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LIRIO, A.C.M. Abordagem microbiolégica e estatistica aplicada ao
monitoramento ambiental em areas produtivas farmacéuticas. 2018. 132p.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Séo Paulo.

RESUMO

O controle microbiolégico durante a producéo de preparacdes farmacéuticas €
de grande importancia para garantir a qualidade do produto final, quanto as
propriedades terapéuticas e de seguranca ao paciente. O monitoramento
ambiental é uma valiosa ferramenta como forma de mensurar a efetividade das
medidas que integram a estratégia de controle de contaminacdo microbiana.
Neste contexto, pouco destaque tem sido dado a manufatura de produtos
farmacéuticos nao-estéreis, por representarem as classes cujos riscos de
contaminagdo microbiana sdo menores, quando comparados aos produtos
parenterais. Dessa maneira, este estudo teve como objetivo caracterizar os
isolados microbianos de amostras de ar ativo e passivo e de superficies de areas
produtivas ndo-estéreis. Ainda, visou-se avaliar estatisticamente os dados de
monitoramento ambiental, como base para o desenvolvimento de uma
abordagem para determinacao de limites de alerta e acdo. Os resultados obtidos
revelaram que a maioria dos microrganismos encontrados sdo de origem
humana, seguidos por bactérias e fungos provenientes do solo. As diferencas
sazonais foram observadas, principalmente, para a ocorréncia de fungos, mais
prevalentes no periodo seco. Foi desenvolvida uma abordagem estatistica
baseada em (1) determinacdo de subgrupos racionais, (2) avaliacdo da
distribuicdo estatistica e (3) determinacao de limites, utilizando, como critério, 0
indice de capacidade do processo (Cpk). Um melhor entendimento do perfil
microbiano das &reas produtivas e a determinacéo de limites de acordo com a
distribuicdo real dos dados levard a destinacdo dos recursos necessarios a

acOes que visem a qualidade do produto e a seguranca do paciente.

PALAVRAS-CHAVE: Monitoramento microbioléogico ambiental, areas
produtivas ndo-estéreis, distribuicdo estatistica, controle de processos,

microbiota ambiental, recuperacao microbiana.






LIRIO, A.C.M. Microbiological and Statistical Approach Applied to
Environmental Monitoring of Pharmaceutical Manufacturing Areas. 2018.
132p. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sao Paulo.
ABSTRACT

The microbiological control during the production of pharmaceutical preparations
is of great importance for quality assurance of the final product regarding to
therapeutic properties and patient safety. Environmental monitoring is a valuable
tool to measure the effectiveness of the actions that integrate the microbial
contamination control strategy. In this context, little attention has been given to
the manufacture of non-sterile pharmaceutical products, because they represent
classes whose microbial contamination risks are lower when compared to
parenteral products. Considering this scenario, this study aimed to characterize
microbial isolates from surfaces, active and passive air sampling of non-sterile
manufacturing areas. Furthermore, it was expected to statistically evaluate the
environmental monitoring data, as a basis for the development of an approach
for determining alert and action limits. The results showed that most of the
microorganisms found are from human source, followed by bacteria and fungi
typically found in the soil. The seasonal differences were mainly observed for
fungi recovery, which were more prevalent in the dry period. A statistical
approach was developed based on (1) the determination of rational subgroups,
(2) evaluation of the statistical distribution and (3) limit determination, using the
process capacity index (Cpk) as criteria. A better understanding of the typical
manufacturing areas microbial profile and the determination of limits according to
the actual data distribution will lead to the allocation of the necessary resources

to actions focusing on product quality and patient safety.

KEYWORDS: Microbiological  Environmental  Monitoring,  non-sterile
manufacturing areas, statistical distribution, process control, environmental

microflora, microbial recovery.
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JUSTIFICATIVA

O controle microbioldgico durante a producéo farmacéutica € de grande
importancia para a garantia da qualidade do produto final quanto a sua eficacia
e a seguranca do paciente. Os guias de boas préaticas de fabricacdo e
compéndios oficiais abordam estratégias que devem ser aplicadas de acordo
com a criticidade do produto, considerando propriedades fisico-quimicas, via de
administragao e pacientes alvo. Neste contexto, pouco destaque tem sido dado
a manufatura de produtos farmacéuticos nao-estéreis, por representar a classe
cujo risco de contaminacdo microbiana é menor, quando comparado aos
produtos parenterais. Por outro lado, considerando que, muitas vezes, o0s testes
microbiolégicos requeridos para a liberagdo dos produtos ndo-estéreis sdo
reduzidos, o programa de gerenciamento de riscos deve ser abrangente para se

evitarem riscos aos pacientes, reclamacdes e até recolhimento do produto.

Dentre as principais fontes de contaminacdo de produtos n&o-estéreis
encontra-se o0 ambiente de producdo e, por isso, durante os ultimos anos, o
monitoramento microbiolégico ambiental tem sido discutido e recomendado
pelas farmacopeias e algumas agéncias regulatérias como importante
ferramenta para medida da efetividade da estratégia de controle de protecao ao
produto.

Diante dos aspectos mencionados, este trabalho teve por objetivo
caracterizar o ambiente produtivo nao-estérii em termos de recuperacéo
microbiana, obtidos com amostragens ambientais de ar ativo, ar passivo e
superficie, quanto aos microrganismos mais prevalentes e sua sazonalidade,
além da avaliacdo da distribuicdo estatistica do conjunto de dados. Ainda,
objetivou-se o0 desenvolvimento de uma abordagem estatistica para
determinacao de limites de alerta e agdo, quando possivel, de maneira adaptada

a producéo nao-esteéril, haja vista que a literatura carece de estudos desse tipo.

Por fim, ao atingir os objetivos citados acima, espera-se contribuir com a
ciéncia, destrinchando e agregando informacgfes a respeito das caracteristicas
do ambiente produtivo ndo-estéril e demostrar a sua relevancia meio aos estudos
relacionados a producao estéril, de maior prevaléncia nas publicacbes

cientificas.
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1 INTRODUCAO






1.1 CONTAMINACAO MICROBIANA EM PRODUTOS FARMACEUTICOS

A presenca de certos microrganismos em preparacdes farmacéuticas tem
o potencial de alterar as propriedades organolépticas do produto, reduzir ou até
inativar a sua atividade terapéutica, bem como pode representar riscos a saude
do paciente, seja pela propria contaminacdo microbiana e/ou aumentando a
producdo de metabolitos téxicos (UNITED, 2018a; CHARNOCK, 2004;
RATAJACZAK et al., 2015).

Dessa forma, os fabricantes de medicamentos devem assegurar que a
carga microbiana no produto final seja aceitavel, de acordo com a sua finalidade,
aplicando os requerimentos contidos nos guias de boas praticas de fabricacéo,
durante a producdo, armazenamento e distribuicdo das formas farmacéuticas
(UNITED, 2018a). A quantidade total aceitavel de microrganismos nos produtos
farmacéuticos e a auséncia de microrganismos indesejaveis dependerdo das
caracteristicas fisico-quimicas dos produtos e insumos, da via de administracédo
e dos pacientes a quem se destinam (UNITED, 2018c; UNITED, 2018f).

Em termos de gerenciamento do risco, existem duas categorias principais
de produtos farmacéuticos: (a) estéreis, cuja biocarga é eliminada usando
metodologias validadas; e (b) n&o-estéreis, para 0s quais a contaminacdo
microbiana é controlada em niveis apropriados (UNITED, 2018c). Isso se deve
ao fato de que produtos parenterais sdo administrados como injetaveis ou
aplicados topicamente a tecidos sensiveis e, portanto, apresentam um alto risco
de contaminacao ao paciente, devendo-se garantir a sua esterilidade e aplicar
controles microbianos rigidos durante a producao e limites estreitos para a
liberacdo (UNITED, 2018c). Em contrapartida, produtos n&o-estéreis sao
administrados em regifes do corpo humano em que a microbiota é presente e
onde existem barreiras fisicas e imunoldgicas contra infe¢des, como, por
exemplo, a cavidade oral, o trato gastrintestinal, nasofaringe, vagina e reto
(UNITED, 2018c). Dessa maneira, é esperado que estes produtos possuam certa
biocarga, devendo esta ser controlada a niveis que estejam de acordo com a
seguranca do paciente (UNITED, 2018c). O guia de Boas Préticas de
Fabricacdo da Unido Europeia determina que uma estratégia de controle de

biocarga deve ser desenvolvida utilizando ferramentas para o gerenciamento de



riscos para todos os processos produtivos de medicamentos, para garantir que
o produto produzido atenda os requerimentos aplicaveis (EUROPEAN, 2014a).
Entretanto, o uso de controles excessivos tende a aumentar a complexidade e o
custo de producéo sem levar a beneficios a seguranca, ndo agregando valor ao

paciente nem ao fabricante (UNITED, 2018c).

Neste contexto, pouco destaque tem sido dado a manufatura de produtos
nao-estéreis, por representarem as classes cujos riscos de contaminacao
microbiana sdo menores, quando comparados aos produtos farmacéuticos
parenterais. Por outro lado, considerando que, muitas vezes, 0S testes
microbiolégicos requeridos para a liberagdo dos produtos ndo-estéreis sdo
reduzidos, o programa de gerenciamento de riscos deve ser bastante
abrangente para que sejam evitados riscos aos pacientes/usuarios, reclamacdes
e até recolhimento do produto. Um interessante estudo realizado por Sutton e
Jimenez (2012) demonstra que os produtos ndo-estéreis ainda representam uma
parcela consideravel (22%) dos recolhimentos pelo FDA nos Estados Unidos,
sendo 87% destes relacionados a contamina¢ao microbiana, seja pela presenca
de microrganismos indesejaveis (72%) ou por contaminacdo microbiolégica em

geral (15%), como apresentado nas figuras 1-1 e 1-2.

Recolhimentos por tipo de produto

Figura 1-1. Total de recolhimentos pelo FDA de 2004 a 2011 por tipo de produto
(Adaptado de: SUTTON & JIMENEZ, 2012).



Recolhimento de produtos niao-estéreis por tipo de causa
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Figura 1-2. Total de recolhimentos de produtos ndo-estéreis pelo FDA de 2004
a 2011 por tipo de causa (Adaptado de: SUTTON & JIMENEZ, 2012).

Diante dos aspectos apresentados, € de suma importancia que, desde o
desenvolvimento até a comercializacdo dos produtos farmacéuticos, em toda a
sua cadeia produtiva, sejam adotadas medidas de maneira a minimizar a
contaminacdo microbiana. Essa prética evitara danos a saude do paciente e
prejuizos a empresa, sejam estes monetarios diretos, devido aos custos
atrelados ao recolhimento do produto, ou indiretos, relacionados a perda da

confianca dos clientes apGs esse tipo de ocorréncia.

1.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DOS PRODUTOS NAO-
ESTEREIS

Durante o desenvolvimento dos produtos farmacéuticos é imprescindivel
que se determinem as propriedades e/ou caracteristicas que deverao estar
presentes no produto final, de acordo com o uso pretendido, e que constituirdo
seus parametros de qualidade. A este conjunto de caracteristicas da-se o nome
de especificagcdo, a qual deverd abranger aspectos fisico-quimicos e



microbiolégicos para que atenda as necessidades do paciente. Estas
necessidades podem ser traduzidas em limites de seguranca e eficacia. E nessa
etapa que deverdo ser reunidas informagdes com a respeito a maior ou menor
susceptibilidade a contaminacdo como: propriedades antimicrobianas
intrinsecas, atividade de agua (aw), concentracdo de nutrientes, presenca de
surfactantes, pH e concentragcédo i6nica. Ainda durante o desenvolvimento,
deverdo ser determinados 0s microrganismos que séo potencialmente danosos
ao produto, mesmo em baixas quantidades ou patogénicos, e que, por esses

motivos, deverao estar ausentes (UNITED, 2018Db).

Por se tratar de um fator limitante para o crescimento microbiano a

atividade de agua sera tratada com maiores detalhes na secéo 1.3.

1.3 ATIVIDADE DE AGUA E A SUA RELACAO COM A PROMOCAO DE
CRESCIMENTO MICROBIANO

E de conhecimento geral que a agua € um fator imprescindivel para a
existéncia da vida. Nesse sentido, o conteddo de agua presente em um produto
farmacéutico esta relacionado a presenca e a prevaléncia de microrganismos,
sendo determinante para a sua estabilidade durante seu ciclo de vida (UNITED,
2018b; MANEFFA et al., 2017).

O contetdo de agua de um produto pode ser medido por ensaios
rotineiros para determinacdo de umidade, como, por exemplo, titulagdo pelo
método de Karl Fischer. Entretanto, em alguns casos, a medida da umidade total
pode ndo representar a real susceptibilidade do produto & contaminagéo
microbiana, uma vez que a 4gua podera nado estar disponivel para a utilizacdo
pelo microrganismo. Para isso, é necessario que se conheca a quantidade de
agua livre, a qual se da o nome de atividade de agua (aw) (MANEFFA et al.,
2017).

De acordo com o FDA, a atividade de agua do produto é a raz&do entre 0s
fatores: (a) presséo de vapor deste produto, quando em completo equilibrio com

o ambiente circundante, e (b) pressédo de vapor da agua pura as mesmas



condic¢des, podendo seu valor, numérico e adimensional, variar de 0 a 1 (FDA,
2018b).

Conhecer o aw do produto permite que certas decisdes quanto a sua
qualidade microbiologica sejam tomadas como para a otimizacdo da sua
formulagéo, de forma a melhorar a efetividade do sistema conservante e/ou
diminuir a sua susceptibilidade a contaminagdo microbiana. Além disso,
conhecendo o awdo produto final, € possivel promover um racional técnico para
a reducdo da frequéncia de testes microbiolégicos para liberacdo e durante
estudos de estabilidade (UNITED, 2018b).

A maioria dos microrganismos necessita de uma atividade de agua (aw)
acima de 0,75 para se multiplicar, conforme quadro 1-1 (UNITED, 2018b). Dessa
forma, medicamentos com aw inferior a este valor tendem a prevenir o
crescimento microbiano, embora organismos resistentes, formadores de
esporos, incluindo os dos géneros Clostriduium, Bacillus e Salmonella, bem
como fungos filamentosos, apesar de ndo proliferarem, podem persistir no
produto final (UNITED, 2018b). Rodriguez-Uerrego et al. (2010) descreveram a
ocorréncia de um surto de salmonela devido ao consumo de produtos com baixa
umidade, demonstrando a persisténcia deste microrganismo mesmo nessas
condicbes, o que é agravado pelo fato de que o nivel de contaminacéo

necessario para causar uma infeccao deste tipo é extremamente baixo.

O quadro 1-2 traz valores tipicos de aw dos grupos de medicamentos nao-
estéreis mais comumente utilizados. Formas farmacéuticas orais sélidas, como
capsulas e comprimidos, tem como caracteristica baixa atividade de agua, a qual
permanece abaixo de 0,4 (UNITED, 2018b), sendo, hierarquicamente, os
produtos de menor risco para contaminacdo microbiologica (UNITED, 2018c).
Portanto, sdo excelentes candidatos a testes microbioldgicos reduzidos para
liberacdo de lotes e avaliacdo da estabilidade, desde que o programa de
gerenciamento de riscos adotado preveja que os materiais de partida tenham
boa qualidade microbiol6gica e que os processos e o ambiente produtivo ndo
sejam fontes de contaminagcdo ao produto (UNITED, 2018c). Por outro lado,

consideracdes especiais deverdo ser feitas quanto aos produtos liquidos e



semissadlidos, ja que, por conterem, intrinsecamente, elevada atividade de agua,

poderdo sofrer mais facilmente uma contaminagdo microbioldgica.

Quadro 1-1. Atividade de 4gua minima requerida para o crescimento de alguns
microrganismos (Adaptado de: UNITED, 2018b).

Atividade Atividade
Bactéria de 4gua Bolores e Leveduras de 4gua
(aw) (aw)
Pseudomonas aeruginosa | 0,97 Rhyzopus nigricans 0,93
Bacillus cereus 0,95 Mucor plumbeus 0,92
C_Iostrldlum botulinum, 0.95 Rhoglot(_)ula 0.92
Tipo A mucilaginosa
L : Saccharomyces
Escherichia coli 0,95 cerevisae 0,90
Clostridium perfringens 0,95 Paecilomyces variotti 0,84
Lactobacillus viridescens | 0,95 Penicillium chysogenum | 0,83
Salmonella spp. 0,95 Aspergillus fumigatus 0,82
Enterobacter aerogens 0,94 Penicillium glabrum 0,81
Bacillus subtillis 0,90 Aspergillus flavus 0,78
Micrococcus lysodekticus | 0,93 Aspergillus niger 0,77
Staphylococcus aureus 0,86 ng/L?)?iisachharomyces 0,62
Halobacterium halobium Xeromyces bisporus
. . 0,75 . 0,61
(bactéria halofilica) (fungo xerofilico)

Quadro 1-2. Atividade de agua de representante de produtos farmacéuticos e
cosmeéticos (Adaptado de UNITED, 2018b).

Produto Atividade Produto Atividade
de 4gua de 4gua
(aw) (aw)
Inalantes nasais 0,99 Pomadas topicas 0,55
Xampu para cabelos 0,99 Batons 0,36
Antiacidos 0,99 Supositérios 0,30
Cremes topicos 0,97 Comprimidos 0,36
Liquidos orais 0,90 _
: Capsulas liguidas 0,30
Suspensodes orais 0,87




1.4 FONTES DE CONTAMINACAO DE PRODUTOS NAO-ESTEREIS

Durante a manufatura de produtos né&o-estéreis, diversos fatores
contribuem para a contaminagao microbiana, conforme esquematizado na figura
1-3. Dessa maneira, € esperado que a estratégia de controle de contaminacao
ao produto contemple meios de mitigacdo dos riscos para estes fatores. Uma
avaliacdo critica de todo o processo é necessaria para prevenir que existam
condicBes nas areas produtivas que favorecam o ingresso e a proliferacao de
microrganismos (UNITED, 2018c).

Influéncias microbianas em produtos ndo estéreis

Desenho e manutencéo .
Efeitos A
das instalagées Ferramentas ) gua para processo e
Influéncia de sazonais

e utensilios limpeza
Fluxo de pessoas areas adjacentes

Manutengéo e
Des.enho dos sanitizagdo das
equipamentos / instalagdes

Equipamentos sem

HVAC
contato com o produto
Materiais em processo -—
CondigBes de (In-Process materials) o
armazenamento =~ =l ~———————  Validagio
Treinamento e Fluxo de
—
praticas do Produtos e produtos e
pessoal materiais
Limpeza e / \ Préticas de
manutengéo de higiene e
equipamentos vestimenta
Processos de Ingredientes Componentes de
manufatura e farmacéuticos Matérias-primas er:bala em
enchimento ativos priméfia

Figura 1-3. Fatores que contribuem para a biocarga de produtos nao-estéreis
(Adaptado de: UNITED, 2018c).

De acordo com o capitulo 1115 da Farmacopeia Americana (USP), os
fatores que possuem maior probabilidade de levarem a contaminagéo
microbiana do produto final sdo, nesta ordem, (a) agua como insumo, (b)
matérias-primas, (c) equipamentos de processo, (d) pessoal de manufatura e (e)
0 ambiente de producdo (UNITED, 2018c) sendo, este ultimo, o enfoque deste

trabalho.
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microbiol6gica em produtos néo-estéreis

O ambiente produtivo é considerado uma das principais fontes de
contaminacgao microbiana em produtos farmacéuticos. Como parte integrante da
estratégia de controle, as areas de producdo nao-estéril devem estar
desenhadas de maneira a evitar a entrada e proliferacdo de microrganismos. O
guia da Anvisa sobre “Qualidade para Sistemas de Tratamento de Ar e
Monitoramento Ambiental na IndUstria Farmacéutica” recomenda que as areas
produtivas nao-estéreis sejam desenhadas de acordo com os requerimentos
contidos na 1SO-14644 de forma que atendam a classificacdo ISO 8 (ANVISA,
2013) para salas limpas, levando a um maior controle de particulas nas areas,

gue podem ser carreadoras de microrganismos (FARMACOPEIA, 2010).

Para isso, o sistema HVAC, devera estar equipado com instalacédo
adequada de filtros e dispor de diferencial de pressdo adequado, de maneira a
evitar o carreamento de particulas pelo ar. Ainda, é necessario determinar o
programa de manutencéo do sistema HVAC e troca periddica de filtros (ANVISA,
2013). De maneira equivalente, deve-se determinar limites de temperatura e
umidade os quais devem ser continuamente monitorados no ambiente produtivo,
de forma que evitem o estabelecimento de condicbes que favorecam o
crescimento microbiano (ANVISA, 2013).

As superficies devem ser de facil limpeza e sanitizacdo, revestidas de
material liso, impermeavel, lavavel e resistente, livres de juntas e rachaduras,
permitindo a desinfeccdo e sem liberar particulas (ANVISA, 2013). Devera haver
separacéao fisica entre as areas produtivas e o ambiente externo (ANVISA, 2013).
E imprescindivel que, durante reformas, haja o isolamento das areas impactadas
de maneira adequada. Estudos demonstram que reformas estao tipicamente
associadas ao aumento da recuperacdo de fungos em amostras ambientais
(SARUBBI et al., 1982). Quando ndo adequadamente gerenciadas e isoladas, a
ocorréncia de reformas no ambiente produtivo podera representar prejuizos ao
produto farmacéutico e a seguranca do paciente, devido a exposicéo a elevado

risco de contaminacao.
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Complementarmente, um programa de controle de pragas devera ser
implementado de maneira a evitar a entrada de animais e/ou insetos que,
potencialmente, podem transportar microrganismos, incluindo os patogénicos
(ANVISA, 2010).

1.4.2 Monitoramento microbiol6gico ambiental como medida da

estratégia de controle

Como forma de ponderar se as medidas de mitigacdo do risco estdo em
controle, o ambiente produtivo deve ser monitorado quanto a contaminacéo
microbioldgica. O Programa de Monitoramento Microbiolégico Ambiental refere-
se a avaliacdo da qualidade do ar, por meio de amostragens de forma ativa ou
passiva, e do monitoramento de superficies criticas. As técnicas comumente
empregadas para medir a carga microbiana envolvem: coleta por meio de
amostradores de ar (amostragem ativa) como os de impactacédo, centrifuga e
impinger, entre outros; sedimentagcdo (amostragem passiva), realizada com a
exposicao de placas contendo meio de cultura tipo agar; técnica de contato,
realizada diretamente sobre a superficie de pontos criticos, utilizando placas
contendo meio de cultura, por exemplo placas RODAC® (Replicated Organisms
Detection and Counting) e coletas com hastes flexiveis (swabs), semeados

diretamente ou apos suspenséo (SBCC, 2017).

O conhecimento das caracteristicas microbiolégicas ambientais da planta,
bem como seu comportamento frente a variacbes sazonais garante maior
seguranca ao paciente e qualidade aos produtos. A existéncia de um programa
de monitoramento ambiental, como parte integrante da estratégia de controle,
permite que seja realizado um acompanhamento das condigdes ambientais e de
higiene da planta (MILLER et al., 2009). Neste sentido, a avaliacdo critica dos
resultados € de extrema importancia quando se busca a exceléncia operacional
e 0 controle de seus processos, 0 que garante que, quando detectadas
tendéncias ou resultados atipicos, seja possivel tomar acdes antes que ocorram

impactos significativos nos produtos (PRINCE, 2008).
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1.4.3 Ferramentas para gerenciamento de riscos com foco no

ambiente farmacéutico

Tendo em vista o importante papel do monitoramento ambiental como
mensurador da efetividade da estratégia de controle de protecdo ao produto, a

avaliacdo de riscos é essencial para o delineamento de um programa de
amostragem adequado.

