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TESTE DE ESTERILIDADE

Detectar microrganismos contaminantes em produtos que ja
sofreram tratamento esterilizante

HISTORICO

1932 - Farmacopéia Britanica — produtos em forma liquida,
caldo peptonado, incubagé&o a 37°C por 5 dias
1936 — USP XI
1942 — USP XII - aerdbios e anaerdbios
—8SP Xl — detecgéo de fungos
Década de 60 — inoculagao indireta
Atualmente: método inoculagdo direta e indireta — incubagédo 14
dias
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O teste de esterilidade é o teste realizado para detectar microrganismos contaminantes em
produtos que ja sofreram tratamento esterilizante. Ele é a demonstracdao de que um produto é
estéril por meio da realizagdo de um ensaio microbioldgico, em amostras de determinado lote.

A seguir veremos um breve histérico a respeito do teste de esterilidade e como ele foi
sofrendo modificagdes ao longo dos anos visando a obtencdo de resultados mais confidveis.

Embora a terapéutica parenteral tenha tido origem no século XIX, o primeiro método
oficializado do teste de esterilidade foi na Inglaterra, em 1932, e apresentado na farmacopeia,
neste mesmo ano. Este exigia a execu¢do do teste em produtos sob a forma liquida, mediante
utilizacdo de caldo peptonado com incubagdo a 37°C, durante 5 dias, visando a detecgdo de
bactérias aerdbicas.

Em 1936 a USP adotou a mesma metodologia, a qual foi sofrendo inovag¢des posteriores, de
modo a aumentar a seguranga dos resultados obtidos nesse teste.

Na edicdo seguinte, o teste foi modificado para permitir o desenvolvimento de
microrganismos aerdbicos e anaerdbicos, bem como microaerdfilos.

Na USP XIll, a preocupacdo se estendeu para detecgdo de fungos, utilizando-se meio de
cultura contendo mel, com incubacdo de 22 a 25°C, durante 15 dias.

Uma inovagdo marcante ocorreu no fim da década de 60, com a introdu¢do do método de
inoculagdo indireta da amostra.

Atualmente o método de inoculagdo pode ser direta ou indireta, e visa a recuperagdo de
bactérias aerdbicas, microaerdfilas e anaerdbicas, além de fungos, com incubacdo por um
periodo de 14 dias.

Como pode ser observado pela evolucdo da metodologia, a preocupacgdo inerente a
melhoria do teste de esterilidade visa verificar com mais seguranca a qualidade do processo
esterilizante, empregado durante a fabricacdo de medicamentos estéreis, bem como
manipulacGes assépticas, levando-se em considera¢do o aspecto probabilistico da esterilizacdo
e o risco da contaminagao.
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ESPECIFICACOES DO AMBIENTE

#i Compartimento pequeno - capela com fluxo laminar
vertical ou horizontal

i Facil limpeza e desinfecgédo - método de limpeza validado
(exposicao de placas de Petri)

% Parede livre de irregularidades

=i Alimentacdo de ar filtrado, com presséo positiva

|— Lampadas germicidas

#i Operadores (treinamento, estado de saude e higiene,

vestimenta)
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Para que o teste de esterilidade tenha validade, a qualidade do ambiente de execugao do
ensaio é importante, devendo ser muito bem controlada e conhecida, a fim de evitar
resultados falso-positivos.

A drea de realizagdo do teste consiste em compartimento pequeno (capela com fluxo
laminar vertical ou horizontal), que deve ser mantido em sala limpa, a fim de se aumentar a
meia vida dos filtros e pré-filtros (quando utilizados).

Deve ser de facil limpeza e desinfeccdo, cujo procedimento deve ter sido validado. Essa
limpeza pode ser verificada pela exposicdo de placas de Petri, contendo meio de cultivo.

A superficie interior desse compartimento deve ser livre de irregularidades, a fim de
impedir a deposicao de particulas.

A alimentacdo do ar filtrado pode ser pelo teto ou lateral, porém sempre com pressdo
positiva para evitar a entrada de contaminantes externos ao compartimento.

Deve ser equipado com ladmpadas germicidas para ajudar na desinfeccdo do
compartimento.

