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RESUMO

BRITO, N.M.R. Identificacao rapida de contaminantes microbianos em produtos
farmacéuticos. 2019. 109p. Dissertagdo para obtengdao do Titulo de Mestre—
Departamento de Farmécia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao

Paulo, Sao Paulo.

A qualidade microbioldgica de medicamentos ¢ fundamental para garantir sua eficicia e
seguranga. Os métodos convencionais para identificagdo microbiana em produtos nao
estéreis sao amplamente utilizados, entretanto sd3o demorados e trabalhosos. O objetivo
deste trabalho ¢ desenvolver método microbioldgico rapido (MMR) para a identificagao
de contaminantes em produtos farmacéuticos utilizando a espectrofotometria de
infravermelho com transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).
Anadlise de componentes principais (PCA) e analise de discriminantes (LDA) foram
utilizadas para obter um modelo de predicdo com a capacidade de diferenciar o
crescimento de oriundo de contaminagdo por Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida
albicans (ATCC 10231), Enterococcus faecium (ATCC 8459), Escherichia coli (ATCC
8739), Micrococcus luteus (ATCC 10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228). Os espectros de FTIR-ATR forneceram
informagdes quanto a composi¢do de proteinas, DNA/RNA, lipideos e carboidratos
provenientes do crescimento microbiano. As identificagdes microbianas fornecidas pelo
modelo PCA/LDA baseado no método FTIR-ATR foram compativeis com aquelas
obtidas pelos métodos microbiologicos convencionais. O método de identificagdao
microbiana rapida por FTIR-ATR foi validado quanto a sensibilidade (93,5%),
especificidade (83,3%) e limite de detec¢do (17-23 UFC/mL de amostra). Portanto, o
MMR proposto neste trabalho pode ser usado para fornecer uma identificagao rapida de

contaminantes microbianos em produtos farmacéuticos.
PALAVRAS-CHAVE: Espectrometria no infravermelho (IR); analise de componentes

principais (PCA); analise de discriminantes (LDA); métodos microbioldgicos rapidos

(MMR); identificacao microbiana.
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ABSTRACT

BRITO, N.M.R. Rapid identification of microbial contaminants in pharmaceutical
products. 2019. 109p. Dissertation for Master degree — Department of Pharmacy, School

of Pharmaceutical Sciences, University of Sao Paulo, Sdo Paulo.

Microbiological quality of pharmaceuticals is fundamental in ensuring efficacy and safety
of medicines. Conventional methods for microbial identification in non-sterile drugs are
widely used, however are time-consuming and laborious. The aim of this paper was to
develop a rapid microbiological method (RMM) for identification of contaminants in
pharmaceutical products using Fourier transform infrared with attenuated total
reflectance spectrometry (FTIR-ATR). Principal components analysis (PCA) and linear
discriminant analysis (LDA) were used to obtain a predictive model with capable to
distinguish Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida albicans (ATCC 10231),
Enterococcus faecium (ATCC 8459), Escherichia coli (ATCC 8739), Micrococcus luteus
(ATCC 10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella Typhimurium
(ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), and Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228) microbial growth. FTIR-ATR spectra provide information of protein,
DNA/RNA, lipids, and carbohydrates constitution of microbial growth. Microbial
identification provided by PCA/LDA based on FTIR-ATR method were compatible to
those obtained using conventional microbiological methods. FTIR-ATR method for rapid
identification of microbial contaminants in pharmaceutical products was validated by
assessing the sensitivity (93.5%), specificity (83.3%), and limit of detection (17-23
CFU/mL of sample). Therefore, the RMM proposed in this work may be used to provide

a rapid identification of microbial contaminants in pharmaceutical products.
KEYWORDS: Infrared spectrometry (IR); principal components analysis (PCA); linear

discriminant analysis (LDA); rapid microbiological methods (RMM); microbial

identification.
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1. INTRODUCAO

As exigéncias de qualidade microbiologica dos produtos farmacéuticos sao
diferentes de acordo com suas vias de administracao. Produtos injetaveis e oftalmicos tém
exigéncia de esterilidade. Por outro lado, os produtos orais e topicos sao referidos como
produtos ndo estéreis. Em outras palavras, admite-se a existéncia de um nivel de
contaminagdo, desde que ndo haja impacto em sua qualidade, seguranca e

eficacia(Denyer & Baird, 2007)(Pinto, et al., 2015).

No que diz respeito a qualidade microbiologica, devem ser identificadas as fontes
de contaminagdo direta e indireta, tais como matérias-primas, agua, equipamento,
materiais de embalagem, ambiente e operadores. O armazenamento, a
distribuicao/transporte ¢ o uso final pelo paciente devem igualmente ser considerados

(Denyer & Baird, 2007)(Pinto, et al., 2015).

Caracteristicas tais como a atividade da agua elevada, pH perto da neutralidade e
da presenca dos excipientes que podem ser usados como fontes nutritivas favorecem o
crescimento microbiano em produtos farmacéuticos. Por outro lado, os produtos
farmacéuticos com baixa atividade de dgua, com presenca de excipientes com atividade
antimicrobiana ou submetidos a altas temperaturas durante o processo de fabricagdo, sao

menos susceptiveis a contaminagao microbiana(United States Pharmacopeia, 2016).

A qualidade microbiologica dos produtos nao estéreis abrange dois aspectos
pertinentes: 1) a avaliagdo da carga microbiana (contagens microbianas) € 2) a auséncia
de microrganismos patogénicos (United States Pharmacopeia, 2016)(Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2010). A auséncia de microrganismos patogénicos €

necessaria consoante a utilizagao (via de administragdo). Os produtos farmacéuticos para
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uso oral tém a exigéncia de auséncia de microrganismos do género Salmonela e bactérias
coliformes, tais como Escherichia coli. Por outro lado, os produtos topicos requerem a
auséncia de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa(United States

Pharmacopeia, 2016)(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2010).

Os métodos de identificagdo microbiana geralmente utilizada para produtos
farmacéuticos sao os descritos em compéndios oficiais, como farmacopéia
brasileira(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2010)e farmacopéia
americana (United States Pharmacopeia, 2016). Estes sao métodos tradicionais que
envolvem duas etapas: 1) enriquecimento da cultura microbiana em meios nao seletivos;
e 2) identificagdo usando meios de cultura para o crescimento seletivo e/ou testes
bioquimicos. Normalmente, esses métodos sdo trabalhosos, uma vez que envolvem varios

meios de cultura seletiva, e pode levar até semanas (Denyer & Baird, 2007).

Os métodos microbiologicos rapidos (MMRs) tém sido desenvolvidos como
alternativas aos métodos microbiologicos tradicionais para a andlise quantitativa e
qualitativa dos alimentos, cosméticos, medicamentos e amostras clinicas (Easter,
2003)(Pinto, et al., 2015). Apesar das vantagens dos métodos microbioldgicos rapidos
(MMRs), ainda existem algumas barreiras, principalmente devido a questoes regulatorias.
A validagdo do método ¢ etapa critica para a aprovagdo de MMRs por agéncias
reguladoras. Além disso, a equivaléncia do MMR com o método tradicional deve ser

demonstrada através de comparagoes estatisticas (United States Pharmacopeia, 2016).

O MMR deve ser escolhido levando-se em conta a finalidade do ensaio e a
compatibilidade com o produto. Os métodos principais sao: 1) métodos baseados no
crescimento microbiano, como métodos eletroquimicos, métodos de bioluminescéncia,
métodos baseados na deteccdo de producao de gis, e emprego de substratos
cromogénico(Bugno, et al., 2015)(Ferreira, et al., 2014)(Parveen, et al., 2011)(Shah &
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Naseby, 2015)(Verdonk, et al., 2010)(Lourenco, et al., 2015)(Bugno, et al., 2017); 2)
métodos baseados na viabilidade, tais como citometria de fluxo e detec¢do de ATP
(Taguri, et al., 2011)(Ugarova, et al., 2016); 3) métodos baseados na analise fenotipica,
tais como técnicas imuno-fluorescéncia, espectrometria infravermelha (FTIR),
espectroscopia de massa (MALDI-TOF), e andlise de &cidos graxos perfil por
cromatografia em fase gasosa (CG) (Davis & Mauer, 2010)(Filip, et al., 2004)(Fischer,
et al, 2006)(Helm & Naumann, 1995)(Kuligowski, et al., 2012)(Liu, et al.,
2016)(Pacheco & Pinto, 2010)(Song, et al., 2016)(Tidwell, et al., 2015)(Tong, et al.,
2010)(Wu, et al., 2013); e 4) métodos baseados na analise do gendtipo, tais como técnicas

do PCR e identificagdo da impressao digital (Kane, et al., 2009)(Maurischat, et al., 2015).

Considerando as limitagdes dos métodos tradicionais, o desenvolvimento de
MMR para a identificagao de contaminantes em produtos farmacéuticos ¢ de interesse
para a industria farmacéutica. A espectrometria no infravermelho com transformada de
Fourier com reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) tem vantagens, como o numero
reduzido de etapas envolvidas na identificacdo microbiana, resultados rapidos, e
facilidade de automacgao e de rastreamento de dados(Davis & Mauer, 2010)(Filip, et al.,
2004)(Fischer, et al., 2006)(Helm & Naumann, 1995)(Kuligowski, et al., 2012)(Tidwell,

et al., 2015).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método FTIR-
ATR para identificagdo rapida de contaminantes em produtos farmacéuticos. Ferramentas
de quimiometria, como a principal analise de componentes (PCA) e a analise de
discriminante (LDA), foram utilizadas com o intuito de estabelecer um modelo capaz de
distinguir e classificar os contaminantes em produtos farmacéuticos com assertividade.
Assim, o0 método FTIR-ATR pode complementar (ou mesmo substituir) os métodos

microbiologicos convencionais utilizados (United States Pharmacopeia, 2016).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Qualidade Microbioldgica de Produtos Farmacéuticos

No inicio do século XX surgiu o conceito da qualidade dos produtos
farmaceéuticos, considerando desde o processo de fabricacdo, matérias-primas, materiais
de embalagem, até o armazenamento, de forma a garantir a qualidade, seguranca e

eficacia dos medicamentos(Moretto & Calixto, 2009).

No que diz respeito a qualidade microbiologica, devem ser identificadas as fontes
de contaminagao diretas e indiretas, tais como as matérias-primas, agua, equipamentos,
materiais de embalagem, ambiente e operador. Também deve ser considerado o
armazenamento até a dispensagdo e uso final do medicamento pelo paciente (Amaral,

2016).

