Analise microbiologica quantitativa e qualitativa de

produtos farmacéuticos e cosmeticos
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Admite a presenca de carga microbiana (embora
limitada) de acordo com a utilizacao

Nao comprometimento da qualidade final do produto
(carga microbiana excessiva — alterac0es das
propriedades fisico-quimicas da formulacéo, perda da

eficacia terapéutica)

Seguranca do consumidor (sistema imunologico
deprimido, areas de aplicacéao, idade do usuario)
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v Deteccdao de presenca ou auséncia de microrganismo
em uma amostra

v Enumeracao de microrganismos presentes na amostra

v Caracterizacao e identificacdo de microrganismos
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4 AVALIACAO QUANTITATIVA
carga microbiana total

+Determinar nimero de microrganismos viaveis

+ AVALIACAO QUALITATIVA
auséncia de uma ou mais especies especificas

+Comprovar a auséncia de microrganismos
patogénicos
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#+ amostragem
- coleta e transporte das amostras
- quantidade a ser analisada
- preparo da amostra
+ determinacao numerica das formas viaveis

- Em meio sélido (semeadura em profundidade e em
superficie)

- Membrana filtrante

- NUmero mais provavel

+ pesquisa de patdgenos especificos
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+ Deve ser representativa

- Sacos ou barricas : fracdes da parte inferior,
mediana e superior (assepsia na area préxima a coleta)

- Processos continuos: inicio, meio e final
- Durante o envase: inicio, meio e final

- Produto acabado
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* Coleta: local limpo, operador treinado, uso de

material auxiliar

* Transporte: condicOes adequadas

temperatura
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QUANTIDADE A SER COLETADA

teste e reteste
pesquisa para patogenos especificos

Farmacopéia: 10 g (mL)

PREPARO DA AMOSTRA

- Ajuste de pH para a faixa de neutralidade

- Homogeneizacéao

Disciplina de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e de Cosméticos
Ribeirdo Preto - 2020



+ Em meio sélido, com semeadura da amostra em
profundidade (Pour Plate): 1 a 2 mL amostra

- Limite: > 1 UFC/g (mL)

+ Em meio sélido, com semeadura da amostra em
superficie: 0,1 a 0,5 mL de amostra

- Limite: > 2 UFC/g (mL)

+ Membrana filtrante (0,45 um ou 0,22 pm): grandes
volumes de amostra e amostras com conservantes
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: PourPlate

~ Typical pour-plate results
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MEMBRANA FILTRANTE

Deposigado das

membranas sobre

placas contendo

meio de cultura

Membranas: derivados celulosicos de 0,45 ou 0,22 um
de poro

Disciplina de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e de Cosméticos
Ribeirdo Preto - 2020



+ Fundamentada em probabilidade
+ Indica o valor dentro de uma faixa que reflete o niimero

de microrganismos presentes

VANTAGEM
+ Melhor revitalizagdo dos microrganismos debilitados

“ |deal para amostras pouco sollveis e transltcidas

“+ Indicado para amostras com baixa contaminacé&o
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Tabela 1. Tabala do Numero hiais Provavel (MAF) usada para avaliagio dos dados
experimentais, usando trés tubos para cada diluigdo {10ml, lmL = J,1mL} *

Numero de tubos positives nas diluicces Numero de tubos positives nas diluicdes

NAMPY NMEP
10mL 1mL 0 1lmL 100mL 10mL 1mL 0 1lmL 100mL
i) [i} i) 2 [i] i) a1
0 1} 1 3 2 1} 1 14
[ [1} 2 6 2 [1} 2 20
1] L1} 3 a 2 L1} 3 26
1] 1 1] 3 2 1 1] 15
[} 1 1 6,1 2 1 1 20
1] 1 2 a2 2 1 2 27
i) 1 3 12 2 1 3 4
0 2 0 [ ] 2 2 0 21
1] 2 1 ] 2 2 1 28
1] 2 2 12 2 2 2 35
1] 2 3 16 2 2 3 42
[} 3 [} 24 2 3 [} e
1] 3 1 13 2 3 1 36
i) 3 2 15 2 3 2 44
[ 3 3 12 2 3 3 53
1 [1} [ 36 3 [1} [ 23
1 1} 1 72 3 1} 1 39
1 L1} 2 11 3 L1} 2 §4
1 i 3 15 3 i 3 a5
1 1 1] 13 3 1 1] 43
1 1 1 11 3 1 1 75
. ’ . ol . v 1 1 2 15 3 1 2 120
- Meios liquidos: diluigoes T T
. 1 2 1] 11 3 2 1] 23
ser"adas 1 2 1 15 3 2 1 150
, . 1 2 2 20 3 2 2 210
- Tabelas estatisticas S IO
1 3 i) 15 3 3 i) 240
1 3 1 20 3 3 1 450
1 3 2 24 3 3 2 1.100
1 3 3 e 3 3 3

