo de Estabilidade dos Meios de Cultura

Diante da falta de estudos comparativos especificados em monografias e
legislagbes sobre o tema do presente estudo de estabilidade, as condigbes de
estocagem e etapas por tempo no meio de cultura foram definidas a partir de
adaptacdes na RE n° 01 (2005b), publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. As condi¢cdes de incubacéo foram classificadas em Tempo Zero (tempo
inicial), estudo acelerado e estudo de longa duracéo.

Os ensaios experimentais para o controle de qualidade foram realizados
através de analises fisico-quimicas e microbiolégicas do Caldo MacConkey
acondicionados em distintos recipientes e submetidos a avaliagdes no Tempo Zero

(tempo inicial), 30 dias, 60 dias e 90 dias mediante variacdes de temperatura.
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Os parametros fisico-quimicos e microbiologicos foram definidos com base na
metodologia empregada no estudo de Boy (2013) e Sandle (2014, 2015). Em cada
intervalo de tempo a analise visual e o parametro da desidratacdo foram os
parametros fisicos analisados, a verificacdo do pH foi o parametro quimico analisado
e as andlises de esterilidade (controle negativo) e teste de capacidade nutritiva
(controle positivo) foram os parametros microbiologicos tratados no decorrer do
estudo.

Para tal fim, o Caldo MacConkey foi armazenado em estufa incubadora B.O.D
(Biochemical Oxygen Demand) e camara de refrigeracéo, devidamente qualificadas.

A sugestéo de extensao do prazo de validade de um més para trés meses foi
determinada pelo DCB.C/Microbiologia do IVB, de acordo com a necessidade de

producdo de meios de cultura do laboratdrio.

5.1.3.1 Tempo Zero

Essa etapa foi realizada ap6s o processo de esterilizacdo do meio de cultura.
Antes do inicio da analise da Estabilidade Acelerada e de Longa Duracéo, cada lote
do Caldo MacConkey foi analisado perante os parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos apos trés dias mediante a temperatura de 32.5+2.5°C para avaliar a
condicdo de extrema temperatura durante o periodo de quarentena do meio de
cultura.

Depois deste periodo, cada recipiente do Caldo MacConkey foi etiquetado
registrando o numero do lote, data de preparo, operador e intervalo de tempo
(Tempo Zero, 30, 60 e 90) e condi¢cbes de incubacdo.Em seguida, os recipientes
foram destinados as diferentes condi¢des de incubacao (estudo acelerado e longa

duracéo) como estabelecida no presente estudo.
5.1.3.2 Estratégia de Estudo para Estabilidade Acelerada
A frequéncia dos testes e temperatura de incubacdo no Estudo Acelerado

para o presente estudo foi baseada conforme adequacdes realizadas na definicao

da RE n°. 01 (2005b), publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
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No Estudo Acelerado todos os lotes foram incubados, em estufa B.O.D na
temperatura de 22.5 + 2.5°C, recomendada para acelerar o envelhecimento do
produto em condi¢cdes extremas de armazenamento fora daquelas estabelecidas
pelo fabricante. Cada lote foi submetido a avaliacbes no Tempo 30 dias, 60 dias e 90
dias apds o preparo do meio.

Apés cada intervalo de tempo o Caldo MacConkey foi analisado perante todos
0s aspectos fisico-quimicos e microbioldgicos estabelecidos, a fim de comparar com
os resultados obtidos no Tempo Zero, assim com os resultados obtidos no Estudo
de Longa Duracdo que estdo em condicdes de incubacdo contrarias, para
estabelecer ou confirmar o prazo de validade em condigcbes extremas de

temperatura.

5.1.3.3 Estratégia de Estudo para Longa Duracao

A frequéncia dos testes e temperatura de incubacéo na estabilidade de Longa
Duracédo para o presente estudo foi baseada conforme adequacfes realizadas na
definicdo da RE n° 01(2005b), publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria.

No Estudo de Longa Duracgé&o todos os lotes foram incubados, em camara de
refrigeracdo na temperatura de 2 a 8°C, recomendados para estabelecer as
condicbes ideais de armazenamento para preservacdo do meio. Cada lote foi
submetido a avaliacdes no Tempo: 30 dias, 60 dias e 90 dias apGs o preparo do
meio.

Apos cada intervalo de tempo o Caldo MacConkey foi analisado perante
aspectos todos os fisico-quimicos e microbiolégicos estabelecidos e os resultados
foram comparados com os resultados obtidos no Tempo Zero e no Estudo
Acelerado, para estabelecer ou confirmar o prazo de validade em condicfes ideais

de armazenamento.