O ambiente da industria farmacéutica, da maneira como o conhecemos,
é influenciado pelo desafio de um balango apropriado entre o cumprimento dos
requerimentos, cada vez mais restritos, presentes nos guias BPF e outros
documentos regulatérios, versus a aplicacdo da andlise de riscos. O
Gerenciamento de Riscos da Qualidade (QRM) por meio de uma maior
compreensao dos processos, permite uma melhor protecdo aos produtos e, em
alguns casos, dos funcionarios, podendo ser utilizado para atender as
expectativas regulatérias e/ou buscar processos mais eficientes (PHOENIX &
ANDREWS, 2003).

O gerenciamento de riscos ndo é uma atividade pontual e, embora seja
atil como uma ferramenta para responder a problemas, € melhor visto como uma
forma proativa para evitar riscos. A gestdo de riscos € parte integrante das
filosofias de Qualidade por Design (QbD) e Ciclo de Vida do Produto. Tem por
objetivo avaliar, controlar e revisar sistematicamente 0s processos de
manufatura em termos de prioridades e, em seguida, desenvolver medidas

apropriadas de controle dos riscos (SANDLE, 2012).

Considerando o ambiente produtivo como uma importante fonte de
contaminagdo microbiana aos produtos farmacéuticos, deve-se considerar a
execucdo de um gerenciamento de riscos documentado, sendo que a
profundidade e a formalidade como sera desenvolvido ird depender da
criticidade da area que esta sendo avaliada (SANDLE, 2012).

Existe uma variedade de ferramentas disponiveis para realizar o
gerenciamento de riscos, as quais podem ser consultadas no documento
“Pharmaceutical cGMPs for the 21st Century: A Risk-Based Approach” da FDA

ou no guia do ICH “Q9 - Quality Risk Management’. Como exemplo de
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ferramentas, podem-se citar FTA (Fault Tree Analysis), FMEA (Failure Mode and
Effect Analysis) e HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point). O sistema
HACCP foi desenvolvido inicialmente para aplicacédo na indastria de alimentos e,
portanto, € mais facilmente aplicavel a farmacéutica por utilizar principios
familiares e considera métodos de controles e monitoramento como parte
importante do sistema (WHYTE, 2002). Por esse motivo, 0 HACCP tem sido
usualmente aplicado para controle de contaminacdo microbiana (WHYTE &
EATON, 2004).

Alguns autores, ainda, descrevem uso de modelos de célculos que
envolvem as taxas de dispersao, transferéncia e deposicdo da contaminacéo
microbioldgica e que podem ser Uteis no delineamento e avaliacdo do programa
de monitoramento ambiental (WHYTE & EATON, 2004; TIDSWELL &
MCGARVEY, 2006).

A aplicacéo e interpretacdo de avaliacGes de riscos permite a escolha
racional de métodos de monitoramento, frequéncia e localizacdo de pontos de
amostragem, possibilitando a identificacdo de areas mais vulneraveis a
contaminacgao ou perda de controle de particulado (TIDSWELL & MCGARVEY,
2006). Dessa maneira, o delineamento de um programa de monitoramento
ambiental baseado na avaliacdo de riscos tende a ser mais robusto e direciona
os esforcos para a manutencdo da estratégia de controle, por possuir uma

relacdo mais proxima com a real contaminacao ambiental da area produtiva.
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2 DIRETRIZES REGULATORIAS E FARMACOPEICAS ACERCA DO
CONTROLE MICROBIOLOGICO DO AMBIENTE PRODUTIVO
FARMACEUTICO
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2.1 EXPECTATIVAS ACERCA DO MONITORAMENTO AMBIENTAL

O controle microbiano durante a producdo farmacéutica é crucial para
garantia da qualidade microbiolégica dos produtos. Dependendo da criticidade
de cada produto farmacéutico, com base na sua susceptibilidade a
contaminacdo, via de administracdo e pacientes-alvo, € esperado que 0s hiveis
de controles aplicaveis variem. Dentro do contexto atual da globalizacao, é cada
vez mais comum que as industrias farmacéuticas exportem seus produtos para
outros paises. Como consequéncia, estardo sujeitas a requerimentos de mais de

uma entidade regulatéria, cujas exigéncias podem variar (ICH, 2018).

Por esse motivo, uma avaliacdo aprofundada dos documentos oficiais
disponiveis € essencial para que sejam atendidos 0s requerimentos necessarios,
garantindo ao produto farmacéutico uma qualidade adequada aos pacientes a

que ele se destina, a qual, muitas vezes, ndo é realizada da maneira apropriada.

Por abranger particularidades, em termos de gerenciamento de riscos
microbiolégico, os produtos n&o-estéreis tem tido pouco destaque nos
documentos regulatérios e compéndios oficiais. A0 mesmo tempo, existe uma
tendéncia crescente, durante as auditorias dos ultimos anos, relacionada ao
tema, o que, muitas vezes podera deixar as industrias farmacéuticas com pouco

respaldo.

2.2 OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo reunir os principais requerimentos contidos
na legislacdo e as diretrizes farmacopeicas em nivel mundial a respeito do
controle microbiano em ambientes nao-estéreis, demonstrando o nivel de
alinhamento entre eles. Ainda, espera-se contribuir com os profissionais das
industrias farmacéuticas deste ramo, quanto aos requerimentos atualmente
efetivos ou recomendados e onde encontrar as informacgdes relevantes, seja
para a construcdo da estratégia de controle ou como forma de embasar

respostas a auditorias, haja vista que, muitas vezes, a busca por esse tipo de
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informacdo podera ser dificultada pela sua escassez e falta de especificidade

dos requerimentos apliciveis a esse tipo de producao.

2.3 MATERIAL E METODOS

Foi realizada avaliagcdo dos conteudos disponiveis nas versdes vigentes
das Farmacopeias Internacional (Int Ph), Europeia (EU Ph), Americana (USP),
Japonesa (JP) e Brasileira (FB), de forma a verificar os critérios, diretrizes e
orientacdes a respeito do controle de contaminacdo microbiana, com foco no

ambiente produtivo farmacéutico.

Para as farmacopeias disponiveis em inglés, devido a vasta quantidade
de informacdo, foram realizadas buscas nos compéndios eletrbnicos com os

termos “aseptic”’, “sterile”, “area classification”, “cleanrooms” “environmental

monitoring”, “microbiological environmental monitoring” e “bioburden” isolados ou
em combinacao. Para a Farmacopeia Brasileira, redigida na lingua portuguesa,
usou-se a tradugcdo dos mesmos termos: “salas limpas”, “monitoramento
ambiental”, “monitoramento microbiolégico ambiental” e “biocarga” para a
construcdo das buscas. De maneira complementar e independentemente dos
resultados da busca, alguns capitulos-chave a respeito dos temas foram

consultados.

No caso dos requerimentos regulatorios, como legislacdes e guias, foram
reunidos documentos referéncia no tema, emitidos pelas agéncias regulatorias
do Brasil (ANVISA), dos Estados Unidos (FDA) e da Unido Europeia, sendo estes
lidos na integra para a construcdo do conhecimento. Ainda, em nivel mundial,
utilizou-se como base o padréo da International Organization for Standardization

ISO-14644 por ter seu uso bastante consolidado na producéo asséptica.

2.4 DIRETRIZES FARMACOPEICAS

A harmonizacéo das farmacopeias, iniciada em 1990 com a Conferéncia

Internacional em Harmonizagcdo (ICH), teve como objetivo padronizar os
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requerimentos contidos nas trés principais farmacopeias: Farmacopeia Europeia
(EU Ph), Farmacopeia Americana (USP) e Farmacopeia Japonesa (JP), de
forma a reduzir os custos totais da pesquisa farmacéutica, evitando trabalhos
duplicados, tais como a preparacdo de processos e estudos, reduzindo assim o
tempo necessario para a disponibilizacdo de medicamentos inovadores
(COUNCIL, 2016; ICH, 2018).

Dessa maneira, espera-se que 0S conceitos gerais a respeito da
classificacdo de areas limpas e seu gerenciamento de riscos seja semelhante
entre as principais farmacopeias ao redor do mundo. A seguir, encontram-se as

consideragdes para cada uma das farmacopeias consultadas.

2.4.1 Farmacopeia Internacional (Organizacdo Mundial da Saude —
OMS/WHO)

A quinta edicdo da Farmacopeia Internacional, produzida pela
Organizacdo Mundial da Saude, aborda a qualidade microbiolégica de produtos
farmacéuticos estéreis nas secbdes de “Preparacdes Parenterais” (“Parenteral
Preparations”) e “Preparagdes Oftalmicas” (“Ophtalmic Preparations”). Neste
quesito, determina que “deve haver controles de processos durante a
manufatura de medicamentos parenterais, que sejam devidamente validados,
como o monitoramento das condicdes ambientais, especialmente material
particulado e contaminacdo microbiana” (INTERNATIONAL, 2015a;
INTERNATIONAL, 2015b). Entretanto, ndo apresenta detalhes acerca de
classificacdo de éreas, limites de acdo, metodologia de andlise em

monitoramento ambiental e avaliacdo de tendéncia.

A respeito dos medicamentos nado-estéreis, a monografia “Formas de
Dosagem Semissolidas Topicas” (“Topical semi-solid dosage forms”) cita o
controle do ambiente produtivo quando descreve que, durante a manufatura
destes produtos, devem ser levadas em consideracao as “condicdes ambientais,
principalmente, quanto a contaminagdo microbiana e contaminagdo cruzada”
(INTERNATIONAL, 2015c). Porém, da mesma forma que para medicamentos
estéreis, ndo apresenta nenhuma diretriz a respeito do monitoramento ambiental

durante o processo. Para as demais formas farmacéuticas nao-estéreis,
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medicamentos liquidos orais, cdpsulas, comprimidos, preparacdes retais e pos
orais, determina que devem ser tomadas medidas a fim de prevenir, entre outras,
a contaminagcdo microbiana durante a manufatura (INTERNATIONAL, 2015d;
INTERNATIONAL, 2015e; INTERNATIONAL, 2015f; INTERNATIONAL, 2015g;
INTERNATIONAL, 2015h), porém, ndo inclui o monitoramento microbioldgico
dentre os controles de processo citados, referenciando apenas o capitulo
“Qualidade microbiolégica de produtos nao-estéreis: critérios de aceitacao
recomendados para preparag¢des farmacéuticas” (“Microbiological quality of non-
sterile products: recommended acceptance criteria for pharmaceutical

preparations”) para consulta aos limites microbianos do produto acabado.

2.4.2 Farmacopeia Europeia (Eu Ph)

Foi consultada a versao 9.7 da Farmacopeia Europeia, elaborada pelo
principal 6rgdo de decisdo europeu, o Conselho da Unido Europeia. Pouca
informacéo a respeito de ambientes classificados foi encontrada. Entretanto, é
referenciada a utilizacao de guias de Boas Praticas de Fabricacdo como o Guia
BPF da Comunidade Europeia (EUROPEAN, 2014b) como base para o desenho
do processo, limites e monitoramento, detalhes os quais serdo discutidos
posteriormente no item 2.5.3. Além disso, alguns conceitos sao reforcados, por
exemplo, no item 5.1 desta Farmacopeia (“General texts on microbiology”), em
que, no item especifico para o preparo de produtos estéreis, é enfatizada a
necessidade do estabelecimento de um programa de monitoramento ambiental
nas areas de produgao assépticas, as quais devem ser “desenhadas para
diminuir a contaminagdo microbiana dos produtos” e manter a esterilidade ao
serem “monitoradas superficies criticas, o ambiente de processo e o pessoal”
(EUROPEAN, 2016a).

Quanto a metodologia aplicada ao monitoramento ambiental, a
Farmacopeia € bastante abrangente, apresentando desde as técnicas
tradicionais até as mais modernas, como métodos rapidos alternativos. O item
5.1.6 “Alternative methods for control of microbiological quality” elenca diversas

técnicas, suas limitacbes em comparacdo aos meétodos classicos e suas
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aplicacfes, sendo, muitas delas, potencialmente viaveis para monitoramento
ambiental, desde a quantificacdo até a identificacdo dos isolados microbianos
(EUROPEAN, 2014b).

2.4.3 Farmacopeia Americana (United States Pharmacopoeia - USP)

Acerca da producdo de medicamentos estéreis, a Farmacopeia
Americana (USP 41) traz o capitulo 1116 “Controle e monitoramento
microbiolégico de ambientes de producao assépticos” (“Microbiological control
and monitoring of aseptic processing environments”). A classificacdo de salas
limpas segue a nomenclatura utilizada na 1ISO 14644-1 para a determinacgdo de
material particulado, sendo as classes ISO 5, ISO 6, ISO 7 e ISO 8 aplicaveis
para a producdo asséptica. Assim como a ISO, considera que os limites
apresentados sao aplicaveis a contagem cumulativa de particulas maiores ou
iguais a 0,5 um (UNITED, 2018d).

Nao é mandatoria quanto aos limites microbianos e apresenta como
limitaco do monitoramento microbiolégico ambiental as técnicas de
amostragem empregadas, que nao sdo capazes de recuperar todos o0s
microrganismos do ambiente controlado (WILSON, 2001; UNITED, 2018d), além
de terem pouca precisdo e serem limitados a um determinado volume de
amostragem (UNITED, 2018d). Neste sentido, afirma que a auséncia de
crescimento de particulas vidveis ndo podera provar a total auséncia de
contaminagdo microbiana em um ambiente ou superficie (UNITED, 2018d).
Dessa maneira, considera que o monitoramento microbiolégico devera ser
tratado de maneira semi-quantitativa, de forma a prover informacdes suficientes
de que o ambiente asséptico de processo estd em um estado de controle
adequado (UNITED, 2018d).

Levando em conta essas limitagcbes, a Farmacopeia considera que a
avaliacdo de tendéncias em relacdo aos resultados numéricos pode levar a
tomada de acdes injustificaveis, uma vez que a recuperacao pode variar em uma
escala de £0,5 log10, sendo que valores que estejam entre 5 a 10 vezes maiores
ou menores nao sao significativamente diferentes (UNITED, 2018d). Por esse

motivo, a frequéncia da ocorréncia de crescimento microbiano nas areas limpas,
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independentemente de suas contagens numéricas, pode ser considerada como
uma forma de avaliacdo de tendéncias (BAR, 2015). Assim sendo, os limites
sugeridos pela farmacopeia, apresentados na tabela 2-1, se baseiam nha
porcentagem de recuperacdo de contaminacdo considerando todos os pontos
amostrados por &rea limpa. Apesar de dar abertura quanto a reavaliagdo dos
limites de acordo com o histérico de cada &rea, aconselha que a¢des sejam

tomadas em casos de estrapolacéo dos limites sugeridos (UNITED, 2018d).

Especificamente para as areas ISO 5, cuja proximidade com o produto e
seus componentes faz com que esta seja uma zona critica, apresenta o conceito
das “excursdes significativas”, ou seja, determina que valores acima de 15
UFC/placa para qualquer tipo de amostragem devera ser tratada como uma
perda significativa do controle, tendo em vista a ocorréncia bastante infrequente
destes valores (UNITED, 2018d). A investigagao acerca deste resultado suspeito
deverq avaliar se a ocorréncia se relaciona com outras recuperacfes
encontradas previamente (cerca de duas semanas antes da ocorréncia) ou se a
situacdo trata-se de um evento isolado (UNITED, 2018d). Em casos em que hao
se comprovarem relacdes com resultados anteriores, possivelmente, ndo podera
ser encontrada a causa raiz, pela auséncia de evidéncia cientifica solida para as

conclusdes, sendo aplicadas apenas medidas corretivas (UNITED, 2018d).

Tabela 2-1. Limites iniciais sugeridos para recuperacdo em ambientes
assépticos (Adaptado de: UNITED, 2018b).

Classificagéo Amostra de Placas de Superficie ou Luvaou
da sala ar ativo exposicédo 4h swab vestimenta
(%) (9cm) (%) (%) (%)
ISO 5 <1 <1 <1 <1
ISO 6 <3 <3 <3 <3
ISO7 <5 <5 <5 <5
ISO 8 <10 <10 <10 <10

A respeito da identificacdo microbiana, aborda a sua importancia para a
previsao da microbiota usual das instalagdes, para a investigacédo das fontes de
contaminacdo e para a avaliacdes de efetividade de sanitizacdo e tendéncias,
sendo a identificacdo microbiana de areas criticas e areas adjacentes (ISO 5 e

6) prioritaria em relacdo a areas menos criticas (UNITED, 2018d).
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Quanto a producdo de ndo-estéreis, a Farmacopeia Americana USP-41,
no capitulo 1115 “Controle de biocarga de substancias e produtos nao-estéreis”
(“Bioburden control of nonsterile drug substances and products”), afirma que,
durante a producdo de medicamentos nao-estéreis, ndo sao requeridos
ambientes classificados, como, por exemplo, os especificados na ISO 14644-1
ou em guias BPF (classes A, B, C ou D), ndo requerendo, portanto, a pratica de
monitoramento ambiental (UNITED, 2018c).

Entretanto, afirma que, embora a contaminacdo ambiental ndo seja a
principal causa de recolhimentos de produtos farmacéuticos néo-estéreis, o
monitoramento ambiental pode ser parte do programa de controle
microbioldgico, cuja funcdo néo é diminuir o risco, mas sim funcionar como uma
medida sentinela (UNITED, 2018c). Ainda, acrescenta que, quando aplicado a
producdo de ndo-estéreis, o monitoramento ambiental € considerado como
informativo das condi¢cdes higiénicas da area, e, ao contrario da producdo

asseéptica, ndo é detrimental para a liberagcéo de produtos (UNITED, 2018c).

2.4.4 Farmacopeia Japonesa

A versdo 16 da Farmacopeia Japonesa apresenta uma secao especifica
para a avaliacdo do ambiente de manufatura de produtos estéreis denominada
‘Métodos de monitoramento microbiolégico ambiental de areas de
processamento para produtos farmacéuticos estéreis” (“Microbiological
Environmental Monitoring Methods of Processing Area for Sterile Pharmaceutical

Products”).

Determina que a sala pode se encontrar em duas formas: repouso ou
operacao, e que os limites nestas duas situa¢gfes sdo diferentes para particulas
em suspensdo, mas Sa80 0S mesmos para contaminagcdo microbiana
(JAPANESE, 2011).

Classifica a area limpa nas categorias A e B, sendo a primeira, onde se

realizam as operagbes propriamente ditas e mais critica que a segunda,

23



caracterizada como uma area multipropdsito que circunda as areas classe A.
(JAPANESE, 2011).

J4 as éareas que possuem, comparativamente, baixa prevencdo da
contaminagdo microbiana por apresentarem menor risco de contaminacdo ao
produto final, sdo classificadas como C e D (JAPANESE, 2011). Os limites
considerados por esta farmacopeia encontram-se na tabela 2-2.

Ainda, faz referéncia ao guia da ISO 14644-1 ao explicitar que os limites
de particulas em suspensao determinados para a condi¢gao “em operagao” para
as classes Classes A, B e C referem-se as classificacbes I1ISO 5, 7 e 8
(JAPANESE, 2011).

Tabela 2-2. Limites recomendados para recuperacdo de microrganismos
ambientais durante a operacdo (Adaptado de: JAPANESE, 2011).

Microrganismos do ar Microrganismos de superficies
Classe Amostra de ar Dlarac Ao Ciinarfiria nni I inva nn
ativo EXPUSIEAL 411 swdn vesulnernita
(%) (9cm) (%) (%) (%)
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 50 25 e
D 200 100 50 -

Discorre a respeito do nimero minimo de pontos de amostragem, o qual
dependera da éarea total da sala limpa, devendo ser monitorados fungos e
bactérias e recomenda que ocorra a identificacdo em nivel de espécie dos
microrganismos recuperados nas areas classes A e B (JAPANESE, 2011).

Quanto a avaliagédo dos resultados de monitoramento ambiental, cita que
esta deve ocorrer em curto e longo prazo e que devem ser avaliados os itens:
mudancas no numero de microrganismos durante um periodo de tempo;
mudancas nas espécies detectadas; mudancas nos pontos de monitoramento
revisdo da adequabilidade dos limites de alerta e de agéo; revisdo da frequéncia
de resultados positivos de cada operador e mudangas que possam impactar nos
resultados de monitoramento. Considera importante a avaliacdo de tendéncias

para detectar potenciais deterioragcbes do ambiente produtivo e as possiveis
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causas antes que isso ocorra, sugerindo a utilizacao de gréficos de controle para
o calculo de limites e monitoramento dos resultados (JAPANESE, 2011).

A descricdo dos critérios relacionados ao ambiente produtivo de

medicamentos nado-estéreis é escassa, ndo sendo abordada nesta farmacopeia.

2.4.5 Farmacopeia Brasileira

Foi consultada a Farmacopeia Brasileira versédo 5.0, aprovada conforme
RDC N°. 49, DE 23 DE NOVEMBRO DE 2010. A Farmacopeia aborda,
separadamente, 0S requisitos necessdarios para ensaios microbiolégicos de
medicamentos estéreis e ndo-estéreis na secao 5.3.3. Apesar de ndo determinar
como deve ser realizado o monitoramento ambiental de produtos nao-estéreis,
cita que a frequéncia dos testes microbioldgicos para a liberacdo destes produtos
podera ser reduzida, a depender dos “dados historicos dos testes de
monitoramento microbiolégico tanto o ambiental quanto o de equipamentos”
(FARMACOPEIA, 2010), o que nos leva a crer que o programa de
monitoramento ambiental, como parte integrante da analise de riscos, €
essencial quando se deseja obter reducdes de custos com analises

desnecessarias.

Em contrapartida, o0s requerimentos acerca da producdo de
medicamentos estéreis sdo bem consolidados, sendo apresentados em seu item
7.4 “Salas limpas e ambientes controlados associados” (FARMACOPEIA, 2010).
Neste quesito, a Farmacopeia Brasileira preza pela padronizacdo da
metodologia de amostragem uma vez que reforga que “a aplicagao impropria de
amostragem e analises microbioldgicas pode causar variabilidade significativa e
potencial para contaminacao inadvertida” (FARMACOPEIA, 2010).

A classificacao de areas € apresentada com base na norma ABNT NBR
ISO 14644-1 (FARMACOPEIA, 2010), ou seja, limita-se a quantificacdo de
particulas em suspensédo, ndo sendo apresentados limites para contaminacéo
microbiana. Aborda a preocupacéo das industrias acerca da determinacdo de

particulas viaveis, mas afirma que é aceitavel a “justificativa de que quanto
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menor o nimero de particulas presentes em uma sala limpa, menos provavel
gue micro-organismos carreados pelo ar estejam presentes (...) desde que n&o
haja mudancas no fluxo de ar, na temperatura e na umidade” (FARMACOPEIA,
2010), embora néo haja suficientes estudos na literatura que comprovem que
haja correlacdo o numero de entre particulas vidveis e ndo-viaveis recuperadas
no ambiente produtivo (ABREU et al., 2004)

Afirma que o estado de controle operacional devera ser determinado com
base nos dados dinamicos (em operacao), assim como determinado na norma
ISSO-14644-1 (FARMACOPEIA, 2010, I1SO, 2015).

Ainda, no item 7.4.2 “Programa de avaliacdo microbioldgica para salas
limpas e ambientes controlados associados”, aborda a importancia da
implementacdo de programas de monitoramento microbiolégico, de maneira
complementar ao monitoramento de particulas, com a justificativa de que “a
limitacdo basica dos contadores de particulas é que normalmente medem
particulas de 0,5 um a 10 ym e os microrganismos carregados pelo ar (...)
frequentemente se associam com particulas de 10 a 20 ym” (FARMACOPEIA,
2010). Por outro lado, ndo restringe os limites microbianos que devem ser
aplicados para cada éarea classificada, mas, como outros guias, afirma que “os
principios e conceitos de controle de processos estatisticos sdo Uteis para
estabelecer niveis de alerta e agado” e que devem ser determinados de acordo
com os dados histéricos (FARMACOPEIA, 2010, ABREU et al., 2004), para
processos bem estabelecidos e para instalacbes novas, 0s niveis devem ser
baseados em experiéncias anteriores de instalacbes e processos similares
(FARMACORPEIA, 2010).