Além da qualidade do ambiente em que o teste sera realizado, o operador é outro fator a
ser considerado como fonte de contaminagdo. O treinamento é de fundamental importancia,
mas deve-se considerar, também, o estado de saude e higiene do operador, que influenciam
na qualidade dos locais de trabalho e consequentemente na seguranga do ensaio
propriamente dito. Com relacdo a vestimenta, a utilizacdo destas deve ser criteriosa, visando
proteger os operadores bem como obter eficacia adequada durante a realizagdo do teste de
esterilidade.
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Ensaio-limite m——)p- amostragem

Amostragem — seguranca — extrapolagéo para o lote
Teste de esterilidade complementa as informacdes sobre 0 processo
operacional esterilizante

Lote —total de unidades com igual risco de contaminagéo
Esteriliza¢do térmica ou quimica —ciclo do processo
Envasamento asséptico — total de unidades decorrentes do
enchimento
VN +1 o
Matéria prima
OMS: 0,4 VN

N =nlmero de recipientes pertencentes ao lote
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Sendo o teste de esterilidade um ensaio limite, exige-se critério de amostragem que
procure oferecer seguran¢a no resultado final, quando extrapolado ao lote. O teste de
esterilidade ird complementar as informagdes sobre o processo operacional esterilizante e/ou
manipulagdo asséptica do produto.

A seguranca do resultado do teste de esterilidade serd tanto maior quanto maior for a
guantidade das amostras ensaiadas; entretanto, como existem problemas de ordem prdatica e
econdmica, é imprescindivel estabelecer um critério de amostragem a fim de se definir quanto
de cada lote deve ser submetido ao teste.

Sendo assim, precisamos definir o que é um lote. Lote é o total de unidades com igual risco
de contaminag¢do. Quando a esterilizagao térmica ou quimica é aplicada ao produto, o conceito
de lote esta relacionado ao ciclo deste processo, sendo pertencente ao mesmo lote o total de
unidades advindos deste ciclo. No caso do envasamento asséptico, o lote é conceituado como
sendo o total de unidades decorrente de uma operacdo de enchimento, que deverd acontecer
num periodo inferior a 24h consecutivas.

Em se tratando de matéria prima, cada embalagem deveria ser submetida a amostragem, o
gue nao é possivel devido ao quesito seguranca e praticidade. Nestes casos, sugere-se como
critério de amostragem a aplicagdo da férmula raiz quadrada de N +1, onde N corresponde ao
numero de recipientes pertencentes ao lote. Para o0 mesmo caso, a Organiza¢do mundial de
Saude recomenda a férmula 0,4 x raiz quadrada de N. Assim, do lote serdo retiradas
guantidades suficientes de recipientes para a realizacdo do teste.

Com relacdo ao produto acabado, vimos na aula anterior que existem tabelas indicando a
guantidade de recipientes de um lote que devem ser submetidos ao teste de esterilidade, bem
como a quantidade a ser utilizada de cada recipiente.
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PREPARO DA AMOSTRA

gl Desinfeccéo da superficie externa de frascos
fenol 5%, alcool iodado, formaldeido 5%, alcool isopropilico
(imersao ou nebulizagéo)

Inoculacéo direta ou indireta da amostra
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A execuc¢do do teste de esterilidade em produtos farmacéuticos deve ser precedida pelo
preparo das amostras, de maneira a evitar resultados falsos. O preparo consiste em efetuar
um tratamento, visando a desinfec¢ao da superficie externa dos frascos, ampolas ou outros
materiais de acondicionamento pelo uso de solugBes antissépticas, volateis ou nao, tais como
fenol 5%, alcool iodado, formaldeido 5%, alcool isopropilico. Essa desinfec¢do pode se dar por
imersdo ou nebulizagdo; entretanto, apdés o tempo necessario, exige-se a perfeita remogao
deste agente quimico.

A inoculacdo da amostra, ao meio de cultura, pode se dar de modo direto ou indireto,
sendo as razbes para o emprego de uma ou outra técnica decorrente de fatores diversos,
como facilidade e disponibilidade circunstanciais além da eficiéncia desejada ou limita¢des de
ordem econOmica.
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INOCULACAO DIRETA

meio liquido meio sélido

Volume pequeno: tomada de ensaio integral

Volume grande: tomada parcial

Representatividade da amostra: quanto maior o volume testado
maior a probabilidade em detectar contaminante

Proporcgéo entre amostra e meio — ndo impedir o crescimento dos
contaminantes
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A inoculagdo direta é o método utilizado desde a oficializagdo do método, em 1932, e tem
sido aplicado até os dias atuais. Ela consiste na inoculagdao de quantidades ou volumes pré-
estabelecidos da amostra em volumes estipulados de diversos meios de cultura, na forma
liquida ou mediante semeadura da amostra em nutriente sélido.

