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Resumo

Insumos farmacéuticos para producdo de medicamentos devem seguir os critérios de
eficacia e seguranga para garantir seu uso seguro. Para tal controle, deve-se avaliar a
contaminagdo microbioldgica desses produtos. Devido a grande variabilidade de
microrganismos existentes e das solicitagGes de analises microbiolégicas, ha necessidade
cada vez maior de um controle da qualidade dos insumos envolvidos nesse processo. Dentre
os insumos, destacam-se os meios de cultura. Os mesmos devem ser preparados,
armazenados e utilizados com seguranca, a fim de garantir sua estabilidade e proporcionar
confiabilidade dos resultados no controle microbiolégico. O presente estudo teve como
objetivo revisar os dados disponiveis na literatura cientifica a respeito dos conceitos e
legislacGes envolvidas que preconizam a validagdo dos métodos e o controle de qualidade
de insumos farmacéuticos e medicamentos, de forma a garantir a seguranca e eficacia de
seu produto final.
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Abstract

Pharmaceutical ingredients for drug production should follow efficacy and safety criteria to
ensure their safe use. For such control, the microbiological contamination of these products
should be evaluated. Due to the great variability of existing microorganisms and the
requests for microbiological analysis, there is an increasing need for quality control of the
inputs involved in this process. Among the inputs, we highlight the culture media. They must
be prepared, stored and safely used in order to ensure their stability and provide reliability
of microbiological control results. The present study aimed to review the data available in
the scientific literature regarding the concepts and legislations involved that advocate the
validation of methods and quality control of pharmaceutical ingredients and medicines, in
order to ensure the safety and efficacy of their final product.

Keywords: microbiological analysis; culture medium; pharmacology.

As boas praticas de fabricagdo de minimos a serem seguidos na fabrica¢do de

medicamentos estabelecem os requisitos medicamentos de forma a garantir com
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seguranca o seu uso humano (ANVISA,
2010a). Desse modo, faz-se importante a
validacdo de métodos analiticos como um
ato documentado que ateste que qualquer
procedimento, processo, equipamento,
material, atividade ou sistema seja
consistente e robusto (ANVISA 2017).

A validacdo é a confirmagdo por
exame e fornecimento de evidéncia
objetiva de que requisitos especificos para
um determinado uso pretendido sdo
atendidos, ou seja, como o teste que
confirma que a metodologia, o
procedimento ou produto continua
operando satisfatoriamente de acordo com
os critérios preestabelecidos (PESSANHA et
al., 2002).

O controle de qualidade de
medicamentos envolve processos
complexos. Um dos bracos estd relacionado
a contaminagdo microbiolégica dos insumos
utilizados para a producgao do
medicamento. O mesmo envolve testes de
esterilidade, que garantem que insumos e
medicamentos estejam livres de fungos,
virus e bactérias (ANVISA, 2010b).

O preparo dos meios de cultura é
um dos itens mais importantes do teste de
esterilidade e seu preparo varia com os
componentes de sua formulagdo, a forma
de preparo e o método de esterilizacdo para

garantir a esterilidade do mesmo (BUGNO,

2001). Devido ao alto custo dos meios de
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cultura e grande demanda dos ensaios
microbiolégicos faz-se necessario realizar
um estudo de estabilidade avaliando
diversos parametros de estabilidade como
pH, volume e perda de 3agua,
acondicionamento, capacidade promotora
de crescimento do meio de cultura. Pelo
perfil de estabilidade de um produto é
possivel  avaliar seu  desempenho,
seguranca e eficacia dentro de seu prazo de
validade. Apesar do estabelecimento das
Boas Praticas de Fabricacdo para produtos
farmacéuticos e de diversas legislacGes
acessérias a isso, cabe a industria o
conhecimento das normas e a
personalizacdo das mesmas de acordo com
as necessidades de cada empresa, o que
pode variar de acordo com o produto
produzido.

O presente estudo teve como
objetivo  verificar os estudos e
regulamentacdes disponiveis na literatura
de forma a dar um panorama geral do que é
necessario para uma empresa validar seus
processos de produgdo e garantir que seu
produto é seguro.