Por fim, fornece diretrizes para a determinacao da frequéncia e dos pontos

de amostragem de acordo com a criticidade do processo e exposicéo do produto.
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2.5 EXIGENCIAS REGULATORIAS

As agéncias regulatérias ao redor do mundo demonstram grande
preocupacao a respeito da producdo farmacéutica, principalmente, quando se
referem a preparacdes cuja eventual contaminacdo microbiana apresenta alto
risco ao paciente, como, por exemplo, medicamentos parenterais. A I1SO -
International Organization for Standardization (Organizacdo Internacional de
Normatizagcdo) é uma organizacdo internacional ndo governamental e
independente que conta com membros de 163 paises, 0s quais sdo
representados por especialistas que, de forma voluntaria, dividem experiéncias
e conhecimentos para desenvolver padrdes internacionais que sejam
consensuais e relevantes para o mercado internacional (ISO, 2018). A ISO
apresenta o principal guia, usado vastamente como referéncia, para construcéo
e monitoramento de areas limpas, o I1ISO-14644 “Cleanrooms and associated
controlled environments”. Entretanto, este guia tem como foco a classificacéo e
o controle total de particulas em suspensao, encontrando-se fora do escopo “a
determinacao da natureza (...) viavel das particulas” (ISO, 2015), assim sendo,
a classificagdo ISO néo determina os limites de contaminagdo microbiana para
cada uma das classificacdes apresentadas (PINTO et al., 2015). A Associacéo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) apresenta as diretrizes do guia da ISO-
14644 na forma de resolucdo normativa ABNT NBR ISO 14644-1:2005 “Salas
limpas e ambientes controlados associados”, que, apesar de ainda se referir a

versao anterior, implementa-se, assim, uma norma brasileira a respeito do tema.

No que diz respeito a particulas nao-vidveis, a ISO apresenta a
classificacdo com base nos diferentes niveis de particulas que se deseja obter
em um ambiente de processo, sendo estes de tamanho de particulas maiores ou
iguais a: 0,1 ym, 0,2 ym, 0,3 ym, 0,5 ym, 1 ym e 5 ym, cujos limites s&o
apresentados na tabela 2-3 (ISO, 2015).
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Tabela 2-3. Classes de limpeza do ar para particulas, selecionadas para sala e
zonas limpas (Adaptado de 1SO, 2015).

Ndmero de Limites maximos de concentragdo (particulas/m® de ar) para particulas iguais ou
classificagdo  maiores que os tamanhos considerados.

ISO (N) 0,1 um 0,2 um 0,3 um 0,5 um 1pm 5pum
ISO Classe 1 O
ISO Classe 2 100 24 0 - e e
ISO Classe 3 1000 237 102 K
ISO Classe 4 10 000 2370 1020 352 83 -
ISO Classe 5 100 000 23 700 10 200 3520 832 -
ISO Classe 6 1000 000 237 000 102 000 35200 8320 293
ISOClasse 7 - e e 352 000 83 200 2930
ISOClasse8 - - e 3520 000 832 000 29 300
ISOClasse9 == a0 e 35 200 000 8 320 000 293 000

2.5.1 Food and Drugs Administration (FDA)

O Guia da FDA para a producao asséptica (FDA Guidance for Industry —
Sterile Drug Products Produced by Aseptic Processing — Current Good
Manufacturing Practice) classifica as areas de acordo com o limite de particulas
de tamanho 0,5 um por pé cubico, com base no guia ISO 14644-1 (FDA, 2018a).

7

A Area Critica é definida como Classe 100 e é equivalente a 1SO 5,
recomendando que todas as ocorréncias de crescimento microbiano sejam
investigadas neste ambiente. Diferentemente da ISO e dos outros guias BPF,

limita-se as especificacdes para o tamanho de particula de 0,5 um (FDA, 2018a).

Classifica, todas as demais classes como areas de suporte, sendo estas
Classe 1.000 (ISO 6), Classe 10.000 (ISO 7) e Classe 100.000 (ISO 8).
Recomenda que as zonas imediatamente adjacentes a Area Critica seja pelo
menos de Classe 10.000 (FDA, 2018a).

Determina que devem ser estabelecidos e seguidos procedimentos para
evitar contaminagfes microbianas em todos os ambientes classificados (YANG
et al., 2013) devendo ser realizadas coletas microbiologicas ativas e passivas de
ar, sendo os limites apresentados na tabela 2-4 (FDA, 2018a). Acrescenta que,
quando apropriado, poderédo ser estabelecidos limites de acao alternativos,
dependendo da metodologia utilizada e do tipo da operacéo. Nao se determinam
os limites para a amostragem de superficie, apesar de descrever que este tipo

de amostragem deve estar incluido no Monitoramento Ambiental (FDA, 2018a).
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Tabela 2-4. ClassificagOes do ar (Adaptado de FDA, 2018a).

Classificagao

4 >
de area Designacao I1SO 20,5 pm

Limite de acdo

Limite de acéo
para placas de

para Ar ativo

(particulas de Part/m3 Ly 3 sedimentacédo
0,5um/ft?) viavel (UFC/M?)  ;ec/4 horas)
100 5 3520 1 1
1000 6 35 200 7 3
10 000 7 352 000 10 5
100 000 8 3520 000 100 50

Apresenta orientagbes quanto a avaliacdo de tendéncia em
monitoramento ambiental, quando exemplifica que areas com baixo crescimento
podem sofrer maior impacto da recuperagdo dos organismos do ambiente em
virtude da limitacdo da técnica empregada. Por este motivo, adicionalmente aos
valores numeéricos, a avaliacdo de tendéncia devera ser abordada como
frequéncia de crescimento. Mesmo na auséncia de tendéncias, determina que
qualquer resultado cima dos limites devera ser investigado (FDA, 2018a). O
programa de determinacdo de limites e avaliacdo de tendéncia devera estar
baseado em um historico da area. Para operacdes novas, podem ser utilizados
0s mesmos limites previamente determinados com base no historico de areas
com processos similares. Os resultados devem ser tratados de maneira
individual, ao invés de considerar uma média dos mesmos para ndo mascarar
condicBes localizadas. O guia vai além, quando aborda a importancia da
avaliacdo de tendéncias quanto a mudancas significativas de microbiota
ambiental (FDA, 2018a).

Ainda, € abrangente, ao permitir a implementacdo de métodos
alternativos, como, por exemplo, métodos rapidos, desde que comprovada a
equivaléncia ou superioridade em relagdo aos métodos tradicionais (FDA,
2018a).

2.5.2 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

A RDC 17/2010, que dispde sobre as Boas Praticas de Fabricacéo,
determina que “as areas de produgdo onde estiverem sendo processados

produtos susceptiveis a contaminagdo por microrganismos devem ser
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monitoradas periodicamente, por exemplo, monitoramento microbiolégico e
material particulado” (BRASIL, 2010). Considerando que qualquer produto
farmacéutico € susceptivel a contaminacdo microbiolégica, sendo esta
potencialmente maior ou menor, entéo, estariam inclusos nesta categoria tanto
medicamentos estéreis quanto os ndo-estéreis. Além disso, determina, no Art.
77, que “os responsaveis pela Producdo, Controle e Garantia da Qualidade
devem exercer em conjunto, determinadas atividades relativas a qualidade, tais
como: monitoramento e controle do ambiente de fabricacéo; estabelecimento e
monitoramento das condi¢cdes de higiene” e que “o controle de qualidade tem
como outras atribui¢cdes (...) participar do monitoramento ambiental” (BRASIL,
2010). Ainda, cita que, quando necessario, “devem existir procedimentos
aprovados para monitoramento ambiental” e que “devem estar disponiveis
procedimentos operacionais padrdo e registros associados a a¢des adotadas
relacionadas aos resultados obtidos de monitoramento ambiental” (BRASIL,
2010).

Assim sendo, € possivel perceber que existe uma preocupacao por parte
da agéncia regulatéria brasileira no que concerne o ambiente produtivo
farmacéutico quanto a sua contaminagdo por microrganismos. Por se tratarem
de medicamentos que, quando expostos a contaminacdo microbiana,
apresentam a classe de maior risco ao paciente, existe uma secao especifica
nesta Resolucdo para regulamentar a producdo de medicamentos estéreis.
Neste contexto, determina que “os resultados de monitoramento ambiental
devem ser avaliados em conjunto com os resultados do teste de esterilidade,
para a libragao do produto final” (BRASIL, 2010).

Apresenta preocupacdo sobre o controle da normalidade do processo
quando determina que limites de alerta e de acdo para o monitoramento
microbiolégico e de particulas “devem ser estabelecidos (...) para o
monitoramento de tendéncia da qualidade do ar das instalagées” (BRASIL,
2010).

Ainda acerca da producao de medicamentos estéreis, classifica as areas
produtivas de acordo com os graus adotados pela maioria dos guias BPF

(Classificagéo A, B, C, D) e apresenta os limites de contaminacao aplicaveis para
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cada caso no Anexo | desta resolugéao (tabelas 2-5 e 2-6). S&o consideradas
duas situacdes diferentes para particulas ndo-viaveis: 0 ambiente em repouso e
0 ambiente em operacao, podendo ser distintos os limites, ja para viaveis, 0s

limites sdo mantidos em ambos os casos (BRASIL, 2010).

Tabela 2-5. Limites para contaminag¢ao microbioldgica, conforme anexo | da RDC
17/2010 (Adaptado de: BRASIL, 2010).

Amostra de ar Placas de Placas de contato Teste de contato

Graus (UFC/m3) sedimentacé&o (diametro de 55mm) das luvas
(diametro de 90mm) (UFCl/placa) (5 dedos)
(UFC/4horas*) (UFC/luva)

A <1 <1 <1 <1

B 10 5 5 5
C 100 50 25 e
D 200 100 50 -

* As placas de sedimentacdo podem ser expostas por menos de 4 horas.

Tabela 2-6. Sistema de classifica¢do do ar para a producao de produtos estéreis,
conforme anexo | da RDC 17/2010 (Adaptado de: BRASIL, 2010).

Em repouso Em operacédo
Grau NUmero méaximo de particulas permitido m3
20,5 um 25,0 um 20,5 yum 25,0 um
A 3520 20 3520 20
B 3520 29 352 000 2900
C 352 000 2900 3520 000 29 000
D 3 520 000 29 000 N&o definido N&o definido

Considerando que a resolucdo RDC 17/2010 é bastante abrangente, mas
ao mesmo tempo superficial quanto ao tema, em 2013 a ANVISA langou o “Guia
da Qualidade para Sistemas de Tratamento de Ar e Monitoramento Ambiental
na Industria Farmacéutica”. Neste guia, em que séo feitas recomendacgdes para
fabricantes de medicamentos estéreis e ndo-estéreis, sdo abordados conceitos
bastante utilizados, a importancia da existéncia do Monitoramento Ambiental,
além de fornecer diretrizes para a instalacdo de forma a se obterem os

requerimentos necessarios para areas controladas.

Neste guia, define-se que “area limpa” e “area classificada” sao termos

que devem ser utilizados especificamente para instalacbes submetidas a
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classificacdo e monitoramento quanto & contagem de particulas viaveis e néo-
viaveis (ANVISA, 2013).

Apesar de ndo ser o tema principal do Guia, determina que as areas
produtivas de medicamentos nao-estéreis ndo necessitam da classificacdo de
areas, mas devem sempre ser mantidas como “areas controladas” e projetadas
de tal forma que atendam a grau D nas condi¢des em repouso (at-rest condition)
(ANVISA, 2013). Dessa maneira, 0 monitoramento dessas areas se faz
necessario para prevenir degradacdo e contaminacdo de produtos e deve ser
criticamente considerado essencialmente quanto a susceptibilidade de
contaminagdo dos medicamentos nelas fabricados, sendo a natureza, a
periodicidade e a extensdo do monitoramento determinados conforme analise de

riscos (ANVISA, 2013).

Para a producéo de ndo-estéreis, determina a necessidade de instalacdes
projetadas, qualificadas e operadas de acordo com critérios rigidos de BPF, para
prevenir a entrada de microrganismos nas areas produtivas (ANVISA, 2013).
Com a afirmativa de que “os micro-organismos (...) frequentemente estéo
associados com particulas de 10 a 20 um”, ressalta a complementariedade dos

resultados de particulas viaveis e ndo-viaveis (ANVISA, 2013).

Afirma que a classificacdo de uma area limpa deve ser determinada de
acordo com a quantidade de particulas ndo-viaveis e viaveis em duas diferentes
condigbes de realizagdo dos testes (“em operagao” e “em repouso”). Por isso,
cita, como base técnica adotada em territério nacional para a classificacdo de
areas limpas, tanto as normas de Boas Praticas de Fabricacdo quanto a ISO
14644, de forma complementar, uma vez que esta ndo aborda a os limites
microbianos aplicdveis para cada classificagdo de area e ndo apresenta
diferentes limites para aplicacdo aos resultados nas condi¢gdes “em repouso” e
‘em operagao” (ANVISA, 2013).

Considera importante a avaliacdo da ocorréncia de resultados
microbianos frequentes para areas limpas quando determina que este
influenciara na frequéncia da reclassificacdo das areas Grau A e B, sendo que,

durante a classificacdo, deverdao haver resultados de monitoramento
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microbioldgico nas situagdes “em repouso” e “em operacgao”. Acrescenta que €
necesséria a identificacdo microbiana durante a classificacdo das areas, sendo
avaliados em conjunto com os resultados numéricos obtidos (ANVISA, 2013). Os

limites para cada classe de area classificada sao apresentados na tabela 2-7.

Tabela 2-7. Limites recomendados para avaliagio da contaminacéo
microbiolégica em areas classificadas como graus A, B, C e D (Adaptado de:
ANVISA, 2013).

Amostra de ar Placas Placas de contato Impresséo de
Grau (UFC/m3) (diametro de 90mm) (diametro de 55mm)  luva de 5 dedos
(UFC/4horas) (UFC/placa) (UFClluva)
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 50 25 e
D 200 100 50 -

N&o considera o monitoramento ambiental como uma medida direta de
esterilidade de produtos, devido a variabilidade dos métodos e a falta de
correlacdo direta entre os niveis de monitoramento ambiental e esterilidade de
um lote, mas sim uma ferramenta para avaliar a eficacia das medidas de controle
de contaminacdo, devendo ser avaliado durante a decisdo de um lote ser

liberado (ANVISA, 2013).

O estado de controle também é um ponto de destaque neste guia quando
determina que o monitoramento “fornece dados do perfil microbiano (...) e dados
que permitem identificar novas tendéncias de contagens microbianas e
crescimento de uma microflora dentro das salas limpas ou ambientes
controlados” (ANVISA, 2013).

2.5.3 Uniao Europeia

A legislagéo europeia € baseada nos guias publicados no documento “The
Rules Governing Medicinal Products in the European Union”, sendo o Guia de
Boas Praticas de Fabricagdo abordado no volume 4 (“EU Guidelines to Good
Manufacturing Practice Medicinal Products for Human and Veterinary Use”)
(EUROPEAN, 2014b).
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No capitulo 5 “Production”, aborda a importancia do monitoramento
ambiental, ao determinar que, “dependendo do risco de contaminagao, (deve ser
realizada) uma verificacdo da limpeza de superficies de areas que ndo tem
contato com o produto e o monitoramento do ar dentro da manufatura e areas
adjacentes, de forma a demonstrar a efetividade das medidas de controle contra

contaminagao trazidas pelo ar ou transferéncia mecanica” (EUROPEAN, 2014A).

Especificamente para a producdo de medicamentos estéreis, o0 Anexo 1
“Manufacture of Sterile Medicinal Products” determina as diretrizes a serem
seguidas. O anexo néo traz informacdes detalhadas sobre a metodologia de
amostragem, mas referencia que devem ser seguidos outros documentos como
padrées EN/ISO 14644-1 (EUROPEAN, 2014b), cujo escopo é especifico para
a utilizacdo por nacfes europeias. Considerando que este guia nao trata da
contagem de particulas viaveis, outras fontes deverdo ser utilizadas para

implementar o programa de monitoramento ambiental.

A classificacéo de areas segue a nomenclatura A, B, C e D é realizada de
acordo com as caracteristicas do ambiente e vestimenta requerida para cada
operacdo, de modo a minimizar o risco de contaminagcdo microbiana e de
material particulado no produto que estd sendo manipulado (EUROPEAN,
2014b).

E possivel perceber que, apesar de mencionar a consulta & EN/ISO
14644-1 e determinar que a classificacao de areas a ser seguida deve estar em
conformidade com o a mesma, a forma como o guia classifica as areas
assemelha-se aos demais guias BPF pesquisados e as diretrizes adotadas pelas
Farmacopeias Internacional da OMS e Japonesa. Por esse motivo, 0 guia
apresenta as correlagcbes entre os limites adotados e a classificagdo ISO. Em
relacdo ao material particulado, considera que o monitoramento ambiental de
areas limpas (classe A e B) deve ser realizado em condigdes “em repouso” e “em
operacgao”, sendo os limites determinados em cada caso. Ja EN/ISO 14644-1,
nao traz limites especificos para cada situacdo (EUROPEAN, 2014b).

Para limites microbianos, apenas apresenta os limites nas condicbes em
operacédo, conforme tabela 2-8 (EUROPEAN, 2014b).
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Tabela 2-8. Limites recomendados para monitoramento microbiolégico de areas
limpas durante a operacdo (EUROPEAN, 2014b).

Limites recomendados de contaminagdo microbiolégica

Amostra de ar Placas de Placas de contato Teste de luvas
Classe (UFC/m?) sedimentacéo (UFC/placa) 5 dedos
(UFC/4horas) (UFClluva)
A <1 <1 <1l <1l
B 10 5 5 5
C 100 50 25 e
D 200 100 50 e

Em 2017, o Conselho da Unido Europeia disponibilizou para consulta e
comentarios a nova versdo do Anexo 1 (EUROPEAN, 2018). Avaliando as
alteracbes mais relevantes, percebe-se a maior preocupacdo quanto a
prevencado da contaminacgéo do produto por microrganismos oriundos dos seres
humanos. Como exemplos de requerimentos novos acerca dessa premissa,
podemos citar a limitacdo a entrada de pessoas nao treinadas, daquelas ndo
estritamente necessarias a operacdo e das que tiveram contato com culturas
celulares e/ou microrganismos que podem levar a contaminacao do produto final.
Além disso, explicita a importancia do monitoramento do pessoal em regides

como bracos e peito dos operadores, em adicdo as luvas (EUROPEAN, 2018).

Ainda a nova revisdo, determinara que os limites em operacao para classe
D devem ser estabelecidos com base no histérico de resultados, uma vez que
0S mesmos nédo sao trazidos neste documento. Por fim, grande énfase se tem
dado ao gerenciamento de riscos como forma de justificar muitas das decisdes

relacionadas a prevencédo de contaminacdo (EUROPEAN, 2018).
2.6 ASPECTOS RELEVANTES DAS DIRETRIZES FARMACOPEICAS E
REGULATORIAS

No quadro 2-1, é apresentada uma comparacao entre os alguns critérios

e conceitos encontrados ou nao em cada um dos documentos consultados.

Por todos os aspectos mencionados, é possivel perceber que o

7

monitoramento ambiental durante o processo produtivo é uma preocupacao
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comum ao redor do mundo, sendo amplamente abordado em farmacopeias,

normas, leis e guias de boas préticas de fabricacao.

Apo6s a harmonizacédo das farmacopeias, era esperado que houvesse uma
padronizacao nas classificacfes de areas, requisitos, delineamento do programa
de monitoramento ambiental e os limites aplicidveis. Entretanto, algumas
informacg0des ainda ndo sdo completamente equivalentes a respeito deste tema,
sendo abordado com maiores detalhes em algumas farmacopeias do que em
outras. Por exemplo, a Farmacopeia Internacional aborda, superficialmente, o
monitoramento ambiental, apenas citando a necessidade da realizagdo em
alguns casos. Ja a Farmacopeia Europeia, apesar de ndo apresentar
informacdes sobre a classificacdo de areas, cita a necessidade do controle
ambiental nas areas de producdo asseépticas, referenciando o Guia BPF da
Comunidade Europeia a ser consultado. Assim sendo, para a Unido Europeia,
as informagOes da Farmacopeia Europeia e do Guia BPF para produtos nao-
estéreis sdo complementares, visto que este ndo aborda metodologias para

analise microbioldgica e aquela faz referéncia ao guia adotado pela Unido.

Tanto a Farmacopeia Americana (USP) quanto a Farmacopeia Brasileira
seguem a classificagdo ISO para ambientes controlados, e, assim como esta
norma base, pouco determina a respeito da contagem microbiana em areas
classificadas, abordando a qualidade microbiolégica como importante, porém
sem apresentar limites (PINTO et al.,, 2015). Apesar desta semelhanca, a
Farmacopeia Brasileira faz muitas consideracdes a respeito do Programa de

Monitoramento Ambiental, determinac&o de pontos e frequéncia de amostragem.

A Farmacopeia Americana apresenta um novo paradigma sobre a
avaliacdo de tendéncias microbianas aplicadas a monitoramento ambiental, a
qual n&o é tratada em nenhum outro documento oficial (BAR, 2015). Tendo em
vista as limitagdes das técnicas de amostragem, classifica os resultados obtidos
como ocorréncias de contaminacdo e ndo simplesmente como resultados
numeéricos (BAR, 2015; UNITED, 2018d). Por isso, os limites sdo apresentados
como porcentagem de recuperacédo de contaminacdes e, especificamente para

a area critica, classificada como ISO 5, apresenta um valor numérico absoluto
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de contagem microbiana, o qual denomina “excursdes significativas” (UNITED,
2018d).

Dentre as Farmacopeias consultadas, somente a Japonesa baseia-se na
classificacdo de areas comumente adotada pelos Guias de Boas Praticas de
Fabricacdo. Entretanto, ao comparar a classificacdo e os limites adotados na
situagao “em operagao” com a ISO 14644-1, existe uma diferenca aos demais
guias BPF, sendo as classes A, B e C equivalentes as ISO 5, 7 e 8, ao passo
que, para os guias, normalmente encontra-se a equivaléncia das classes A, B,
CeDaslISO4,8(oulSOb5),ISO5,I1SO 7 e ISO 8, respectivamente.

A regulamentacdo brasileira, a respeito do monitoramento das &reas
produtivas, baseia-se na RDC 17/2010 sobre as Boas Praticas de Fabricacao, a
qual aborda o tema de maneira superficial, sendo complementada pela norma
ISO-14644-1 e pelo Guia da Qualidade do Ar, publicado pela prépria ANVISA.
Este guia demonstrou-se um dos documentos oficiais mais completos a respeito
do tema, abordando, inclusive, as aplicacbes para areas produtivas

farmacéuticas ndo-estéreis, apesar de pouco detalhado.

A Norma ISO, bem como a Farmacopeia Brasileira, apresenta maior gama

de tamanho de particulas, apresentando-os de forma cumulativa.

A necessidade de identificacdo microbiana é abordada em detalhes nas
Farmacopeias Americana, Brasileira e Japonesa, no Guia BPF da FDA e no Guia
da Qualidade do Ar da ANVISA, especialmente em excursfes dos limites,
devendo ser parte integrante das boas praticas de fabricacdo (SANDLE, 2011).
Além disso, é auxiliar na avaliacdo de tendéncias e para avaliacdo da efetividade
do programa de sanitizacdo (SANDLE, 2011, EUROPEAN, 2014b, UNITED,
2018d, JAPANESE, 2011).