* Oblinger and Koburear, J. Milk Food Tachnol, v.38, p.540-345, 1975


http://1.bp.blogspot.com/_YPi5-oePx4U/SwrNZKt46VI/AAAAAAAAAEI/0G8nzkyHRgY/s1600/CBM+2009.jpg

=+ Composicdo completa

= Crescimento de contaminantes (microrganismos
estressados ou debilitados)

= Seletivo e diferencial

MEIOS OFICIAIS

Bacteérias: agar caseina-soja, agar nutriente
Fungos: agar Sabourand-dextrose, agar batata-dextrose
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+ Pseudomonas aeruginosa: preparacdes topicas (olhos)
+ Staphylococcus aureus: preparacdes tépicas em geral

+ Escherichia coli: preparacdes orais

+ Salmonella sp.: preparacdes orais

+ Gram - bile tolerantes: preparacfes para inalacao
+ Candida albicans: preparacdes para uso vaginal

<+ Clostridia: talcos
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Total Aerobic
Microbial Count

Total Combined
Yeasts/Molds

o _ (cfu/g or Count Scfu/g or . _ _
Route of Administration cfu/mL) cfu/mL) Specified Microorganism(s)

Norllaqueous preparations for 103 102 Absence of Escherichia coli (1 g or 1 mL)

oral use

Aqueous preparations for oral 102 10t Absence of Escherichia coli (1 g or 1 mL)

use

Rectal use 103 102 —

Oromucosal use 102 10t Absence of Staphylococcus aureus (1 g or 1 mL)
Absence of Pseudomonas aeruginosa (1 g or
1mL)

Gingival use 102 10! Absence of Staphylococcus aureus (1 g or 1 mL)
Absence of Pseudomonas aeruginosa (1 g or
1mL)

Cutaneous use 102 10! Absence of Staphylococcus aureus (1 g or 1 mL)
Absence of Pseudomonas aeruginosa (1 g or
1mL)

Nasal use 102 10t Absence of Staphylococcus aureus (1 g or 1 mL)
Absence of Pseudomonas aeruginosa (1 g or
1mL)

Auricular use 102 10! Absence of Staphylococcus aureus (1 g or 1 mL)
Absence of Pseudomonas aeruginosa (1 g or
1mL)

Vaginal use 102 10t ,ikbsE)nce of Pseudomonas aeruginosa (1 g or

m
Absence of Staphylococcus aureus (1 g or 1 mL)
Absence of Candida albicans (1 g or 1 mL)

Transdermal Pat_ches limits for 102 10t Absence of Staphylococcus aureus (1 patch)

one patch including adhesive .

layer and backing) Absence of Pseudomonas aeruginosa (1 patch)

Inhalation use (special 102 10t Absence of Staphylococcus aureus (1 g or 1 mL)

requirements apply to liquid
preparations for nébulization)

,ikbsE)nce of Pseudomonas aeruginosa (1 g or
m

Absence of bile-tolerant Gram-negative bacteria
(gorlml)




MEIOS DE ENRIQUECIMENTO
devem conter substancias nutritivas, bem como condi¢c0es
fisicas e quimicas adequadas ao crescimento dos
iIcrorganismos presentes usualmente em baixos numeros o
de crescimento lento, bem como microrganismos exigentes

4+ presenca de turvacao

+ presenca de pelicula

4+ presenca de depaosito
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Suprimem o crescimento de determinados microrganismos

em beneficio de outros.

