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RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de atividade inibitoria em frascos para
analises de agua coletadas em altas temperaturas. Sete cepas microbianas foram utilizadas. Foram
adicionados 100 mL de dgua na temperatura de 85°C em oito frascos para coleta de agua dos fabricantes
A e B. Em outros oito frascos foram adicionados 100 mL de agua na temperatura ambiente. Foram
inoculados <100 Unidades Formadores de Colonia (UFC), nos respectivos frascos para cada cepa.
Posteriormente, foi determinado o n.° UFC por filtracdo em membrana. Todos 0s micro-organismos
apresentaram recuperagdo >50% em comparagdo com o controle e ndo foram observadas diferencas
significativas (P=0,76). O percentual de recuperagdo variou de 57,9-188,5% e de 56,3-183,8% dos
fabricantes A e B, respectivamente, e ndo foram observadas diferengas significativas (P=0,81). Conclui-
se que nao foi verificada atividade inibitoria e que os frascos estariam aptos para utilizacdo na coleta de
aguas em temperaturas de até 85°C.

Palavras-chave: IndUstria farmacéutica. Analise de 4gua. Controle de qualidade. Imunobioldgicos.

RESUMEN': El objetivo de este estudio era evaluar la presencia de actividad inhibidora en viales de
analisis de agua recogidos a altas temperaturas. Se utilizaron siete cepas microbianas. Se afiadié un total
de 100 mL de agua a una temperatura de 85°C a ocho botellas de recogida de agua de los fabricantes A
y B. En otros ocho matraces se afiadieron 100 mL de agua a temperatura ambiente. Se inocularon <100
unidades formadoras de colonias (UFC) en los respectivos matraces para cada cepa. Posteriormente, se
determind el nimero de UFC mediante filtracion por membrana. Todos los microorganismos mostraron
una recuperacion >50% en comparacion con el control y no se observaron diferencias significativas
(P=0,76). Los porcentajes de recuperacion oscilaron entre el 57,9-188,5% y el 56,3-183,8% de los
fabricantes Ay B, respectivamente, y no se observaron diferencias significativas (P=0,81). Se concluye
que no se verificd ninguna actividad inhibitoria y que las botellas serian adecuadas para su uso en la
captacién de agua a temperaturas de hasta 85°C.

Palabras clave: Industria farmacéutica. Andlisis del agua. Control de calidad. Inmunobiolégicos.

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the presence of inhibitory activity in water
analysis vials collected at high temperatures. Seven microbial strains were used. A total of 100 mL of
water at a temperature of 85°C was added to eight water collection bottles from manufacturers A and B.
In another eight flasks, 100 mL of water at room temperature was added. <100 Colony Forming Units
(CFU) were inoculated into the respective flasks for each strain. Subsequently, the CFU no. was
determined by membrane filtration. All microorganisms showed >50% recovery compared to the control
and no significant differences were observed (P=0.76). The percent recovery ranged from 57.9-188.5%
and 56.3-183.8% from manufacturers A and B, respectively, and no significant differences were
observed (P=0.81). It is concluded that no inhibitory activity was seen and that the vials would be
suitable for use in collecting water at temperatures up to 85°C.

Keywords: Pharmaceutical industry. Water analysis. Quality control. Immunobiologicals.

1 INTRODUCAO

Os produtos fabricados na Industria Farmacéutica podem ser divididos, de forma geral,
em duas categorias principais: estéreis e ndo-estéreis (ANVISA, 2019). As vacinas e

biofarmacos que sdo administrados por via parenteral precisam ter a sua esterilidade garantida
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para a seguranca dos pacientes (EMA, 2022). Por esses fatores, a producdo brasileira de
imunobiologicos € realizada por um processo industrial altamente regulamentado, o qual
obedece a diversas normas de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) estabelecidas nacionalmente
e internacionalmente por 6rgdos como a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e agéncias
reguladoras (WHO, 2010; ANVISA, 2022; EMA, 2022).