5.1.4 Critérios de Aceitacao dos Parametros Fisico-quimicos e Microbiolégicos para

Avaliacédo do Controle de Qualidade dos Meios de Cultura

Os critérios de aceitacdo durante o desenvolvimento do estudo avaliam se

os resultados obtidos atenderam as especificacdes descritas pela especificados na
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Farmacopéia Brasileira, 5% edicdo (2010), Manual Difco e BBL™ (2009), Oxoid
(2006) e International Organization For Standardization (ISO) (ISO, 2014).

5.1.4.1 Verificagao do pH

A verificacdo do pH foi realizada com o auxilio de um potenciémetro
calibrado (Metrohm) com o meio de cultura na temperatura ambiente de
22.5+2.5°C, de acordo com Manual Difco™ e BBL™ (2009). A faixa de pH, seguiu
as especificacdes do capitulo 5.5.3 da Farmacopéia Brasileira, 5% edi¢do (2010)
apos o processo de esterilizacdo em autoclave utilizando ciclo validado.

O critério de aceitacdo é quando o pH do Caldo MacConkey estiver dentro
da faixa de 7.3+0.2.

5.1.4.2 Andlise Visual (coloracao)

Perante o Manual Difco™ e BBL™ (2009), as bactérias fermentadoras de
lactose, assim como a Escherichia coli possuem crescimento 6timo no Caldo
MacConkey devido a producéo de acido, mudando a coloracdo do meio de roxo para

amarelo (Figura 2).

Figura 2: Mudanca da colorac&o do Caldo MacConkey do roxo para o amarelo na presenca da
Escherichia coli

Tubo inoculado com a Crescimento da
Escherichiza coli Escherichiza coli no tubo

Fonte: Manual da Difco™ e BBL™ (2009)
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A coloragdo de cada lote foi observada verificando-se a ocorréncia de
modificacdes da cor em relacdo as amostras do Tempo Zero (tempo inicial). A
analise visual foi realizada analisando unidade por unidade de todos os lotes do
Caldo MacConkey.

Para o critério de aceitacdo foi avaliado qualquer alteracdo na coloracdo do
meio conforme o certificado de qualidade do fabricante. Seja qual for a alteracéo
observada fora dos critérios de aceitacdo, ela indica que o meio pode estar

inadequado para uso.

5.1.4.3 Desidratacéo

A avaliacdo do aspecto da desidratacdo foi definida de acordo com a
International Organization For Standardization (ISO) (ISO, 2014), que se aplica
somente aos meios de cultura armazenados em placas de Petri. Em decorréncia
disso, foi feita uma adaptacdo desse parametro para meios liquidos “caldos” nesse
estudo a fim de avaliar como o Caldo MacConkey se comporta diante o0 seu
acondicionamento em diferentes recipientes e condicbes de temperatura durante o
Tempo Zero, 30 dias, 60 dias e 90 dias de acordo com os resultados obtidos no
parametro da desidratacao.

A desidratacéo foi avaliada através de uma linha realizada na parte do centro
abaixo da linha do menisco (Figura 3). A linha foi marcada no Tempo Zero de cada
recipiente, e posteriormente foi medida apdés o intervalo de tempo de 30 dias, 60 dias
e 90 dias de incubacdo do Caldo MacConkey na temperatura de 22.5 + 2.5°C no

Estudo Acelerado e na temperatura de 2-8°C no Estudo de Longa Duragao.

Figura 3: Leitura do menisco

Marca anelar/
graduacaa...,
.. crr? P .Menisco

Fonte: Hoffmann, E. 2015



32

Nessa situacao, as medidas foram realizadas em duplicata com uso de um
paquimetro digital.

Levando em consideracdo, o critério de aceitacdo existente para placa de
Petri nesse parametro é quando a taxa de desidratacdo em cada tubo e frasco de
todo o lote for inferior a 5% da medida inicial, de acordo com o manual da Oxoid
(2006).

A determinacédo da desidratacéo foi obtida pela diferenca da medida da linha
realizada no Tempo zero com o final do tempo do estudo de estabilidade (90 dias).
Essa diferenca de medida obtida € multiplicada por 100, subtraida por 100 e em
seguida é dividida pelo inicial (Tempo Zero) (Figura 4).

Segundo Sandle (2015), é importante que o tempo de incubacdo ou
estocagem do meio de cultura seja analisado para certificar que em possiveis casos
onde ocorra desidratacdo do mesmo, nao haja perda da capacidade nutritiva.

Perante o0 exposto, o parametro da desidratacdo foi avaliado

concomitantemente com os resultados da capacidade nutritiva.

Figura 4: Equacéo para a desidratagéo

Pés — incubacio (Tempo 90) X 100 — 100

Tempo Zero

Fonte: Adaptado de: Sandle (2015)

5.1.4.4 Esterilidade (Controle Negativo)

Este parametro tem como objetivo confirmar a auséncia de micro-organismos,
pela incubacdo de todo os lotes preparados, impossibilitando resultados falso
positivos apos o processo de esterilizacdo (ANVISA, 2010).