A qualidade microbiologica requerida dos produtos farmacéuticos pode ser
diferente, conforme a sua via de administragdao. Os produtos farmacéuticos injetaveis e
oftalmicos tem exigéncia de esterilidade. Porém, os produtos de uso oral e topico sao
denominados produtos ndo estéreis, ou seja, ¢ admitida a existéncia de um nivel de
contaminagdo, desde que ndo haja comprometimento da qualidade, seguranca e eficacia

do produto (Fung, 2002).

A qualidade microbiologica de produtos ndo estéreis abrange dois aspectos
relevantes: 1) a avaliagdo da carga microbiana (contagem microbiana) e 2) a auséncia de
microrganismos patogénicos. Caracteristicas tais como alta atividade de agua, pH
proximo a neutralidade e presenca de excipientes que possam ser utilizados como fontes

de nutriente favorecem o crescimento microbiano em produtos farmacéuticos. Por outro
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lado, produto com baixa atividade de agua, com presenca de excipientes com atividade
antimicrobiana ou submetidos a altas temperaturas durante o processo de fabricagcdo sao

menos susceptiveis a contaminagao microbiana (Pinto, et al., 2014).

A auséncia de microrganismos patogénicos € requerida em fun¢do do uso (via de
administracao) do medicamento. Produtos farmacéuticos de uso oral t€ém exigéncia de
auséncia de microrganismos do género Salmonella e coliformes, tais como a Escherichia
coli. Por outro lado, produtos de uso topico requerem a auséncia de Staphylococcus
aureus ¢ Pseudomonas aeruginosa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA), 2010)(United States Pharmacopeia, 2016).

Os métodos de identificagdo microbianos usualmente empregados para os
produtos farmacéuticos sdo aqueles descritos nas principais farmacopéias brasileiras e
farmacopeia americana. Sao métodos tradicionais que envolvem duas etapas: 1) etapa de
enriquecimento da cultura microbiana em meio nao seletivo e 2) etapa de identificagao
utilizando-se meios de cultura para crescimento seletivo e/ou testes bioquimicos. No
geral, estes métodos sdo trabalhosos (pois envolvem diversas etapas de crescimento

seletivo) e demorados (podendo levar até semanas).

2.2. Problemas decorrentes da contaminacao microbiana de medicamentos

A contaminacdo microbiana em produtos farmacéuticos pode resultar em
problemas quanto ao risco de infec¢des em decorréncia de seu uso, assim a deterioracao

microbiana do produto, com possivel perda de eficacia e seguranca(Pinto, et al., 2015).
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Os mesmos produtos que ndo apresentem alteragdes sensoriais evidentes, podem
oferecer risco de infec¢do, dependendo de fatores como o tipo e quantidade de

microrganismo presente, a via de administracao e a resisténcia do paciente.

Microrganismos patogénicos constituem-se na maior preocupagdao no que diz
respeito a possibilidade de infec¢des decorrente do uso de produtos contaminados.
Entretanto, mesmo microrganismos nao patogénicos oferecem risco de infec¢des

oportunistas, particularmente se estiveram acima da carga microbiana efetiva (quantidade

minima de microrganismo capaz de causar infec¢ao)

O risco de infecgdo também estd associado ao uso pretendido do produto.
Considerando-se a via de administracao, quanto mais invasiva maior o risco de infecgao.
Neste sentido, a contaminagdo de produtos injetaveis e oftalmicos constitui importante
aspecto de preocupacao. Produtos de uso oral ou topico (em pele intacta) apresentam
menor risco de infeccdo quando comparado aqueles aplicados em pele lesionadas ou
mucosas. A hemodialise representa problema particular, em decorréncia do alto risco de

septicemia associada o fluido da didlise contaminado(Mota, 2017).

Outro aspecto que impacta no risco de infec¢des decorrentes do uso de produtos
com contaminagdo microbiana diz respeito a resisténcia do paciente. Geralmente,
criancas e idosos apresentam maior risco em relagdo aos adultos. Paciente que apresentem
doencas autoimunes, AIDS, leucemias, dentre outras, também estao mais susceptiveis a

infec¢des em decorréncia do uso de produtos com contaminagdo microbiana.

Adicionalmente, ha de se considerar que a contaminagao microbiana pode resultar
de deterioracao do produto. A capacidade do microrganismo contaminante em promover
a deterioragdo depende de sua capacidade em produzir enzimas degradativas (por
exemplo, proteases e peptidases). Neste sentido, constituicdo do produto também deve

ser considerada. A degradacdo de componentes da formulagdao pode levar a alteragdes
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sensoriais quanto a cor, odor e sabor, além de alteracdes de pH, separacao de fases,
degradacao do principio ativo e reducdo da biodisponibilidade. Em outras palavras, a
deterioragdo microbiana compromete a qualidade, seguranga e eficacia do produto(Mota,

2017)(Pinto, et al., 2015)

2.3. Fontes de contaminac¢io microbiana de medicamentos

No que diz respeito a qualidade microbiologica, devem ser identificadas as fontes
de contaminagdo direta, tais como matérias-primas, dgua, materiais de embalagem; e

indireta, como os equipamentos, ambiente e operadores (Denyer & Baird, 2007).

A qualidade microbiana do produto final pode depender amplamente da qualidade
das matérias-primas (farmacos e excipientes). Geralmente, as matérias-primas de origem
sintética (por exemplo, a maioria dos farmacos) oferecem menor risco de contaminagao
microbiana quando comparadas as de origem natural (por exemplo, drogas vegetais

amido, gelatinas, dentre outros)(Siuza, 2010);(Pinto, et al., 2015).

A agua ¢ muitas vezes o componente mais representativo de formulacdes
farmaceéuticas e cosméticas. Por isso, constitui-se uma importante fonte de contaminacao.
Os sistemas de armazenamento e distribuicdo de agua devem ser periodicamente
inspecionados e controlados quanto a contaminagao microbiana, particularmente devido
a preocupacao relacionada a formacao de biofilmes. Ainda que a 4gua nao faga parte da
constituicdo final do produto, pode ser empregada na lavagem de equipamentos e
materiais de embalagem, constituindo-se, neste caso, em fonte indireta de contaminacao

microbiana(Andrade, 2005).
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A embalagem primaria também deve ser considerada como possivel fonte de
contaminagdo dos produtos farmacéuticos e cosméticos. Particularmente no caso de
produtos estéreis obtidos por processo de manipulagdo asséptica, devendo ser
previamente esterilizados. No caso de materiais de embalagem para produtos nao estéreis,
devem-se tomar precaugdes com a contaminagdo acidental durante o transporte e
estocagem. Frascos de vidro podem ser submetidos a tratamento térmico com a finalidade
de garantir carga microbiana reduzida. No caso de frascos plasticos termossensiveis,

alternativa ¢ proceder com a lavagem dos frascos(Denyer & Baird, 2007).

Os equipamentos utilizados no processo produtivo (por exemplo, tanques de
armazenamento, misturadores, linhas de transferéncia, dentre outros) podem contribuir
indiretamente com a carga microbiana final do produto. Portanto, devem ser sanitizados,

desinfectados ou esterilizados antes do uso(Amaral, 2016)(Andrade, 2005).

A qualidade microbiologica do ambiente constitui aspecto de preocupagao,
particularmente para produtos estéreis obtidos por processo de manipulagdo asséptica.
Neste sentido, a tecnologias de salas limpas assegura ao ambiente condi¢gdes adequadas

para a producdo de medicamentos e cosméticos(Pinto, et al., 2015).

O pessoal constitui-se na principal fonte de contaminagao microbiana no ambiente
de fabricagdo de medicamentos e cosméticos. Desta forma, o treinamento do pessoal
envolvido constitui aspecto importante para minimizar o risco de contaminagao acidental
do produto. Os usos de barreiras fisicas, como luvas, gorros, mascaram, vestimentas e
calgados especificos sdo efetivos, além da higienizagao de bragos e maos antes do acesso
ao ambiente produtivo. Recomenda-se que operador gripado ou com infecgdes nao

tenham contato com o produto(Amaral, 2016).
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2.4. Fatores que afetam contaminacio microbiana de medicamentos

Atualmente, grande importancia tem sido dada & questdo da conservagao
microbiologico de medicamentos e cosméticos, ndo apenas pelo aspecto microbiologico,
mas principalmente devido ao potencial de irritacdo e toxicidade de alguns conservantes
apresentam. A controvérsia a respeito da seguranca dos conservantes empregados
geralmente em medicamentos e cosméticos, e que tem despertado o interesse dos
consumidores por produtos com concentragdes minimas de conservantes, com emprego
de conservantes naturais (por exemplo, extratos ou 6leos essenciais de plantas), ou mesmo

livres de conservantes (por exemplo, produtos livres de parabenos) (Pinto, et al., 2015).

E importante destacar que a principal fun¢io dos conservantes é inibir o
crescimento de microrganismos que, eventualmente, tenham sido introduzidos ao produto
durante seu uso. Nao ¢ fung¢ao do conservante compensar a falta de boas praticas durante
o processo de fabricagdo, mas sim garantir que o produto esteja livre de contaminagao
microbiana durante seu uso, garantindo sua eficacia e seguranga. Por este motivo,
recomenda-se 0 uso de conservantes nas concentragdes as mais baixas possiveis. O
desenvolvimento de sistemas conservantes com baixas concentragdes (para garantir
seguranca do produto) e que apresentem eficacia antimicrobiana durante todo o prazo de

validade do produto ndo ¢ tarefa facil (Alves, 2018).

Neste contexto, um sistema conservante efetivo apresenta papel fundamental para
garantir a estabilidade, seguranca e eficdcia de medicamentos e cosméticos. Entre as
preparagdes farmacéuticas, as formas liquidas e semissolidas com base aquosa constituem
em aspecto de preocupagdo, por apresentarem maior probabilidade de contaminagao

microbiana(Souza, 2017).

36



As preparacdes nao estéreis de uso oral (por exemplo, solugdes e suspensdes orais)
ou topico (por exemplo, cremes e logdes), apresentadas na forma de dose multipla
oferecem maior risco de contaminagao microbiana durante seu uso. Se considerarmos as
preparagdes estéreis, as formas liquidas e semissolidas compreendem a maioria das
preparagdes parenterais e oftdlmicas, respectivamente, cujo conservante tem a finalidade
de manter a condi¢do de esterilidade dos produtos. No que diz respeito as formulagdes
cosméticas, estas em sua maioria sdo preparacdes semissolidas com base aquosa,

necessitando de sistema conservante adequado(Alves, 2018).