+ Caldo MacConkey: promove o crescimento de E. coli e

Inibe o0 crescimento de S. aureus

4+ Caldo Rappaport Vassiladis: promove o crescimento de

Salmonella sp. e inibe o crescimento de S. aureus

+ Meio lauril sulfato de sodio: meio seletivo para a pesquisa

de coliformes (inibe o crescimento de bactérias G*)
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AGAR VOGEL-JOHNSON

+ Fermentacdao do manitol =
producao de acido + vermelho de
fenol: halos amarelos

+ Reducdo do telurito: colbnias
negras

colonias pretas, + Cloreto de litio: inibem
halo amarelo microrganismos contaminantes
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Pseudomonas aeruginosa

AGAR CETRIMIDA

colonias esverdeadas,
com fluorescéncia

+ Brometo de sal de amonio
guaternario de cetiltrimetilamonio:
Inibe crescimento de outros
microrganismos

4+ Formacdo do pigmento verde
piocianina.
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AGAR MAC CONKEY
+ Seletivo para coliformes e

salmonelas

+ Sais Dbiliares e cristal violeta:
iIntbem a flora Gram +

+ Fermentacdao da lactose =>
. diminuicdo do pH: colénias
vermelho-violeta (vermelho
neutro) com halo turvo
(precipitacéao dos acidos biliares

colonias vermelho-
violeta, com halo turvo
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+ Capacidade de fermentacao de aclUcares

Aproveitamento de sais amoniacais como unica fonte de
nitrogénio

+ Citrato como Unica fonte de carbono (agar citrato)

4+ Formacdao de acetoina

+ Reacdao de peroxidade, coagulase

Disciplina de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e de Cosméticos
Ribeirdo Preto - 2020



CATALASE (cocos gram +)

+ Detectar a presenca da enzima catalase no sistema

bacteriano

+ Perdxido de hidrogénio 3% (H,O,)

4+ Observar o desprendimento de bolhas

4+ Diferenciar estafilococos (+) de estreptococos (-)

Disciplina de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e de Cosméticos
Ribeirdo Preto - 2020



Divisao dos cocos Gram positivo pela prova da catalase

Catalase positivos Catalase negativos

Staphylococcus spp. Enterococcus spp.

Micrococcus spp. Streptococcus spp.
Planococcus spp. Aerococcus spp.
Stomatococcus spp. Gemella spp., Leuconostoc spp.

Lactococcus spp., Stomatococcus spp.
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+ Fermentar carboidratos (glicose, sacarose e lactose)
4+ Com ou sem producao de gas
4+ Producéao de acido

Fermentacéao producao gases (rachaduras)

Fermentacao acidos (mudanca pH)

Fermentacdo (+): cor amarela

Fermentacédo (-): cor de meio

Producédo de gas: bolhas ou rachaduras nos meios
solidos

Todas as enterobactérias fermentam a glicose
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FERMENTACAO DE CARBOIDRATOS/PRODUCAO DE
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Identificar microrganismos capazes de metabolizar o
aminoacido triptofano e liberar o indol livre (triptofanase)

_ triptofanase : . , . L
triptofano > indol livre + &cido piravico + NH,

Reativo de Kovac’s — composto colorido vermelho ou maravilha

E. Coli (+), Klebsiella (-) , Enterobacter (-) e Salmonella (-)
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N/
Shigellaindol -  Edwardsilella sp.
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Capacidade dos microrganismos serem moveis
Bactérias possuidoras de flagelos: tornam o meio turvo
Bactérias imoOveis: crescimento somente no local da picada

+ gquantidade de flagelo

+ idade bacteriana

Diferencia:
E. Coli (+) de Shigella (-)
Enterobacter (+) de Klebsiella (-)

Disciplina de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e de Cosméticos
Ribeirdo Preto - 2020



Disciplina de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e de Cosméticos
Ribeirdo Preto - 2020



Capacidade de produzir enzimas substrato-especificas

. descarboxilase i
Lisina > cadaverina + CO, + NH,

Diferencia:
Salmonella (+) de Shigella e Citrobacter (-)
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Presenca da enzima urease

NH,

urease

NHZ

Diferencia:
Klebsiella (+) de E. coli (-)
Citrobacter (+) de Salmonella (-)
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Producao de enzimas desaminadoras de

aminoacidos

: , . desaminase
Aminoacido

(L-triptofano ou
Fenilalanina)

cetoacido + NH,

Meio alcalino/indicador de pH

Proteus (+)
E. Coli ()
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