A esterilidade de cada lote foi observada verificando-se a auséncia de
crescimento de micro-organismo pela turbidez em relacdo as amostras do Tempo
Zero (tempo inicial). A esterilidade foi realizada analisando unidade por unidade de
todos os lotes do Caldo MacConkey.

O critério de aceitagdo para esterilidade é quando se comprova a eficacia do
processo de esterilizacdo devido a auséncia de crescimento de micro-organismo no

Caldo MacConkey.
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5.1.4.5 Teste da Capacidade Nutritiva de Meio de Cultura

Para verificar a capacidade nutritiva dos meios de cultura (promocédo de
crescimento), inocula-se uma pequena quantidade do micro-organismo, inferior a
100 UFC no meio de cultura a ser testado. Deve-se utilizar suspensdes
padronizadas das cepas com procedéncia reconhecida, como American Type
Culture Collection (ATCC). Para que sejam aprovados, existe a indicacdo de um
micro-organismo padrao para cada meio de cultura (ANVISA, 2005a).

O in6culo padréao foi obtido através do preparo de suspensédo bacteriana com
padrdo de turvacdo 0.5 McFarland (concentracdo 1 X 10°%) em 100 mL de solucéo
salina 0,9 %.

No Caldo MacConkey o critério de aceitacdo € considerado satisfatério se
houver evidéncia de crescimento microbiano, visualizado pela mudanca de cor do
roxo para o amarelado. Além disso, a contagem de colbnias que cresceram no
controle do inoculo padrao realizado no TSA deve ter entre 10 e 100 UFC por placa
segundo o capitulo 5.5.3.1.2 que trata de contagem do nUumero total de micro-
organismos mesofilicos da Farmacopéia Brasileira, 5% edigdo (2010).

Entretanto, nesse método, cada micro-organismo possui um volume diferente
do inéculo padréo a ser inserido no meio de cultura desafiado, a fim de obter entre
10 e 100 UFC.

A cepa de referéncia Escherichia coli (ATCC 8739) € o0 micro-organismo
recomendado pela Farmacopéia Brasileira, 5% edicdo (2010) para avaliar a
capacidade nutritiva do Caldo MacConkey e foi fornecida para este estudo pela

MicroBioLogics®.

5.1.5 Método de Preparo do Inoculo

Os subcultivos da cultura de estoque foram obtidos por meio de cepa de
referéncia Escherichia coli (ATCC 8739).

Com o auxilio de um swab estéril, foi coletada uma colénia do micro-
organismo da cultura de estoque e inoculada em tubo estéril com 3 mL de solugdo
salina 0,45%. Esse tubo foi entdo homogeneizado vigorosamente em agitador tipo

Vortex para facilitar a diluicdo do micro-organismo. Para verificacdo e padronizacéo
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da turbidez foi utilizado o aparelho DENSICHEK™, que verifica a densidade 6tica,
até atingir o padréo de turvacao correspondente ao tubo 0.5 da escala de McFarland
(concentragdo 1 X 10%) do micro-organismo. Ao encontrar o padrao, foi retirado 100
uL do tubo, utilizando micropipeta calibrada e a suspenséao foi transferida para 100
mL de solucdo salina 0,9% estéril e homogeneizada a seguir. A Escherichia coli
possui um volume do inéculo padrédo especifico a partir dessa diluicdo obtida que
contém entre 10 e 100 UFC em 1pL.

5.1.5.1 Introducéo do In6culo Padrdo no Caldo MacConkey

Da solucédo salina 0,9% foi retirado o volume de 1uL do in6culo padrdo da
Escherichia coli contendo entre 10 e 100 UFC e transferidos em duplicata para tubos
e frascos preenchidos com o Caldo MacConkey. Em seguida os tubos foram
agitados vigorosamente no agitador tipo Vértex e os frascos foram agitados
manualmente. Os tubos e frascos inoculados com a Escherichia coli foram
incubados por até 02 dias em estufa a temperatura de 43.0+1.0°C.

Desta mesma solugéo salina inicial, foi realizada em duplicata a semeadura
no meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA) para comprovar a recuperacao de
10 a 100 UFC de micro-organismos provenientes do meio liquido. O espalhamento
de 1 pL da salina nas placas de Petri foi realizado com o auxilio de Alga de Drigalski
através da técnica spread plate (espalhamento em superficie) e as placas foram

incubadas por até dois dias em estufaa 32.5 & 2.5°C.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos foram avaliados apdés
trés dias em estufa de incubacdo com temperatura 32.5+2.5°C no Tempo Zero
(tempo inicial) e, sucessivamente, ambos os parametros foram avaliados nos
intervalos de Tempo 30 dias, 60 dias e 90 dias, divididos em diferentes condi¢cdes de
temperatura, classificadas em Estudo Acelerado e de Longa Duracéo,

independentemente do tipo de recipiente utilizado.