O uso de conservantes nao ¢ recomendado em produtos de dose inica, como por
exemplo, comprimidos, capsulas, injetaveis, entre outros. No caso particular de produtos
estéreis, sejam de dose unica ou multipla, a questdo da integridade do sistema de
fechamento constitui aspecto importante para se garantir a manutencao das condig¢des de

esterilidade ao longo do armazenamento e transporte dos produtos(ANVISA, 2010).

Caracteristicas da formulagao, tais como a atividade da 4gua elevada, pH perto da
neutralidade e da presenca dos excipientes que poderiam ser usados como fontes
nutritivas favorecem o crescimento microbiano em produtos farmacéuticos. Por outro
lado, os produtos farmacéuticos com baixa atividade de agua, com presenca de
excipientes com atividade antimicrobiana ou submetidos a altas temperaturas durante o
processo de fabricacao, sdo menos susceptiveis a contaminacao microbiana(United States

Pharmacopeia, 2016).

No que diz respeito ao potencial de oxirreducdo da formulagdo, aquelas que
apresentam potencial de oxirreducdo positivo sdo mais propicias ao crescimento de
microrganismos aerobicos, enquanto as que apresentam potencial de oxirreducao

negativo sao mais susceptiveis ao crescimento de microrganismos anaerobicos.
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2.5. Conservac¢ao microbiologica de medicamentos

Atualmente, grande importancia tem sido dada a questdo da conservagao
microbiologico dos medicamentos e cosméticos, nao apenas pelo aspecto microbiologico,
mas principalmente devido ao potencial de irritacdo e toxicidade de alguns conservantes
apresentam. A toxicidade potencial dos conservantes, incluindo a irritagao da pele e dos
olhos, a sensibilizagdo da pele, os efeitos carcinogénicos e teratogé€nicos, efeitos no
sistema reprodutivo, bioacumulacdo, e especialmente os efeitos estrogénio tem sido

relatados na literatura(Alves, 2018);(Corréa, 2018).

A controvérsia a respeito da seguranga dos conservantes empregados geralmente
em medicamentos e cosméticos tem despertado o interesse dos consumidores por produto
com conservantes naturais (p.e. 6leos essenciais), ou mesmo livres de conservantes (p.e.

livres de parabenos) (Pinto, et al., 2015).

E importante destacar que a principal fun¢io dos conservantes é inibir o
crescimento de microrganismos que, eventualmente, sejam introduzidos ao produto
durante seu uso pelo paciente. O conservante nao tem por finalidade eliminar carga
microbiana introduzida durante o processo de fabricagdo em fun¢do da falta de boas

praticas de fabricagao(Alves, 2018).

O desenvolvimento de sistemas conservantes com baixas concentragdoes (para
garantir seguranca do produto) e que apresentem eficacia antimicrobiana durante todo o
prazo de validade do produto nao ¢ tarefa facil. Um sistema conservante efetivo apresenta
papel fundamental para garantir a estabilidade, seguranga e eficacia de medicamentos e

cosméticos.
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As preparagdes ndo estéreis de uso oral ou topico apresentada na forma de dose
multipla oferecem risco de contaminacao microbiana durante seu uso. Se considerarmos
as preparagoes estéreis, as formas liquidas e semissélidas compreendem a maioria das
preparagdes parenterais e oftdlmicas, respectivamente, cujo conservante tem a finalidade
de manter a condi¢do de esterilidade dos produtos. No que diz respeito as formulagdes
cosméticas, estas em sua maioria sdo preparacdes semissolidas com base aquosa,
necessitando de sistema conservante adequado. O uso de conservantes ndo ¢
recomendado em produtos de dose unica(ANVISA, 2010)(United States Pharmacopeia,

2016).

O conservante ideal deve apresentar um conjunto de caracteristicas como: 1)
amplo espectro de agdo numa faixa ampla de pH; 2) efetividade frente a cepas especificas
padrao (ATCC), assim como frente a microrganismos da flora natural (preferencialmente
com acao biocida); 3) distribuicdo adequada entre sistemas emulsionados, quando
pertinente; 4) compatibilidade com componentes da formulagao e material de embalagem
primaria; 5) devem ser resisténcias aos condi¢cdes de processamento do produto (por
exemplo, resistente a esterilizacao térmica); 6) ndo interferir na cor, no sabor e no odor

do produto; 7) ser atoxico e ndo irritante; e 8) ter custo aceitavel(Pinto, et al., 2015).

Dificilmente um unico conservante apresentard todas estas caracteristicas
simultaneamente. Por este motivo, ¢ comum a associacao de diferentes conservantes, com
a finalidade de potencializar os efeitos com o uso de baixas concentracdes de cada
componente. Atualmente, existem diversos conservantes disponiveis para uso em

medicamentos e cosméticos(Pinto, et al., 2015).
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2.6. Métodos de analise

Os métodos de andlise envolvendo medicamentos ndo estéreis e cosméticos
abrangem trés etapas: 1) amostras, incluindo a coleta, transporte e preparacao da amostra
para analise; 2) a contagem de microrganismos vidveis presente no produto; e 3) a

pesquisa de microrganismos indesejaveis.

2.6.1. Amostragem

A amostragem deve ser representativa, considerando-se o numero de unidades
amostras, o volume contido, assim como as operagdes unitarias envolvendo risco de
contaminag¢do. Quanto pertinente (por exemplo, no caso de amostragem de matérias-
primas), a amostragem deve permitir a obtencao de fragdes da parte inicial, mediana e

final do recipiente ou lote(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2010).

A coleta e o transporte constituem aspecto de preocupagao no que diz respeito a
integridade da amostra a ser analisada. A coleta deve ser feita em local adequado, por
operador treinado, utilizando recipientes e materiais auxiliares (por exemplo, espatulas
ou pipetas) estéreis, com a finalidade de ndo introduzir contaminagao a amostra. Tanto o
transporte quanto o armazenamento da amostra at¢ o momento da analise devem ocorrer

em condicoes adequadas de temperatura (ANVISA, 2010).

No que diz respeito a quantidade de amostras a ser analisada, a recomendacao das
principais farmacopéias (brasileira, americana, britanica, européia, japonesa, entre outras)
¢, geralmente de 10 g ou mL. Em casos particulares, a tomada de ensaio pode ser reduzida

para 1 g ou mL.
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A preparacao da amostra deve, quanto pertinente (por exemplo, quando o produto
contém conservantes ou substancias com atividade antimicrobiana), deve possibilitar a
inativacdo da atividade antimicrobiana do produto, empregando procedimentos de
diluicao, neutralizagdo quimica (por exemplo, a adicdo de polissorbato e lecitina de soja
no diluente e meio de cultura para amostras que contenham parabenos como
conservantes), filtragdo, ou ainda uma combinagdo destes procedimentos(Pinto, et al.,

2015).

A homogeneizacao da amostra, usualmente realizada em agitadores mecanicos
(por exemplo, agitados de tubos tipo vortex), deve ser realizada tanto no momento da

tomada de ensaio como a cada dilui¢cao decimal utilizada.

2.6.2. Contagem de microrganismos viaveis presente no produto

A contagem de microrganismos vidveis pode ser realizada empregando-se quatro
métodos diferentes: 1) o método de semeadura em profundidade (pourplate); 2) o método
de semeadura em superficie; 3) o método de filtracio em membrana; e 4) o método de

tubos multiplos ou nimero mais provavel (NMP).

O método de semeadura em profundidade consiste na transferéncia de aliquotas
de ImL da amostra, de cada diluicdo a ser ensaiada, para placas de Petri estéreis
(usualmente 2 ou 3 réplicas por diluicdo). O meio de cultura estéril, fundido e resfriado a
temperatura de cerca de 45°C-50°C, em quantidade de cerca de 20 mL, ¢ vertido sobre
cada uma das placas, com subsequente homogeneizacao (usualmente com movimentos
em “8”). As placas sdo incubadas por 3-4 dias a30-35°C para bactérias (empregando-se

meio agar de caseina-soja — TSA) e por 5-7 dias a 20-25°C para bolores e leveduras
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(empregando-se meio Sabouraud dextrose dgar — SDA). Apos a incubagdo, o numero de
unidades formadoras de colénia (UFC) ¢ contado em cada uma das placas e calcula-se a
carga microbiana presente a amostras, considerando-se os fatores de dilui¢ao

adequados(ANVISA, 2010).

No caso no método de semeadura em superficie, aliquotas de amostras sao
transferidas com auxilio de pipetas estéreis (entre 0,1 e 0,5 mL) para a superficie de meio
de cultura (usualmente TSA para bactérias e SDA para bolores e leveduras) previamente
distribuido nas placas de Petri. A amostra ¢ espalhada na superficie da placa utilizando-
se bastdao de vidro ou alga de Drigalski estéril. Apds incubagdo, realiza-se a contagem no
numero de UFC por placa e calcula-se a carga microbiana presente no produto,

considerando-se o volume empregado no ensaio(United States Pharmacopeia, 2016).

Quanto o método de filtragcio em membrana ¢ empregado, aliquotas do produto
na forma liquida (ou suas dilui¢des), sao filtradas através de membrana esterilizante
(usualmente 47 mm de didmetro e 0,22 ou 0,45 um de tamanho de poro). Se a amostra
apresentar atividade antimicrobiana, recomenda-se lavar a membrana com porgdes de
cerca de 100 mL de solucdo fisiologica ou agua peptonada 0,1%, para eliminagdo do
residuo de produto. Em seguida, a membrana ¢ transferida com o auxilio de pinga para a
superficie do meio de cultura (usualmente TSA para bactérias ¢ SDA para bolores e
leveduras) previamente distribuido nas placas de Petri. Apos incubagao, procede-se a
contagem no numero de UFC por placa e calcula-se a carga microbiana presente no

produto, considerando-se o volume filtrado e a diluicao utilizada(Pinto, et al., 2015).

A determinacao do nimero mais provavel (NMP — também conhecido como tubos
multiplos) baseia-se em estimativa do nimero de microrganismos presentes no produto
por meio de calculos probabilisticos. Neste método, aliquotas de 1mL de cada diluigao
decimal sdo transferidas para séries de 3 ou 5 tubos de ensaio contendo meio caldo de
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caseina-soja (TSB). Os tubos sdao incubados por nao mais que 3 dias a 30-35°C. Ao
término do periodo de incubagdo, os tubos sdo inspecionados quanto a presenca ou
auséncia de crescimento. A carga microbiana presente no produto ¢ determinada em
funcdo do nuimero de tubos com presenca de crescimento, utilizando-se uma tabela

apropriada (para 3 ou 5 tubos)(Pinto, et al., 2015).