Quando a amostra a ser analisada possui um volume pequeno, toda a amostra podera ser
analisada. Entretanto, conforme aumenta o volume a ser analisado, apenas uma parte dessa
amostra serd submetida a andlise. Este aspecto é discutivel no que diz repeito a
representatividade da amostra, pois, quanto maior o volume testado, maior a probabilidade
de detectar o contaminante, caso ele esteja presente. Além disto, deve-se ter em mente a
propor¢dao entre amostra e meio de cultura, a fim de ndo impedir o crescimento dos
contaminantes pela diluicdo dos nutrientes do meio.
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INOCULACAO DIRETA

v Amostras lipéfilas: adicionar substancias inertes tensoativas
ao meio (facilitar disperséo)

v Amostras semi-sélidas hidrossoluveis: fluidificagdo com
liquidos fisiolégicos

v  Amostras soélidas ou liquidas: conservantes (inativacdo dos
conservantes — teste de neutralizacdo — validagéo)

v Farmacos antimicrobianos —inativadores especificos

v  Amostra em suspenséo ou pé: turvacdo — subcultura

v Correlatos: liquido de lavagem da superficie interna ou de
ambas transferido para o meio de cultura

—_— LIMITACAO DO METODO
Probabilidade de se aprovar lote contaminado devido:

.Amostragem restrita
.Atividade inibitériaresidual no produto
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O método de inoculagdo direta é simples e de facil execu¢do; porém, conforme a natureza
das amostras, exigem-se recursos intermediarios a fim de que o resultado do teste seja valido.

Em amostras lipdfilas, imisciveis ao meio, é necessdrio adicionar substancias tensoativas ao
meio para facilitar a dispersdo da mesma no meio de cultura aquoso.

Amostras semissélidas hidrossollveis sdo facilmente testadas através da fluidificacdo com
liquidos fisioldgicos validados.

Amostras sdlidas ou liquidas, que possuem conservantes, devem ter o seu sistema
conservante inativado antes da realizacdo do teste de esterilidade. Lembrando que esse
método de neutralizacdo (inativagdo) do sistema conservante deve estar validado, ou seja, ndo
deve comprometer a viabilidade dos microrganismos, caso estejam presentes.

No caso de fdrmacos antimicrobianos deve-se utilizar inativadores especificos. Ex. penicilina
inativada por enzimas penicilinases; beta-lactdmicos inativados por beta-lactamases.

Quando a amostra a ser testada esta sob a forma de suspensdo ou trata-se de pé insoluvel
no meio de cultura, a interpretacdo dos resultados pode ser dificultada pela nao distingao
entre a turvacao promovida pela amostra e aquela resultante do crescimento microbiano.
Neste caso, certifica-se da presenca de contaminante vidvel mediante a subcultura, executada
entre o terceiro e o sétimo dia de incubacao.

No caso dos correlatos, o liquido resultante da lavagem da superficie interna, externa ou de
ambas, deve ser transferido para o meio de cultura.

A limitacdo da inoculacdo direta reside na probabilidade de se aprovar um lote
contaminado devido a amostragem restrita ou devido a atividade inibitéria residual no
produto.
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VANTAGENS

simples

facil execucéo

pouco treinamento

baixo nivel de contaminacgao acidental

DESVANTAGENS

baixa representatividade da amostra

consumo elevado de meios de cultura e de vidraria
interferéncia da turbidez do produto

possibilidade de residuos de agentes inibitorios
restricdo para volumes a partir de 100 mL
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Resumidamente, pode-se apontar como vantagens da inoculagao direta a sua simplicidade,
pouca manipulagdo e facil execugao. Deste modo, requer pouco treinamento e caracteriza-se
por baixo nivel de contamina¢do acidental. Por outro lado, as desvantagens incluem baixa
representatividade da amostra, consumo elevado de meios de cultura e de vidraria,
interferéncia da turbidez do produto (que pode ser contornada utilizando-se subcultura),
possibilidade de atividade residual de agentes inibitdrios e restricdo para volumes a partir de
100 mL.
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INOCULACAO INDIRETA

Filtragdo da amostra

4

Inoculacdo da membrana no meio de cultura

Transferéncia da
membrana para o

meio de cultura
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A inoculagdo indireta baseia-se no tratamento prévio da amostra com solubilizacdo ou
lavagem em liquidos fisioldgicos, seguida de filtragao esterilizante, lavagem da membrana com
solugdes validadas e inoculagdo da mesma ao meio de cultura. Com isto, o produto a ser
testado ndo entra em contato com o meio de cultura. Este método foi aplicado inicialmente
para substancias antibiéticas, principalmente aquelas que ndo podiam ser inativadas.
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INOCULACAO INDIRETA