6.1 Parametros Fisicos

6.1.1 Andlise Visual (coloracéo)

A andlise desse parametro foi realizada visualmente, analisando unidade por
unidade. A coloracao roxa clara se manteve inalterada conforme descrito no manual
Difco™ e BBL™ (2009) nos trés lotes no Estudo Acelerado e de Longa Duracédo em
todos os intervalos de tempo do estudo (Tempo Zero, 30, 60 e 90 dias).

Segundo Boy (2013), é importante verificar se ha presenca de rachaduras e
defeitos nos frascos onde ocorreu o0 acondicionamento do meio de cultura, pois a
evidenciacdo destes sinais pode indicar futuras alteracdo na coloracdo do meio.
Todas as amostras trabalhadas foram entdo analisadas com base nas
determinacdes de Boy (2013) e ndo foram observadas alteracdes fisicas no material
de embalagem, ou seja, nenhum recipiente sofreu danificacdo, o que possivelmente
impediu que ocorressem alteragfes nesse parametro durante os 90 dias. Sendo
assim, foi possivel certificar que o aspecto da coloracdo permaneceu dentro do limite

de aceitacdo nos trés lotes do Caldo MacConkey quanto ao parametro da coloracao.

6.1.1.2 Desidratacéo

A desidratacdo tem importancia na observacao da perda de agua do produto
para meio externo e vice-versa (GUZZI, 2011).

A desidratacdo nos tempos 30 dias e 60 dias ndo foi mencionada nas Tabelas
1 e 2, pois ndo houve alteracdo significativa em relacdo ao Tempo Zero, sendo

importante considerar apenas a desidratacdo do tempo inicial e final.
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A tabela 1 compara o resultado da desidratacdo do Caldo MacConkey
acondicionado em tubos de ensaio com aproximadamente 10 mL, no estudo

acelerado e de longa duracédo nos lotes 07/18, 08/18 e 09/18.

Tabela 1: Comparacéo em duplicata da desidratacdo em tubos de ensaio com 10 mL do Caldo
MacConkey no estudo acelerado e no de longa duracédo nos lotes 07, 08 e 09.

Tubos de Ensaio — 10 mL

Estudo Acelerado
Tempo Tempo Tempo Tempo Desidratacdo Final Média
Zero 30dias 60dias 90dias

Lote 07/18
Tubo 01 70.68 mm 67.67 mm -4.25% -4.49%
Tubo 02 70.56 mm 67.22 mm -4.73%

Lote 08/18
Tubo 01 70.86 mm 67.50 mm -4.74% -4.93%
Tubo 02 68.63 mm 65.11 mm -5.12%

Lote 09/18
Tubo 01 71.75 mm 67.73 mm -5.60% -5.26%
Tubo 02 69.78 mm 66.34 mm -4.92%

Longa Duragéo

Lote 07/18
Tubo 01 69.07 mm 69.01 mm - 0.08% - 0.65%
Tubo 02 69.38 mm 68.53 mm -1.22%

Lote 08/18
Tubo 01 70.73 mm 69.19 mm -2.17% -1.72%
Tubo 02 72.46 mm 71.53 mm -1.28%

Lote 09/18
Tubo 01 71.53 mm 70.11 mm -1.98% -1.91%
Tubo 02 69.35 mm 68.07 mm -1.84%

Calculado a partir: )
Pész — incubagdo (Tempo 900 X 100 — 100

Tempo 0

Conforme a definicho da RE n°. 01 (2005b) o estudo de Estabilidade
Acelerada tem como objetivo acelerar os limites da degradagdo quimica e /ou
alteracdes fisicas no produto farmacéutico, empregando condicBes extremas de

armazenamento. Baseado nessa resolucdo pode-se observar na Tabela 1 que a
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média da desidratacdo apds 90 dias no lote 09/18 foi de - 5.26%. Esse resultado se
encontra além do limite de 5%, proposto pelo Manual Oxoid (2006) no lote 09/18 no
Estudo Acelerado. Segundo Sandle (2015), a desidratacdo pode interferir no
desenvolvimento do micro-organismo, sendo entdo, significativa, quando
consideramos a qualidade do meio de cultura e indicando nestes casos, que 0 meio
de cultura deverd ser descartado. Sendo assim, o resultado da desidratagdo acima
do limite de 5% no lote 09/18 no Estudo Acelerado ndo prejudicou o desempenho da
viabilidade do meio para crescimento da Escherichia coli no Caldo MacConkey.

Conforme a definicdo da RE n°. 01 (2005b) o estudo de estabilidade de Longa
Duracao analisa as caracteristicas fisicas, bioldgicas e microbioldgicas do produto
farmacéutico, durante o prazo de validade estabelecido. Com base nessa resolucéao,
analisamos em nosso estudo de estabilidade de Longa Duracéo, os resultados da
desidratacéo final durante os 90 dias (Tabela 1) nos lotes 07/18, 08/18 e 09/18 e
nenhuma amostra atingiu valores superiores a 5%, proposto como limite (Oxoid,
2006). Dessa forma, o Caldo MacConkey acondicionado em tubos no Estudo de
Longa Duracdo permaneceu dentro do limite de aceitacdo quanto ao parametro da
desidratagao.