Os quatro métodos apresentados para a contagem de microrganismos viaveis estao
descritos nas principais farmacopéias (brasileira, americana, britanica, japonesa, entre
outras). Estes métodos apresentam vantagens e limitagdes, como, por exemplo, a
quantidade/representativa da amostra ensaiada (por exemplo, o método de filtracdo em
membrana permite a analise de grandes volumes de amostras, enquanto o método de
semeadura em superficie emprega pequenas quantidades de amostra) e a sensibilidade do
método (por exemplo, o método de filtracdo em membrana permite a quantificacdo de
baixas cargas microbianas, enquanto que os métodos de semeadura em profundida e de
tubos multiplos sdo mais apropriados para amostras com carga microbiana mais
elevada)(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2010)(United States

Pharmacopeia, 2016).

2.6.3. Pesquisa de microrganismos indesejaveis

Os métodos para pesquisa de microrganismos indesejaveis usualmente
empregados para os produtos farmacéuticos estdo descritos nas principais farmacopéias
(brasileira, americana, britanica, japonesa, entre outras). Sao métodos tradicionais que

envolvem, geralmente, duas etapas: 1) etapa de enriquecimento da cultura microbiana em
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meio nao seletivo e 2) etapa de identificagdo utilizando-se meios de cultura para

crescimento seletivo e/ou testes bioquimicos (Denyer & Baird, 2007).

A etapa de enriquecimento envolve a analise de ndo menor que 1 g ou mL de
amostra, sendo utilizado o meio de enriquecimento ndo seletivo caldo caseina-soja (TSB)
incubado por 18-24 horas a 20-25°C e caldo Sabouraud dextrose (SDB),incubado por 3-
5 dias a 30-35°C. Nos casos particulares da pesquisa de Salmonella e Escherichia coli,
procede-se o enriquecimento seletivo empregando-se, respectivamente, oS meios
Salmonella Rappaport Vassiliadis incubado por 18-48 horas a 30-35°C e caldo
MacConkey incubado por 24-48 horas a 42-44°C (Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitéria (ANVISA), 2010).

ApOs a etapa de enriquecimento, aliquotas sdo transferidas com auxilio de al¢a de
esfregaco para os meios seletivos para isolamento e diferenciacdo, permitindo a

identificacao do(s) microrganismo(s).

A identificacio de Staphylococcus aureus envolve a utilizagdo do meio Agar Sal
de Manitol. O crescimento de colonias amarelas, com halo amarelo, sugere a presenca de
Staphylococcus aureus no produto. A degradacao do manitol a dcido ¢ comprovada pela

viragem do indicador de pH vermelho de fenol (Barban, 2010).

A presenca de Pseudomonas aeruginosa no produto pode ser realizada
empregando-se trés meios diferentes: 1) Agar cetrimida: crescimento de colonias
esverdeadas, com fluorescéncia, sugere a presenca de Pseudomonas aeruginosa; 2) Agar
Pseudomonas para piocianina: crescimento de colonias esverdeadas, com fluorescéncia
azul, sugere a presenca de Pseudomonas aeruginosa; e 3) Agar Pseudomonas para
fluoresceina: crescimento de colonias claras e amarelas, com fluorescéncia amarela,
sugere a presenga de Pseudomonas aeruginosa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA), 2010).
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A identificacdao de Escherichia coli envolve a utilizagao de trés meios seletivos:
1) Agar MacConkey: crescimentos de colonias avermelhadas com precipitado de bile
sugerem a presenca de Escherichia, crescimento de coldnias incolores sugere a presenca
de bactérias lactose-negativas (Salmonellasp.); 2) Agar Eosina-Azul de metileno (EMB):
crescimento de colonias verde-escuras com brilho metalico sugerem presenca de
Escherichia coli; e 3) Agar Endo: crescimento de coldnias rosadas/vermelhas, com brilho

metalico, sugerem a presenga de Escherichia coli (United States Pharmacopeia, 2016).

Para a identificagdo de Salmonellasp. emprega-se o meio seletivo agar Xilose-
Lisina-Desoxicolato (XLD), que sugere presengca de Salmonella sp. no caso de

crescimento de coldnias vermelhas, com nucleo preto(Barban, 2010).

2.7. Microrganismos usualmente pesquisados em medicamentos

2.7.1. Microrganismos do género Enterobacteriacea

A familia Enterobacteriacea ¢ formada por um grande grupo, sendo composta por
44 géneros e 176 espécies. Enterobacteriacea siao bacilos Gram- negativo, nao
esperulados, que apresentam crescimento na presen¢a ou auséncia de oxigénio As
enterobactérias sdo patogénicas para o homem causando varios tipos de doengas, como

por exemplo, diarréias, infecgdes no trato urindrio ou respiratorio (Barban, 2010).

As bactérias Gram- negativas do género Escherichia coli pertencem a familia
Enterobacteriacea. Sao aerdbicas ou anaerobicas e ndo esperuladas. As células tém forma
de bacilos e podem ser imoveis ou moveis por flagelos. Seu crescimento exige condi¢des

Otimas de temperatura, pH e atividade de agua(Leme, 2013).

45



O habitat natural da Escherichia coli € o trato intestinal dos seres humanos. No
entanto, cinco grupos principais podem causar diarréias: as E. coli enteropatogénicas
(EPEC), as E. coli enteroagregativas (EAEC), as E. coli de adesao difusa (DAEC) e as E.
coli enterohemorragicas (EHEC). Como ndo aderentes, sdo identificadas as E. coli
enterotoxigénicas (ETEC) e, como invasoras, as E. coli enteroinvasoras (EIEC). Podem

causar pneumonia, meningite neonatal e gastroenterite (Barban, 2010)(Leme, 2013).

Usualmente, a identificagcdo das bactérias E.coli ocorre através de provas
bioquimicas. As provas de oxidase, hidrolise de uréia e liquefacdo de gelatina sdo
negativas, enquanto que as provas de lisina sdo positivas (Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA), 2010)(United States Pharmacopeia, 2016).

O género Salmonella ¢ composto por trés espécies, sendo Salmonella subterranea,
Salmonella bangori e Salmonella entérica, e pertencem a familia Enterobacteriaceae
(Ferreira, 2017).As colonias crescem bem nos meios de enterobactérias, a temperatura de
37° C e pH entre 4,5 ¢ 9,5. As infeccdes clinicas humanas determinadas por Salmonella
sp. causam gastrenterite, febre entérica, septicemia com ou sem infec¢des localizadas,

tendo a predominancia de S. typhimurium (Martins, 2010)(Barban, 2010).

As bactérias do género de Salmonella sdo caracterizadas sorologicamente
conforme o seu antigeno somatico (O), flagelar (H) e capsular (V1), de acordo com o
esquema de Kauffmann-White. Os métodos de identificacdo devem seguir as etapas de
pré-enrequecimento, enriquecimento no caldo seletivo, plaqueamento e identificagao,

confirmacao bioquimica e a sua classificagcdo sorologica e sorotipagem (Martins, 2010).
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2.7.2. Microrganismos do género Pseudomonas

As Pseudomonas pertencem a familia denominada de Pseudomonadaceae, com
as caracteristicas de bacilos de Gram-negativoreto ou ligeiramente curvo. Nao sdo
esperulados e possuem flagelos polares ou multiplos. Sao classificados como nao
fermentadores, sendo microrganismos aerébicos, se caracterizam por serem incapazes de
utilizar carboidratos como fontes de energia através da fermentagao, degradando-os por

via oxidativa (Arrud, 1998)(Barban, 2010).

O género Pseudomonas possui 140 espécies, e encontra- se mais de 20 espécies
nos seres humanos. A espécie P. aeruginosa ¢ a mais importante, pois ¢ encontrada em
diversos ambientes, principalmente no solo e na agua ou ainda associada a plantas e
animais. Nos seres humanos, causam infec¢oes hospitalares, em equipamentos para
terapia respiratoria e em solugdes antissépticas. As infecgdes por Psuedomonas sao
consideradas infecgdes oportunistas, sendo capazes de provocar doengas apenas quando
o sistema imunologico estd comprometido. Desta forma, podem provar infecgdes

cutaneas, urinarias e oculares, pneumonia(Ferreira, 2005)(Baldini, 2010).

A 1identificagdo por Pseudomonas ocorre por meio do uso de meios de cultura
seletivos, que permitem diferenciar bactérias fermentadoras e ndo fermentadoras de
lactose empregando-se meio de cultura Agar-sangue, a auséncia de fermentagio de
lactose indica a presenca de P.aeruginosa, sendo possivel diferenciar o crescimento

daquele obtido por bactérias fermentadoras de lactose(Arrud, 1998).
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2.7.3. Microrganismos do género Staphylococcus

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, e apresentam 32
espécies. O Staphylococcus € microrganismo, possui células com forma esférica, sao
imoveis e ndo esporolados. Sao Gram-positivas, podem ser encontrados isolados sem
pares € em grupamentos irregulares, ¢ também sdo anaerobios facultativos. Tem a
capacidade de crescer em elevado teor de NaCl (cloreto de s6dio — 10%) e crescem em

uma temperatura que varia entre 18°C a 40°C(Bratfich, 2005).

As espécies do género de Staphylococcus sdo divididas em categorias por
coagulase positiva e negativa. A atividade desta enzima ¢ utilizada para classificar as
espécies como patogénicas e nao patogénicas. Assim as espécies coagulase positiva sao:
S. aureus, S. delphini e S. lutrae, ¢ as coagulase negativa sdo: S. epidermidis, S.

haemolyticus, S. lugdunensis, S. warneri, S. saprophyticus, entre outros (Ferreira, 2017).

A espécie de S. aureus € a mais importante do género, podendo causar uma
variedade de processos infecciosos em seres humanos, como infecgdes de pele, em
algumas vezes pneumonia, endocardite e osteomielite. Algumas cepas produzem toxinas
que provocam gastrenterite, sindrome da pele escaldada e sindrome do choque toxico. A
identificacdao ocorre por meio da colocacdo da coloragao de Gram e da cultura em meios

seletivos (Barban, 2010).

A espécie de S. epidermidis ¢ a segunda mais importante, fazendo parte da flora
normal da pele e da mucosa dos seres humanos. E patogénico hospitalar, podendo causar
infeccdes especialmente em pacientes que fazem uso de dispositivos plasticos (cateter e
proteses),tendo como caracteristica a resisténcia 4 alguns antimicrobianos(Theisen,

2010).
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A identificacdo de bactérias do género Staphylococcus ocorre empregando-se
meio cultura, ocorrendo crescimento em meio solido ndo seletivo incubados em
condigdes de aerobiose ou anaerobiose, em 24 horas, apresentando-se na forma de
colonias grandes, lisas, pigmentadas e com bordas arredondadas. No teste de coagulase
em lamina, a superficie da parede celular promove reacdo com o fibrinogénio,causando a
coagulagdao do mesmo. Entanto que o teste de coagulase em tubos ¢ baseado na presenga
de coagulase livre que reage com o fator plasmatico formando um complexo que atua

sobre o fibrinogénio, formando a fibrina (Barban, 2010).