Para isso, foi realizada uma revisao
bibliografica por meio da pesquisa de
artigos cientificos e regulamentos em bases
de dados e nos sites das agéncias
reguladoras do Brasil. O assunto pesquisado
foi a validacdo de métodos microbioldgicos

utilizados em insumos farmacéuticos. As
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bases de dados utilizadas foram a Biblioteca
Virtual em Saude (BVS), Pubmed, Science
Direct, Cochrane, Scopus e Web of Science,
e foram utilizados como descritores para a
pesquisa os termos “validacdo” e
medicamentos, “métodos microbioldgicos”
e medicamentos, “beneficios” e “validacao
de métodos para controle de
medicamentos”. Os critérios de inclusdo
utilizados para a selecao dos artigos foram a
disponibilidade dos textos completos nas
bases de dados utilizadas, os textos serem
artigos cientificos originais e estarem
adequados ao tema proposto para o
trabalho. Os artigos foram analisados e os
dados obtidos foram organizados para
estabelecer comparagdes entre os estudos
e discussdes com relacdo aos beneficios da
validagado de processos  analiticos
relacionados ao controle microbioldgico de
insumos farmacéuticos e medicamentos.
Os resultados obtidos quanto aos
conceitos importantes na validagdo de
anadlises microbioldgicas em medicamentos
primeiramente apontam que a validagdo de
métodos analiticos teve inicio em 2002,
com a publicagdo da RE 475, sendo que o
ato normativo mais recente foi publicado
em 2017, e é indiscutivel que a validacdo de
métodos analiticos é um requisito exigido as
indUstrias farmacéuticas pelas agéncias

reguladoras. As boas praticas de fabricagdo

de medicamentos (ANVISA, 2010a),
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definem a validacdo de forma semelhante
ao conceitua-la como um ato documentado
que ateste que qualquer procedimento,
processo, equipamento, material, atividade
ou sistema realmente e consistentemente
leva aos resultados esperados (ANVISA,
2010a).

Segundo a norma ISO/IEC 17025, a
validacdo é a confirmagdo por exame e
fornecimento de evidéncia objetiva de que
requisitos especificos para um determinado
uso pretendido sdo atendidos, ou seja,
como o teste que confirma que a
metodologia, o procedimento ou produto
continua operando satisfatoriamente de
acordo com os critérios preestabelecidos
(PESSANHA et al., 2002).

De acordo com a RDCn269 de 2014,
que dispOe sobre as boas praticas de
fabricacdo de insumos farmacéuticos
ativos, as matérias-primas utilizadas (meio
de cultura, tampdo, antiespumantes, entre
outros) podem ser fontes potenciais para
crescimento de contaminantes
microbioldgicos. Dependendo da origem,
do método de preparagdo e uso pretendido
do insumo farmacéutico ativo, o controle de
carga microbiana, da contaminagdo viral
e/ou de endotoxina durante a fabricacdo
podem ser necessarios (ANVISA, 2014).

Da mesma forma, quando a
gualidade da agua potavel for insuficiente

para assegurar a qualidade do insumo
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farmacéutico ativo e especificacdes
guimicas ef/ou microbioldgicas mais
restritas da agua forem necessdrias, devem
ser estabelecidas especificacdes adequadas
para os atributos fisico-quimicos, contagem
total de microrganismos e/ou endotoxinas
(ANVISA, 2014).

Dessa forma, a fim de proteger o
insumo farmacéutico ativo de alteragGes de
gualidade e de contaminacao,
principalmente  microbiolégica, faz-se
necessario o uso de testes indicativos de
estabilidade. Estes sdo métodos analiticos
guantitativos  validados capazes de
detectar, de forma especifica, exata e sem
interferéncias, as mudancas das
propriedades  quimicas, fisicas ou
microbioldgicas de insumo farmacéutico
ativo, de seus produtos de degradacao e de
outros componentes de interesse, ao longo
do tempo. Sendo assim,  testes
microbiolégicos devem ser conduzidos em
cada lote do intermedidrio e do insumo
farmacéutico ativo, quando especificado
(ANVISA, 2014).