Por meio das analises foi possivel verificar que nos tubos de ensaio todas as
amostras do Estudo Acelerado, atingiram perdas superiores na desidratacao,
guando comparamos com o Estudo de Longa Duracdo. Esse achado indica que
condicdo extrema de temperatura no Estudo Acelerado provocou a aceleracéo
quimica do meio de cultura, em concordancia com a RE n°. 01 (2005b). Sugerimos
que esses dois tipos de estudo ndo devam ter o0 mesmo peso de resultado quando
se realiza uma analise dos meios, ja que seus resultados ndo exprimem 0S mesmos
padroes.

A tabela 2 compara o resultado da desidratacdo do Caldo MacConkey
acondicionado em frascos de vidro com aproximadamente 100 mL do meio de
cultura nos lotes 07/18, 08/18 e 09/18 no estudo acelerado e no estudo de longa

duracéo.
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Tabela 2: Comparagéo em duplicata da desidratacdo em frascos de vidro com 100 mL do

Caldo MacConkey no estudo acelerado e no de longa duracao nos lotes 07, 08 e 09

Frascos de Vidro — 100 mL

Tubo 01
Tubo 02

Tubo 01
Tubo 02

Tubo 01

Tubo 02

Tubo 01

Tubo 02

Tubo 01
Tubo 02

Tubo 01
Tubo 02

Tempo
Zero

37.85 mm
37.71 mm

37.86 mm
37.23 mm

37.31 mm

37.39 mm

37.24 mm

37.45 mm

37.09 mm
36.89 mm

36.97 mm
37.00 mm

Estudo Acelerado

Tempo Tempo  Tempo
30dias 60dias 90 dias

Lote 07/18

36.55 mm

36.91 mm
Lote 08/18

37.44 mm

36.01 mm
Lote 09/18

37.17 mm

36.07 mm

Longa Duragéo

Lote 07/18

37.01 mm

37.11 mm
Lote 08/18

36.64 mm

36.24 mm
Lote 09/18

36.44 mm

36.33 mm

Desidratacéao
Final

-3.43%
-2.63%

-1.10%
-3.27%

-0.37%
-3.53%
-0.61%

- 0.90%

-1.21%
-1.76%

-1.43%
-1.81%

Média

- 3.03%

-2.18%

- 1.95%

-0.75%

-1.48%

1.62%

Calculado a partir:

Pds — incubacio (Tempo 90) X 100 — 100

Tempo 0

Na Tabela 2, é possivel observar avaliando os resultados da média na

desidratacdo, que nenhuma amostra atingiu valores superiores a 5% (Oxoid, 2006).

Portanto, o Caldo MacConkey acondicionado em frascos de vidro com 100 mL no

Estudo Acelerado e no Estudo de Longa Duracao, permaneceu dentro do limite de

aceitacdo quanto ao parametro da desidratacdo, durante os 90 dias.

Por outro lado, quando comparamos com a tabela 1 correspondente as

amostras acondicionadas em tubos de ensaio com 10 mL, foi possivel observar no
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Estudo Acelerado, que a média do lote 09/18 atingiu valor superior a 5% o0 que
demonstra mais uma vez a falta de correspondéncia pratica entre os dois testes.

Apesar disso, em consonancia com a RE n°. 01, (2005b), os resultados
obtidos em ambos os recipientes no estudo de Estabilidade Acelerada confirmam
que as condicdes extremas de armazenamento aceleraram o0s limites da
desidratacédo do Caldo MacConkey durante os 90 dias.

Nossos resultados corroboram com o estudo de estabilidade realizado por
Boy (2013), que observou a mesma alteracdo, permitindo inferir que a forma de

armazenamento € de grande importancia para a estabilidade deste meio de cultura.

6.2 Parametros Quimicos

6.2.1 Verificagao do pH Inicial e Final

Segundo Guzzi (2011), a verificacdo do pH tem importancia no estudo de
estabilidade, visto que mudancas no valor de pH podem ocorrer devido a presenca
de impurezas, hidrélise e decomposicdo no produto e alteracdes fisicas no material
de acondicionamento do produto, como corrosdo ou deformacéo. Por outro lado,
essas alteracbes também podem ocorrer devido ao tempo de estocagem e/ou
condi¢cBes inadequadas de transporte e armazenamento. Com base nos estudos de
Boy nenhum recipiente de acondicionamento do Caldo MacConkey sofreu
mudancas quimicas durante os 90 dias de estudo em condi¢des extremas e ideais
de temperatura. No Tempo Zero a afericéo inicial do pH foi feita antes do processo
de esterilizacdo e a medida final foi realizada trés dias apds a incubacdo na
temperatura de 32.5£2.5°C, porém nesse tempo a verificacdo foi feita somente em
tubos de ensaio representando todo o lote preparado. Nos intervalos de Tempos 30
dias, 60 dias e 90 dias a verificagdo foi realizada independentemente do tipo de
recipiente para comparar os resultados encontrados no Estudo Acelerado e no de
Longa Duracéo.