A identificacao de S. aureus pode ocorre através do teste do crescimento em agar
manitol, sendo este microrganismo capaz de fermentar o manitol em meio contendo 7,5%
NacCl e indicador de pH vermelho de fenol, o que indica uma reagao positiva quando o
meio ao redor das coldnias se torna amarelo e negativa quando permanece avermelhado

(Barban, 2010).

2.8. Etapas envolvidas na pesquisa de microrganismos patogénicos

Os métodos de identificacdo microbiano convencional e também conhecidos
como tradicional sdo os mais utilizados e estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira. O
método tradicional tem duas etapas principais: 1) etapa de enriquecimento da cultura
microbiana em meio nao seletivo; e 2) etapa de identificacao utilizando meio de cultura

para crescimento seletivo.
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2.8.1. Etapa de enriquecimento da cultura microbiana em meio niao

seletivo

A etapa de enriquecimento tem por finalidade proporcionar o aumento da massa
celular empregando-se meio de cultura de composicao rica nao seletiva. Recomenda-se a
realizag¢do subsequente do método de coloragao de Gram, para identificagao morfoldgica
(cocos ou bacilos) do microrganismo e sua classificacdo como Gram-positivo ou Gram-

negativo.

4

O método de coloragao de Gram ¢ muito importante na microbiologia. Esse
método tem objetivo de conseguir identificar a morfologia geral através coloracao
simples e na coloracdo diferenciais ¢ capaz de descriminar a espécie ou grupos
determinados. Com o processo de esfregaco fixado, ocorrem as seguintes etapas na

coloracao de Gram:

e Adicao de solugao de Cristal violeta

e Adicdo de solucao Lugol (fixador do corante)

e [Lavagem com etanol (bactéria Gram-negativas sofrem descoloragao enquanto
as Gram-positivas nao).

e Adic¢ao de solugdo de safranina.

Apobs o processo € observado a mudanga da coloracdo, sendo visivel a cor roxa
para bactérias Gram-positivas, devido a reativacdo violeta-lugol. Para microrganismos
Gram-negativos,observa-se a coloragdo rdésea-vermelha devido a fixacdo do corante

safranina (Barbosa, et al., 2018).
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2.8.2. Etapa de identificacio utilizando meio de cultura seletivo

O meio seletivo propicia o crescimento do microrganismo de interesse (a ser
identificado/pesquisado), podendo se empregar provas bioquimicas. Dentre as principais
provas bioquimicas empregadas na identificagdo microbiana destacam-se(United States

Pharmacopeia, 2016)(Franzolin, 2004):

e Prova Catalase: ¢ uma enzima que decompde o peroxido de hidrogénio (H202)
em oxigénio e agua. E utilizado para diferenciagdo de Staphylococcous e
Micrococcocus.

e Prova Citocromo-Oxidase: ¢ a enzima que oxida o citocromo C. Encontra-se
em aerobico e anaerdbico facultativo. Esse teste ¢ negativo para a familia
Enterobacteriaceae e para outros géneros nao fermentadores como Pseudomonas
sdo positivas.

e Prova de Oxidacao—Fermentacio: ¢ usada para determinar se um organismo
pode utiliza carboidratos de forma oxidativa ou fermentativa. Sendo a reacao
positiva ¢ indicada pela coloragdo amarela e a negativa com coloracao verde ou
azul.

e Prova de Coagulase: a bactéria produz a enzima coagulase, com a presen¢a do
plasma provoca a coagulacio. E utilizada para diferenciar o S. aureus de outras
espécies.

e Fermentacio de Acticar: consiste em detectar a acidificagdo do meio de cultura
com o indicador do pH. Pois na reagdo de fermentacao de agucares ocorre a
formacgdo de acidos organicos metabolitos, desta forma diminuindo o pH do

meio.
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Prova do Vermelho de Metila: para identificar bactérias que produzem acidos
organicos, ocorre a fermentagdo de glicose e assim mantendo a cor vermelha de
metila.

Prova Voges- Proskauer: fermentagao de glicose com producdo de acetoina. O
acetil ¢ convertido diacetil, que ¢ convertido em um complexo vermelho pela
acdo catalitica de a-naftol e creatina.

Prova de Indol: As bactérias que possuem a enzima triptofanase sdo capazes de
hidrolisar.

Prova de Citrato: ¢ um composto organico simples encontrado no ciclo de
Krbes. Algumas bactérias podem obter energia do citrato, assim sendo uma
caracteristica especifica M.O. Desta forma a catalase negativa para E.coli, mas ¢
catalse positiva para Klebisella.

Prova de Urease: ¢ uma enzima que hidrolisa a ureia em amonia e diéxido de
carbono, ocorre o aumento do pH e consequentemente altera coloragao.

Prova de Fenilalanina Desaminase: a desaminacao de fenilalanina forma acido
fenilpiravico. Apenas as espécies de Proteus, Morganella e Providencia que
possuem para a desaminacao de fenilalanina.

Prova de DNASE: ¢ usado para detectar a atividade da enzima
desoxirribonuclease produzidas por diferentes espécies bacterianas. Sendo
utilizada para diferenciar o Staphylococcous aureus de outras espécies.

Lisina: ¢ utilizado para identificacdo de Enterobacteriaceae. Utiliza o meio
Moeller acrescentando-se aminoacido, e contém o indicador pH purpura de
bromocresol, em pH 4cido ¢ amarelo e pH alcalino ¢ purpura. Ocorre a reacao

anaerobiose, assim o0 meio ¢ coberto por uma camada de 6leo mineral estéril.
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e Optoquina: ¢ um derivado de quinina e inibe seletivamente o crescimento
S.pneumoniae.

e Prova de Motilidade: ¢ realizada a partir do crescimento em meio semissélido
e quantidade de dgar presente no meio varia para cada grupo de bactéria.

e Reducio Nitrato: ¢ capacidade de um organismo reduzir o nitrato a nitrito,
sendo uma importante caracteristica para varios grupos de microrganismo.

e  Producao Sulfeto de Hidrogénio H2S: algumas bactérias sdo capazes de formar
H>S a partir do aminodcido ou outros compostos contém enxofre. Sendo uma
caracteristica importante para identificacao.

e  Manitol: ¢ utilizado para identificagdo S.aureus, com a presenca do manitol
produz coldnias amarelas circundadas por halo da mesma cor.

e PYR: sdo utilizados para identificagdo provavel Estreptococos -hemodialise.

2.9. Adequacio dos métodos de contagem de microrganismos viaveis e de

pesquisa de microrganismos indesejaveis

A avaliagdo dos métodos de contagem de microrganismos viaveis e de pesquisa
de microrganismos indesejaveis quanto a sua adequagao abrange: 1) emprego de controle
negativo; 2) a confirmacao da capacidade promotora de crescimento os meios de cultura;
e 3) a determinacdo da recuperacdo dos microrganismos-teste na presenca de produto

(United States Pharmacopeia, 2016).

Durante a verificagdo da adequabilidade do método de contagem de

microrganismos viaveis e de pesquisa de microrganismos indesejaveis, deve-se empregar

53



controle negativo, de forma a verificar as condi¢gdes do teste. O controle negativo nao
deve apresentar crescimento. Em caso de falha do controle negativo, a verificacao da

adequabilidade dos métodos deve ser repetida.

Cada lote de meio de cultura recém-preparado deve ser avaliado quanto a sua
capacidade promotora de crescimento. Esta avalia¢dao consiste na inoculagao de cerca de
100 UFC de microrganismos-teste em tubos ou placas de Petri com os meios avaliados.
Para meios solidos, a quantidade recuperada deve estar entre 50 e 200% da quantidade
inoculada. Nos casos de meios de cultura liquidos, estes podem ser considerados
aprovados quanto apresentam crescimento visivel comparavel a lotes anteriores (Pinto, et

al., 2015).

A determinag¢do da recuperacdo de microrganismos na presenca de produto
consiste em adicionar a amostra diluida e ao controle (diluente sem amostra) quantidade
de suspensao microbiana suficiente para se obter cerca de 100 UFC/mL. O niimero de
microrganismos na amostra deve ser comparavel (entre 50 e 200%) ao nimero de
microrganismos no controle. Caso a recuperacao seja baixa (menor que 50%), devem ser
realizadas alteracdes no procedimento de contagem para assegura a validade do resultado,
tais como: 1) dilui¢do do produto; 2) adi¢ao de agentes neutralizantes especificos; 3)
filtracdo do produto; ou 4) combinagado de 2 ou 3 dos procedimentos anteriores (Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2010).

Para determinar a recuperagdo de microrganismos na presenta de produto,
adiciona-se suspensao microbiana em quantidade suficiente para se obter cerca de 100
UFC/mL numa amostra diluida exatamente como o teste sera realizado(Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2010).

Os microrganismos-teste usualmente empregados, tanto na confirmagdo da

capacidade promotora de crescimento dos meios quanto na determinagao da recuperagao
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de microrganismos na presenta de produto, sao Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Bacillus subtilis (ATCC6633), Candida

albicans (ATCC 10231) e Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404).

2.10. Métodos microbiologicos alternativos

Os métodos microbiologicos rapidos (MMRs) tém sido desenvolvidos como
alternativas aos métodos microbiologicos tradicionais para a andlise quantitativa e
qualitativa dos alimentos, cosméticos, medicamentos e amostras clinicas (Easter, 2003)
(Pinto, et al., 2015).0s métodos microbioldgicos rapidos (MMRs) possuem algumas
vantagens em comparacdo com os métodos tradicionais, por exemplo, o aumento
facilidade de registros, a rastreabilidade dos dados e a reducao das etapas envolvidas e do

tempo pela obtengao de resultados.

O MMR deve ser escolhido tendo em conta a finalidade do ensaio e a

compatibilidade com o produto. Os principais métodos sao:

e Mc¢todos baseados no crescimento: métodos eletroquimicos, bioluminescéncia,
detecgdo da produgdo ou consumo de gas e emprego de substratos cromogénicos.

e M¢étodos de viabilidade: coloragdo para componentes bioquimicos de células
microbiologicas, técnicas de citometria em fluxo, citometria de fase sélida e
epifluorescéncia direta.

e Mz¢todos de andlise fenotipica: técnicas imunologicas com a finalidade de detectar
e quantificar os microrganismos por meio de interacdo antigeno-anticorpo.