& Membranas: ésteres de celulose, didmetro de 47 mm,
tamanho de poro de 0,45+ 0,02 pm ou 0,22 uym

# Produtos com conservantes ou antibidticos -
lavagem da membrana com solugdo peptonada
contendo os inativadores especificos ou solubilizantes

#i Cuidado especial em relagdo ao ambiente — mais
susceptivel a contaminagao
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Na inoculagdo indireta geralmente utilizam-se membranas de ésteres de celulose, com
didametro de 47 mm e tamanho de poro de 0,45 + 0,02 um ou 0,22 um. Existe certa divergéncia
na escolha de filtros para uso industrial e laboratorial. Geralmente as industrias utilizam filtros
com poro de 0,22 um para a obten¢do de produtos estéreis através da filtragdo, enquanto os
laboratorios utilizam filtros com poro de 0,45 um para a reten¢do dos microrganismos no teste
de esterilidade.

Para produtos com conservantes ou antibidticos, apds a filtracdo da amostra, deve-se
proceder com a lavagem da membrana com solu¢do peptonada (ou outro liquido que tenha
sido validado) contendo os inativadores especificos ou atuando somente como solubilizantes,
de modo que a quantidade residual do antibiético (ou conservante) seja diluida e nao seja
transferida, juntamente com a membrana, para o meio de cultura.

Na inoculagdo indireta, as condi¢des do ambiente devem ser muito bem controladas devido
as multiplas manipulagdes da amostra, o que aumenta o risco de contamina¢do da mesma.
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DESVANTAGENS
maior nivel de manipulacéo e preparacdes prévias

exige maior treinamento técnico
inadequada para suspensdes, 6leos, cremes e pomadas
risco aumentado de falso-positivos

VANTAGENS

maior representatividade da amostra

ndo carreamento de antibiéticos ao meio de cultura
L (reducéo de falso negativo)

reducdo do consumo de meio de cultura

volumes de 1l mL até 5L
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Resumindo, dentre as principais desvantagens do método de inoculagao indireta podemos
citar o maior nivel de manipula¢cdo e preparagdes prévias necessarias, o que exige maior
treinamento técnico e aumenta o risco de falso-positivos; é inadequada para suspensdes,
dleos, cremes, pomadas e outras substancias ndo solubilizaveis. Por outro lado, esta técnica
permite maior representatividade da amostra devido a conveniéncia em se testar grandes
volumes ou, ocasionalmemente, todo o conteldo dos injetaveis de grande volume (1 mL até 5
L); ndo favorece o carreamento de antibidticos ou conservantes para o meio de cultura, o que
resulta na reducdo de falsos-negativos e permite um consumo reduzido de meios de cultura.
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MEIO DE CULTURA

Detectar microrganismos em produtos ja “esterilizados”

Qual é o contaminante viavel residual?

Qual é o agente de recontaminacédo do produto?

Meio de cultura é de vital importancia
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A finalidade do teste de esterilidade consiste em detectar microrganismos contaminantes
em produtos que ja sofreram algum tratamento esterilizante, durante o ciclo de fabricacdo. A
partir deste estdgio, os produtos devem ser manipulados assepticamente, a fim de nao violar a
sua esterilidade. Sendo assim, ndo é do conhecimento do analista qual é o contaminante viavel
residual ou agente de recontaminag¢do do produto, antes de efetuar o ensaio. Por esta razdo, a
escolha do meio de cultura é de vital importancia no sentido de oferecer as condi¢Ges ideais
para a multiplicagdo de mircrorganismos, os mais diversos possiveis e com exigéncias
diferentes para seu crescimento.
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CALDO TIOGLICOLATO
Extrato de levedura
Triptona

Dextrose

Tio d d

ali Iot oAt
HOGHEOTAtE-6€-56616

CALDO CASEINA-SOJA

Digestdo enzimatica de caseina
Digestao papaica de farinha de soja
Cloreto de sédio

Fosfato de potassio bibasico
Dextrose

Cloreto de sodio
L-cistina
Resazurina
Agar

Comprovagao da eficacia ou capacidade promotora de
crescimento do meio de cultura