O Manual Difco™ e BBL™ (2009), estabelecem a tolerancia da faixa de
variagao do pH do Caldo MacConkey entre 7.3 = 0.2. A Tabela 3 mostra o resultado
inicial e final da verificagdo do pH no Tempo Zero nos lotes 07/18, 08/18 e 09/18.
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Tabela 3: Verificacdo do valor de pH inicial e final no Tempo Zero nos lotes 07, 08 e 09 do Caldo

MacConkey

Tempo Zero
Lote pH inicial pH final
07/18 7.26 7.11
08/18 7.31 7.15
09/18 7.27 7.20

Na Tabela 3 os trés lotes do Caldo MacConkey apresentaram diminuicdo do
valor do pH em relag&o ao valor inicial. Mesmo assim, no Caldo MacConkey o valor
permaneceu dentro da faixa preconizada na Farmacopéia Brasileira, 5% edicéo
(2010) em relacdo ao pH no Tempo Zero (tempo inicial). Segundo Bruno (2017) é
normal ocorrer reducdo do pH dos meios de cultura apds a esterilizagdo por
autoclavacao, o que corrobora com a diminuicdo observada em nosso estudo.

A esterilizacdo realizada de forma excessiva ou 0 aquecimento prolongado
podem interferir na composicdo do meio de cultura, ocasionando diversos
problemas, como o pH incorreto (DIFCO™, BBL™, 2009). Dessa foram, as
variagbes de pH no Tempo Zero atestaram a esterilizacdo correta do Caldo
MacConkey.

A Tabela 4, compara o resultado final do pH no Tempo de 30 dias, 60 dias e
90 dias do Caldo MacConkey acondicionado em tubos de ensaio nos lotes 07/18,

08/18 e 09/18 no estudo acelerado e no de longa duragéo.

Tabela 4: Verificagdo em duplicata do valor de pH final do Caldo MacConkey acondicionados em
tubos no Tempo30 dias, 60 dias e 90 dias nos lotes 07, 08 e 09

Tubos

Estudo Acelerado

Lote 07/18 Lote 08/18 Lote 09/18
Tempo 30 7.21 7.22 7.12
Tempo 60 7.24 7.28 7.16
Tempo 90 7.27 7.36 7.16
Longa Duracgéo
Tempo 30 7.16 7.18 7.22
Tempo 60 7.21 7.21 7.16

Tempo 90 7.24 7.25 7.18
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A Tabela 5 compara o resultado final da verificagdo do pH no Tempo de 30
dias, 60 dias e 90 dias do Caldo MacConkey acondicionado em frascos de vidro

(lotes 07/18, 08/18 e 09/18), no estudo acelerado e no de longa duracéo.

Tabela 5: Verificacdo do valor de pH final do Caldo MacConkey acondicionados em frascos no
Tempo 30 dias, 60 dias e 90 dias nos lotes 07, 08 e 09

Frasco de 250 mL

Estudo Acelerado

Lote 07/18 Lote 08/18 Lote 09/18
Tempo 30 7.20 7.19 7.18
Tempo 60 7.21 7.23 7.20
Tempo 90 7.32 7.32 7.27
Longa Duragéo
Tempo 30 7.16 7.20 7.16
Tempo 60 7.24 7.23 7.18
Tempo 90 7.50 7.40 7.31

No Estudo de Longa Duracédo do lote 07/18, foi observado que no Tempo de
90 dias o pH ficou no limite de 7.3+0.2, faixa considerada adequada conforme o
Manual Difco™ e BBL™ (2009).

Em suma, as varia¢cdes de pH obtidas nos lotes 07/18, 08/18 e 09/18 tanto no
Estudo Acelerado quanto no Estudo de Longa Duracdo nas Tabelas 4 e 5 foram
consideradas insignificantes, pois os valores de pH encontrados atendem a faixa
estabelecida no rotulo do fabricante delimitada entre pH 7.3 + 0.2 (DIFCO™, BBL™,
2009). Dessa forma, os lotes foram considerados satisfatorios para analise desse
parametro, no meio acondicionado em tubos de ensaio (com 10 mL) e frascos de
vidro (com 100 mL) no Estudo Acelerado e no de Longa Duragao durante os 90 dias
de avaliacao.