Também podem ser utilizadas técnicas para avaliacao do perfil de 4cidos graxo,
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técnicas de espectrometria no infravermelho (FTIR), espectroscopia em massa
(MALDI-TOF).

e Mc¢étodos de andlise genotipica: ¢ um método analise direta do DNA. Também
abrange o uso de tecnologias de amplificacdo de acidos nucléicos (PCR) e

impressoes digitais (fingerprint).

Apesar das vantagens dos métodos microbiologicos rapidos (MMR), ainda
existem algumas barreiras, principalmente devido a questdes regulatérias. A validagdo do

método ¢ etapa fundamental para a aprovagdo do MMR pelas agéncias regulatorias.

2.10.1. Validacao de MMRs

Na validacdo de MMRs, tem-se quatro componentes modelo, sendo a qualificacao
de delineamento, instalagdes, operacional e performance. Consiste em garantir que o
equipamento estd apropriado para o uso pretendido, assegurando que todo sistema

envolvido seja avaliado incluindo hardware, software, reagente e aplicagcdes do método.

Devem ser avaliados os parametros de valida¢des, que envolvem:

e Exatiddo: Este parametro ¢ utilizado para ensaios quantitativos. A exatidao
¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo
ao valor verdadeiro.

e Precisdao: medida da variabilidade dos resultados, através da determinagao
do desvio padrao (ou desvio padrdo relativo) obtidos a partir analises

repetidas de amostras, em condicdes de repetibilidade, precisao
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intermediaria ou reprodutibilidade. Este parametro ¢ avaliado para ensaios
quantitativos.

Especificidade: ¢ a capacidade de detectar microrganismos, demonstrando
que o método ¢ adequado para a finalidade.

Limite de quantificacdo: ¢ o menor nimero de microrganismo que pode
ser determinado com precisdo e exatiddo aceitaveis. Este pardmetro ¢
utilizado para ensaios quantitativos.

Limite de detecgdo: € aplicavel para métodos microbiolégico quantitativo
e qualitativo. E o menor nimero de microrganismo presente na amostra,
consegue serem em detectadas nas condi¢des experimentais estabelecidas.
Linearidade: Este parametro ¢ utilizado para ensaios quantitativos. Esse
teste determina a sua capacidade de obter resultados proporcionais a
concentragdo de microrganismos presente na amostra, dentro de um
determinado intervalo.

Intervalo: E o intervalo entre o maior ou 0 menor nivel de microrganismo
no qual foram demonstradas precisdo, exatidao e linearidade. Este
parametro ¢ utilizado para ensaios quantitativos.

Resisténcia: € o grau de reprodutibilidade dos resultados obtidos no teste
por analise da mesma amostra sob as variagdes das condi¢des normais do
teste, como diferentes analistas, instrumentos e lotes de reagentes.
Robustez: ¢ a medida resisténcia em se manter inalterado com sob as
variagoes dos parametros analiticos, como a temperatura de incubacao e

parametros de operacdes equipamentos.

57



e Repetibilidade: ¢ o grau de concordancia entre as réplicas de ensaios
dentro curto periodo tempo com o mesmo analista e instrumento. Sendo
aplicavel para métodos microbiologico quantitativo e qualitativo.

e Equivaléncia: ¢ a medida da similaridade entre os resultados do teste
convencional e aqueles obtidos pelo MMR. A comparagdo do MMR com
o método convencional faz-se necessaria com a finalidade de demonstrar

sua equivaléncia.

Considerando-se as vantagens do desenvolvimento, validacdo e implementagao
dos métodos microbioldgicos rapidos (MMRs), devemos destacar a reducdo tempo para
liberagdo do produto, redu¢do de estoque de matérias-primas e produtos acabados,
melhoria na qualidade dos testes microbiologicos, automatizagdo dos testes
microbioldgicos, captura eletronica de dados de teste / geragao de informagao, capacidade
de iniciar as investigacdes precocemente em resposta a resultados fora especificagdes,
potencial de redugdo de risco de contaminag¢des microbianas dos produtos e melhoria nos

processo de fabricacao(Pinto, et al., 2015).

2.11. Espectrometria no infravermelho

Dentre as diversas técnicas analiticas que permitem a rapida identificagdo
microbiana em diversas matrizes de amostras (tais como alimentos e amostras bioldgicas
com finalidade clinica), destaca-se a espectrofotometria no infravermelho. Nesta técnica,
a frequéncia da radiacdo absorvida corresponde aquela que fornece energia para a
vibragao molecular. A absor¢ao do infravermelho esté restrita a espécie molecular que

tem diferencas de energias entre os estados vibracionais e rotacionais. O espectro
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infravermelho de absorcao, emissdo, e reflexdo de espécies moleculares se origina de
diversas variacdes de energia causadas por transi¢des de moléculas de um estado
vibracional ou rotacional de energia para outra. A regido do espectro pode variar nas
radiacdes do infravermelho préximo (12.800 a 4.000 cm™), médio (4.000 a 200 cm™') e

distante (200 a 10 cm™) (Paiva, 2010).

Na espectrofotometria de infravermelho (FTIR) com reflectancia total atenuada
(ATR), o feixe de luz ¢ direcionado a um angulo especifico e passa através de cristal em
direcdo a amostra. Desta forma, o feixe de luz penetrard uma camada fina da superficie
da amostra absorvente e sofrera uma perda de energia naqueles comprimentos de onda
em que o material absorve. A vantagem da FTIR-ATR ¢ que a poténcia da radiagdao que
atinge o detector ¢ maior que aquela de aparato dispersivo, sendo observada melhor

relacdo sinal-ruido e alto poder de resolugao (SKOOG, 2002).

2.12. Ferramentas estatisticas usualmente empregadas em quimiometria

Na espectrofotometria de infravermelho (FTIR) com reflectancia total atenuada
(ATR) ¢ também utilizada para classificacdo e identificagdo de microrganismo. Ao
aplicar nas células de microrganismos o espectro de infravermelho reflete a composigao
bioquimica qualitativa da célula, assim podem ser identificadas as composi¢des, sendo as
proteinas, acidos nucléicos, lipidios, carboidratos e DNA/RNA. Desta forma, cada banda
corresponde uma estrutura molecular. Na Tabela 1 demonstra as principais estruturas
moleculares encontradas através no espectro de infravermelho por ATR (Naumann,

2000)(Ferreira, 2017).
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Tabela 1. Atribuicdo das bandas frequentemente encontradas nos espectros IR
microbianos. (adaptado de Joana & DieterNaumann)

Nimero de ondas Designacao

900-600 Regido impressao digital (fingerprint)
720 Vibragdo da rotagdo da ligagdo C-H de >CH»
1085 P-O simétrica de >PO,

900-1200 C-0-C, C-0O vibragao de carboidratos
1250-1220 P=0 assimetria de >PO> de fosfodiésteres
1310-1240 Banda amida III das proteinas

~ 1400 C=0 simétrica de COO

1468 C-H deformacao >CH>

1515 Banda de Tirosina

1520-1550 Banda amida II

~ 1637 Estrutura das folhas -3 da amida I

~ 1655 Estrutura a-helicoidais da amida I

~ 1675 Resultante de folha B-antiparalela

~ 1685 Configuragdo P das proteinas

~ 1695 Componente da banda da amida |
1680-1715 >C=0 dos acidos nucléicos

1715 >C=0 dos 4cidos carbonicos -C=0-OH
1740 >C=0 grupo ésteres

2850 C-H simétrico de > CH»

2870 C-H simétrica de — CH3

2898 C-H em grupo de metilo

2921 C-H assimetria de > CH; 4cidos graxos
2930 C-H assimetria de >CH»

2955 C-H assimetria de -CHj3

~ 3200 N-H das proteinas

~ 3500 O-H grupo hidroxilo
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2.12.1. Analise Componente Principal (PCA)

Andlise Componente Principal ¢ uma técnica multivariada surgiu em 1933,
desenvolvida por Hotelling com a finalidade em analisar as estruturas de correlagdes entre
os dados. PCA ¢ uma técnica conhecida e amplamente empregada com a finalidade de
reduzir o nimero de variaveis com menor perda possivel da informagdo. Assim, PCA
consiste em transformar um conjunto de variaveis originais em outro conjunto de
variaveis das mesmas dimensdes denominadas de componente principal. O PCA substitui
um modelo com muitas variaveis independentemente por poucas variais dependentes
(componentes) originadas pela combinagao linear das variaveis originais. Dessa forma o
PCA permite a organizacao de dados de tal maneira que os primeiros componentes
expliquem o maior nimero possivel de informagdes disponiveis, facilitando a

visualizac¢ao de dados e simplificando analise(Hongyu, et al., 2015)(Paiva, 2006).

2.12.2. Analise Discriminante Linear (LDA)

A analise discriminante linear (LDA) ¢ uma técnica estatistica multivariada com a
finalidade discriminar e classificar objetos, ou seja, € uma técnica que permite estudar as
diferencas entre dois ou mais grupo de objetivos. O objetivo da andlise discriminante ¢
indicar a significancias relativas das varidveis preditivas, quando o namero delas ¢ muito
grande. A idéia principal da LDA ¢ baseada em determinar se os grupos sao diferentes
com relagdo a medida de uma variavel, e entdo usar essa variavel para prever ao qual

grupo uma nova observacao desconhecida pertence (Varella, 2010).
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando as limitagdes dos métodos microbioldgicos convencionais € as
vantagens dos MMRs, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos para a
identificacdo rapida de contaminantes em produtos farmacéuticos. Os métodos
espectroscopicos sao alternativas interessantes, pois apresentam vantagens tais como:

e Reduc¢ao no nimero de etapas envolvidas na identificagdo microbiana;
e Obtenc¢ao de resultados rapidos;

e Maior possibilidade de automacao;

e Maior facilidade no registro e rastreabilidade dos dados;

e Reducio dos custos analiticos durante a analise de rotina.

65






OBJETIVOS






4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desta forma, este trabalho tem o objetivo de desenvolver método microbioldgico
rapido (MMR) para a identificagdo de contaminantes microbianos em produtos
farmaceéuticos, utilizando a técnica de espectrometria no infravermelho por reflectancia

total atenuada (FTIR-ATR).

4.2 Objetivo Especifico

O projeto tem o objetivo de validar um novo MMR conforme os parametros:

sensibilidade/especificidade, limite de detecgao, resisténcia, robustez e repetibilidade.