Inéculo: 10 a 100 microrganismos viaveis
Acompanhamento do teste

L Temperatura: 30-35°C/ 20-25°C

Interpretagdo: se um tubo apresentar contaminacgao:
RETESTE - SEGUNDO RETESTE - APROVACAO (n&o
deve haver crescimento em nenhum dos tubos do ultimo
reteste)
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O minimo exigido pelos compéndios oficiais é que se empreguem pelo menos dois tipos de
meio de cultura:

- O caldo tioglicolato, que propicia o crescimento de uma ampla variedade de
microrganismos fastidiosos, sejam aerdbicos, anaerébicos ou microaerdfilos. O tioglicolato de
sédio presente na formulagdo é responsavel por diminuir o potencial de dxido - reducdo do
meio e neutralizar o efeito antibacteriano de conservantes mercuriais, se presentes no
material a ser analisado. O indicador resazurina indica o estado de oxidagdo ou aerobiose.

- O caldo caseina soja € um meio completo que permite o crescimento de bactérias
aerdbicas e fungos.

Os compéndios oficiais mencionam duas condi¢des diferentes como temperaturas de
incubacgao, variando de 30 a 35°C para o meio tioglicolato e de 20 a 25°C para o caldo caseina
soja. O ensaio é acompanhado durante 14 dias.

Como para qualquer outro ensaio microbiolégico, faz-se necessdrio comprovar a
capacidade promotora de crescimento dos meios de cultura utilizados, o que deve ser
verificado, pelo menos, a cada lote. Para isso, inocula-se pequena quantidade (10 a 100UFC)
dos microrganismos indicados nos compéndios oficiais e incuba-se nas temperaturas
adequadas durante 3 (bactérias) ou 5 dias (fungos). O crescimento dos microrganismos indica
gue o meio de cultura esta adequado.

Além disso, é necessdrio comprovar a esterilidade dos meios utilizados. Para isso, incuba-se
os meios de cultura, prontos e esterilizados, pelo periodo de 14 dias. A ndo turvacao dos
mesmos indica que a esterilizagdo foi eficiente.

No teste de esterilidade, a constatacdo de um tubo contaminado, de um total de 20 a 30
amostras analisadas, referente a um lote em teste, deve ser motivo de nova analise. Esta nova
andlise exigird amostragem igual ou em numero maior, geralmente o dobro, obedecendo
critérios corretos para tal. Para a aprovacdo do lote ndo deve haver crescimento nos tubos
deste reteste.
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VALIDACAO DO TESTE DE ESTERILIDADE

& Qualificacdo dainstalagédo

- Certificagd@o da 4rea onde se executam os testes

& Qualificagdo operacional
- Qualificac&o do operador (BPF)

- Qualificagdo do equipamento

& Esterilidade dos meios de cultura, fluidos e dispositivos

auxiliares

& Capacidade promotora de crescimento dos meios de cultura
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A valida¢do do teste de esterilidade deve ser estabelecida e documentada, demonstrando
caracteristicas de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade.

Inclui etapas de:

- Qualificagdo da instalagdo, ou seja, a certificagdo da drea onde se executam os testes,
incluindo os filtros, capelas de fluxo laminar e utilidades disponiveis e empregadas durante o
procedimento;

- Qualificagdo operacional que inclui a qualificacdo do operador, o que impde que o mesmo
seja experiente e treinado, e a qualificagdo dos equipamentos, o que garante que os mesmos
sdo adequados e precisos;

- Esterilidade dos meios de cultura, fluidos e dispositivos auxiliares. Deve-se ter o controle
da procedéncia e lote de fabricagcdo dos reagentes utilizados e os mesmos devem-se mostrar
isentos de contaminacdo apds o processo esterilizante. Os sistemas de filtracdo simples ou
multiplos, convencionais ou fechados, devem ter sua esterilidade comprovada, de forma a
conferir seguranca quanto a auséncia de falso-positivo no teste. Estes devem ser avaliados
empregando-se meios de cultura, comprovadamente estéreis, com inclusdo dos fluidos a
serem empregados, simulando as condi¢des do teste.

- Capacidade promotora de crescimento dos meios de cultura. As farmacopeias atuais
orientam que seja avaliada a capacidade promotora de crescimento e apresentam sugestoes
guanto as cepas microbianas recomendadas para o teste. Cada lote de meio de cultura deve,
apos esterilizagdo, ser inoculado com no maximo 100 células dos microrganismos indicados e,
apods incubacdo em condicBes apropriadas, deve mostrar crescimento consideravel.
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