Um parametro também importante de ser avaliado é a mudanca na coloracao
do meio de cultura, j& que de forma indireta pode estar relacionada a alteracdo do
pH (BOY, 2013) ou produgdo de pigmento por contaminagcdo bacteriana
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(NOGUEIRA; MIGUEL, 2010). Corroborando com essa idéia, durante os 90 dias de
armazenamento nas condi¢cdes aceleradas e de longa duracao, também foi avaliada
possiveis mudancas na coloragdo do Caldo MacConkey, ndo tendo sido observada
nenhuma modificacéo significativa. O que corrobora com os resultados obtidos neste
estudo em relacdo as variacbes de pH e aos parametros microbiolégicos de
esterilidade.

Nos resultados observados em Tubos de ensaio e nos frascos de vidro foi
observado poucas variacdes durante o Estudo Acelerado e de Longa Duracéao e,
mesmo observando as variagbes em diferentes recipientes, a faixa encontrada
durante todo o estudo Acelerado e de Longa Duracdo permaneceram dentro da
variacdo aceitavel estabelecida pelo Manual Difco™ e BBL™ (2009) durante os 90

dias.

6.3 Parametros Microbiolégicos
6.3.1 Esterilidade (controle negativo)

Nenhuma das amostras analisadas do Caldo MacConkey apresentou
contaminacgdo durante os periodos de incubacéo, tanto no Estudo Acelerado quanto
no estudo de Longa Duracdo. Também ndo houveram alteracbes significativas,
conforme descrito Farmacopéia Brasileira, 5% edicdo (ANVISA, 2010). Sendo assim,
foi possivel comprovar a esterilidade do Caldo MacConkey acondicionado em tubos
de ensaio e frascos de vidro em condi¢cBes extremas e ideais de temperatura devido

a auséncia de crescimento microbiano durante todos os 90 dias de estudo.

6.3.2 Capacidade Nutritiva do Meio de Cultura

Para avaliar o desempenho dos Estudos de Estabilidade, o controle
microbiolégico € essencial, principalmente em relacdo aos critérios de seguranca e
aceitabilidade de produtos que possam sofrer contaminagdo microbiana. Falhas
durante o processo de fabricagdo podem resultar em produtos inadequados ao
consumo (GUZZI, 2011). Portanto, como ja foi comentado, € importante garantir que

0S meios utilizados para essa avaliacdo mantenham sua capacidade nutritiva.
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A tabela 6 mostra a contagem do numero total de unidades formadoras de
colonias (UFC) no meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA) e a capacidade
nutritiva do Caldo MacConkey a partir da introducdo de 1 pl do in6culo padréo no

Tempo Zero.

Tabela 6: Numero total de unidades formadoras de coldnias (UFC) no TSA para controle da aliquota
e a capacidade nutritiva do Caldo MacConkey realizada no Tempo Zero

Fracos e Tubos

Escherichia coli ATCC 8739

Controle Capacidade Mudancade Resultado
do In6culo Nutritiva cor
(TSA) (C.M.C) (C.M.C)
Tempo Placa Placa
1/UFC 2/UFC
Zero 65 54 Turbidez Positiva Satisfatorio ~ Aprovado

Apos incubacédo foi observado o crescimento da Escherichia coli no Caldo
MacConkey devido a fermentacédo da lactose, jA que ha mudanca da coloracédo do
meio de roxo para amarelo, conforme descrito no manual Difco™ e BBL™ (2009). O
crescimento da Escherichia coli no TSA, como controle do in6culo para todos os
lotes atende a faixa de 10-100 UFC por placa (Tabela 6). Além disso, no TSA foi
observado o crescimento de col6nias com dimensdes médias, conforme o manual
do fabricante. Sendo assim, os lotes foram considerados satisfatérios para esse
parametro no Tempo Zero.

A tabela 7 mostra a contagem do numero total de unidades formadoras de
colénias (UFC) no meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA) e a capacidade
nutritiva no Caldo MacConkey obtidas a partir da introdugdo de 1 pl do in6culo

padrdao no Tempo de 30 dias, 60 dias e 90 dias.

Tabela 7: Nimero total de unidades formadoras de colénias (UFC) no TSA para controle da aliquota
e a capacidade nutritiva do Caldo MacConkey realizada no Tempo de 30 dias, 60 dias e 90 dias

Frascos e Tubos

Estudo Acelerado e Longa duracéo

Escherichia coli ATCC 8739
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(CONTINUACAO)

Controle Capacidade Mudanca de Resultado
do In6culo Nutritiva cor
(TSA) (C.M.C) (C.M.C)
Placa Placa
1/UFC 2/UFC
Tempo 96 72 Turbidez Positiva Satisfatorio Aprovado
30
Tempo 88 80 Turbidez Positiva Satisfatorio Aprovado
60
Tempo 77 71 Turbidez Positiva Satisfatorio Aprovado
90

Na Tabela 7 esta descrito o que foi observado no tocante ao crescimento da
Escherichia coli no Caldo MacConkey nos tempos de 30, 60 e 90 dias, tanto no
Estudo Acelerado como no estudo de Longa Duracdo. Devido a fermentacdo da
lactose, o crescimento deste micro-organismo, modificou a coloragdo do meio de
roxo para amarelo, corroborando com as reacfes relativas ao indicador de pH
purpura de bromocresol presente neste caldo, conforme descrito no manual
Difco™& Bbl™ (2009).