Tanto os documentos regulatorios quanto nos compéndios consultados,
pouco descrevem o controle microbiano da producdo de medicamentos nao-
estéreis, sendo citado apenas pelas Farmacopeias Americana e Brasileira, pela
RDC 17/2010 da ANVISA e pelo “Guia da Qualidade para Sistemas de
Tratamento de Ar e Monitoramento Ambiental na Industria Farmacéutica”,

publicado, também pela ANVISA. Este ultimo é o documento que descreve o0s
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maiores detalhes a este respeito ao determinar que a producéo devera ocorrer
em areas que atendam aos requerimentos da classe D, porém, ndo necessitando

de classificacdo de areas.
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Quadro 2-1. Resumo dos pontos principais encontrados em cada um dos documentos consultados.

Abrangéncia Internacional Unido Europeia Estados Unidos Japéo Brasil
Documento
IntPh ISSO EUPh EU GMP uspP FDA GMP JP FB RDC 17/10 Guia ANVISA
Questao
1. Sistema de ISOclassel | | = s | e e T ISO classe 1
classificacéo de areas ISO classe 2 1SO classe 2
limpas. ISO classe 3 1SO classe 3
ISO classe 4 I1SO classe 4
(Equivaléncia NA | NA |0 GauA b e | Classelo0 | oA |
aproximada entre os ISO classe 5 ISOclasse5 | - ISO classe 5
diferentes documentos. ISO classe 6 I1SO classe 6 Classe 1.000 I1SO classe 6
Classes apresentadas ISO classe 7 ISO classe 7 Classe 10.000 1SO classe 7
de forma decrescente ISO classe 8 I1SO classe 8 Classe 100.000 I1SO classe 8
de criticidade) ISOclasse9 | | - e e T ISOclassed9 | - | e
. . Sim. Exceto .
2_. C_on5|dera dlfe’rentes para classe A, Somente para particulas Sim. Exceto para
limites para particulas sendo 100 em suspensdo. Nao difere N&o. Somente “em classe A, sendo
nas condigdes “em N/A Nao N/A vezes maior Nao Nao as condicdes bara limites éperagéo” 100 vezes maior Sim
repouso’ e "em ara condicéo de particulas viaveis - para condigao
operagéo”? "p & " p . “em operacgao”.
em operagdo”.
Sim, para
Ar ativo, Sim. Considera como Sim, para Ar ativo, Ar
3. Limites microbianos ASuperfl_me, porcentage~m 36 Sim. Para ar ativo e pzssllvo € Supe_rfu:le (t;)ql;e
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Ambiental para
produtos ndo-estéreis?
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2.7 CONCLUSAO

Diante dos aspectos mencionados, € possivel perceber que o
monitoramento ambiental das &reas produtivas farmacéuticas é de grande
interesse mundial seja na esfera regulatéria ou compendial e que diversas
instituicdes tém trabalhado para definir diretrizes a serem seguidas de forma a
prevenir a contaminagdo microbiana do produto final. Ha uma infinidade de
informacdes ja consolidadas a respeito do controle microbiano em areas
produtivas assépticas. No que concerne a producdo ndo-estéril, entretanto,
ainda se carece de informacbBes e diretrizes especificas, haja vista as
particularidades dos processos envolvidos e a sua menor criticidade quando
comparada & manufatura de produtos estéreis. E necessario que sejam reunidos
esforcos por parte das agéncias regulatérias e contribuintes dos compéndios
oficiais em busca da harmonizacdo das praticas ao redor do mundo, mas

também de maneira a servir como base para abordagens durante auditoria.
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3 ISOLADOS MICROBIANOS PROVENIENTES DO AMBIENTE
FARMACEUTICO

A informacao contida nesse capitulo foi parcialmente submetida para publicacao

no periodico Applied and Environmental Microbiology (conceito Qualis 2018: Al).
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3.1 MICROBIOTA AMBIENTAL

O monitoramento microbiolégico do ambiente de producdo € uma
ferramenta util para a avaliacdo da estratégia de controle microbiano baseado
no risco. A implementacdo de um programa de monitoramento ambiental de
acordo com o risco de contaminacdo do produto pode ajudar a confirmar a
eficacia dos controles microbiolégicos e facilitar a deteccao precoce de possiveis
problemas (UNITED, 2018c).

Além dos niveis de biocarga presentes no ambiente de producdo, o
conhecimento dos microrganismos presentes na microbiota ambiental também
exerce importante papel na determinacéo do gerenciamento de riscos (UNITED,
2018c), uma vez que representam melhor o grupo de microrganismos que,
potencialmente, podera contaminar o0s produtos. Adicionalmente, o
conhecimento do perfil microbiano funcionard como base para a avaliacdo de
potenciais microrganismos indesejaveis e/ou patogénicos no produto, de acordo
com a sua forma de administracdo, pacientes-alvo e caracteristicas fisico-
quimicas (UNITED, 2018c).

O teste de promocao de crescimento, a que sdo submetidos os meios de
cultura, é realizado como forma de verificar se 0s mesmos sao capazes de
recuperar adequadamente 0s microrganismos de interesse. Neste sentido e
como parte da estratégia de controle, as Farmacopeias Brasileira e Americana
recomendam que, além dos microrganismos compendiais indicados pelo
fabricante, sejam utilizados isolados ambientais para promocao do crescimento
de meios de cultura utilizados nas analises de rotina do controle microbiol6gico
(UNITED, 2018c; UNITED, 2018e; FARMACOPEIA, 2010). De maneira
semelhante, recomenda-se o uso de microrganismos isolados localmente
durante a validacdo de métodos microbiolégicos convencionais e alternativos
(EUROPEAN, 2018a, FARMACORPEIA, 2010) nas industrias farmacéuticas, de
forma a demonstrar que as metodologias implementadas sdo capazes de
detectar os microrganismos a que os produtos seréo, potencialmente, expostos

(UNITED, 2018c).
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A escolha dos desinfetantes e sanitizantes que serdo utilizados na
producédo, seja rotineiramente ou em casos de excursdes, também dependera
das caracteristicas da microbiota ambiental. O capitulo 1072 da USP 41 aborda
gue o teste de eficacia de sanitizantes devera abranger, além de microrganismos
farmacopeicos, os isolados ambientais mais prevalentes para a execuc¢ao dos
testes, com o objetivo de se confirmar sua susceptibilidade, uma vez que existem
diferencas de resisténcia entre espécies e variedades. Os desafios preconizados

neste capitulo contemplam:

(1) teste uso-diluicdo, que desafia desinfetantes preparados a varias
concentracdes e tempos de contato, na busca da combinag¢do mais adequada, e

(2) teste de desafio de superficie, que se baseia no espalhamento dos
microrganismos selecionados a superficies constituidas de cada um dos
materiais presentes na producao e, em seguida, a aplicagdo do desinfetante,
utilizando a concentracdo e o tempo de contato determinado no teste uso-
diluicdo (UNITED, 2018g).

Destacando-se a importancia da avaliacdo do perfil microbiano local,
Bartnett et al. (2017) exemplificam que a aplicacdo de dados de Monitoramento
ambiental pode ser Gtil na manutencdo de ambientes criticos como parte da
escolha racional dos microrganismos para os testes desafio. Por exemplo, para
o teste de eficacia de um fungicida para certificacdo pela Agéncia Americana de
Protecdo Ambiental (U.S. Environmental Protection Agency, EPA) se requer o
uso do bolor Trichophyton mentagrophytes. Contudo, um teste satisfatorio para
esta espécie nio significa que seja letal contra todos os fungos. E sabido que T.
mentagrophytes € muito menos resistente que Aspergillus brasiliensis, que,
inclusive, € muito mais provavel de ser encontrado nos ambientes de manufatura
(BARTNETT etal., 2017). Dessa maneira, é razoavel que se inclua A. brasiliensis
nos testes de eficacia de sanitizantes, de forma a garantir a manutencéo do
estado de controle. O capitulo 1072 da USP traz exemplos dos microrganismos
gque devem ser utilizados nos testes de desafio de acordo com a Organizacao
Americana de Quimicos (American Organization of Analytical Chemists, AOAC),
além de uma lista dos isolados ambientais tipicamente utilizados para cada um
dos sanitizantes (UNITED, 2018g).
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A USP 41 determina que um programa de Monitoramento ambiental de
sucesso inclui um nivel apropriado de identificacdo da microbiota como forma de
avaliar a efetividade dos procedimentos de limpeza e sanitizacdo, dos métodos
de andlise e da sua recuperacdo. Ainda, as informacdes obtidas por um
programa de identificagdo pode ser util na avaliacdo de tendéncias e
investigacdo de fontes de contaminagdo, especialmente quando 0s niveis
recomendados séo excedidos (UNITED, 2018d).

Atualmente, na maioria das avaliacdes de areas higiénicas nao-estéreis,
a caracterizacdo microbiana tem se limitado as observag6es quanto a morfologia
celular, coloracdo de Gram e testes diagndsticos simples (UNITED, 2018c), o

gue pode levar a perda de informacdes valiosas.

3.2 IDENTIFICACAO MICROBIANA PELA TECNICA DE MALDI-TOF

A técnica MALDI-TOF MS (Mass Spectroscopy Matrix-Assisted Laser
Dissorption — Time of Flight) consiste em gerar impressodes digitais proteicas de
todas as células e compara-las com uma base de dados com a utilizacdo de
algoritmos. A identificagdo microbiana por espectrometria de massas foi
inicialmente descrita por Anhalt e Feneslau em 1975 ao quais, no ano de 1980,
desenvolveram a metodologia de MALDI-TOF como é conhecida hoje. Estes
estudos possibilitaram o reconhecimento de biomoléculas relativamente
grandes, incluindo as ribossomais (WEISER et al., 2012). O primeiro artigo
publicado a respeito da sua utilizagéo na rotina clinica ocorreu apenas em 2009,

apos a disponibilizagdo comercial de equipamentos (SENG et al., 2009).

Pelo intenso uso em microbiologia clinica, as bibliotecas protedmicas de
MALDI-TOF MS sé&o bastante voltadas para este setor. Assim sendo, quando
aplicadas a microbiologia ambiental, as bases de dados sao relativamente
limitadas (BIZZINI et al., 2010). Diferencas taxondmicas e, em alguns casos,
baixa discriminacdo do espectro obtido pelo MALDI-TOF podem ocorrer, por
exemplo quando se comparam microrganismos com grande similaridade
gendmica como E. coli e Shigella ssp.(BIZZINI et al., 2010). Por outro lado, a

identificacdo convencional também pode levar a resultados discrepantes devido
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a erros durante os testes fenotipicos (BIZZINI et al., 2010). Por este motivo,
considerando as limitacdes de ambas as técnicas, a identificacdo por MALDI-
TOF € bem aceita em substituicdo a testes fenotipicos. Bizzini et al. constataram
que as discrepancias de resultados em nivel de espécies, porém, idénticas
quanto ao nivel de género foi de 5,3% e as discrepancias de identificacdo entre
uma técnica e outra foi de apenas 1,5%. Ainda, alguns autores descreveram que
0 nivel de assertividade entre uma técnica e outra é bastante alto, tendo sido
calculado como 84% por Seng et al., e 93,2% por Bizzini et al.. (SENG et al.,
2009; BIZZINI et al., 2010).

A técnica é vantajosa aos testes fenotipicos por ser bastante simples de
modo geral, uma vez que € possivel realizar a aplicacdo direta da colénia no
equipamento (WEISER et al., 2012; BIZZINI et al., 2010). Excec¢les se fazem
presentes quando é requerida fase de extracdo apds ndo ser obtido um teste
conclusivo com aplicacdo direta, uma vez que esta etapa € um pouco mais
trabalhosa (BIZZINI et al., 2010).

Além disso, Bizzini et al. demostrou que o sucesso da identificacédo
depende da pureza da col6nia submetida ao teste, uma vez que foi avaliada
mistura de bactérias e ndo foi obtido resultado satisfatério, sendo inconclusivo
ou identificada apenas um dos microrganismos. Por este motivo, a etapa inicial

de isolamento € de suma importancia (BIZZINI et al., 2010).

No caso de MALDI-TOF MS, a utilizacdo de meios ricos para a
recuperacao e/ou isolamento aumenta a correlagdo com testes fenotipicos, uma
vez que 0 microrganismo é capaz de uma gama maior das proteinas de seu
genoma, ao passo que um meio seletivo, cujas condigdes de crescimento sao
mais pobres, impediria uma expressao significativa dos genes, dificultando a
identificacdo dos mesmos pelo método direto. Com a realizacdo da etapa de
extracdo, nao se nota diferencas estre os dois tipos de meios. (BIZZINI et al.,
2010). Microrganismos ambientais normalmente sdo cultivados em meio de
cultura o TSA (Tryptic Soy Agar), um meio de cultura geral para a recuperacao
de microrganismos, rico em nutrientes e nao especifico, de forma a recuperar o
maior espectro de microrganismos. Dessa maneira, estes tipos de amostras sao

bons candidatos para a identificagéao direta.
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Em contrapartida, o uso da técnica para a identificagdo de fungos é um
pouco limitado, uma vez que apenas fungos cultivaveis podem ser submetidos
ao MALDI-TOF, sendo dificil a aplicacdo de algumas formas de bolores, como
micélio e conidio (WEISER, 2012). Por este motivo, muitas vezes a metodologia
convencional de identificagdo por morfologia é a mais utilizada. Neste caso, o
cenario se inverte, pois, meios de cultura gerais e ricos em nutrientes ndo provem
as condicdes ideais para a diferenciacdo dos 6Orgdos sexuais no miceélio,
dificultando a identificacdo. Como consequéncia, muitos dos resultados séo

liberados como Mycelia sterilia, ou seja, um micélio estéril.
3.3 OBJETIVO

Esse estudo teve como objetivo a caracterizacdo dos isolados
microbianos obtidos de areas produtivas nédo-estéreis, avaliando possiveis

fontes de contaminacéao.
3.4 AQUISICAO DOS DADOS
3.4.1 Local

As amostragens foram tomadas nas areas produtivas dedicadas a
produtos farmacéuticos sélidos orais de uma industria farmacéutica localizada

na cidade de Sao Paulo.

As salas contempladas neste estudo foram agrupadas de acordo com as
operacbes semelhantes e sdo apresentadas na tabela 3-1. As amostragens
rotineiras seguem o formato de programa monitor, sendo que a frequéncia para
cada tipo de tomada de amostra é determinada de acordo com analise de risco,
considerando a finalidade de cada area, com base no grau de exposi¢cao do

produto ao ambiente e a sua susceptibilidade de contaminacéo.

Nas salas de processo, séo realizados os trés tipos de amostragem (ativa
do ar, passiva do ar e superficie). A frequéncia é trimestral para superficie e
mensal para ar ativo e passivo. Especialmente para a area de embalagem
primaria, aplica-se a frequéncia trimestral, uma vez que o produto final € menos
suscetivel a contaminagdo microbiana que intermediarios de processo, cuja

frequéncia é trimestral, uma vez que € menor a possibilidade de contaminacéao.
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Para as areas em que nao sdo conduzidos processos produtivos, ou seja, as
salas de armazenamento de materiais limpos e de lavagem, é realizada apenas
amostragem ativa de ar, sendo a frequéncia de amostragem a cada trés meses

e a cada seis meses, respectivamente.

Durante o ano de 2016, para todos os pontos de amostragem, foi adotada
a frequéncia mensal, com o objetivo de se obterem dados suficientes para
caracterizar a microbiota do ambiente produtivo, avaliando a prevaléncia dos
microrganismos frente a sazonalidade. Foram realizadas amostragens nas
condi¢cbes dinamicas, ou seja, com equipamentos e operadores em suas funcdes
normais, exceto para as salas indicadas como requeridas amostragens
estritamente em condi¢cdes estaticas, devido a alta taxa de liberacdo de
particulas durante 0s processos ou por ndo ser uma area produtiva. Assim
sendo, foram obtidas, ao menos, 12 amostragens de cada ponto incluido no

Programa.

Tabela 3-1. Salas do ambiente produtivo de produtos farmacéuticos solidos orais

gue foram incluidas neste estudo para o0 monitoramento ambiental.

Processo / atividade Sala(s) Frequéncia de amostragem

envolvida(s)
Ar Ativo Ar Passivo Superficie

Separacédo de CP1,CP2e Mensal Mensal Trimestral
matéria-prima CP3

Granulacdo e mistura  MC, G1,G2e Mensal Mensal Trimestral
G3

Compresséo ClecC2 Mensal Mensal Trimestral

Encapsulamento E Mensal Mensal Trimestral

Revestimento R1 e R2 Mensal Mensal Trimestral

Impressao/ IC Mensal Mensal Trimestral

Classificacéo

Classificacdo de MCeIC Mensal Mensal Trimestral
pesos de capsulas

Emblistamento EMB Trimestral Trimestral Trimestral
(embalagem primaria)

Sala de ML Trimestral =~ ------------ e
armazenamento de
materiais limpos

Area de lavagem AL Semestral = ----------- oo
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A disposicdo das salas envolvidas no processo encontra-se
representada na figura 3-1. As areas foram identificadas como
Almoxarifado Quimico, Producdo e Embalagem para facilitar o
entendimento. O esquema apresentado ndo mantém as proporcoes

da escala real.



Almoxarifado quimico

CORREDOR
(Area nlo cuassimcana)
CP1 cpP2 CcpP3
Produgdo Embalagem |
CORREDOR :
[AREA nAO CLASSIFICADA)
NAO-PROCESSO ENTRADA SAIDA
ML AL
(0]
= CORREDOR LIMPO
()]
8]
(1]
()]
w E CORREDOR SUJO
2
s
g
C1 C2 D1 D2 IC EMB
<
@]
CORREDOR LIMPO

Figura 3-1: Esquema ilustrativo com a disposi¢cdo no formato de planta baixa das salas incluidas neste estudo. As areas foram

divididas entre Almoxarifado Quimico, Producédo e Embalagem.
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3.4.2 Pontos de amostragem

Os pontos de amostragem estdo representados nas figuras 3-2 a 3-10 e

foram escolhidos de acordo com o seguinte racional:

a. Locais onde o ar capturado € representativo do ar ambiental que
entrard em contato com o produto/matéria-prima, cuja exposicao

seja inerente ao processo.

b. Locais com alto grau de atividade e/ou transito de pessoas e/ou de
dificil limpeza que possam ter impacto no produto acabado ou

matérias-primas.

c. Os pontos selecionados representam os locais onde o risco ao

produto € maior.

hY

As superficies selecionadas para amostragem ndo se referem a parte
interna dos equipamentos de processo, mas sim locais dentro da area que
representam 1) superficies proximas aquelas em que o produto possa entrar em
contato como parte do processo ou 2) superficies representativas da area,
conforme citado acima. A amostragem da superficie interna dos equipamentos,
cujo contato com as matérias primas e o produto é mais intimo, ocorre durante
o monitoramento de limpeza de equipamentos, que ndo serd tratado neste

estudo.
Os pontos séo identificados de acordo com a seguinte denominacao:
T AX, sendo:
T: referéncia ao tipo de sala

A: tipo de amostragem: P, para ativa, PP, para passiva e SP, para

superficie.

X: numero do ponto, considerando que, em algumas salas, pode haver

mais de um ponto para 0 mesmo tipo de amostragem.
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Ex: Para a cabine de pesagem (CP) 1, ponto de amostragem de ar passivo
namero 1: CP1 PPOL1.

(AREA NAO CLASSIFICADA)

CP2PO1 CP3 P01 CP3 PP
CP1PPO1 CP1PO1 -
S eI CP2PO2 e CP3P02
CP35PO1
CP1 CP2 CP3
PORTA PORTA PORTA
CORREDOR

Figura 3-2. Localizacdo dos pontos de amostragem nas cabines de pesagem

(CP1, CP2 e CP3). Os pontos identificados em vermelho referem-se a

amostragem ativa de ar, aqueles identificados em azul, a amostragem passiva

de ar e em verde, a de superficie.

Granulagdo/mistura

| |
| |
1 I
| |
| Gapo2 G2 |
I G1P02 I
625P01
I Garo1] |
I [esde 1
| |
1 I
1 63 P01 : |
I G1P01 GL I
| |
| |
I G3 E |
I G1 I
: (superior) - I
|
| CSPO1 L%_J :
MCPO1 g
| 21
1 MC 1
| ’ |
: (térreo) :
| |
| |
L e e e e e e e e e e e e == |

Figura 3-3. Localizag&o dos pontos de amostragem na érea para granulacéao (G1,

G2 e G3) e mistura de pos (MC). Os pontos identificados em vermelho referem-

51



se a amostragem ativa de ar, aqueles identificados em azul, a amostragem
passiva de ar e em verde, a de superficie. O asterisco indicado na sala MC
representa a localizacédo do equipamento movel utilizado para a classificacdo de
capsulas por peso, o qual também podera estar localizado na sala de

impressaol/classificacao (IC).

-— — — — — — — — — — — — — I

|
|
I Compressao I

|
|
| AREASUIA AREASUIA I

I il PPO1 c PPO1

€15p01 €2 sp01 |

|
I CipPo2 C2 P02 I
: |
|

|
| c1pol cz2po1 |
Cl Cc2 |

|
| PORTA PORTA I

_-—e o - e e e e e e = e ol

Figura 3-4. Localizacdo dos pontos de amostragem nas salas de compressao
(C1 e C2). Os pontos identificados em vermelho referem-se a amostragem ativa
de ar, aqueles identificados em azul, a amostragem passiva de ar e em verde, a

de superficie.

|
| Revestimento
|

. 1
| Areasuia AREA SUIA
I I
I I
I |
I |
I RiPOL R2 P01 I
ffRT e R2 7 |
| PoRTA PORTA |

|

Figura 3-5. Localizagéo dos pontos de amostragem nas salas de revestimento

de comprimidos (R1 e R2). Os pontos identificados em vermelho referem-se a
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amostragem ativa de ar, aqueles identificados em azul, a amostragem passiva

de ar e em verde, a de superficie.

Impressao/classificacao

AREA SUIA

% licpo1

J—

==
|

o$>
S*  ICPO2
2

IC

PORTA

Figura 3-6. Localizacdo dos pontos de amostragem na area de impressao e
classificacdo (IC). Os pontos identificados em vermelho referem-se a
amostragem ativa de ar, aqueles identificados em azul, a amostragem passiva
de ar e em verde, a de superficie. O asterisco representa a localizacdo do
equipamento movel utilizado para a classificacdo de capsulas por peso, o qual

também podera estar localizado na sala de mistura/classificacao (MC).
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Sala de materiais
limpos

ML PO1 ML EO2

ML

Y1HOd

L e e e e e - - -

Figura 3-7. Localizacao dos pontos de amostragem na area de armazenamento
de materiais limpos (ML). Os pontos identificados em vermelho referem-se a

amostragem ativa de ar.

Area de

lavagem

ALPO1

AL

AREA SUIA

=
[
[
I
I
I
I

Figura 3-8. Localizacao do ponto de amostragem na sala de lavagem e limpeza
dos equipamentos e materiais envolvidos no processo. O ponto identificado em

vermelho refere-se a amostragem ativa de ar.
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Encapsulamento

PORTA

EPD1

Pl 1

gP0r  EPO2

AREA SUMA
- S S S S S S S e . ..

=

Figura 3-9. Localizacdo dos pontos de amostragem na sala de encapsulamento
(E). Os pontos identificados em vermelho referem-se a amostragem ativa de ar,
aqueles identificados em azul, a amostragem passiva de ar e em verde, a de

superficie.