O MMR serd comparado com o método tradicional quanto a sua equivaléncia na

analise de formas farmacéuticas orais e topicas.

Estabelecer modelo de predi¢do capaz de diferenciar os microrganismos presentes
em produtos farmacéuticos e possibilitar a constatagdo da presencga/auséncia dos
principais contaminantes (Salmonella sp, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa).
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5 .MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

5.1.1 Meios de cultura

Agar Cetrimide (digesto pancreatico de gelatina 20,0 g/L, cloreto de
magnésio 1,4 g/L, sulfato de potassio dibassico 10,0 g/L, cetrimida 0,3
g/L, agar 13,6 g/L e glicerol 10,0 mL/L);

Agar de caseina-soja (TSA) (digesto pancreatico de caseina 17,0 g/L,
digesto papaico de soja 3,0 g/L, glicose 2,5 g/L, cloreto de sdédio 5,0
g/L e 4garl7 g/L);

Agar MacConkey (digesto pancredtico de gelatina 17,0 g/L, peptonas
de carne e caseina 3,0 g/L, lactose monoidratada 10,0 g/L, cloreto de
sodio 5,0 g/L, sais biliares 1,5 g/L, agar 13,5 g/L, vermelho neutro 30,0
mg/L e cristal violeta 1 mg/L);

Agar Sal de Manitol (digesto pancreatico de caseina 5,0 g/L, digesto
peptidico de tecido animal 5,0 g/L, extrato de carne 1,0 g/L, manitol
10,0 g/L, cloreto de sodio 75,0 g/L, agar 15,0 g/L e vermelho fenol 25
mg/L);

Caldo de caseina-soja (TSB) (digesto pancreatico de caseina 17,0 g/L,
digesto papaico de soja 3,0 g/L, glicose 2,5 g/L, cloreto de s6dio 5,0
g/L e fosfato de potassio dibasico 2,5 g/L);

Soluc¢ao de cloreto de sddio (cloreto de sddio 9,0 g/L).
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5.1.2 Microrganismos

Bacillus subtilis(ATCC 6633);

Candida albicans (ATCC 10231);
Enterococcus faecium (ATCC 8459);
Escherichia coli (ATCC 8739);
Micrococcus luteus (ATCC 10240);
Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027);
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028);
Staphylococcus aureus (ATCC 6538);

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228);

5.1.3Equipamentos

Autoclave vertical;

Balanca analitica

Balanga semi-analitica

Centrifuga;

Espectrofotometro de absor¢ao no infravermelho com transformada de
Fourier, equipado com aparato de reflectdncia total atenuada (FTIR-
ATR);

Estufa bacteriolégica;

pHmetro.
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5.1.4 Outros materiais

e Algcas de cultura estéreis descartaveis;
e Pipetas graduadas estéreis descartaveis;
e Pipetas Pasteur estéreis descartaveis;

e Placas de Petri estéreis descartaveis;

e Tubos de ensaios estéreis descartaveis.

5.2 Preparacio e pré-incubaciao das amostras de produtos farmacéuticos

Produtos farmacéuticos (A: solugdo oral de paracetamol, B: solucao oral de
dipirona, C: soluc¢do topica de Digluconato de clorexidina) foram intencionalmente
contaminados com 102-10° UFC (unidades formadoras de colonia) de Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Candida albicans (ATCC 10231), Enterococcus faecium (ATCC 8459),
Escherichia coli (ATCC 8739), Micrococcus luteus (ATCC 10240), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) (A:n=5;B:n=75;

eC:n=)5).

Aliquotas de 10 mL de os produtos farmacéuticos foram transferidas para 90 mL
de solucao esterilizada de cloreto de so6dio 0,9%, agitados e filtrados por uma membrana
de éster de celulose estéril de 0,45 um. As membranas foram transferidas assepticamente
para tubos de ensaio contendo 10 ml de caldo de caseina-soja (TSB). Os tubos de ensaio

foram incubados em estufa bacterioldgica para 18-24 ha 37 = 1°C.

As suspensdes microbianas obtidas apds a incubagdo foram analisadas
empregando-se tanto os testes microbioldgicos convencionais para identificacdo de
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microrganismos patogénicos como o método de espectrometria no infravermelho com

transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).

5.3 Métodos microbiolégicos convencionais para a identificacio microbiana

Todos os testes microbiologicos convencionais para a identificagdo de
microrganismos patogénicos foram realizados de acordo com o capitulo <62> “Microbial
examination of non sterile products: tests for specified microorganisms” da farmacopeia

americana (United States Pharmacopeia, 2016).

As aliquotas de crescimentos microbioldgicos foram transferidas para meios de
cultura seletiva usando-se alcas estéreas descartaveis. Os meios de cultura agar
MacConkey, agar Cetrimida e 4gar sal de manitol foram empregados para a identificagao
dos microrganismos patogénicos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosae,

Staphylococcus aureus, respectivamente.

As respostas de crescimento esperados de Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Candida albicans (ATCC 10231), Enterococcus faecium (ATCC 8459), Escherichia coli
(ATCC 8739), Micrococcus luteus (ATCC 10240), Pseudomonasaeruginosa (ATCC
9027), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) nos meios agar MacConkey, agar Cetrimida

e agar sal de manitol estdo apresentadas na Tabela2.
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Tabela 2. Respostas de crescimento esperados de Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Candida albicans (ATCC 10231), Enterococcus faecium (ATCC 8459), Escherichia coli
(ATCC 8739), Micrococcus luteus (ATCC 10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) nos meios agar MacConkey, agar Cetrimida

e agar sal de manitol.

Microrganismo

AgarMacConkey

AgarCetrimida

Agarsal de mannitol

B. subtilis

C. albicans

E. faecium

E. coli

M. luteus

P. aeruginosa

S. typhimurium

S. aureus

S. epidermidis

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Bom crescimento,

Colonias amarelas

Bom crescimento,
coldnias amarelas

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Crescimento inibido

Sem crescimento

Bom crescimento,
colonias esverdeadas a
azul

Sem crescimento

Crescimento inibido

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Crescimento inibido

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Bom crescimento,

coldnias amarelas

Bom crescimento,
coldnias vermelhas
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5.4 Espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier com

reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

As suspensdes microbianas de crescimento obtidas a partir de produtos
farmacéuticos usando caldo de caseina-soja (TSB) foram centrifugadas a 1.500 RPM por
60 minutos. Os sobrenadantes dos meios de cultura foram eliminados e as biomassas

foram utilizadas para as determinacdes em espectrometria (Figura 1).

Os espectros das biomassas foram obtidos utilizando o equipamento de
espectrometro infravermelho com transformada de Fourier equipado com aparato de
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), com a de transmissao na regido entre 4.000 e
550 cm™! E foram obtidos partir de 32 determinagdes, e os valores médios foram usados

durante a analise de dados.

IRAffinity-1S

Figure 1. Espectrofotdometro infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
(esquerda) e aparato de reflectdncia total atenuada (ATR) (direita) utilizados nas

determinacdes dos espectros das biomassas na regidio entre 4.000 e 550 cm™'.
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5.5 Analise dos dados

As analises de componentes principais (PCA), analises de discriminante (LDA),
validacdo cruzada e validagdo externa foram realizadas usando o software Minitab™ 17.
Os espectros foram tratados matematicamente, de forma a se obter a primeira derivada
suavizada na regido entre 2.000 e 800 cm’!, e posteriormente utilizados nas analises de

PCA e LDA.

Os modelos de previsdes foram construidos a partir de 120 espectros de Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Candida albicans (ATCC 10231), Enterococcus faecium (ATCC
8459), Escherichia coli (ATCC 8739), Micrococcus luteus (ATCC 10240), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), tendo n = 20 para
cada microrganismo e obtendo a partir dos resultados de PCA e LDA.Os mesmos 120
espectros foram utilizados na validagao cruzada (interna), empregando-se o método do

“leave-one-out”.

Adicionalmente, 108 espectros de Bacillus subtilis (ATCC 6633, n=10), Candida
albicans (ATCC 10231, n = 10), Enterococcus faecium (ATCC 8459, n = 14),
Escherichia coli (ATCC 8739, n = 15), Micrococcus luteus (ATCC 10240, n = 13),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027, n = 13), Salmonella Typhimurium (ATCC
14028, n =5), Staphylococcus aureus (ATCC 6538, n= 14) e Staphylococcus epidermidis

(ATCC 12228, n = 14) foram utilizados na validagdo externa.
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5.6 Validacao do método FTIR-ATR para identificacdo microbiana rapida

O método FTIR-ATR para identificagdo rapida de contaminantes microbianos em
produtos farmacéuticos foi validado avaliando-se sua sensibilidade e especificidade. A
sensibilidade foi determinada como a propor¢ao do numero de resultados positivos
obtidos usando o método FTIR/ATR e o numero de produtos que apresentaram
crescimento microbiano. Por outro lado, especificidade foi determinada como a
proporcao de amostras nao contaminadas intencionalmente e o nimero de amostras que

ndo apresentaram crescimento microbiano.

Além disso, FTIR-ATR método sera validado, avaliando-se o limite de detecgao.
Os crescimentos microbianos de cada microrganismo foram obtidos apos a incubagdo
durante 18-24h a 37 £ 1°C. Dilui¢des decimais seriadas foram preparadas usando-se TSB.
Aliquotas de cada dilui¢ao foram transferidas para placas de Petri, ¢ 15-20 ml de TSA
fundido (cerca de 45°C) foi transferido e para os tubos de ensaios. Tubos de ensaio e
placas de Petri foram incubados em estufa bacteriologica para 18-24 h a 37 £ 1°C. Os
tubos de ensaio foram inspecionados quanto a presenca/auséncia de crescimento
microbiano. O numero de UFC (unidades formadoras de colonia) foi contado
manualmente a partir de placas de Petri. O limite de deteccao foi determinado como o
numero de UFC obtido a partir do ultimo tubo de diluicdo decimal com presenga de

crescimento microbiano, conforme a apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Esquema de dilui¢des decimais para a realizagdo do ensaio de limite de

deteccgao.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analise por FTIR-ATR do crescimento microbiano

Os espectros na regido de 800 a 2000 cm™! (primeira derivada suavizada) obtidos
dos crescimentos de Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candidaalbicans (ATCC 10231),
Enterococcus faecium (ATCC 8459), Escherichia coli (ATCC 8739), Micrococcus luteus
(ATCC 10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella Typhimurium
(ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus epidermidis

(ATCC 12228) estao apresentados na Figura 3.