O crescimento da Escherichia coli no TSA, usado para controle da qualidade
do in6culo para todos os lotes atendeu a faixa de 10 - 100 UFC por placa, seguindo
os parametros indicados pela farmacopeia brasileira, 5% edicdo (ANVISA, 2010),
como requisitos para atestar a viabilidade do meio em fun¢do de sua capacidade
nutricional. Além disso, foi observado o crescimento de colénias com dimensfes
médias no TSA, conforme o manual do fabricante (DIFCO™, BBL™, 2009). Sendo
assim, os resultados da capacidade nutritiva, comprovam a capacidade que o meio
de cultura Caldo MacConkey teve em promover o crescimento microbiano, durante
os 90 dias de estudo, acondicionado tanto em tubos de ensaio (com 10 mL) como
em frascos de vidro (com 100 mL) em condicdes extremas e ideais de temperatura.

Como ja indicamos, apesar de algumas amostras (lotes 08/18 e 09/18)
durante o Estudo Acelerado nos tubos com Caldo MacConkey, apresentarem a
desidratacdo acima do critério estabelecido (Tabela 1), o meio nédo apresentou
comprometimento de suas propriedades promotoras de crescimento de micro-
organismos, o que ja foi sugerido por outro estudo realizada fora do Brasil (SANDLE,
2015). Estes resultados corroboram também com os estudos de Boy (2013), que ao
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estudar a Estabilidade Acelerada, obteve em suas amostras desidratacao superior a
5%, sem comprometer o desenvolvimento dos micro-organismos.

Tibola et al., (2015), também encontraram resultado satisfatorio quanto aos
critérios de produtividade e seletividade dos meios de cultura apés trés meses de
incubacédo, sugerindo, assim como em nosso estudo, que o prazo de validade dos
meios pode ser estendido.

Segundo Sampaio (2006), o controle de qualidade do meio de cultura garante
a qualidade de sua producdo e armazenamento através de um conjuto de testes que
asseguram que suas propriedades de desempenho estdo conforme as
especificacdes estabelecidas, garantindo que o método de preparo esta satisfatorio.
Nos ensaios realizados no presente trabalho, os resultados obtidos confirmam estas
afirmacdes.

Nossos resultados corroboram com os estudos de estabilidade realizados
tanto por Boy (2013) como por Tibola e colaboradores (2015), que apdés os
resultados de todos os parametros do controle de qualidade comprovaram a

extensdo do prazo de validade.
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7 CONCLUSAO

O estudo de estabilidade do meio de cultura liquido Caldo MacConkey
acondicionado em tubos e frascos, foi concluido com resultados satisfatorios
guantos aos critérios de aceitacdo estabelecidos nos parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos em todos os intervalos de tempo e condi¢cbes de incubacgéo.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel estabelecer a extensao do
prazo de validade para 3 meses e assim nao s6 promover uma reducao nos custos,
mas também flexibilizar as atividades de rotina. Todavia, para manter essa condicao,
€ necessaria uma verificacdo frequente da qualidade, que deve ser especificada
pelo laboratorio, garantindo a confiabilidade, repetitividade e reprodutibilidade para a
manutencdao de resultados confiaveis.

O desempenho do meio de cultura em promover o crescimento do micro-
organismo, nao foi afetado pela desidratacdo do meio de cultura durante o tempo
méaximo de exposi¢cdo (90 dias) em diferentes condi¢cdes de armazenamento. Com
isso, durante o tempo de estudo de 90 dias em diferentes condi¢cbes de temperatura
e recipientes, todas as caracteristicas que influenciam no desenvolvimento do meio
de cultura permaneceram aceitaveis dentro das especificacfes estabelecidas sem

interferir as propriedades de funcionamento do mesmo.
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8 PERSPECTIVAS

O desenvolvimento do estudo de estabilidade realizado neste trabalho foi o
primeiro passo, para verificar todas as etapas que envolvem o controle de qualidade
de meios de cultura. Portanto, ainda existem melhorias a serem realizadas,
principalmente na realizac@o das analises em triplicata para garantir a confiabilidade
e reprodutibilidade nas andlises, além da possibilidade de estender esse estudo de
estabilidade para outros meios de cultura liquidos e em meios de cultura sélidos,
devido as diferencas na sua composi¢do. Portanto existe a perspectiva de tornar
esse tipo de avaliagdo um processo de rotina do laborat6rio, com a extensado para
todos os meios de cultura preparados.
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