Embalagem primaria

WiHOd

EME PD1

EMB

D
B
a7

ENCARTUCHAMENTO

£l
8 o,
Sep,

En Vig

Figura 3-10. Localizag&o dos pontos de amostragem nas salas de emblistamento
(embalagem priméaria). Os pontos identificados em vermelho referem-se a
amostragem ativa de ar, aqueles identificados em azul, a amostragem passiva

de ar e em verde, a de superficie.
A figura 3-11 ordena as salas envolvidas no processo e incluidas no

programa de monitoramento ambiental de acordo com o fluxo de processos,

enfatizando as movimentacdes de produto, materiais e equipamento.
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Figura 3-11. Esquema representativo do processo de producao e embalagem de capsulas e comprimidos. As setas laranjas indicam

o fluxo de matéria prima e produto. As setas vermelhas indicam a movimentacao de materiais e equipamentos sujos e as setas azulis,
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de materiais e equipamentos limpos. Nota: O processo de classificacado de capsulas por peso é realizado em um equipamento movel,
representado pelo asterisco roxo, podendo ser realizado em ambas as salas MC e IC. Os pontos de amostragem destas salas

também contemplam esta operacéo.
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3.4.3 Materiais
3.4.3.1 Meios de cultura

Para a amostragem ativa de ar e de superficie, foram utilizadas placas
Rodac®, constituidas de Agar Caseina Soja (TSA), adicionada de polissorbato

80 e lecitina de soja, dimensdes 60 x 10mm, fabricante Plast Labor;

Para a amostragem passiva de ar, foram utilizadas placas de Agar
Caseina Soja neutralizadas com polissorbato 80 e lecitina de soja, tamanho 90

X 15 mm, fabricante Plast Labor.

3.4.3.2 Sanitizante

Como solucao sanitizante a ser aplicada durante amostragem, foi utilizado
alcool isopropilico 70% em agua, fabricante Sigma-Aldrich, referéncia: 563935,
CAS: 67-63-0.

3.4.4 Equipamento

Para amostragem ativa de ar, foi utilizado o equipamento Air IDEAL 3P ®,
fabricante BioMérieux (figura 3-12). Seu mecanismo baseia-se na aspiracao de
um volume determinado de ar, levando a impactacdo das particulas presentes
no ar ambiental sobre as placas contendo meio nutriente para determinagéo de
particulas viaveis (BIOMERRIEUX, 2010).

O equipamento opera com entrada de ar de 100 L/min e com velocidade
de impactacéo < 20 m/seg, conforme norma ISO/DIS 14698-1 (BIOMERRIEUX,
2010).
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Figura 3-12: Equipamento Air IDEAL 3P ®, BioMérieux, utilizado para a
amostragem de ar ativo (Retirado de BIOMERRIEUX, 2018).

Antes de cada utilizacéo, foi feita a inspecéo do equipamento para verificar
se 0 mesmo se encontrava em plenas condi¢cdes de uso e, em seguida, a sua
limpeza externa com pano de baixa liberagdo de particulas embebido em

sanitizante (alcool isopropilico 70%).

Durante o periodo estudado, o equipamento passou por manutencdes
preventivas e calibragcdes com periodicidade controlada e ndo houve nenhuma

manutencéo corretiva.

3.4.5 Metodologia de amostragem

O responsavel pela coleta, além de estar paramentado de acordo com as
exigéncias de cada area, utilizou mascara para reduzir possiveis interferéncias
na amostragem. Foi utilizada mascara semi-facial do tipo P3, pois, a entrada nas
areas durante processo requer a protecdo respiratGria contra particulas. A
seguinte metodologia foi seguida para cada tipo de amostragem:
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a) Ar ativo

o O equipamento é mantido em tripé apropriado a altura de
trabalho (+/- 1m de altura do piso) e aproximadamente 1 m
de distancia dos equipamentos em processo.

o E realizada a sanitizagdo da superficie externa do
amostrador, incluindo o interior da tampa e o local de
posicionamento da placa com pano de baixa liberacédo de
particulas embebido em alcool isopropilico 70%.

o Em seguida, a cobertura do amostrador é removida
segurando-a pela extremidade.

o A placa Rodac® contendo o meio de cultura é posicionada
na fenda do aparelho, retirando a tampa superior de modo
a ndo tocar no meio de cultura. A tampa €, entdo mantida
sobre o pano embebido em &lcool ou lenco umedecido,
virada para baixo em superficie proxima.

o E colocada a cobertura perfurada do aparelho. A
amostragem é iniciada e mantida por 5 minutos,
equivalendo a 500 L de ar aspirado.

o Durante todo o processo de amostragem, o equipamento
permanece na linha de visdo do responsavel, sendo que
qualquer divergéncia verificada deve ser notificada.

o Ao término do periodo de amostragem, o responséavel, apés
sanitizar a luva com alcool isopropilico 70%, remove a
cobertura perfurada, coloca a tampa da placa e a remove

da fenda. A placa é armazenada até envio ao laboratorio.

b) Ar passivo

o O suporte, que prové a altura de trabalho/operacéo (+/- 1m
de altura do piso), é posicionado no local de amostragem,
distante, aproximadamente 1 m dos equipamentos em

processo.



O

o

A é&rea superior do suporte € sanitizada com alcool
isopropilico a 70% e depois com alcool isopropilico
absoluto, aplicados em panos com baixa liberacdo de
particulas ou lenco umedecido. Em seguida, a placa TSA é
posicionada no suporte.

A exposicao € realizada pelo periodo de ndo mais que 4
horas ou de acordo com a duracdo do processo. Depois
deste periodo, as placas sdo tampadas e armazenadas
para envio ao laboratoério. Sao registrados os periodos de
exposicao.

c) Superficie

o

o

o

A tampa da placa Rodac® é removida e o meio de cultura
dgar € pressionado levemente contra a superficie
determinada por, aproximadamente, 5 segundos.

Apds a amostragem, a placa é tampada e armazenada para
envio ao laboratorio.

A superficie que esteve em contato com a placa Rodac® é
limpa com &lcool isopropilico a 70% e, ap6s, com alcool
isopropilico absoluto para facilitar a secagem, aplicados
com pano de baixa liberacdo de particulas ou lenco

umedecido.

3.4.6 Transporte das amostras

Apos a amostragem, as placas foram transportadas até o laborat6rio com

a utilizagcéo de caixas térmicas previamente limpas com alcool isopropilico 70%.

3.4.7 Incubacéao

As placas amostradas foram incubadas a 20-25°C, no minimo por 72

horas e, em seguida, a 30-35°C, no minimo por 48 horas em incubadoras

qualificadas nas faixas de operacdo e submetidas a programas de qualificacédo
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e manutencdo preventiva. Durante os periodos de incubacgdo referentes as
placas de monitoramento ambiental, ndo houve excursbes significativas de

temperatura.

3.4.8 Registro dos resultados
Os resultados foram registrados como segue:
a) Ar ativo viavel

Os resultados lidos nas placas foram corrigidos de acordo com a tabela
de correcao disponivel no manual do equipamento (Figura 3-13), a qual esta
relacionada com a probabilidade de uma particula em suspensao ser aspirada e
impactar a superficie do meio de cultura. E levado em conta a area perfurada,
considerando as aberturas e as juncdes, bem como a probabilidade de mais de
uma unidade formadora de coldnia passarem pelo mesmo orificio e ocuparem o
mesmo espaco na placa. Este fato contribui para que, quanto maior o nimero de
UFC encontrado na placa, maior seja a corre¢do. (BIOMERRIEUX, 2017).

Considerando que o volume de ar amostrado é de 500 L, o resultado
corrigido € multiplicado por 2 (dois), para obter o resultado em 1000 L (1 m3). O
resultado é entdo expresso em UFC/m3.

b) Ar passivo e superficie viavel

A contagem de colbnias obtida para ar passivo e superficie foi expressa

diretamente, em UFC/placa.
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Figura 3-13. Tabela de corre¢éo para contagem microbiana de ar ativo viavel obtida com a utilizagdo do equipamento Air IDEAL
3P, BioMérieux. (Adaptado de: BIOMERRIEUX, 2017).

Reading tables

CFU Carrected CFU Corrected CFU Corrected CFU Corrected CFU- Corrected |~ CFU Corrected CFU Corrected CFU Correcied | CFU Corrected
count MPN count MPN count MPN count MPN count MPN count PN count NIPN count MPN count .MPN
1 1 31 32,902158 61 69,177312 91 111,217670 121 161,208491 151 222874919 181 303,387386 211 419,601186 239 610,669016
| 2 2,003788 32 34,034636 62 70476332 92 112,740659 122 163,048769 152 225,199481 182 308,542148 212 424,508594 240 620,861324
| 3 3,011392 33 35,1719786 63 71.781750 93 114,272451 123 164,801816 153 227,544613 183 309,734919 213 429,508594 241 631461324
4 4,022843 34 36,314217 84 73,093631 94 115,813148 124 166,768113 154 229,910685 184 312,966627 214 434604748 242 642,502990
5 5,038168 35 37,461403 85 74,412039 95 117,362856 125 168,647546 155 232,298072 185 316,238232 215 439,800826 243 654,024729
6 6,057399 36 38,613577 66 75,737039 96 118,921679 126 170,540403 156 234,707163 186 319,550732 2186 445,100826 244 666,070184
7 7.080565 37 39,770782 67 77,068698 97 120,489727 127 172,446878 157 237,138356 187 322,905162 217 450,508989 245 678,689231
8 8,107697 38 40,933063 68 78,407081 98 122,067108 128 174,367167 158 239,592058 188 326,302598 218 456,029823 246 691,939231
3 9,138825 38 42,100484 69 79,752259 99 123,653834 129 176,301474 169 242.0686395 189 329,744156 219 461,668120 247 705,886600
10 10,173682 40 43,273030 70 81,104300 108 125,250320 130 178,250003 160 244,568695 190 333,230999 220 467428990 248 720,608822
11 11,213197 41 44,450808 7 82,463274 101 126,856380 131 180,212966 161 247,092504 191 336,764332 221 473,317879 249 736,197057
12 12,256504 a2 45,633844 72 83,829254 102 128,472234 132 182,130578 162 249,640581 192 340,345413 222 479,340606 250 752,759557
13 13,303935 43 46,822184 73 85,202311 103 130,098001 133 184,183059 163 252,213397 193 343,975550 223 485,503397 251 770,426224
14 14,355523 44 48,015878 74 86,582519 104 131,733803 134 186,190635 164 264,811436 194 347,656105 224 491,812821 252 789,354796
15 15,411300 45 49,214973 75 87,969954 108 133,379766 135 188,213636 165 257,435198 195 351,388500 225 498,276335 253 B09,739411
16 16,471300 46 50,419519 76 89,364690 106 135,036016 136 190,251098 166 260,085198 196 355,174214 226 504,901335 254 831,822744
17 17,535657 47 51,629564 77 90,766807 107 136,702683 137 192,306261 167 262,761968 197 359,014794 227 511,696207 255 855,913653
18 18,604105 48 52,845161 78 ©2,176381 108 138,372898 138 194,376574 168 265,466048 198 362,811853 228 518,669891 256 882,413653
19 19,676979 49 54,066359 79 93,593494 109 140,087796 139 196,463188 169 268,198007 199 366,867077 229 525832053 257 911858098
20 20,764215 50 55,293211 80 95,018225 110 141,766514 140 198,566362 170 270,958423 200 370,882228 230 533,193165 258 944,983098
21 21,835848 51 56,525769 81 96,450657 i1 143,476191 141 200,686362 171 273,747897 201 374,959151 231 540,764593 259 982,840241
22 22,821913 52 57,764087 82 97,890875 112 145,196971 142 202,823459 172 276,567046 202 379,009776 232 548 558711 260 1027,006907
23 24,012448 53 59,008218 83 99,338962 113 146,926997 143 204,977931 173 279,416508 203 383,306125 233 556,589014 261 1080,006907
24 25,107490 54 60,258218 84 100,795006 114 148,672418 144 207,150062 174 282206943 204 387,58031¢ 234 564 870264 262 1146,256907
25 26,207075 55 61,514142 85 102,259094 118 150,427385 145 209,340144 175 285,209031 205 381,924581 235 573,418651 263 1234,590241
26 27,311241 56 62,776047 86 103,731317 118 152,194051 146 211,548478 176 288,153475 206 396,341248 236 582,251984 264 1367,090241
27 28,420028 57 64,043890 87 105,211764 17 153,972575 147 213,775369 177 291,131003 207 400,832773 237 591,389915 265 1632,080241
28 29,533473 58 65,318028 88 106,700528 118 156,763115 148 216,021131 178 294,142367 208 405,401739 238 600,854201
29 30,651617 59 £6,598221 89 108,197703 119 157,565836 149 218,286089 179 297,188344 208 410,060862
{ 30 31,774498 80 67,884629 90 108,703385 120 159,380805 180 220,570571 180 300,269739 210 414,783004
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3.4.9 Limites aplicaveis

As areas produtivas foram construidas seguindo os critérios de
classificacdo 1SO 8, conforme recomendacédo do guia da ANVISA (ANVISA,
2013), cuja contagem de particulas ndo-viaveis se relaciona a classificacdo D
em guias BPF. Por esse motivo, como limites de acdo para todas as salas
avaliadas, foram adotados os valores descritos nos guias BPF e nas legislacdes

vigentes para as areas classificadas como D, sendo estes:
. Ar ativo: 200 UFC/m3
. Ar passivo: 100 UFC/placa
. Superficie: 50 UFC/placa.

Inicialmente, foram adotados os limites de alerta previamente
determinados com base no histdrico de resultados de cada area calculados a

partir da equacéao 3-1.

Equacédo 3-1. Equacéo previamente usada para determinar célculo dos limites
de alerta.
Limite de Alerta = X + 2S

Sendo X a média aritmética e S o desvio padréo do conjunto de resultados

do periodo avaliado.

Nos casos em que foram excedidos os limites, sejam de alerta ou de
acao, foram realizadas 3 (trés) reamostragens em dias Uteis consecutivos a
descoberta do resultado suspeito e as col6nias recuperadas foram submetidas
a identificacdo. Uma investigagdo acerca do resultado € conduzida apenas nos
casos em que o limite de acdo é excedido para qualquer um dos tipos de

amostragem
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3.4.10Ildentificagcdo microbiana

Todas as identificacdes das colbnias representativas foram incluidas
neste estudo. As ocorréncias foram avaliadas por tipo de amostragem e a
variacdo sazonal se deu pela comparacao entre os periodos “seco”, para os
meses de abril a setembro, e “chuvoso”, para os meses de outubro a marco, de
forma a compreender se 0 ambiente externo poderia exercer influéncias no

ambiente produtivo controlado.

Os isolados microbianos foram tratados pelo nimero de ocorréncias, ou
seja, ndo foram consideradas as contagens absolutas das colonias recuperadas
por placa, mas sim o(s) tipo(s) de microrganismo(s) encontrado(s) em cada ponto

de amostragem, por determinada data de tomada de ampstra.

A identificagdo microbiana foi realizada com o isolamento das colonias
representativas de cada placa e, em seguida, com a submissdo das mesmas a
técnica de identificacdo. Sempre que foi possivel obter resultados com grau de
confianca adequado, os laudos foram emitidos em nivel de espécie. A
identificacdo de microrganismos da classe de fungos filamentosos ocorreu por
morfologia comparativa. J& para a identificacdo de bactérias e leveduras, foi
utiizada a técnica de espectrometria de massas Matrix-Assisted Laser
Dissorption — Time of Flight (MALDI-TOF MS), recentemente aplicada para a
identificagdo de isolados clinicos (BIZZINI et al., 2010).

3.4.1 Anédlise estatistica

Foi utilizado software Excel®, para a constru¢do dos graficos de atributos.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1 Avaliagdo qualitativa: determinagao da microbiota local

Durante o ano de 2016, foram enviadas para identificacdo um total de
1297 colbnias representativas, as quais foram determinadas de acordo com as
suas caracteristicas macroscopicas, como cor, tamanho, formato, textura e
aspecto da colbnia. Destas, 937 referiram-se & amostragem ativa de ar, 299 a

amostragem de superficie e 61 a amostragem passiva de ar.

Do total das identificacdes, 22 colbnias (1,7%) de bactérias e 2 colonias
(0,2%) de fungos ndo puderam ser identificados devido a incapacidade de
multiplicagdo ou a resultados inconclusivos, sendo tratados como “cepa de
microrganismo inerte” e “fungo nao identificado”. Por ndo agregarem valor a

avaliacao, estes foram desconsiderados para o calculo das ocorréncias.

As ocorréncias de identificagbes em mesma placa que resultaram em
microrganismos de mesmo género, porém de espécies diferentes, foram

consideradas ocorréncias individuais.

IdentificacBes de colbénias em mesma placa que resultaram em mesmo
género seguido de “sp.”, ou seja, nos casos em que nao foi possivel identificar a
espécie do microrganismo, estas foram consideradas ocorréncias diferentes,
pois, ndo se pode afirmar que se tratem da mesma espécie de microrganismo.
Assim sendo, foi considerado fator determinante para esta conclusdo o critério
de avaliacao pelo laboratério microbiol6gico, o qual considerou tratarem-se de

colonias representativas diferentes.

Coldnias com morfologias diferentes em mesma placa cuja identificacao
resultou na mesma espécie foram consideradas identificagdes duplicadas, sendo
tratadas como uma Unica ocorréncia. Este fato pode ser observado em 5,7% do
total de identificacdes (74 coldnias), sendo mais frequente nas amostragens
ativas de ar (63 colonias, 6,7%) seguido das amostras de superficie (11 colbnias,
3,7%) e nao ocorrendo em amostras de ar passivo. Ambas as amostragens de
ar ativo e de superficie se dao com o uso de placas Rodac®. A amostragem de

ar ativo é realizada por impactacéao das particulas viaveis em suspensao no ar,
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as quais passam por orificios com tamanho e espagamento padronizados. ApGs
a amostragem, sao formadas leves depressdes, conforme imagem a sequir,
devido a impactacéao do ar (figura 3-14), sem comprometer a viabilidade do meio.
A presenca destas depressdes é capaz de interferir no desenvolvimento
macroscopico das coldnias, levando a formacdo de aglomerados distintos
derivados de mesma espécie de microrganismo. Este é um dos aspectos desta
técnica que pode ter contribuido para a maior ocorréncia de identificacdes

duplicadas neste tipo de amostragem.

Figura 3-14. Exemplo de placa microbioldégica marcada pela impactacdo do ar

durante amostragem ativa.

A seguir serdo apresentados os graficos obtidos com a avaliacdo da
ocorréncia e prevaléncia dos microrganismos, divididos por género,

considerando o tipo de amostragem e sazonalidade (graficos 3-1 a 3-3).

As recuperacfes em ar ativo, além de apresentarem maior volume de
colénias representativas, ainda, representaram a maior variedade de géneros,
contando com 70 tipos diferentes. Em comparacdo, para superficie, foram
recuperados 48 géneros diferentes e apenas 18 para ar passivo. Para os trés
tipos de amostragem, 0s microrganismos mais prevalentes foram os de género
Micrococcus e Staphylococcus, naturalmente presentes na microbiota da pele
humana, seguidos dos microrganismos comumente encontrados no ambiente
como representantes da classe dos fungos (Mycelia sterilia, Cladosporium e
Penicilium) e, em menor grau, das bactérias do género Bacillus.
Especificamente para as amostragens de superficie, foi possivel perceber um

aumento nas recuperacodes, principalmente, de microrganismos aquéticos como
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os de género Sphingomonas, Microbacterium e Methylobacterium. Os graficos
3-1 a 3-3 trazem o0s géneros que representam 90% de todos os organismos
recuperados por ar ativo e superficie e 85% para ar passivo, devido ao fato de
gue os demais resultados apresentaram, igualmente, apenas uma ocorréncia,
inviabilizando a inclusdo de todos os achados no grafico. Em todos eles, é
realizada uma comparacgao entre as recuperacoes obtidas quando avaliado todo

o periodo e entre as duas variagbes sazonais “periodo seco” e periodo chuvoso”.

A analise dos graficos em conjunto nos mostra que, apesar de existir um
ambiente controlado para o processo, existe certa influéncia do ambiente externo
no perfil de recuperacdes, o que pode ser decorrente da passagem de particulas
viaveis pelas barreiras de entrada nas areas ou pelo seu carreamento pelos
operadores e/ou materiais e equipamentos de manutencédo. Considerando a
classe dos fungos, o género Cladosporium aparece predominantemente no
periodo seco para os trés tipos de amostragem, enquanto que 0 género
Penicillium é encontrado predominantemente no periodo seco para as
amostragens de ar ativo e de superficie e no periodo chuvoso para ar passivo.
Ainda, foi possivel perceber que o periodo chuvoso apresenta, de maneira geral,
um aumento na recuperacao das bactérias comumente encontradas. Ao serem
avaliados os resultados individualmente por periodo, é possivel afirmar que as
ocorréncias sao bastante semelhantes entre os periodos chuvoso e seco, como
€ possivel visualizar nas figuras 3-15 a 13-17. Foram considerados para
avaliacdo 0s géneros que representam, aproximadamente, 80% das

identificacbes. Os demais géneros foram incluidos na categoria “outros”.
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Gréfico 3-1. Microrganismos recuperados pela amostragem de ar ativo, classificados por género e divididos pelo periodo em que
foram recuperados: chuvoso (outubro a margo) ou seco (abril a setembro).
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Gréfico 3-2. Microrganismos recuperados pela amostragem de ar passivo, classificados por género e divididos pelo periodo em que
foram recuperados: chuvoso (outubro a margo) ou seco (abril a setembro).
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Gréfico 3-3. Microrganismos recuperados pela amostragem de superficie, classificados por género e divididos pelo periodo em que
foram recuperados: chuvoso (outubro a margo) ou seco (abril a setembro).
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AMOSTRAGEM ATIVA DE AR - PERIODO CHUVOSO AMOSTRAGEM ATIVA DE AR - PERIODO SECO
A % DE IDENTIFICAGOES - 2016 B % DE IDENTIFICAGCOES - 2016

Micrococcus
24%

Outros 21% Outros 20%

Micrococcus 23%

0,
Kocuria 2% Moraxella 2%

Fusarium 2% Aspergillus 5%

Pseudomonas 3% —
Corynebacterium
3%
Moraxella 3%

Bacillus 5%

Staphylococcus

0,
Cladosporium 17%

4%
Penicillium 4%

Staphylococcus Penicillium 7%
23%

Mycelia sterilia Cladosporium

Bacill 6
acillus 6% Myecelia sterilia 7% 10% 10%

Figura 3-15. Classificacdo por género dos microrganismos recuperados em amostras de ar ativo durante o periodo chuvoso (A) e

seco (B).
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A AMOSTRAGEM PASSIVA DE AR - PERIODO CHUVOSO
% DE IDENTIFICAGOES - 2016

Outros 15%

Staphylococcus
27%

Penicillium 8%

Bacillus 8%

Mycelia sterilia

15% Micrococcus 27%

AMOSTRAGEM PASSIVA DE AR - PERIODO SECO

B % DE IDENTIFICAGOES - 2016

Outros 21%
Staphylococcus

29%

Corynebacterium
5%

Brevibacterium
5%

Cladosporium

8% Micrococcus 16%

Mycelia sterilia
16%

Figura 3-16. Classificacdo por género dos microrganismos recuperados em amostras de ar passivo durante o periodo chuvoso (A)

e seco (B).
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A SUPERFICIE - PERIODO CHUVOSO
% DE IDENTIFICACOES - 2016

Staphylococcus

0,
Outros 18% 20%

Paenibacillus 2%
Brachybacterium 2%
Kocuria 3%

< ” i
Brevundimonas 3% Micrococcus

Mycelia sterilia 4%

Fusarium 4%

Bacillus 5% Microbacterium

11%
Sphingomonas 7% '

Methylobacterium
8%

B SUPERFICIE - PERIODO SECO
% DE IDENTIFICAGOES - 2016

Staphylococcus
15%

Outros 22%

Sphingomonas

13%
Ochrobactrum 2%
Mycelia sterilia 2%
Acinetobacter 2%
Kocuria 3%

Penicillium 4% Micrococcus 10%

Bacillus 4%

Microbacterium

59% Methylobacterium Cladosporium  10%

8%

Figura 3-17. Classificagdo por género dos microrganismos recuperados em amostras de superficie durante o periodo chuvoso (A) e

seco (B).
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A grande ocorréncia de Mycelia sterilia demonstra uma das principais
limitacdes da metodologia de amostragem. Este nome é dado aos fungos cujo
micélio ndo foi capaz de desenvolver os 6rgdos sexuais, que sao usados como
fator determinante para a classificacdo do bolor. A grande ocorréncia deste tido
de configuracdo de micélio demostra que o meio de cultura TSA, meio de cultura
geral utilizado para a recuperacdo dos microrganismos, por ndo ser especifico
para fungos, ndo prové as condi¢cdes necessarias para favorecer a diferenciacao
sexual de todos os fungos isolados, levando a identificacdes inconclusivas. Por
terem sido classificados como tendo caracteristicas macroscopicas diferentes
(colbnias representativas distintas), cada uma das colonias identificadas como
Mycelia sterilia foi considerada uma ocorréncia individual, mesmo que

recuperada em mesmo ponto de amostragem.