O ndo cumprimento dos requisitos estabelecidos pode ocasionar em contaminacgdes, que
levardo o produto ao descarte, desencadeando prejuizo e desperdicio dos materiais. As
principais fontes de contaminacdo de produtos farmacéuticos sdo matérias-primas, agua,
equipamentos, reagentes, manipuladores e ambiente (LAGE et al., 2021a; VASCONCELOS et
al., 2021; EMA, 2022).

A &gua é a matéria-prima de mais elevado volume empregado na producgdo
farmacéutica, possuindo grande impacto na qualidade do produto e na seguranca do paciente.
Na Indastria Farmacéutica, a gama de aplicacbes da &gua abrange desde a formulacdo do
produto e preparo de reagentes, a0 uso como agente extrator, de limpeza, como meio de troca
térmica, insumo para agua altamente purificada e para vapor. Devido ao fato de a agua
purificada ser um importante componente de muitos ambientes produtivos, a investigacao de
sua diversidade microbiana possui grande importancia (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

A qualidade dos tipos de dgua que sdo utilizados durante a cadeia produtiva de produtos
farmacéuticos é de extrema importancia para garantia da qualidade do processo (COSTA et al.,
2017). Mesmo nas formas purificadas de &gua, produzidas em sistemas bem planejados,
diversos problemas podem ocorrer (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015; SELIM; SAEED;
IBRAHIM, 2020). Dentre os tipos de agua utilizados na Industria Farmacéutica, pode-se
destacar:

e Agua potavel: agua retirada de mananciais que foi tratada para atender as especificacoes
exigidas; utilizada para climatizacdo de alguns equipamentos, nas etapas iniciais de
limpeza e producdo de &gua com nivel de pureza mais elevado (ANVISA, 2019).

e Agua purificada: é a 4gua potéavel que foi submetida a algum tipo de tratamento para
eliminar possiveis contaminantes e capaz de atender aos limites de pureza especificados;
utilizada para preparo de solucgdes, reagentes, meios de cultura e dilui¢es nas analises
(ANVISA, 2019).

e Agua para injetaveis (API): produzida a partir da agua purificada por destilacdo ou
processos similares; utilizada na preparacao de produtos de uso parenteral ou lavagens

de equipamentos e tubulagdes usados para preparacdes parenterais (ANVISA, 2019).
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e Vapor puro: agua vaporizada que quando condensada, atende todos os atributos de

qualidade da agua para injetaveis (USP, 2020).

Para analise microbiologica desses tipos de agua, a coleta das amostras, em geral, é
realizada em frascos estéreis, e as amostras devem estar em temperatura préxima a temperatura
ambiente. Contudo, no ambiente fabril, em alguns casos, a &gua a ser coletada pode apresentar
altas temperaturas, uma vez que sdo utilizadas em determinados processos que exigem essa
condicdo (MEDEIROS et al., 2015; COSTA et al., 2017; SELIM; SAEED; IBRAHIM, 2020;
USP, 2020). Logo, os produtores devem garantir que possiveis substancias inibitdrias
provenientes dos frascos de coleta, que porventura possam ser liberadas devido a temperatura
elevada da amostra de agua, ndo exercam efeito inibitério no crescimento microbiano, de forma
a subestimar o resultado da andlise. O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de atividade
inibitéria em frascos de coleta para analises de amostras de agua coletadas em altas

temperaturas em uma industria farmacéutica.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 CEPAS BACTERIANAS E PREPARO DOS LOTES DE TRABALHO
Sete cepas microbianas foram utilizadas neste estudo, sendo cinco cepas de referéncia
(Thermo Scientific, Waltham, EUA), que sdo preconizadas na Farmacopeia Brasileira para o

teste de promocdo de crescimento (ANVISA, 2019), e duas cepas autdctones (Tabela 1).

Tabela 1. Cepas microbianas utilizadas neste estudo.