Para a validagdo prospectiva e
concorrente, trés lotes consecutivos
aprovados da produgdo devem ser
utilizados como referéncia, mas pode haver
situacbes onde lotes de processos
adicionais sao requeridos para provar a

consisténcia do processo. Os parametros

criticos do processo devem ser controlados
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e monitorados durante os estudos do
processo de validacdo. A validacdo do
processo deve confirmar que o perfil da
impureza para cada insumo farmacéutico
ativo estd dentro dos limites especificados
(ANVISA, 2014).

A qualidade desejada de um
medicamento deve ser determinada
através da consideracdo do seu uso, assim
como, conhecimento e entendimento de
suas propriedades fisicas, quimicas,
biolégicas e microbiolégicas, que podem
influenciar significativamente o produto
final  (solubilidade, biodisponibilidade,
distribuicdo, dosagem, forma farmacéutica)
(ICH, 2012). As atribuicdes criticas da
gualidade dependem do estabelecimento
de limites, faixas e distribuicdo para garantir
a qualidade desejada. Todo e qualquer risco
relacionado a contamina¢do microbioldgica
deve ser identificada e eliminada da forma
mais eficiente possivel (ICH, 2012).

Um dos insumos mais importantes
nesse processo € o meio de cultura
utilizado. Meios de culturas sdo conjuntos
de substancias formuladas com a finalidade
de fornecer nutrientes para que os
microrganismos se desenvolvam e se
multipliguem. Tendo em vista a ampla
diversidade metabdlica dos
microrganismos, além dos nutrientes é
preciso fornecer condicbes ambientais

favoraveis ao desenvolvimento dos
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microrganismos, tais como pH, pressao
osmotica, umidade, temperatura,
atmosfera (aerdbia, microaerobia), dentre
outras (GRADIM & ANJOS, 2015).

Os meios de cultura podem ser
classificados quanto a sua intengdo de uso e
método de preparo. E sdo encontrados na
forma sélida, semissdlida ou liquida.
Quanto a sua composicao, sao classificadas
como naturais, sintéticos e semissintéticos.
As principais caracteristicas dos meios de
cultura sdo isotonia, ou seja, concentracao
de cloreto de sédio, esterilidade,
concentracdo de carbono, nitrogénio e sais
minerais (BRIDSON, 1998).

No preparo dos meios cultura ndo
comercial deve-se usar papel vegetal ou
aluminio para pesar em um Unico recipiente
que facilite a homogeneizagao, hidratar aos
poucos com agua para que o meio fique
umido e depois acrescentar o restante da
agua, seguindo as boas Praticas de
Laboratério (BPL) e as instrugGes do
fabricante ao manusear meios desidratados
e outros componentes. Todos os dados
relevantes, como peso, volume, pH devem
ser documentados, dgua utilizada deve ser
purificada. Apds preparo distribuir o meio
em tubos de ensaio ou fracos e esterilizar
em autoclave com tampas semiabertas para
permitir a entrada de vapor. Para controle
da esterilidade deve-se encubar pelo menos

10% de todos os lotes confeccionados e
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colocar em estufa de 35 £12 por 24 horas.
N3o deve haver crescimento de col6nias
nem mudanca de cor (ANVISA, 2004).

A promocdo de crescimento
consiste em inocular organismos testes
adequados ao tipo de meio. Um conjunto de
organismos teste deve conter micro-
organismos com caracteristicas estaveis,
representativas de sua espécie e que sejam
confidveis para demonstrar o desempenho
de um meio preparado no laboratério. Os
organismos teste devem compreender as
cepas que estejam facilmente disponiveis
nas colecdes de cultura de referéncia,
porém cepas bem caracterizadas, isoladas
no laboratério também podem ser incluidas
(GRADIM & ANJOS, 2015).

Para realizacgdo do teste de
promocao de crescimento é importante que
as pessoas envolvidas sejam
adequadamente treinadas e qualificada, e o
teste de esterilidade deve ser realizado sob
condigdes assépticas, para o qual deve se
estabelecer padrées de qualidade do ar
asséptico requerido para a fabricagdo de
produtos farmacéuticos, as premissas,
servicos e equipamentos devem estar
sujeitos a processos de qualificagGes
adequados e os testes de esterilidade
devem ser realizados dentro de uma zona
de fluxo de ar unidirecional protegido de
classe A ou cabine de seguranca bioldgica

(certificada), que deve estar localizada
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dentro da sala limpa circundada com classe
B ISSO 7 (GRADIM & ANJOS, 2015).