Apesar de muitos fungos terem sido classificados como Mycelia sterilia,
ou seja, sem a determinacdo de espécie, nao ha nenhum microrganismo da
classe dos fungos cuja presenca seja indesejavel nos produtos manufaturados

nestas areas (produtos secos de uso oral).

Avaliando as especificacfes dos produtos manufaturados nestas areas
produtivas (produtos secos de uso oral), o Unico microrganismo indesejavel é
Escherichia coli, uma enterobactéria que, quando presente em medicamentos
de uso oral, € capaz de levar os usuarios a enfermidades. Dentre o0s
microrganismos recuperados durante o periodo estudado, identificaram-se 4
ocorréncias de enterobactérias, sendo apenas uma identificada como
Escherichia coli. Esta colonia foi recuperada na amostragem de ar ativo do ponto
“IC P0O2” no més de julho, cuja ocorréncia em ar ambiental ndo € muito comum,
pois seu habitat caracteristico é o trato gastrointestinal de vertebrados,
principalmente o cdélon, onde estabelece uma relagdo comensal com o
hospedeiro (TENAILLON et al., 2010). Entretanto, uma variedade de cepas que
apresentam fatores de viruléncia foram descritas na literatura (TENAILLON et
al., 2010), podendo levar a enfermidades quando ingeridas por via oral. Por este
mesmo motivo, a sua presenca poderia indicar uma significativa falha na
estratégia de controle de protecéo ao produto. Portanto, para esta ocorréncia em
especifico, no momento de sua deteccao, foi realizada uma investigacdo para

verificar se houve alguma interferéncia durante a amostragem e/ou incubagéo
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ou se havia alguma causa na manufatura. Nao foi possivel atribuir uma causa
para este resultado suspeito, porém, foram tomadas medidas como
conscientizacdo dos funcionarios e alteracdes nos procedimentos, reforcando a

necessidade de limpeza das méaos e materiais que entram na producao.

Como forma de avaliar de maneira mais abrangente, os microrganismos
foram agrupados por caracteristicas morfolégicas, o que possibilitou evidenciar
as possiveis fontes de contaminacdo mais frequentes. Os resultados sé&o

apresentados nas figuras 3-18 a 3-20.

76



AR ATIVO - PERIODO CHUVOSO

A PREVALENCIA POR CARACTERISTICA MORFOLOGICA B AR ATIVO - PERIODO SECO
Coco Gram-negativo_Levedura PREVALENCIA POR CARACTERISTICA MORFOLOGICA
4% 0% Coco Gram-negativo | cyedura
Bacilo Gram-negativo Bacilo Gram-negativo 2% 1%

11% 7%

Bacilo Gram-positivo

Coco Gram-positivo 9%

Bacilo Gram-positivo 52%

13%

Coco Gram-
positivo
44%

Bolor
Bolor

Figura 3-18. Classificacdo por género dos microrganismos recuperados em amostras de ar ativo durante o periodo chuvoso (A) e

seco (B).
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AR PASSIVO - PERIODO CHUVOSO

PREVALENCIA POR CARACTERISTICA MORFOLOGICA
Bacilo Gram-negativo

4%

Bacilo Gram-positivo
11%

Coco Gram
positivo

54%
Bolor

31%

B AR PASSIVO - PERIODO SECO

PERVALENCIA POR CARACTERISTICA MORFOLOGICA
Coco Gram-negativo
Bacilo Gram-negativo 3%
6%

Bacilo Gram-positivo
14%

Coco Gram-positivo
48%

Bolor

Figura 3-19: Classificagdo por género dos microrganismos recuperados em amostras de ar passivo durante o periodo chuvoso (A)

e seco (B).
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A SUPERFICIE - PERIODO CHUVOSO
PREVALENCIA POR CARACTERISTICA MORFOLOGICA
Coccus Gram-negativo
Bolor 19% _Levedura
8% —— 1%

Bacilo Gram-positivo

23% occus Gram-positivo
0

42%

Bacilo Gram-negativo
25%

SUPERFICIE - PERIODO SECO
PREVALECIA POR CARACTERISTICA MORFOLOGICA

Coccus Gram-negativo, ... 4.ra
2% 1%

Bacilo Gram-positivo
13%

Coccus Gram-positivo
32%

Bolor
21%

Bacilo Gram-negativo
31%

Figura 3-20. Classificacdo por género dos microrganismos recuperados em amostras de superficie durante o periodo chuvoso (A) e

seco (B).
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Por meio da avaliacdo dos graficos e resultados obtidos, € possivel
observar que, em ambos os periodos e para os trés tipos de amostragem,
prevalece a ocorréncia de cocos gram-positivos, comumente originarios da
microbiota da pele humana (ar ativo 52% e 44%; ar passivo 54% e 48% e
superficie 42% e 32%). Este resultado é semelhante ao encontrado outrora por
Sandle e Cundell, os quais identificaram que a principal fonte de contaminacao
do ambiente produtivo controlado é de origem humana (SANDLE, 2011;
CUNDELL, 2006). Apesar do fato de que estes estudos abrangem areas limpas
mais criticas que o presente objeto de estudo, a extrapolagéo é possivel por se
tratar de ambientes cujos controles aplicados equivalem a Classe D dos Guias

de Boas Praticas de fabricacao.

Em seguida, para amostragens de ar observam-se fungos filamentosos
ou bolores (ar ativo 20% e 37% e ar passivo 31% e 29%) e, em menor grau, de
bacilos gram-positivos (ar ativo 13% e 9% e ar passivo 11% e 14%), ambos
predominantemente originarios do solo. Especificamente para amostragem de
superficie, como segundo tipo de microrganismos mais prevalente, foi observada
a ocorréncia de bacilos gram-negativos (25% e 31%), comumente encontrados
no solo e na agua. Este fato pode ser um reflexo da utilizacdo de agua para a
limpeza das superficies em que ocorre a amostragem, sendo possivel a

recuperacao deste tipo de microrganismo.

Outro estudo previamente realizado descreveu que o0s fungos
recuperados em éareas de classe D representavam apenas a 8% do total
(SANDLE, 2011), ou seja, uma ocorréncia muito menor do que aquela observada
no presente estudo. E possivel observar uma prevaléncia maior de bolores no
periodo seco do que no periodo chuvoso. Apesar do fato de que os bolores
proliferam-se em ambientes mais umidos, o periodo seco tende a apresentar
maior quantidade de particulas em suspenséo, o que propicia a circulacao de
esporos do ambiente externo a producdo e a sua recuperagdo em amostras

ambientais.

Este fato deve ser tratado com cautela devido as observagdes recentes
da FDA e recalls associados a contaminacao fungica, incluindo contaminacgéo de

comprimidos, um dos produtos com menores condi¢des para proliferacdo deste
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microrganismo (CUNDELL, 2016). Assim sendo, medidas para minimizar a
ocorréncia de fungos no ambiente devem ser tomadas de forma a mitigar riscos
de contaminacdo ao produto final uma vez que esporos podem resistir as

condicBes de baixa atividade de agua do produto.
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4 ABORDAGEM ESTATISTICA PARA MONITORAMENTO AMBIENTAL

Este capitulo deu origem ao artigo intitulado “Development of statistical approach
for microbial monitoring on non-sterile pharmaceutical environments”, o qual foi

submetido a revista Journal of Applied Statistics, (conceito Qualis 2018: B2).
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4.1 CONTROLE EM PROCESSOS

Processos que apresentam nivel de reprodutibilidade adequado podem
ser, de certa maneira, previsiveis. Assim sendo, € comum que indudstrias
farmacéuticas adotem limites internos referentes a faixa de valores em que existe
a maior probabilidade de ocorréncia de um resultado em condi¢gdes normais de
processo, considerando a distribui¢cdo dos dados historicos e a sua dispersdo ao
redor de um valor médio ou mediana (PRINCE, 2008). E esperado que os limites
internos sejam mais restritivos que os limites regulatérios, uma vez que nestas
situacdes, assume-se que 0 processo conduzido apresenta menor variagao de
resultados do que tolerado em termos de seguranca do paciente e pelas
entidades regulatérias (PRINCE, 2008).

Os limites internos sdo comumente tratados como limites de alerta ou,
para controle de parametros criticos, critério interno de aceitacdo (In-house
Acceptance Criteria — IHAC), podendo estes se referirem aos limites superiores
ou inferiores. Os limites de alerta sao tratados como um valor indicativo de que
0 processo pode nédo estar operando de acordo com o esperado. Em casos de
extrapolacéo de limites de alerta, pode ser necessario a tomada de acfes para
corrigir o problema, prevenindo a ocorréncia de resultados fora das expectativas
regulatorias e, consequentemente, de significativos impactos negativos. Ja 0s
limites determinados pelas agéncias regulatérias tratam-se de limites de acéo,
cujas ocorréncias devem ser exaustivamente investigadas e, caso o resultado
seja confirmado, impactos significativos no produto e no processo da companhia
como um todo podem ocorrer. Nestes casos, é requerida aprofundada avaliacao
de impacto e as devidas acfes corretivas e preventivas (CAPA — Corrective
Actions and Preventative Actions) devem ser tomadas para retificar a nao

conformidade e evitar uma reincidéncia destes resultados (PRINCE, 2008).

O calculo dos limites de alerta comumente esta atrelado a curva de
distribuicAo que melhor representa o conjunto de dados observados
historicamente. Existem diversos tipos de distribuicdo, sendo o mais comum e,
também, um dos tipos de maior importancia estatistica a distribuicdo normal.
Apesar disso, outras férmulas estatisticas foram desenhadas para prever a

distribuicdo dos conjuntos de dados, como por exemplo a distribuicdo
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exponencial, logaritmica, Weibull, Gamma-Poisson e Binomial. Como forma de
comprovar que um dado conjunto de resultados distribui-se conforme uma das
equacdes desenvolvidas, devem-se aplicar testes de hipoteses, cujo valor de
significancia demonstrara a aplicabilidade da funcdo aos resultados obtidos
(PRINCE, 2008).

O mesmo conceito tem sido vastamente aplicado para a avaliacdo de
resultados de monitoramento ambiental, de forma a verificar se os controles
desenvolvidos para a manutencdo das condi¢cdes assépticas ou de higiene das
areas produtivas estdo operando de maneira eficaz. Dentro deste conceito,
existe certo debate a literatura sobre as diferentes metodologias para avaliacao
destes resultados, considerando que existem limitacbes das técnicas de
amostragem, que o crescimento microbiano € comumente avaliado por uma
distribuicdo normal e que, principalmente para areas assépticas, os resultados
sao extremamente baixos, o que limita a utilizagéo de diversas ferramentas para
o célculo de limites (PRINCE, 2008). A maioria das avaliagbes leva em
consideracéo o tipo de distribuicdo dos dados, aplicando, quando necessario,
transformacdes dos resultados iniciais, a fim de que se aplique uma avaliacéo

mais adequada.

4.2 MODELOS DE DISTRIBUICAO ESTATISTICA APLICADOS A
MONITORAMENTO AMBIENTAL

4.2.1 Distribuicdo Normal

A distribuicdo normal € a mais comumente utilizada para controle em
processos na producdo de medicamentos. Por ser uma metodologia bastante
consolidada, muitas empresas historicamente optaram por aplicar a utilizagcéo de
graficos de controle de Shewhart aos resultados de monitoramento ambiental,
de forma a avaliar possiveis tendéncias, sendo aplicados limites de alerta e acéo
por meio das equacdes 4-1 e 4-2 célculos abaixo, sendo X a média amostral e S
0 desvio padrao do conjunto de dados avaliados (CAPUTO & HUFFMAN, 2004;
WILSON, 1997).
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Equacdo 4-1: Equacdo para determinacdo de limite de alerta em graficos de
controle de Shewhart.
Limite de alerta = X + 2S

Equacdo 4-2: Equacdo para determinacdo de limite de acdo em graficos de

controle de Shewhart.

Limite da acdo = X + 3S

Ambos os célculos foram baseados na pratica amplamente adotada para
monitoramento de processos por meio de graficos de controle, em que se
assume que, para distribuicdo normal, 95,4% dos resultados estardo na faixa
entre = 20 (desvios padrées) em relacdo a média populacional (1) e que 99,7%
deles estardo na faixa de variacdo de 30 (desvios padrdes), conforme exemplo
na figura 4-1. Assim sendo, em um processo em controle, espera-se que 5% dos
resultados esteja acima do limite de alerta e que 0,3% esteja acima do limite de
acdo, sendo razoavel reagir durante uma excursdo deste (PRINCE, 2008;
MONTGOMERY, 2004).

0,003% 99,994% 0,003%
+—> | < > | —>
-4g +40
99,73%

-30 +30
95,44%

68,26%

/ e \

u
Figura 4-1. Exemplificacdo de um gréafico de distribuicdo normal e a porcentagem
da populacao que se encontra dentro da faixa de variacédo de 10, 20, 30 € 40 ao
redor da média p, sendo o o desvio padrao da populagéo (Adaptado de: PORTAL
ACTION, 2018).
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Entretanto, é sabido que dados de monitoramento ambiental dificiimente
seguem esse tipo de distribuicdo, haja vista que é alta a frequéncia de resultados
préximos de zero, ndo seguindo o padrao simétrico da curva normal (CAPUTO
& HUFFMAN, 2004). Assim sendo, caso a curva de distribuicdo adotada néo
represente adequadamente o conjunto de dados, os limites calculados, que
abrangeriam 95,4% dos resultados, ndo representardo, na pratica, esta
probabilidade de ocorréncia, havendo chances maiores de se obterem

resultados acima dos limites que possam estar em controle e vice e versa.

Por outro lado, Bar demonstrou que, independentemente do tipo de
distribuicdo dos dados, a aplicacdo de cartas graficas de controle com media
variavel é possivel, sem que seja necessaria a transformacéo dos resultados a
fim de se buscar a normalidade, pois, caso 0 ambiente produtivo esteja em
controle, dificilmente os limites calculados para distribuicdo normal ser&o
extrapolados (BAR, 2015).

4.2.2 Distribuicdo de Poisson e Gamma-Poisson (Binomial

Negativa)

A distribuicdo de Poisson descreve a probabilidade de ocorréncia de
eventos raros em um dado intervalo de tempo e € uma aproximacdo da
distribuicdo binomial. A equacdo matematica que descreve a distribuicdo de

Poisson se d& conforme equacéo 4-3.

Equacéo 4-3. Descricao da distribuicdo de Poisson.

-1 3x
et parax=0,1,2, ..

x!

p(x,4) =

Neste tipo de distribuicdo, o parametro da curva A indica o numero médio

de eventos ocorridos em um dado intervalo e o desvio padrdo pode ser

representado como 1. Na pratica, os célculos e o tratamento dos resultados

88



para este tipo de distribuicdo sdo bastante complicados e quando se tem um
conjunto amostral pequeno, os dados devem ser tratados de maneira discreta (X
=0, 1, 2...). E possivel que um conjunto amostral caracteristico da distribui¢éo
de Poisson aproxime-se da normalidade quanto maior for a sua média (A),
conforme esquematizado na figura 4-2. E requerido um A > 10 para uma
aproximacao razoavel e um A > 20 para uma boa aproximacgado, conforme o
teorema do limite central que afirma que “uma dada distribuigdo com média y e
variancia o2, aproxima-se da distribuicdo normal conforme o aumento do
tamanho do grupo amostral’. Por isso, muitas empresas adotam a avaliagdo
estatistica com a utilizacdo da distribuicdo normal, aumentando-se o ndmero
amostral, sendo requerida uma quantidade maior de resultados para

interpretacédo adequada (SUN et al., 2006).

=10, o= —ﬁO_

Probability of x

15 20 25

Figura 4-2. Distribuicdo de Poisson com o aumento da média (A) de ocorréncias
(a) e comparacao entre as distribuices normal e de Poisson para p=1 (normal),
A=1 (Poisson) e para y=10 (normal), A=10 (Poisson) (Adaptado de: SUN et al.,
2006).

Alguns autores descrevem que a distribuicdo de Poisson normalmente se
ajusta bem aos dados de monitoramento ambiental para areas estéreis
(PRINCE, 2008; SUN, 2006; WILSON, 1997). Em contrapartida, esse tipo de
distribuicdo nédo leva em consideracdo a heterogeneidade das populacbes da
amostra, uma vez que diferentes localizagbes e momentos da amostragem
geralmente leva a diferentes processos randdbmicos, principalmente

considerando que areas nao-estéreis tendem a ter uma variabilidade maior dos
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resultados. Neste caso, o0 modelo de Poisson pode néo ser adequado e tende a
subestimar a variabilidade dos dados. Se aplicado na rotina, é possivel que
ocorra uma quantidade grande de alarmes falsos para excursées microbianas,

assim como quando se supde uma distribuicdo normal (YANG et al., 2013).

Yang et al. sugere corrigir a maior dispersdao dos dados usando a
distribuicdo Binomial Negativa ou Gamma-Poisson, uma vez que se tratam de
uma generalizacdo da curva de Poisson, permitindo que a média varie de acordo

com a distribuicdo gamma (YANG et al., 2013).

4.2.3 Modelos zero-inflacionados

O ambiente produtivo asséptico, principalmente areas de classe A e B,
ISO classe 5 ou classe 100, para o FDA, apresentam contagens ambientais
extremamente baixas, com resultados, em sua maioria, zero UFC. Sendo um
conjunto de dados bastante limitado, pode levar a estimativas equivocadas

durante a determinacao de limites de alerta e acéo.

Sun et al. apresentaram as bases tedricas e mateméticas da aplicacao
do numero mais provavel (MPN) a conjunto de resultados deste tipo, desde que
sigam a distribuicdo de Poisson. O MPN é uma técnica bem consolidada para a
estimativa da densidade de microrganismos a partir de diluicbes seriadas. A
técnica considera que uma dada amostra com certa carga microbiana,
relativamente elevada, apresenta microrganismos distribuidos randomicamente
e de forma continua, pela distribuicdo normal. Ao se realizarem diluicdes
seriadas, a concentragcdo de microrganismos na amostra torna-se tao baixa, que
passa a seguir a distribuicdo de Poisson. Assim sendo, a avaliagdo do MPN se
da em uma densidade de microrganismos baixa o suficiente para que seja
possivel obter resultados positivos e negativos simultaneamente (SUN et al.,
2006). Vide esquema ilustrativo do processo de diluicbes seriadas para

avaliacdo do NMP na figura 4-3.
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Diluicdo
Normal —@m Poisson

Amostra original Contagem microbiana extremamente baixa

mf\f\/‘\ RN

LILL

EJJUUU

110 0.110 0.01/10 _@‘- Estéagio final

+9ml

+9ml

dilution |, _"_‘._' .

Distribuig&o continua Distribui¢éo discreta

Figura 4-3. Esquema ilustrativo da distribuicdo de particulas em ao longo das

diluicdes seriadas conforme técnica NMP (Adaptado de: SUN et al., 2006).

Halvorson e Ziegler (1932) foram os primeiros autores a apresentar as
bases matematicas do NMP, cujos fundamentos estatisticos sdo baseados na
distribuicdo de Poisson. A equacéao 4-4, descrita por Halvorson e Ziegler, estima
a maxima probabilidade quando a razdo entre amostras estéreis e o total de
amostras (s/n) foi avaliada com base na distribuicdo binomial (HALVORSON &
ZIEGLER, 1932).

Equacéo 4-4. Equacdo de Halvorson e Ziegler, onde d € o MPN, s é o valor de

amostras que ndo apresentam crescimento e n o numero total de amostras.

d = —In(s/n)

Comparativamente, os dados de monitoramento ambiental obtidos de
areas assépticas apresentam, da forma como se encontram, 0 mesmo
comportamento e as mesmas propriedades das amostras diluidas pelo método
MPN (SUN et al., 2006).
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Sun et al. avaliaram que os valores MPN, obtidos com a aplicacéo da
equacao de Halvorson e Ziegler (equacao 4-4), sao, em geral, mais altos do que
a média aritmética, demonstrando uma sensibilidade maior com a utilizacao
dessa técnica, ou seja, uma estimativa mais precisa. A aplicacdo desta técnica
nada mais € do que um simples tratamento de dados de amostra que seguem a
distribuicdo de Poisson (SUN et al., 2006).

4.2.4 Distribuicdo exponencial negativo

Embora dos dados de monitoramento ambiental ndo sejam continuos, a
aproximacéo a este tipo de distribuicdo € razoavel para dados de monitoramento
ambiental (WILSON, 1997), uma vez que para areas controladas, espera-se uma

menor ocorréncia de resultados.
4.2.5 Distribuicdo de Weibull

A distribuicdo de Weibull € aplicavel para variaveis continuas, comumente
baseada na avaliacdo da ocorréncia de falha em funcdo do tempo e a
determinacdo do tempo de vida média de produtos, ou seja, é possivel
determinar a quantidade de pecas que falhardo em um dado periodo de tempo
e 0 tempo que pode durar uma peca. Por se tratar da ocorréncia de eventos,

seus valores podem variar de 0 a +~ (MONTGOMERY, 2004).

Esta funcdo € capaz de assumir uma grande variedade de formas a
depender de um fator que se aplica a esse tipo de distribuicéo (fator K). Apesar
disso, a fungcdo da taxa de falha € monétona, podendo ser estritamente
crescente, estritamente decrescente ou constante. Quando k=1, a curva
assemelha-se a funcdo exponencial. Por isso, muitas vezes, a distribuicdo de
Weibull é considerada uma generalizacdo da distribuicdo exponencial
(MONTGOMERY, 2004).

Tem a caracteristica de apresentar exatiddo mesmo com quantidade de
dados limitada, pois, ao se fazer uso do modelo de regressdo por teste
acelerado, é possivel prever 0os parametros mesmo com um pequeno nimero de
dados (MONTGOMERY, 2004).
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Extrapolando estes conceitos para o cenario de dados de monitoramento
ambiental, a “falha” normalmente é tratada como a presenga de crescimento
microbiano, independentemente das contagens absolutas de cada placa. Assim
sendo, areas controladas classes A e B, cuja ocorréncia de crescimento € rara,

podem ser um amplo campo para aplicacao deste tipo de distribuig&o.

J& para areas classes C, D e areas produtivas n&o-estéreis, onde o
crescimento microbiano é mais frequente, a “falha” assume outro significado.
Haja vista que boa parte das amostras apresentara crescimento microbiano, uma
boa aplicacdo deste modelo € a previsdo da ocorréncia de resultados acima dos

limites de alerta previamente determinados.

4.2.6 Cartas graficas com média mével

Mesmo tendo sido desenvolvida uma vasta gama de abordagens
estatisticas para monitoramento ambiental, Bar demonstrou que,
independentemente do tipo de distribuicdo dos dados, a aplicacdo de cartas
graficas de controle com média variavel € possivel, sem que seja necessaria a
transformacao dos resultados a fim de se buscar a normalidade, pois, caso o
ambiente produtivo esteja em controle, dificiilmente os limites calculados para

distribuicdo normal serédo extrapolados (BAR, 2015).