Os espectros forneceram informagdes quanto a composi¢do de proteina,
DNA/RNA, lipidios e carboidratos a partir do crescimento microbiano. Bandas intensas
e amplas de amidas em torno de 1.660 cm™ e 1.540 cm™ foram obtidas devido a
contribuicao espectral das proteinas. Além disso, as bandas menos intensas fortemente
sobrepostas de proteinas, DNA/RNA, lipidios e carboidratos podem ser visualizados na
regido entre 1.500 centimetros' e 950 cm™. Ndo pudemos deixar de notar que as
diferencas nas constitui¢cdes da parede celular microbiana foram evidenciadas na anélise
de espectros. Estas diferencas espectrais podem ser explicadas devido a presenca de
quantidades mais elevadas de peptidoglicano em bactérias GRAM -positivas e a presenca
de lipopolissacarideos (LPS) em bactérias GRAM- negativas (Davis & Mauer,

2010)(Helm & Naumann, 1995).
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Figura 3. Espectros na regido de 800 a 2000 cm™ (primeira derivada suavizada) obtidos dos crescimentos de Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Candida albicans (ATCC 10231), Enterococcus faecium (ATCC 8459), Escherichia coli (ATCC 8739), Micrococcus luteus (ATCC 10240),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228).
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Visualmente, tem similaridade muito elevada e nenhum deslocamento
significativo da faixa foram observados dos espectros de FTIR-ATR obtidos a partir do
crescimento microbiana de Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candid aalbicans (ATCC
10231), Enterococcus faecium (ATCC 8459), Escherichia coli (ATCC 8739),
Micrococcusluteus (ATCC 10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228). No entanto, ligeiras alteragdes nas razdes de absorbancias
podem ser visualizadas devido as diferencas qualitativas/ quantitativas da constituicao de
proteina, DNA/RNA, lipidios e carboidratos para os diferentes microrganismos

(Kuligowski, et al., 2012).

6.2 Exploracio dos dados utilizando analise de componentes principais (PCA)

Um modelo de andlise de componentes principais (PCA) foi construido a partir
dos 120 espectros (calibragdo) obtidos dos crescimentos de Bacillus subtilis (ATCC
6633), Candida albicans (ATCC 10231), Enterococcus faecium (ATCC 845),
Escherichia coli (ATCC 8739), Micrococcus luteus (ATCC 10240), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028,), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), com n=20 de cada

microrganismo. Um resumo dos resultados de PCA est4 apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3.Resultados da analise de componentes principais (PCA) obtidos a partir dos
espectros FTIR-ATR na regido de 800 a 2000 cm-1 (primeira derivada suavizada) dos
crescimentos de Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida albicans (ATCC 10231),
Enterococcus faecium (ATCC 8459), Escherichia coli (ATCC 8739), Micrococcus
luteus (ATCC 10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Sallmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228).

PC Eigenvalues Contribuic¢ao individual Contribuicao acumulada
1 379.11 60.9% 60.9%
2 145.63 23.4% 84.4%
3 66.80 10.7% 95.1%
4 19.34 3.1% 98.2%

Os trés primeiros componentes principais (PC1, PC2 e PC3) explicam juntos
95,1% da variancia e proporcionam uma boa separacdo de classes entre os espectros
obtidos a partir do crescimento de Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida albicans
(ATCC 10231), Enterococcus faecium (ATCC 8459), Escherichia coli (ATCC 8739),
Micrococcus luteus (ATCC 10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus

epidermidis (ATCC 12228), conforme mostrado na Figura4.
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Figura 4.Gréfico de dispersao 3D dos scores para os 3 primeiros componentes principais (PC1, PC2 e PC3) para os espectros obtidos a partir do
crescimento de Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida albicans (ATCC 10231), Enterococcus faecium (ATCC 8459), Escherichia coli (ATCC
8739), Micrococcus luteus (ATCC 10240), Pseudomona saeruginosa (ATCC 9027), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus

aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228).

&9



Apesar da boa separagdo da classe obtida, a PCA ¢ frequentemente utilizada para
explorar conjuntos de dados como método de classificagio ndo supervisionado, bem
como para detectar valores extensos. Assim, foi realizada uma analise de discriminante
(LDA) a fim de construir um modelo de classificagdo com capacidade preditiva

satisfatoria.

6.3 Classificacao dos dados utilizando analise de discriminantes linear (LDA)

O modelo de classificag@o foi obtido utilizando andlise de discriminantes (LDA)
a partir de quatro componentes principais preditores. O modelo LDA proporcionou uma
boa separacdo de classe com o nimero razoavel de preditores, o que foi confirmado por
valores elevados de previsdes corretas obtidos a partir de validagdo cruzada. Assim, este
modelo de predicao foi adotado para identificagdo rapida de contaminantes microbianos
em produtos farmacéuticos. Uma sintese da matriz da confusdo obtida com este modelo

da predi¢do foi mostrada na Tabela4.
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Tabela 4. Matriz de confusdo obtida com o modelo LDA a partir dos espectros de

FTIR-ATR na regiao entre 800 ¢ 2000 cm-1 (primeira derivada suavizada) com 4 PCs

preditores.
Microrganismos
Classificaciio S .
obtida com . 2 g 3

modelo 2 S g “ 5 £ “ S =

PCALDA = £ § & 3 ¥ 1 § 3 £

s s & 5 3 T & 3 SEE

S S 8 8 = N “ “ “ e
20 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
B. subtilis 20 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
10 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
0 20 0 0 0 0 0 0 0 100%
C. albicans 0 20 0 0 0 0 0 0 0 100%
0 10 0 0 0 0 0 0 0 100%
0 0 20 0 0 0 0 0 0 100%
E. faecium 0 0 20 0 0 0 0 0 0 100%
0 0 9 0 0 0 0 0 0 100%
0 0 0 20 0 0 0 0 0 100%
E. coli 0 0 0 20 0 0 0 0 0 100%
0 0 0 15 0 0 0 0 0 100%
0 0 0 0 20 0 0 0 0 100%
M. luteus 0 0 0 0 20 0 0 0 0 100%
0 0 0 0 11 0 0 0 0 100%
0 0 0 0 0 20 0 0 0 100%
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 20 0 0 0 100%
0 0 0 0 0 13 0 0 0 100%
0 0 0 0 0 0 20 0 0 100%
S. Ttyphimurium 0 0 0 0 0 0 20 0 0 100%
0 0 0 0 0 0 5 0 0 100%
0 0 0 0 0 0 0 20 0 100%
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 20 0 100%
0 0 0 0 0 0 0 14 0 100%
0 0 0 0 0 0 0 0 20 100%
S. epidermidis 0 0 0 0 0 0 0 0 20 100%
0 0 5 0 2 0 0 0 14 67%
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Total (%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

100% 100%  64%  100%  85%  100% 100% 100% 100%  94%

Classificagdo do modelo
Validagao cruzada (Internal)

Validagdo externa
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Uma validagdo externa foi executada para desafiar o modelo de previsao.
Crescimentos microbianos obtidos a partir de produtos farmacéuticos intencionalmente
contaminados com Bacillus subtilis (ATCC 6633, n = 10), Candida albicans (ATCC
10231, n = 10), Enterococcus faecium (ATCC 8459, n = 14), Escherichia coli (ATCC
8739, n = 15), Micrococcus luteus (ATCC 10240, n = 13), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027, n = 13), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028, n = 5), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538, n = 14) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228, n = 14) foram
usados para validacao externa. O modelo PCA/LDA com 4preditores forneceu predigdes
corretas para 94% (101 em 108) crescimentos microbianos obtidos a partir de produtos

farmacéuticos intencionalmente contaminados.

Todas as classificacOes realizadas utilizando o modelo PCA/LDA com base no
método FTIR-ATR estiveram de acordo com as identificagdes microbiologicas obtidas a
partir de métodos microbiologicos tradicionais, utilizando agar MacConkey, agar
cetrimide e 4gar sal de manitol. Além disso, o método de FTIR-ATR forneceu

identificacdo microbiana muito mais rapida quando comparado aos métodos tradicionais.

6.4 Validacao do método FTIR-ATR para identificacio microbiana rapida

O método FTIR-ATR para a identificacdo rapida de contaminantes microbianos
em produtos farmacéuticos foi validado avaliando-se a sensibilidade e especificidade. Um
resumo dos resultados de sensibilidade e especificidade estd apresentado na Tabela 5. A
sensibilidade encontrada foi de 93,5%, o que indica uma boa capacidade de FTIR-ATR
método para detectar a presenca de microrganismos. Adicionalmente, a especificidade

encontrada foi de 83,3%.
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Tabela 5. Tabela de contingéncia para presenga/auséncia de crescimento microbiano e
identificacdo microbiana rapida de contaminantes em produtos farmacéuticos pelo

método FTIR-ATR.

Método de Crescimento
identificacao microbiana Total Results
FTIR-ATR Ausente  Presente
Negativo 135 27 162 Especificidade = 83,3%
Positivo 7 101 108 Sensibilidade = 93,5%

A auséncia de microrganismos patogénicos em produtos farmacéuticos nao
estéreis ¢ um requisito de qualidade (United States Pharmacopeia, 2016)(Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2010). Os produtos farmacéuticos para uso
oral tém a exigéncia de auséncia de Salmonela e Escherichia coli, embora os produtos
topicos exijam a auséncia de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Apesar
disso, outros microrganismos foram incluidos na validagdo, a fim de avaliar se 0 método

FTIR-ATR pode distinguir entre microrganismos patogénicos € ndo patogénicos.

Além disso, o método FTIR-ATR para identificagio microbiana rapida foi
avaliado quanto ao limite de detec¢ao. O limite de detec¢@o encontrado esteve entre 17 e

23 UFC/ml de amostra para os microrganismos testados.
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7 CONCLUSOES

Foi desenvolvido e validado método de espectrometria no infravermelho com
transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) para a

identificacao rapida de contaminantes microbianos em produtos farmacéuticos.

Analise de componentes principais (PCA) e andlise de discriminante linear (LDA)
foram utilizadas para obter um modelo preditivo capaz de distinguir entre o
crescimento oriundos da contaminagdo por Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Candida albicans (ATCC 10231), Enterococcus faecium (ATCC 8459),
Escherichia coli (ATCC 8739), Micrococcus Iluteus (ATCC 10240),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella Typhimurium (ATCC
14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus epidermidis

(ATCC 12228).

A 1identificagdo microbiana fornecida pelo modelo PCA/LDA com base no
método FTIR-ATR foi compativel com aquelas obtidas empregando-se métodos

microbiologicos tradicionais.

Portanto, € notavel que a espectroscopia FTIR-ATR pode ser usada para fornecer
uma identificacdo rapida de contaminantes microbianos em produtos

farmacéuticos.
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