Para a avaliacdo da seletividade em
métodos guantitativos, utilizando
dispositivos adequados e organismos teste
definidos, um meio de cultura seletivo e um
meio de referéncia sdo inoculados com
inécuos apropriados dos organismos teste.
Seletividade é a diferenca entre a maior
diluicdo, apresentando crescimento acima
de 10 col6nias, no meio de referéncia e a
maior diluicdo, apresentando crescimento
comparavel no meio de teste (GRADIM &
ANJOS, 2015).

Para a avaliacdo dos meios de
cultura seletivos (diferenciais), devem ser
escolhidos organismos que testem as
caracteristicas seletivas (diferenciais) e de
produtividade do meio. Meios liquidos
podem ser reprimidos. Seguindo com uma
incubacdo adequada, as concentracles
devem ser determinadas para cada
organismo teste. Um meio aceitdvel deve
apresentar  altas concentra¢gdes do
organismo reprimido. O desempenho de
um lote novo deve ser similar ao do lote
controle. A avaliagdo de um meio sdlido é
realizada de maneira parecida (GRADIM &
ANJOS, 2015).

Microrganismos do grupo para qual
o meio é designado devem ser recuperados,
guantitativamente, quase comparado ao

meio nao seletivo. Organismos que devem
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ser reprimidos pelo meio, ndo podem se
desenvolver ou devem ser fortemente
reduzidos, ao se comparar com a
enumeracdo do ndo seletivo (GRADIM &
ANJOS, 2015).
Resultados validados devem
demonstrar que o método revisado é
equivalente ou melhor que o método
original, de forma que tanto o método novo
aplicado tenha funcdo equivalente, quanto
que a validacdo do protocolo contenha
critérios explicitos que compare os
resultados obtidos usando tanto o método
novo quanto o revisado. A validagao de um
método analitico deve ser preparada e
aprovada internamente pela a industria que
o originou. A validacdo deve garantir que o
método cumpre todas as normas
necessarias, além da especificidade,
linearidade, precisdo e acurdcia (ICH, 2017).
Por outro lado, considerando as
legislacGes nas quais se baseiam a validacao
de andlises microbioldgicas em
medicamentos a ANVISA é o ponto de
referéncia. As regulamentagdes elaboradas
a partir de sua criagao, tiveram como foco
inicial a busca pela rota de atuagao, voltada
para a harmonizagdo. Foram criadas
resolucbes de grande relevancia, como o
guia de estudos de estabilidade (ANVISA,
2005) projetados para obter informacdes
sobre a estabilidade de produtos

farmacéuticos visando definir seu prazo de
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validade e periodo de utilizacggo em
embalagem e condigdes de
armazenamento especificadas (ANVISA,
2005). Ja o guia para estudos de validagao
analitica trata dos procedimentos utilizados
para garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagbes analiticas,
assegurando a  confiabilidade  dos
resultados (ANVISA, 2017).
Adicionalmente, a RDC n2 17 de
abril de 2010 cujo enfoque sdo as boas
praticas de fabricacdo de medicamentos,
também trata da validacdo dos meios de
cultura para avaliacdo de contaminacao
microbiolégica de medicamentos, ato que
leva em conta a documentacgdo de qualquer
procedimento, processo, equipamento,
material, atividade produtivas nas
industrias farmacéuticas (ANVISA, 2010a).
Embora seja uma resolugdo criada
para o registro de produtos biolédgicos e ndo
para os aspectos de boas praticas de
fabricagdo, a RDC 315/2005 também traz
alguns pontos relacionados aos meios de
cultura utilizados pela industria
farmacéutica. Esta, quando realiza
solicitagdo do registro, deve apresentar
documentacao comprobatdria das
condicOes de boas praticas de fabricacdo,
podendo ou ndo levar a uma inspecdo

anterior a liberacdo do registro (BRASIL,

2005).
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Nas industrias farmacéuticas, a
utilizagdo dos meios de cultura ocorre
principalmente nas areas limpas, dreas com
controle ambiental definido de
contaminacgdo particulada e microbiana, e
os testes de esterilidade dos meios, sendo
estabelecida a auséncia de organismos
vivos nas formulagbes farmacéuticas,
seguindo as condi¢des dos testes de
esterilidade sdo  estabelecidas pela
farmacopeia brasileira (RDC 301/19 ,artigo
38).