Meio de cultivo (temperatura

Cepa Origem Fonte de isolamento )
/tempo de incubacéo)
Aspergillus brasiliensis ATCC! 16404 Fruta (mirtilo) SDAZ (20 £ 2,5) °C, 5-7 dias
Bacillus spizizenii ATCC 6633 Desconhecida TSA3 (30 £2,5)°C, 18-24 h
Candida albicans ATCC 10231 Clinica SDA (20 + 2,5) °C, 2-3 dias
Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027 Clinica TSA (30£2,5)°C, 18-24 h
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Clinica TSA (30+£2,5)°C, 18-24 h
Klebsiella oxytoca B892/21 - Swab de investigacéo TSA (30 £2,5)°C, 18-24 h
Autdctone
Staphylococcus epidermidis B1225/21 - Teste de biocarga de TSA (32,5+£2,5)°C
Autdctone produto intermediario

1. American Type Culture Collection; 2- agar sabouraud dextrose; 3- agar caseina soja.

87



COSTA, L. V.; REIS, C. M. F.; BRAGA, L. M. P. S.; MIRANDA, R. V. S. L.; BRANDAO, M. L. L.
AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA DE FRASCOS DE COLETA PARA ANALISES DE AGUAS EM
UMA INDUSTRIA FARMACEUTICA.

ANO XXIX, n. 49, 2° Sem. 2023. p. 84-94. e-INSS 2764-5185

As cepas de referéncia liofilizadas foram reidratadas em volume de 2,0 mL de caldo
caseina de soja (TSB, Biocen, Sdo Paulo, Brasil) e incubadas por 5 min a (30 + 2,5) °C até a
completa dissolugdo. Para as cepas autdctones, foi realizado um crescimento em TSB (32,5 +
2,5) °C por 24 h. Apos incubacéo, 0,1 mL das suspensdes das cepas foram transferidos para seis
placas de TSA (Biocen, Sdo Paulo, Brasil) ou agar sabouraud dextrose (SDA) (Millipore,
Ontario, Canada), o inoculo foi espalhado com auxilio de alca de Drigalsky (OLEN, China) e
as placas foram incubadas na temperatura/tempo recomendados na Tabela 1. Apoés este periodo,
foi adicionado 5,0 mL de Skim Milk 10% (BD Biosciences, Le Pont de Claix, Franga) com
glicerol 30% v/v (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) as placas e as colbnias foram
desprendidas com o auxilio de al¢a de Drigalsky. Estas suspensdes foram adicionadas a frascos
estéreis, homogeneizadas e, em seguida, 2,0 mL foram transferidos para criotubos (Corning,
Reynosa, México). Trés criotubos de cada cepa (lote de trabalho) foram selecionados para
verificacdo da viabilidade, pureza e identidade morfologica. Para verificagdo da viabilidade,
foram realizadas diluicdes seriadas no fator 10 (101 a 10%%), e 0,1 mL das trés tltimas diluicdes
foram inoculados em duas placas dos meios de cultura recomendados na Tabela 1.
Posteriormente, foi realizada a contagem para determinacdo do numero de Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC)/mL, sendo considerada a média obtida a partir dos trés criotubos.
Para verificacdo da pureza, foi realizada a semeadura em &gar sangue de carneiro (Biocen, S&o
Paulo, Brasil) pela técnica de esgotamento e as placas foram incubadas a (32,5 £ 2,5) °C por 24

h para detecgdo de possiveis contaminantes.

2.2 IDENTIFICACAO DAS CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS

A identidade morfologica das cepas bacterianas utilizadas no presente estudo foi
verificada pela observacdo da morfologia colonial e caracteristicas morfotintoriais pela
coloracdo de Gram ou por coloracdo de azul de algoddo, para as cepas de C. albicans e A.
brasiliensis (ANVISA, 2013).

Todas as cepas foram analisadas pela técnica de Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) com o equipamento VITEK®
MS RUO (BioMerieux, Franca) segundo as recomendacOes do fabricante. Em adi¢do, com
excegdo da cepa A. brasiliensis, as cepas foram submetidas a caracterizacdo fenotipica com uso

do sistema semi-automatizado VITEK®2 (BioMérieux, Craponne, Franca).
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2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADES INIBITORIA DOS FRASCOS DE COLETA DE
AGUA

Cinco frascos (Nalgene, Waltham, EUA) contendo 500 mL de agua para injetaveis
foram esterilizados em autoclave durante 121°C/30 min. Posteriormente, os frascos foram
mantidos em banho-termostatico na temperatura de 85 °C, que foi aferida com uso de um
termometro infravermelho (Instrutherm, Rio de Janeiro, Brasil).