Diante dos fatos apresentados, principalmente em virtude das
caracteristicas do produto final, observa-se que pouco destaque tem se dado ao
monitoramento ambiental envolvendo a manufatura de produtos néo-estéreis.
N&o existe uma padronizacdo dos aspectos relacionados a avaliacdo de
tendéncias; os limites de alerta e agdo, em muitos casos, ndo sédo determinados,

e, além disso, as caracteriza¢cdes da microbiota ambiental sdo superficiais.

4.3 OBJETIVO

Esse estudo teve como objetivo a caracterizacdo dos ambientes

farmacéuticos ndo-estéreis de duas industrias diferentes, porém com processos
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semelhantes, pela perspectiva estatistica em termos de recuperacao microbiana.
Adicionalmente, espera-se contribuir com a literatura cientifica pelo
desenvolvimento de wuma abordagem estatistica para monitoramento

microbiolégico ambiental para ser aplicado a este tipo de ambiente.

4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Ambiente de estudo

Foram avaliados os dados de monitoramento ambiental provenientes de
duas industrias farmacéuticas localizadas na regido tropical em diferentes
hemisférios, sendo Industria A pertencente ao hemisfério sul e Industria B, no

hemisfério norte.

As amostras foram tomadas de salas de processo, onde ocorrem as
operacdes unitarias e pode, potencialmente, ocorrer a exposi¢do do produto, e
salas de ndo-processo, que funcionam como suporte para as salas de processo,
como areas de lavagem, gownings (antessalas) e salas para armazenar
equipamentos limpos. Todas as salas integram o Programa de Monitoramento

Ambiental previamente avaliado conforme criticidade de cada uma.

Devido a particularidades das instalagcbes, o tamanho de amostra (N) foi

diferente para cada uma das industrias.
4.4.2 Coletade dados

Para a avaliacao preliminar dos dados e desenvolvimento da abordagem
estatistica, foram utilizados dados coletados de diferentes periodos que, ao todo,
compreenderam setembro de 2013 e dezembro de 2017, sendo descritos em
detalhes nas secdes 4.5 e 4.6. Foram incluidos os trés tipos de amostragem
comumente aplicados para monitoramento ambiental para areas nao-estéreis,
como descrito nos itens 3.4.5 a 3.4.9. Salas de processo sdo amostradas por
todos os trés tipos de amostragem, enquanto que para salas que néo sao de

processamento, apenas a amostragem de ar ativa € aplicada, uma vez que

nenhuma exposicao do produto ocorre nessas areas. Embora ambos ambientes
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de producdo sejam categorizados como ndo-estéreis, as industrias aplicam
controles de particulas viaveis e ndo-viaveis nas areas produtivas, seguindo 0s
requerimentos especificados para areas classe D, de acordo com os guias BPF
e classe ISO 8, descrita na 1ISO-14644.

4.4.3 Ferramenta estatistica

Foi utilizado software estatistico validado John’s Macintosh Program
(JMP®) versao 12 para a construcao dos graficos de controle e realizacdo dos
testes de hipoteses para avaliacdo da distribuicdo dos dados, bem como a

analise de variancia e célculo da capacidade do processo.

4.5 AVALIACAO ESTATISTICA PRELIMINAR DOS DADOS

Como parte da construcdo do conhecimento e caracterizacdo microbiana
das areas produtivas nao-estéreis, foi realizada uma avaliacdo estatistica
preliminar dos dados utilizando apenas uma Industria A e por um periodo de
coleta de dados de setembro de 2013 a junho de 2017, obtidos somente pela
amostragem ativa por apresentar a maior quantidade de resultados, de forma a

obter um nuimero amostral elevado.

As contagens microbianas obtidas durante o periodo foram avaliados por
meio do software JMP frente a aplicacao de fit tests (teste de hip6teses) para a
avaliacdo da distribuicdo estatistica, os quais sdo apresentados a seguir. Os
dados foram testados frente as distribuic6es Normal, Poisson, Gamma-Poisson,
Binomial e Beta-binomial, além das distribuicdes exponencial e de Weibull, com
base nos tipos de distribuicédo ja citados na literatura. Entretanto, nenhum dos
resultados apresentaram valor de significancia (p-value) maior que 0,05,
rejeitando-se a hipotese Ho que afirma que a distribuicdo dos dados pode ser

descrita pela equacéo de probabilidade testada.

A figura 4-4 representa o histograma tragado com os resultados de ar ativo
para monitoramento ambiental e estdo tragcadas as curvas referentes aos
diferentes tipos de distribuicdo testados. Avaliando visualmente o histograma, é

possivel perceber que nenhuma das curvas descreve exatamente da distribuicéo
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real dos dados do histograma e que existe grande ocorréncia de resultados
discrepantes do conjunto de dados (outliers) o que evidencia os resultados sem

sucesso dos fit tests aplicados.

G8886°8%e P+ 09 ¥ 05 B +0° o + +

" Normal

" Poisson

"~ GammaPoisson

~ Binomial

" Beta Binomial

"~ Weibull with Threshold

Exponential
Figura 4-4. Histograma dos resultados de amostragem de ar ativo para
monitoramento ambiental frente as curvas de probabilidade tracadas para os

diferentes tipos de distribuicédo testados. Contagens em ar ativo UFC/m2.

Conforme evidéncias na literatura, esperava-se que o0s resultados
pudessem ter boa aproximacdo com a distribuicio de Gamma-Poisson
(UNITED, 2018c; BAR, 2015; YANG et al., 2013; SUN et al., 2006; WILSON,
1997), especialmente as areas com baixas contagens de microrganismos, como
as cabines de pesagem, devido ao comportamento semelhante as areas
controladas. Assim sendo, foi realizada nova avaliagdo individual por sala,
apesar da drastica reducdo do numero amostral, como maneira de verificar se

os distintos comportamentos poderiam impactar na resposta dos testes de
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probabilidade (fit-test) obtidos com o conjunto de dados. Os resultados estao
descritos na tabela 4-1.

De acordo com os resultados obtidos por sala, € possivel perceber que a
maioria dos resultados de fit-test rejeitou a hipétese Ho, ndo sendo possivel
encontrar a curva de distribuicdo que melhor descreva o conjunto de dados.
Alguns resultados positivos obtidos supostamente significariam que os dados
especificos de algumas salas seriam descritos pelas referidas distribuicdes.
Entretanto, muitas vezes, a avaliacdo visual ndo demonstrou a mesma
semelhanca, como o exemplo da sala AL, para a qual se obtiveram bons
resultados de fit test para Gamma-Poisson, mas visualmente, ndo se vé relacdo

entre a curva e a distribuicdo dos dados (figura 4-5).

4~ Contagem em ar ativo UFC/m3

H =1

MNormal(15,1667,13,8914)

Puoisson(15,1667)

— GammaPoisson(15,1667,15,8099)

— Binomial(0,15167)

— Beta Binomial(0,14952,0,14455)

— Weibull with Threshold(18,6683,1,33324,0)
Exponential(15,1667)

Figura 4-5. Curvas de distribuicdo tracadas com relacdo aos dados de
monitoramento da sala AL. Note que, apesar de apresentar resultado
significativo para o teste de hip6tese do tipo de distribuicdo de Gamma-Poisson,

nao se observa sobreposicdo exata da curva ao conjunto de dados.

Devido aos resultados obtidos, os dados classificados como outliers
durante avaliagdo de dispersédo, ou seja, estatisticamente discrepantes do
conjunto de dados analisado, foram excluidos dos céalculos apenas como forma

investigativa, uma vez que ndo podem ser excluidos dados da avaliacdo apenas
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por se tratarem de outliers, sem que seja atribuida uma causa ou que haja um

racional que justifique a sua remocgéo (PRINCE, 2008).

Assim sendo, foram realizados novamente os de fit tests tanto para os
dados gerais, quanto individualmente por sala, os quais sado apresentados
abaixo (tabela 4-1). Entretanto, poucos resultados alteraram-se, demonstrando
que os dados considerados estatisticamente outiliers ndo eram fator

determinante para a falha nos resultados de fit-test.
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Tabela 4-1. Resultados obtidos com a realizacdo dos testes de hipoteses dos dados gerais e por sala frente aos diferentes tipos de

distribuicdo com a utilizacdo dos dados completos (O*) e apds exclusado de outliers (E*).

Goodness of fit

Normal Poisson Gamma- Binomial Beta-binomial Weibull Exponencial
Shapiro walk W test Pearson ChiSquared Poisson Pearson ChiSquared Pearson ChiSquared Cramer-von Mises W test Kolmogorov’s D
(Prob<w) (Prob>X2) Pearson ChiSquared (Prob>X2) (Prob>X2) (Prob>W3?) (Prob>D)
Sala (Prob>X2)

(0 (E") (©9 (E") (09 (E") (0% (E") (09 (E") (0% (E") (©9 (E")
Geral <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
CP1 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0044 0,0044 <0,0001 <0,0001 0,0046 0,0046 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
CP2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
CP3 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
C1l <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
ML <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 0,0844
AL 0,0042 0,4319 <0,0001 0,3272 0,7735 0,5419 <0,0001 0,3180 0,7923 0,5433 <0,0100 <0,0100 0,1500 0,0381
MC <0,0001 0,0007 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 0,0941 <0,0100
Cc2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
E <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
R1 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
IC <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
R2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
EMB <0,0001 0,0086 <0,0001 <0,0001 0,9647 0,8958 <0,0001 <0,0001 1,0000 0,9978 <0,0100 <0,0100 0,0746 0,0876
Gl <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
G2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 <0,0100 <0,0100
G3 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0100 <0,0100 0,1500 0,1016

Nota: Hipotese alternativa Ho: “Os dados se distribuem conforme modelo testado”. Valores de probabilidade < 0,05 rejeitam Ho.
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Conforme sugerido por Wilson, € importante que a avaliacdo estatistica
seja seguida de uma avaliacao visual dos histogramas obtidos (WILSON,1997).
Avaliando as figuras 4-6 a 4-11, que contemplam os histogramas obtidos frente
as curvas de distribuicdo com e sem os outliers por sala, pode-se perceber que
mesmo nao apresentando bons resultados nos testes de hipotese a equacéo
que melhor descreveria os dados de monitoramento ambiental € a aproximacao
de Gamma-Poisson. Visualmente, os conjuntos com a exclusdo dos outliers
aparentam ter melhores aproximacdes para as curvas, principalmente para

Poisson e Gamma-Poisson.

CP1 (O%) CP1 (E*)

|<> |< o 8

1 0 1 2 3 4 5 6 2 3
—— Mormal(0,39583,0,89299) — Normal(0,31915,0,72551)
— Poisson(0,39583) — Paisson(0,31915)
—— GammaPoisson(D,39583,2,97433) — GammaPuisson(0,39583,2,97433)
— Binomial(0,00396) — Binomial(0,00319)
— Beta Binomial(0,00395,0,01958) — Beta Binomial(0,00395,0,01938)
—— Weibull with Threshold(2,36108,2, 88701,0) — Weibull with Threshold(2,36108,2,88701,0)
Exponential(0,39583) Exponential(0,31915)

Figura 4-6. Histogramas e curvas de distribuicdo obtidos com a avaliagéo inicial
(O*) e apos a excluséo dos outliers (E*) dos dados de monitoramento ambiental
da sala CP1.
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CP2 (0%
[H g +

0 10 20 30 40

— Mormal(l,61538, 4,47497)

— Poisson(1,61538)

— GammaPoisson(1,61538,7 54071)

— Binemial(0,01615)

— Beta Binomial(0,01666,0,06768)

— Weibull with Threshold(4,32219,1,05526,0)
Exponential (1,61538)

CP2 (E¥)
(<
f%
0 1 2 3 4 5

——MNormal(0,70213,1,11519)

— Poisson(0,70213)

—— GammaPoisson(l,61538,7,54071)

— Binomial(0,00702)

— Beta Binomial(0,01666,0,06768)

—— Weibull with Threshold(4,32219,1,05526,0)
Exponential(0,70213)

CP3 (0%
[ £ ++0++

0 5 10 15 20

— MNormal(1,94737 4, 15803

— Pois=zon(1,94737)

—— GammaPoisson(1,94737,11 6081)

— Binomial(0,01947)

— Beta Binomial(0,01926,0,09825)

— Weibull with Threshold(5,89869,1,16491,0)
Exponential(1,94737)

CP3 (E%)
[S

-1 001 2 3 4 5 6 7 8 9 10

— Mormal(1,04673,1,96374)

—Poisson(l1,04673)

—— GammaPuoisson(l,04673,5,58091)

— Binomial(0,01047)

— Beta Binomial(0,01039,0,04447)

—Weibull with Threshold(3,84544,1 75197 0)
Exponential(1,04673)

C1 (0%
HI<H—o#0a o o+o

0 10 20 30 40

— Mormal(5,69167 8 6838)

— Poisson(6,69167)

—— GammaPoiszon(B,69167,10,7333)

— Binomial(0,06692)

— Beta Binomial(0,06745,0,09753)

——Weibull with Threshold(8,72856,1,07564,0)
Exponential(G,69167)

C1 (B
HIS ——

il

]_..
0 5 10 15 20 25

— Mormal(5,56034,6,22099)

Poisson(5,56034)

GammaPoisson(5,56034,7 85655)

— Binommial(0,0556)

— Beta Binomial(0,05544,0,06828)

—— Weibull with Threshold(7,63708,1,23366,0)
Exponential(5,56034)

Figura 4-7. Histogramas e curvas de distribuicdo obtidos com a avaliagéo inicial

(O*) e apos a exclusao dos outliers (E*) dos dados de monitoramento ambiental

das salas CP2, CP3 e C1.
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ML (O%)

H<d—++ + oo +

-0 0 20 40 60 80 100 120 140

— MNormal(15,4937,23,0628)

—Poisson(15,4937)

GammaPoisson(15,4937,20,3415)

— Binomial(0,07747)

— Beta Binomial(0,08193,0,10658)

— Weibull with Threshold(15,5764,0,90302,0)
Exponential(15,4937)

ML (E¥)

—

H_ &

Poe—

-5 0 5 10 15 20 25 30 3B

——MNormal(8,91429,7 43034)

— Poisson(8,91429)

— GammaPoisson(8,91429,6,80932)

— Binomial(0,04457)

— Beta Binomial(0,04452,0,02963)

—— Weibull with Threshold(10,5519,1,38237.0)
Exponential(8,91429)

AL (O%)

— Normal(15,1667,13,58914)

— Poisson(15,1667)

— GammaPoisson(15,1667,15,8099)

— Binomial({0,15167)

— Beta Binomial(0,14952,0,14455)

— Weibull with Threshold(18,6683,1,33324,0)
Exponential(15,1667)

AL (E9
1
==
0 5 10 15

— Mormal(b,16667,3,8573)

— Poiszon(6,16667)

GammaPoisson(6,16667,3,38111)

— Binomial(0,06167)

— Beta Binomial(0,06139,0,02524)

—— Weibull with Threshold(8,30862,3,08435.0)
Exponential(B,16667)

C2 (O%)

0 20 40 60 80

—— Mormal(7,49074,10,7551)

— Poisson(7,49074)

—— GammaPoisson(7,49074,10,7529)

— Binomial(0,07491)

— Beta Binomial(0,08012,0,11436)

——Weibull with Threshold(9,72651,1,10494,0)
Exponential (7,49074)

C2 (E¥)

H IS F——

=
0 5 10 15 20

—— MNormal(5,12,4,29301)

—Pois=oni(5,12)

— GammaPoiszon(5,12,5,05148)

— Binomial(0,0512)

— Beta Binomial(0,05089,0,04104)

— Weibull with Threshold(7,31238,1,80465,0)
Exponential (5,12)

Figura 4-8. Histogramas e curvas de distribuicdo obtidos com a avaliacéo inicial

(O*) e apos a exclusao dos outliers (E*) dos dados de monitoramento ambiental

das salas ML, AL e C2.
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0 20 40 60 80 100

—— Mormal(4,76842,4,86291)

—Poisson(4,76842)

GammaPoisson(d, 76842, 7,09044)

— Binormial(0,04768)

— Beta Binomial(0,04725,0,05981)

— Weibull with Threshold(7,30907 1,50934,0)
Exponential(4,76842)

— Mormal(B,53535,11,4859)

— Poisson(6,53535)

GammaPoisson(f,53535,12 6289)

— Binemial(0,06535)

— Beta Binomial(0,07774,0,15751)

— Weibull with Threshold(8,95612,1,02054,0)
Exponential(f,53535)

R1 (O%) R1 (E¥)

— Mormal(s,5,9811) — Normal(4,43396,4,33904)

— Poisson(5) — Poisson(4,43396)
GammaPoisson(5,8,77649) — GammaPoisson(4,43396,7,0304)

—— Binomial(0,05) —— Binomial (0,04434)

—— Beta Binomial(0,04974,0,07649) — Beta Binomial(0,0438,0,05871)

—— Weibull with Threshold(8,09843,1,42193,0) — Weibull with Threshold(7,37348,1,86729,0)
Exponential(5) Exponential(4,43396)

R2 (0% R2 (E*)
[ F— & [& —

0
—— Normal(3,28333,4,33782) — Normal(2,7068,3,0551)
— Poisson(3,28333) — Poisson(2,7069)
GammaPoisson(3,28333,6,42032) — GammaPoisson(2,7069,4,69007)
—— Binomial(0,03283) —— Binomial(0,02707)
—— Beta Binomial(0,03275,0,05383) — Beta Binomial(0,02693,0,03671)
—— Weibull with Threshold(5,48662,1,2716,0) — Weibull with Threshold(4,74963,1,57988,0)
Exponential(3,28333) Exponential(2,7069)

Figura 4-9. Histogramas e curvas de distribuicdo obtidos com a avaliacéo inicial
(O*) e apos a exclusao dos outliers (E*) dos dados de monitoramento ambiental
das salas E, R1 e R2.
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HB—jaete 4 4o

IC (E¥)

y =

0 10 20 30 40 50 60 0 5 10 15
—— Normal(7,70435,9,82119) — Mormal(4,16495,3,952)
— Poisson(7,70435) — Poisson(4,16495)
— GammaPoisson(7,70435,12,9041) — GammaPoisson(4,16495,5,06311)
— Binomial(0,07704) — Binomial(0,04165)
— Beta Binomial(0,07749,0,11761) — Beta Binomial({0,04143,0,04094)
— Weibull with Threshold(10,4485,1,1239 .0} — Weibull with Threshold(6,4195,1,72721,0)
Exponential(7,70435) Exponential(4,16495)
EMB (O¥) EMB (E¥)
H —=—=F— o H +=—=F—
]
100 10 20 30 40 50 60 70 -10 0 10 20 30 40 50

— MNormal(17,4231,17 8531)

— Poisson(17,4231)

— GammaPoisson(17,4231,25,144)

— Binomial(0,17423)

— Beta Binomial(0,17137,0,21925)

—— Weibull with Threshold(20,1262,1,05805,0)
Exponential(17,4231)

—— MNormal(15,4,14,8717)

— Poisson(15.4)

—— GammaPuoisson(15,4,21,2818)

— Binomial(0,154)

— Beta Binomial(0,14983,0,18317)

— Weibull with Threshold(18,1974,1,11767,0]
Exponential(15,4)

G1 (0%
F—I@—{ © oHF +

10 0 10 20 30 40 50 60 70

—— MNormal(13,7778,15,354)

—Poiszon(13,7778)

GammaPoisson(13,7778,19,9314)

— Binomial(0,13778)

— Beta Binomial(0,13836,0,18415)

—— Weibull with Threshold(17,5731,1,17449,0)
Exponential(13,7778)
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G1 (B

S50 5 10 15 20 25 30 35 40

Mormal(9,81633,8,94813)
Poisson(9,81633)
GammaPoisson(®,81633,11,58453)

— Binomial(0,09816)

— Beta Binomial(0,09666,0,10514)

—— Weibull with Threshold(13,383,1,50058,0)
Exponential(9,81633)

Figura 4-10. Histogramas e curvas de distribuicéo obtidos com a avaliacao inicial

(O*) e apos a excluséo dos outliers (E*) dos dados de monitoramento ambiental

das salas IC, EMB e G1.
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— Mormal(10,8958,12,7116)

— Poisson(10,8958)

—— GammaPoisson(10,8358, 17 9875)

— Binomial(D,10896)

— Beta Binomial(0,10814,0,16008)

— Weibull with Threshold(14,608,1,16736,0)
Exponential(10,8958)
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Figura 4-11. Histogramas e curvas de distribuigéo obtidos com a avaliagao inicial

(O*) e ap0s a excluséo dos outliers (E*) dos dados de monitoramento ambiental

das salas G2 e G3.
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Em virtude dos resultados obtidos, uma das abordagens alternativas seria
a aplicacado de uma curva de distribuicdo baseada nos dados obtidos, como a
Smooth curve (Curva atenuada) de forma que, considerando todos os resultados
obtidos como provenientes de condi¢cdes normais de processo, podem-se obter
limites de alerta e acao que representem a realidade do ambiente produtivo em

estudo.

Assim sendo, foi realizada a aproximag¢ao com Smooth Curve para todos
os dados das amostragens de ar ativo e os limites obtidos com esta metodologia
foram comparados com aqueles obtidos com a aplicacdo da distribuicdo de
Gamma-Poisson.

Os limites foram determinados de acordo com os quantis de forma que
99,73% dos resultados obtidos estivessem dentro do limite de alerta e 99,994%
do limite de ac&o, cujas probabilidades sdo usualmente aplicadas em

monitoramento de processos.

Considerando a distribuicdo de Gamma-Poisson, os limites obtidos foram
de 61 UFC/m? para alerta e 121 UFC/m3 para acéo. Por outro lado, aplicando o
Smooth Curve, foram obtidos os limites de 53 UFC/m3 para alerta e 65 UFC/m3.
E possivel perceber que os limites obtidos pela aproximac&o por Smooth Curve
apresentaram-se mais restritos do que a determinacao dos quantis por Gamma-
Poisson, sendo observados alguns resultados acima do limite de alerta para o
primeiro caso, mas nao para o segundo, por serem limites mais amplos (grafico
4-1). Entretanto, em ambos 0s casos, observa-se um distanciamento grande em
relacdo ao limite esperado para areas classificadas como grau D (200 UFC/m3),

conforme expectativas para esta area.
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Gréfico 4-1. Disperséo do conjunto de resultados obtidos com a amostragem de ar ativo durante o periodo estudado. Foram incluidos

os limites calculados pela determinacdo de quantis com base na distribuicdo de Gamma-Poisson (linhas continua e tracejada

vermelho-claro) e com base no Smooth Curve tragado para o conjunto de dados (linhas continua e tracejada vermelho escuro). Esta

representado em azul o limite considerado para areas de classe D, conforme guias BPF de 200 UFC/m3 (EUROPEAN, 2014b).
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Por todos os aspectos mencionados, € possivel perceber que, apos
avaliacdo dos dados de amostragem ativa de monitoramento ambiental do
periodo citado, ndo foi possivel obter resultados consistentes que pudessem
demonstrar matematicamente a melhor curva de probabilidade que descreve o
conjunto amostral, seja avaliando os dados brutos na integra, com a excluséo de
dados considerados outliers estatisticamente ou com a avaliacdo
separadamente por sala. Este fato pode estar relacionado ao extenso periodo
de avaliacdo, uma vez que, de forma a obter um alto numero amostral, foram
avaliados 46 meses, ao invés de 24, como pratica adotada para controle de
processos (MONTGOMERY, 2004). A avaliagdo visual das curvas de
distribuicao frente ao histograma evidenciou que a curva que mais se aproxima
do conjunto de dados foi a distribuicio de Gamma-Poisson, apesar de néo
fornecer uma boa resposta quanto ao teste de probabilidade (fit-test). Uma vez
nao obtendo resultados robustos nesta fase de avaliacdo, os dados foram
profundamente avaliados, sendo excluidos aqueles que, com causa atribuivel,
representam as condi¢cdes normais de operacdo das areas e, em seguida foi
tracada uma curva de distribuicdo com base no conjunto de dados (Smooth
curve), a qual visualmente, pareceu descrever bem os resultados obtidos. Foram
comparados os limites de alerta e acdo calculados através dos quantis por
Gamma-Poisson e Smooth Curve, sendo evidenciado que os limites obtidos pelo
primeiro sdo mais amplos que aqueles obtidos pelo segundo, condicéo na qual

se observam mais resultados acima do limite de alerta.