As diretrizes para a implantagdo das
Boas Praticas de Fabricacdo e Controle
(BPFC), para as Industrias de Saneantes
Domissanitdrios estdo estabelecidas na
Portaria n2 327, de 30 de julho de 1997, da
Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria,
do Ministério da Saude, as quais visam a
padronizacado e definicao de
procedimentos, métodos de fabricacdo,
condicbes das instalacdes da empresa,
equipamentos e respectivas manutengoes,
critérios de seguranga, bem como matérias-
primas, embalagens, condi¢des de
estocagem e aspectos relativos ao meio
ambiente, como forma de garantir a
gualidade e a seguranca no uso destes
produtos (Portaria n2 327, de 30 de julho de
1997).

Para a nova RDC 301 de 21 de

agosto de 2019, a validade dos meios

microbiolégicos em uso deve ser
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estabelecida, documentada e tecnicamente
justificada (ANVISA, 2019). Ela substitui a
RDC n.17/2010, que possui o objetivo de
estabelecer os requisitos minimos a serem
seguidos na fabricacdo de medicamentos
para padronizar a verificacdo do
cumprimento das Boas Prdticas de
Fabricacdo de Medicamentos (BPF) de uso
humano durante as inspeg¢des sanitarias e
detalha o Esquema de Cooperacdo em
Inspecdo  Farmacéutica (PICs) como
requisito minimo a ser seguido na
fabricacdo de medicamentos (ANVISA,
2010a).

A RDC 166/2017 define o relatério
que deve ser feito para a validacdo do meio.
Sdo exigidos os procedimentos, os registros,
os resultados e avaliacdo da validacdo.
Todos os parametros estdo consolidados
nos artigos 3, 12 e 13, destacando-se que o
artigo 12 trata dos documentos de
validacgdo e da validagdo parcial
apresentados descrevendo 0s
procedimentos e 0s parametros
estabelecidos pela farmacopeia brasileira 52
edicdo, volume 2 (ANVISA, 2017).

Todo este conjunto resulta em
beneficios importantes associados a correta
validacdo de analises microbioldgicas em
medicamentos. Com este objetivo, o ramo
de industria farmacéutica, apresenta uma
grande quantidade de normas técnicas

juridicas, que juntas se fazem necessario
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para garantir a realizacdo de boas praticas
de fabricacdo e visam assegurar a qualidade
dos servicos e produtos farmacéuticos
(ANVISA, 2019).

E de grande notoriedade a
validacdo de meios de cultura juntamente
as analises microbioldgicas de
medicamentos, pois se apresentam em alta
demanda em industrias e laboratdrios.
Considerando o custo-beneficio destas
validacbes, levamos a esta pesquisa para
que possamos identificar a real vantagem
do estudo (ANVISA, 2010a).

Considerando levar a uma
diminuicdo dos custos, a padronizacdao dos
métodos de validagdo visa viabilizar as
analises microbiolégicas de medicamentos.
A diminuicdo de custo da produgdo dos
meios de cultura se da a partir de uma
validacdo especifica e estudos para que seja
feito segundo a farmacopeia, de forma que
se leve um consideracdo a validade dos
meios em questao e uma redugdo no custo
da m3do de obra, por se apresentar uma
isengdo da necessidade de uma produgado
frequente dos meios de cultura, ja que os
mesmos vado se apresentar em maior
guantidade no estoque quando preparados
(ANVISA, 2019).

Com a padronizacdo dos métodos
de validacdo, pode-se ter uma producgao
com maior seguranga. Da mesma forma, as

analises microbiolégicas de medicamentos
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sdo de grande importancia para o ramo
farmacéutico, pois sdao necessarios para
uma analise de grande valia para os
produtos e usuarios (ANVISA, 2010b).
Todos as informacgdes citadas acima
apresentam algum beneficio para o meio
farmacéutico que podem impactar direta
ou indiretamente na seguranca de uso

desses produtos pelo consumidor final.
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