No interior de uma cabine de seguranga bioldgica (CSB) tipo Il (Thermo Scientific,
Langenselbold, Alemanha), foram adicionados 100 mL de agua na temperatura de 85 °C em
oito frascos para coleta de agua do fabricante A (Nalgene, Waltham, EUA) e oito do fabricante
B (Corning, Glendale, EUA). Os frascos foram mantidos no interior da CSB até que a
temperatura da agua no interior dos frascos estivesse proxima a temperatura ambiente. Em
outros oito frascos, foram adicionados 100 mL de &gua na temperatura ambiente (em torno de
25 °C), que foram utilizados como controles positivos no teste. Dois frascos, um de cada
fabricante, foram utilizados como controles negativos onde ndo foram inoculados micro-
organismos. Entdo, foram inoculados 0,1 mL do lote de trabalho de cada uma das sete cepas
(item 2.1) contendo <100 UFC, nos respectivos frascos especificos para cada micro-organismo.

Posteriormente, foi realizada a determinacdo do numero de UFC de cada frasco pela
técnica de filtragdo em membrana segundo a Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019), com
uso do sistema Milliflex Oasis™ (MILLIPORE SAS 67120 Moisheim, Franga). Para o controle
da concentracéo dos lotes de trabalho, foram inoculados em placas de Petri, em duplicata, 0,1
mL do lote de cada uma das sete cepas (item 2.1) contendo <100 UFC, sendo homogeneizado
com auxilio de uma alga de Drigalsky (OLEN, China) até absorc¢do do in6culo. As placas de A.
brasiliensis e C. albicans foram incubadas a (22,5 + 2,5) °C por cinco dias; e das demais cepas
a(32,5+2,5) °C por trés dias. Apés o periodo de incubacéo, foi realizada a contagem das placas
em contador de coldnias (ZEIZZ Stemi 2000-C, Gottingen, Alemanha).

2.3 CALCULO DA AVALIACAO DOS RESULTADOS

Para o resultado ser considerado valido, as placas utilizadas como controle negativo nao
deveriam apresentar crescimento microbiano.

Nas placas inoculadas com as cepas, para que ndo fosse verificada a presenca de
atividade inibitoria nos frascos de cada fabricante, para cada cepa estudada, a contagem obtida
deveria ser >50% em relagdo ao n.° UFC obtido na contagem do lote de trabalho daquela cepa.

Os valores das contagens em UFC obtidos nos frascos utilizados como controles

positivos e nos frascos dos fabricantes A e B expostos a agua a 85 °C foram submetidos a anéalise
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de variancia (Anova) fator Unico. Esta analise também foi realizada comparando os % de
recuperacdo entre os resultados dos frascos dos fabricantes A e B. Diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando P-valor obtido foi menor que 0,05. Os

testes foram realizados no software Biostat 5.0 (Universidade Federal do Para, Brasil, 2007).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das contagens dos lotes de trabalho estéo apresentados na Tabela 1. Todas
as cepas apresentaram inoculo inicial <100 UFC, atendendo ao critério especificado para o

teste.

Tabela 1 — Contagens das suspensdes das cepas para determinagdo no indculo.

Cepa Origem Contagem1  Contagem 2 Média
A. brasiliensis ATCC! 16404 49 61 55
B. spizizenii ATCC 6633 57 62 59,5
C. albicans ATCC 10231 59 61 60
P. aeruginosa ATCC 9027 55 53 54
S. aureus ATCC 6538 20 39 29,5
K. oxytoca B892/21 44 43 43,5
S. epidermidis B1225/21 23 24 23,5

=

- American Type Culture Collection.

Os resultados das contagens em UFC de cada cepa avaliada nos frascos controles e nos
frascos testes das marcas A e B expostos a agua a 85 °C estdo apresentados na Figura 1. Apds
avaliacdo pela Anova, ndo foram observadas diferencas significativas entre os valores de P (P
=0,76).