O desenvolvimento desta etapa contribuiu significativamente para o
entendimento do conjunto de dados e de monitoramento ambiental e seu
comportamento frente as diferentes distribuicbes, bem como o impacto que pode
haver na avaliacdo da distribuicdo dos dados quando se considera um periodo

maior do que aquele que é representativo das condi¢des atuais do processo.
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4.6 DESENVOLVIMENTO DE ABORDAGEM ESTATISTICA PARA
MONITORAMENTO AMBIENTAL DE AREAS PRODUTIVAS DE
MEDICAMENTOS NAO-ESTEREIS

Considerando os resultados e aprendizados obtidos durante a abordagem
estatistica preliminar, foi desenvolvida uma metodologia para a avaliacdo dos
dados de monitoramento ambiental de areas ndo-estéreis. Entretanto, 0 mesmo
conceito podera ser aplicado para areas estéreis, dada a tangibilidade dos dois
toépicos por tratarem do mesmo conceito de recuperacdo microbiana em

ambiente produtivo.

Conforme observado, o periodo de tempo a ser selecionado € parte
fundamental para resultados estatisticos assertivos. Por este motivo, dois anos
de dados foram utilizados como base para a avaliacdo. Dessa maneira, foram
incluidos neste estudo os dados referentes a janeiro de 2016 até dezembro de
2017.

Seguindo o mesmo racional, de maneira a manter neste estudo dados que
fossem significativos das condicbes normais de processo, os outliers que
puderam ser justificados racionalmente foram excluidos. Esta deciséo, além de
evitar vieses, a0 mesmo tempo, impede que os limites sejam elevados de
maneira inadequada, o que poderia prejudicar a estratégia de controle. Assim,
resultados altos, que diferiram, significativamente, do grupo, foram avaliados
qguanto a sua inclusdo ou excluséao, considerando que este tipo de ocorréncia,
usualmente, é seguida de trés reamostragens em dias consecutivos. O critério

de exclusado abrangeu:
e Qualquer resultado com uma causa especial atribuivel e/ou;

¢ Resultados extremamente altos, seguidos de reamostragem com
resultados mais baixos, que se repetiram ao longo dos trés dias,
indicando que o fato se tratou de uma situacao pontual que pode
ter sofrido influéncias de causas especiais, mesmo que nao

determinadas.
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A seguir, serd apresentada a abordagem desenvolvida para a
determinacdo de limites de monitoramento ambiental, nas suas diferentes

etapas.
4.6.1 Primeiro passo: avaliacao de possiveis subgrupos de dados

A avaliagéo dos dados do Monitoramento Ambiental deve comecgar com a
determinacdo de subgrupos potenciais que possam existir de acordo com as
caracteristicas em comum das salas, por exemplo, edificio de localizac&o,
operacOes e praticas de limpeza. Esses subgrupos devem ser racionalmente
identificados e testados estatisticamente para comprovar suas diferencas
significativas. ApOs a avaliacdo das areas, definiu-se que, para este estudo,
apenas o tipo de sala poderia ter o potencial de gerar subgrupos, aplicavel
apenas para amostragem ativa de ar, ja que os demais tipos de amostragem
apenas séao realizados em salas de processo. Embora os mesmos controles de
limpeza e particulas transportadas pelo ar sejam aplicados para ambos os tipos
de areas, espera-se que as de nao-processo tenham um perfil de dados diferente
devido a natureza das atividades que ocorrem nestas areas e porque algumas
delas sdo projetados para ser uma barreira protetora contra particulas
transportadas pelo ar para o acesso a sala de processo (por exemplo, gownings
e outras antessalas). A fim de provar estatisticamente esta afirmacédo, uma
analise de variancia foi realizada para cada industria, usando grafico do tipo

Oneway plot charter (figura 4-12).

Anadlise de variancia e teste t-student sédo testes comumente utilizados
guando se espera comparar se existe diferenca estatisticamente significante
entre as médias populacionais de dois ou mais grupos de interesse,
considerando a variabilidade dos dados em cada subgrupo e o intervalo de
confianca determinado para certo conjunto de dados (MONTGOMERY, 2004).

As hipoteses nula e alternativa para esse tipo de teste séo, respectivamente:

Ho: N&o existe diferenca entre a média populacional dos grupos ([1 = 2 =

M3=... l.ln)

Hi: A média populacional de pelo menos um dos grupos é diferente dos
demais (M1 # Y2 OU M1 # P2 OU Y2 # Y3 OU ... Wi # Mn)
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A estatistica associada a analise de variancia é o valor de F. Quando a
probabilidade de F é maior que 0,05, rejeita-se a hipétese nula em favor da
alternativa (MONTGOMERY, 2004). A tabela 4-2 resume as médias encontradas

para cada grupo testado e os resultados da analise de variancia.

Para ambas as industrias, foi comprovado que a diferenca entre esses
dois subgrupos de dados é estatisticamente significativa (Prob F < 0,05) e, por
isso, as salas de ndo-processo devem ser avaliadas separadamente das salas
de processo. Outros tipos de subgrupos podem ser avaliados pela mesma
ferramenta e devem ser identificados antes da avaliacdo da distribuicdo e do
estabelecimento dos limites, a fim de fornecer limites adequados para cada

subgrupo de dados.

Amostras de ar passivo e superficie sdo tomadas apenas em salas de
processamento cujas caracteristicas de limpeza sdo semelhantes. Por causa
disso e para este estudo, nenhum subgrupo racional foi identificado, entdo todos
os dados, por tipo de amostragem, foram ser avaliados em conjunto para cada

industria.

A condicdo de amostragem, seja ela estatica ou dindmica (durante
processo), também pode ser uma fonte de variacdo na analise estatistica, haja
vista que alguns documentos regulatérios e farmacopeicos apresentam limites
distintos para cada uma das condicées (EUROPEAN, 2014b; BRASIL, 2010;
ANVISA 2018). Neste estudo, néo foi avaliado esse tipo de influéncia devido ao
limitado nimero de amostragens durante processo, uma vez que apenas uma
amostragem anual em condicfes dinamicas é requerida por procedimentos
locais e que ndo existe nenhuma regulamentagéo que aborde este topico. Desta
maneira, para realizar este tipo de avaliacdo de maneira robusta, seriam

necessarios dados e recursos adicionais.
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Figura 4-12. Gréficos Oneway Plot (Oneway analysis) para as Indastrias (Industry) A e B para analise de variancia entre os grupos

de “salas de processo” (process room) e de “salas de ndo-processo” (non-process room), quanto aos resultados (result) de ar ativo

em monitoramento ambiental.

Tabela 4-2. Resumo dos resultados da analise de variancia para os subgrupos de dados de ar ativo em monitoramento ambiental

para “area de ndo-processo” e “area de processo”, ambos para as Industrias A e B.

Média Desvio padrao IC (95%) Variancia
N&o-processo  Processo  Nao-processo Processo  Nao-processo Processo Prob>F
Industria A 13,0000 7,8750 1,41 0,42 10,22 a 15,78 7,05a8,70 0,0005
Industria B 2,3317 0,7954 0,12 0,13 2,10 a 2,56 0,53 a 1,06 <0,0001
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4.6.2 Segundo passo: abordagens para avaliagao da distribuic&o

Todos os trés tipos de amostragem foram avaliados de acordo com o perfil
de distribuicdo. A avaliacdo visual dos histogramas (Figura 4-13) descreve,
claramente, que os resultados do monitoramento ambiental ndo seguem
distribuicdo normal, pois, apesar de apresentarem apenas uma moda, tendem a
apresentar resultados baixos. Embora os dados para producdo néo-esteéril
tendam a ter recuperacfes mais altas do que as areas assépticas, a maioria dos
resultados ainda é baixa. Os dados que seguem a distribuicdo de Poisson foram
previamente descritos como aplicaveis para o Monitoramento Ambiental em
areas assepticas (PRINCE, 2008; WILSON, 1997; SUN et al, 2006) e
caracterizam-se por terem média igual a variancia, uma vez que esse modelo
assume que os dados sdo uniformemente distribuidos (YANG et al., 2013). No
entanto, neste estudo, verificou-se que, para todos os tipos de amostragem, a
variancia é maior do que a média, o que significa que os dados estdo bastante
dispersos (YANG et al.,, 2013). Esse resultado ja foi reproduzido por alguns
autores para as areas assepticas (YANG et al., 2013; BAR, 2015), o que é
razoavel se considerarmos que essa variabilidade deriva da heterogeneidade
das populacdes amostrais, uma vez que diferentes locais e tempos geralmente
geram diferentes processos aleatérios (YANG et al., 2013). Nesse caso, 0
modelo de Poisson pode néo ser adequado e tender a subestimar a variabilidade
dos dados. Se aplicado na rotina, é possivel que mais alarmes falsos em
excursdes microbianas possam acontecer (YANG et al., 2013). Alguns autores
sugeriram corrigir a superdispersao utilizando distribuicdo binomial Negativa, ou
Gamma-Poisson (CHRISTENSEN et al., 2003; HOFFMAN, 2003) uma vez que
sdo0 uma generalizagéo da distribuicdo de Poisson, permitindo que a média (A)
varie de acordo com a distribuicdo gama (y). O parametro adicional na binomial-
negativa € capaz de acomodar a superdispersdo de forma independente da
média (YANG et al., 2013).

Considerando essas informacdes, a distribuicdo mais provavel para todos
os tipos de amostragem incluidos neste estudo seria Gamma-Poisson. Para
comprovar estatisticamente esta afirmacédo, foram aplicados fit tests frente as

distribuicdbes de Poisson e de Gamma-Poisson aos grupos de estudo
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separadamente. Outras distribuicdes sugeridas na literatura como exponencial,
logaritmica e Weibull (PRINCE, 2008) ndo foram testadas porque ndo se

ajustaram visualmente a distribuicdo real dos dados.

Como resultado, verificou-se que a distribuicdo de Poisson ndo se ajustou
a nenhum grupo avaliado para ambas as industrias. Por outro lado, devido aos
resultados do valor de p = 0,05 para a distribuicio Gamma-Poisson, ndo é
possivel rejeitar Ho, que afirma que os dados sdo da distribuico Gamma-

Poisson. Os resultados dos testes de ajuste sdo apresentados na tabela 4-3.
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Figura 4-13. Histogramas de a) Amostragem ativa de ar nas salas de nédo-processo para Industria A (a.i.) e B (a.ii.); b) Amostragem
ativa de ar nas salas de processo para a Industria A (b.i.) e B (b.ii.); c) Amostragem de ar passivo para a Industria A (c.i.) e B (c.ii.);

d) Amostragem de superficie para a Indastria A (d.i.) e B (d.i.). Nota: Os valores apresentados entre parénteses sao,
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respectivamente, o parametro estimador A, “média”, para Poisson e os parametros A, “média” e o, parametro de superdisperséo,

para Gamma-Poisson. A escala foi ajustada automaticamente pelo software JMP para facilitar a visualizagao.

Tabela 4-3. Resultados dos testes de ajuste para distribuicdo Poisson e Gamma-Poisson para Industria A e B. Nota: Ho: Os dados

sao da distribuicao testada. Baixo valores de “p” (p-value) rejeitam Ho.

Grupo Distribuicdo de Distribuicao de Porcentagem de
Poisson Gamma- Poisson resultados “zero”
p-value (prob >X2) p-value (prob >X2)

IndUstria A Industria B Industria A Industria B Industria A Industria B

Ar ativo — areas de ndo-processo < 0,0001 <0,0001 0,1368 0,4136 9,38% 57,50%

(N=64) (N=1200)

Ar ativo — areas de processo < 0,0001 < 0,0001 0,3306 0,2481 24,44% 69,70%

(N=720) (N=924)
Ar passivo — areas de processo < 0,0001 < 0,0001 0,4923 0,3396 73,64% 92,04 %
(N=368) (N=490)
Superficie — areas de processo < 0,0001 < 0,0001 0,2031 0,7501 42,50% 81,89%

(N=320) (N=486)
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Yang et al. (2013) descrevem que é importante avaliar a quantidade de
ocorréncia de resultados “zero”, pois nesses casos, mesmo que atinjam um bom
resultado no fit-test, a distribuicdo de Gamma-Poisson pode n&do descrever
adequadamente o conjunto de dados. Visando a aplicacdo adequada nestes
casos, foi desenvolvido o modelo zero-inflacionado (Zero-inflated model), que é
mais bem aplicado para areas assépticas. E possivel notar que este formato de
distribuicdo € semelhante ao binomial negativo, exceto pelo fato de que o
primeiro tende a se adequar melhor e ser mais preciso (YANG et al., 2013). O
modelo ndo paramétrico também é aceito para definir limites de alerta e acdo
nessa situacdo (YANG et al., 2013). Neste estudo, dois grupos da Industria B
tinham mais de 75% de dados zero, sendo assim, prudente, aplicar um destes
dois métodos alternativos. Além disso, é importante lembrar que, para todas as
abordagens estatisticas, nimeros amostrais (N) maiores sdo melhores para
estimar parametros, principalmente quando se considera um modelo né&o
paramétrico. Neste caso, uma menor quantidade de amostras pode representar
um risco de serem selcionados outliers, resultando em limites de alerta e acao
inflados (YANG et al., 2013). Em virtude destas limitagdes, ndo serdo calculados
neste estudo limites de alerta e acdo para as condicbes de grupos zero-

inflacionados.
4.6.3 Terceiro passo: Determinacdo de limites de alerta e acao

A configuragdo de limites de alerta e acdo é estritamente associada a
curva de distribuicdo que melhor representa os dados historicos. Neste sentido,
€, especialmente, um desafio para monitoramento ambiental, principalmente
guando existem amplos intervalos e quando ha limitacdo de dados disponiveis
(WILSON, 1997). Comumente, os pressupostos de distribuicdo normal sao
amplamente aplicados para o monitoramento de processos estatisticos, cuja
premissa basica € que os dados variam simetricamente em torno da média
populacional (i). Neste caso, os limites de alerta e agdo séo determinados com
base na média do conjunto amostral (X) e no seu desvio padréo (S), aplicando

as equacoes 4-5 e 4-6:
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Equacéo 4-5. Equagao comumente utilizada usada para determinacao de limites
de alerta em controle de processos assumindo-se distribuicdo normal dos dados,

com base nos parametros média X e desvio padrdo S amostrais.

Limite de Alerta = X + 2S

Equacao 4-6. Equagcdo comumente utilizada usada para determinagéo de limites
de agc&o em controle de processos assumindo-se distribuicdo normal dos dados,

com base nos parametros média X e desvio padrdo S amostrais.

Limite de A¢do = X + 3S

Baseado em ambos os célculos, assume-se que, para distribuicdo normal,
95,44% dos resultados estardo entre a faixa de £ 2o com relacdo a média e que
99,73% estardo na faixa compreendida + 3o0. Dessa maneira, quando um
processo esta em controle, espera-se que aproximadamente 5% dos resultados
estejam acima do limite de alerta e que apenas 0,3% destes estard acima do
limite de acado, sendo razoavel reagir a uma excursédo destes (PRINCE, 2008;
MONTGOMERY, 2013).

Para este estudo, observou-se que o0 conjunto de resultados de
monitoramento ambiental sdo melhor descritos pela distribuicdo Gamma-
Poisson para todos o0s grupos, caracterizando-se pelo padrao assimétrico e com

dispersao dos dados.

A capacidade do processo (Cpk) foi calculada com base no valor que
abaixo do qual se encontram 99,865% dos resultados, de acordo com as pré-
definicbes do sistema JMP, frente aos limites determinados pelos guias de boas
praticas de fabricacdo para as areas de Classe D (EUROPEAN, 2014b, ANVISA,
2013; BRASIL, 2010) conforme segue:
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a) Ar ativo: <200 UFC/m?3
b) Ar passivo: <100 UFC/placa
c) Superficie: <50 UFC/placa

Como apresentado na tabela 4-4, é possivel notar que para todos os
grupos, o processo esta sob controle (Cpk> 1.3). Além disso, com excecao do
grupo superficie da Industria A, a capacidade € superior a 2,0, 0o que significa
que 0s processos sdo altamente capazes e que o0 nivel 6-sigma de falha é

atingido.

Nos casos em que 0S processos sao altamente capazes, quando se
considera distribuicdo normal, € possivel determinar niveis mais amplos de alerta
e acao, aplicando, ao invés de 20 e 30, 0s niveis de 30 e 40, respectivamente,
gue representam as probabilidades de 95,44%, 99,73% e 99,994% que os dados

estejam entre limites de controle em condi¢ces comuns de processo.

Como os dados deste estudo ndo seguem a distribuicdo normal e apenas
os limites superiores se aplicam, os niveis de alerta e acao foram determinados
calculando os quantis com base nessas probabilidades a partir dos dados
histdricos, extrapolando o mesmo conceito acima (tabela 4-4). Especialmente
para o grupo de superficie, para Industria A, uma vez que o Cpk encontrado é
menor que 2,0, os limites de acdo e alerta mais restritivos foram aplicados
(quantis de 95,44% e 99,73%, respectivamente).

Tabela 4-4. Resultados da analise de capacidade para cada grupo, para p =
0,9985 e quantis determinados para cada grupo como sendo limites de alerta e

acdo. Os resultados sao apresentados para a Industria A / Indastria B, conforme

aplicavel.
Grupos (Industria A / Industria B)
Cpk Quantis
0,9544 0,9973 0,99994

Ar ativo— areas de néo- n N . - -
processo (UFC/m?) 2,27 14,65 / 83*/36* 138** /72
Ar ativo— areas de N . . o o
processo (UFC/m?) 2,72 /13,33 / 67*/13* 118** /25
Ar passivo (UFC/placa) 12,50/11,11 -/- 7 7* 14** | 15**
Superficie (UFC/placa) 1,69/2,78 11*/ - 26** [ 15* - | 34**

Nota: Limites de alerta foram identificados com (*) e limites de agdo com (**).
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E possivel observar que mesmo nos casos em que limites mais amplos
foram aplicados, eles ainda estdo abaixo dos limites determinados nos guias de
boas praticas de fabricacdo para classe D, o que permite que acbes sejam

tomadas antes que se atinjam os determinados limites.

Como os limites foram definidos usando parametros estimadores, ou seja
a partir de dados historicos e ndo da populagdo como um todo, € necessario
avaliar se os mesmos sao adequados para prever o comportamento dos dados.
Para fazer isso, novos limites foram aplicados no grafico e o nimero de

excursoes potenciais foi contado.

As excursbes de alerta em dados dos dois anos estudados nao
contabilizaram mais do que 4 ocorréncias, numero atingido no grupo “ar ativo -
sala de processo - industria A”, e ndo houve nenhuma excurséo do nivel de agéao.
Como esperado, exceto para a industria A, grupo “superficie” houve 10
excursodes de alertas e 2 excursfes de acdo com a aplicacdo dos novos limites,
mesmo sendo aplicados critérios mais estritos na determinacao dos limites. Isso
deveu-se ao fato de que os resultados observados séo relativamente mais altos
no periodo de tempo estudado, o que de maneira positiva, significa que, ao
ocorrerem excursdes, poderdo ser tomadas a¢des a fim de prevenir recorréncias
de resultados altos. Nenhum dos resultados se apresentou acima dos limites
determinados nos guias BPF para Classe D. Em termos de qualidade de produto
e avaliacdo de custos, é possivel aceitar e gerenciar essas situacdes e, sendo

assim, os novos limites séo considerados adequados.

4.6.4 Diferencas observadas entre os conjuntos de dados Industria

A e Industria B

Uma vez que cada instalacdo de produtiva tende a ter suas proprias
particularidades, € razoavel que existam algumas diferencas entre os resultados

da Industria A e da Industria B.
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Primeiramente, foi possivel observar que a Industria A possui um nimero
amostral (N) menor que a Industria B, o que pode ser justificado pelo fato de a
primeira possuir uma area produtiva total menor e ser composta por menos salas

que a segunda.

Além disso, para Industria A, as salas de ndo-processo estdo em um
namero reduzido quando comparadas as suas salas de processo. J4 para a
Indastria B, ocorre o oposto, sendo as salas nao-processo 0 grupo mais
numeroso neste estudo. Isto se da como reflexo da existéncia de inUmeras
antessalas na Industria B, como gownings (utilizados para entrada e saida de
pessoas) e airlocks (utilizados para passagem de materiais e equipamentos), as
quais estdo associadas a maioria das salas de processo. Por outro lado, a
Indastria A ndo dispBe de uma sala separada para vestir e transportar materiais,
mas uma area delimitada dentro da prépria sala de processamento e, por isso,
sao tratados como parte integrante da sala de processo.

Embora ambas as industrias sejam da mesma companhia e estejam em
zonas climaticas similares, os dados da Industria B tendem a ser inferiores aos
da Industria A devido as diferentes préaticas de prevencdo de entrada de
particulas viaveis no ar, como a utilizacdo de um macacéo adicional para acessar
areas de fabricacdo e a propria presenca das antessalas para acessar salas de

processo.

Por fim, apesar das particularidades listadas, foi possivel notar que os
resultados de Monitoramento Ambiental de ambas as industrias séo distribuidos
por Gamma-Poisson e tiveram bons resultados na avaliagéo frente aos fit tests,
0 que pode ser um indicativo de que a maioria dos dados de monitoramento
ambiental em inddstrias com as mesmas caracteristicas, podera,
potencialmente, ser distribuido conforme modelo Gamma-Poisson. Também é
importante mencionar que, mesmo com as diferencas observadas, ambas as
instalagdes estao em conformidade com os limites determinados para Classe D,

o que é um reflexo de estratégias de controle implementadas com sucesso.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A execucdo deste estudo determinou que 0S microrganismos mais
prevalentes nas éareas produtivas incluidas neste trabalho sao
predominantemente de origem humana, assim como previamente descrito na
literatura, seguidos de microrganismos do solo, representantes das bactérias e
dos fungos. Foi possivel notar diferencas sazonais mais evidentes apenas para
a ocorréncia de fungos, que se mostraram mais prevalentes no periodo seco,
além dos diferentes perfis de recuperacdo entre amostragens de ar e de

superficie.

A avaliacédo estatistica dos dados de monitoramento ambiental levou a um
melhor entendimento do perfil microbiano das areas nédo-estéreis da industria
farmacéutica. A determinacédo dos limites de alerta e acdo de acordo com a
distribuicéo real dos dados levara a uma menor ocorréncia de alarmes falsos e,
como resultado, evitard tomar acfGes desnecessarias para resultados de

controle, o que economiza custos, retrabalho e tempo.

Este estudo contribuird com outras empresas que fabricam medicamentos
estéreis ou ndo, de forma a atender as expectativas regulatérias, na

implementagé&o e avaliagdo do programa de monitoramento ambiental.

Difundindo esse conceito, novos estudos contribuirdo com a coleta de
dados e a descoberta de possiveis particularidades do perfil microbiano de
industrias farmacéuticas de produtos nédo-estéreis em todo o mundo e a
consolidagéo de informacdes relativas a dados de distribuicdo de recuperacao

em Monitoramento Ambiental.
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