Figura 1. Resultados das contagens (UFC) de cada cepa avaliada nos controles (adi¢do de 4gua

em temperatura ambiente (~25 °C) e nos frascos dos fabricantes A e B ap0s adicdo de agua a

85 °C e posterior resfriamento para o teste.
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Todos 0s micro-organismos apresentaram recuperagao >50% em comparagdo com o
controle, apresentando resultados satisfatorios dentro dos critérios preconizados para avaliacéo

dos resultados, conforme visualizado na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados do percentual de recuperacdo de cada cepa avaliada nos controles nos

frascos dos fabricantes A e B apds adi¢cdo de agua a 85 °C e posterior resfriamento para o teste.

% de recuperagao

Cepa Marca A Marca B

A. brasiliensis 188,5 169,2
B. spizizenii 80,4 123,9
C. albicans 151,5 160,6
P. aeruginosa 145,9 183,8
S. aureus 100,0 56,3
K. oxytoca 57,9 78,9
S. epidermidis 77,1 72,9

O percentual de recuperacdo nos frascos do fabricante A variou de 57,9 a 188,5% e de
56,3 a 183,8% para o fabricante B. Apds avaliacdo pela Anova, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os valores de % de recuperacdo entre os fabricantes Ae B (P =
0,81). Estes percentuais variam por se tratar de um ensaio de contagem microbioldgica, que
esta sujeito a variagdes devido a influéncias dos operadores e faixa de contagem das col6nias
(JARVIS; HEDGES; CORRY, 2007).
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A avaliacéo prévia de uma possivel atividade inibitdria devido a presenga de substancias
provenientes dos recipientes de coleta e/ou da matriz do produto a ser analisada deve ser
realizada para evitar que um resultado analitico possa ser subestimado (REBELLO, 2015;
ANVISA, 2019). No presente estudo, foram estudados frascos de coleta oriundos de dois
fabricantes distintos, de forma a avaliar se estes estariam aptos para utilizacdo na rotina de
analise de amostras de agua que fossem coletadas em altas temperaturas. Os frascos do
fabricante A ja eram utilizados rotineiramente pelo laboratorio, mas ainda ndo haviam sido
testados quanto a possivel liberagcdo de substancias inibitorias apos o aquecimento, pois estes
frascos sdo autoclavaveis. Como houve a necessidade de introducgdo dos frascos do fabricante
B, por serem de utilizagdo Unica, ou seja, ndo serem autoclavaveis, houve a necessidade desse
ensaio para avaliar a possivel liberagdo de substancia inibitorias a temperatura de 85°C, que é a
temperatura de coleta de amostras de agua para injetaveis. No presente ensaio, os frascos do
fabricante A também foram utilizados na etapa de esterilizacdo da gua utilizada no teste, logo
se houvesse a liberacéo de substancia inibitorias, esta variavel estaria presente no ensaio com
os frascos de ambos os fabricantes, o que nao interferiria na comparacéo dos resultados.

O desenho experimental incluiu a utilizacdo de cepas autdctones, cuja recomendacao de
utilizacdo em ensaios de promocdo de crescimento, validacdes de limpeza, validacdo de
métodos de identificacdo, entre outros, tem sido cada vez mais frequente na industria
farmacéutica, uma vez que estas cepas representam a microbiota real que é encontrada no local
(LAGE et al., 2021). No presente estudo, foram selecionadas as cepas de S. epidermidis e K.
oxytoca por serem algumas das espécies que podem ser encontradas em amostras de agua
provenientes de industrias farmacéuticas (MEDEIROS et al., 2015; COSTA et al., 2017;
SELIM; SAEED; IBRAHIM, 2020), representando cada uma, o grupo das bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas, respectivamente.
4 CONSIDERA(}C)ES FINAIS
Nos frascos de ambos os fabricantes avaliados (A e B), apds exposicao a 4gua a 85 °C,

ndo foi verificada atividade inibitoria em nenhuma das cepas avaliadas, indicando que esses

estariam aptos para utilizacdo na coleta de amostras de gua em temperaturas de até 85° C.
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