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RESUMO

DIAS, F.R.S. Incerteza de medicdo associada a contagem microbiana de produtos
farmacéuticos. 2021. 78p. Dissertacdo (Mestrado) — Departamento de Farmécia, Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2021.

A contaminacdo microbiana pode comprometer a eficAcia e a seguranca dos produtos
farmacéuticos. Os testes de contagem microbiana sdo utilizados para avaliar a qualidade
microbiologica de produtos farmacéuticos ndo estéreis, exigidos pela maioria dos compéndios
farmacopeicos. Apesar disso, raramente é considerada a avaliacdo da incerteza de medicdo para
testes de contagem microbiana, o que pode levar a falsas decisdes quanto a conformidade/nao-
conformidade. Neste trabalho avaliamos os efeitos de matriz nos testes de contagem microbiana e
sua avaliacdo de incerteza top-down, e avaliamos a incerteza da medicéo utilizando a abordagem
bottom-up, além de que estimamos os riscos do consumidor ou do produtor devido a incerteza da
medicdo. As incertezas combinada e expandida séo calculadas empregando-se a abordagem top-
down consideraram a exatidao (recuperacdo) e a precisdo como 0s principais componentes de
incerteza. O componente de incerteza da exatiddo foi o mais relevante em 59% das amostras
estudadas, enquanto a precisdo foi a principal fonte de incerteza em apenas 41% das amostras,
sendo observado que quanto maior a interferéncia da matriz, maior o fator de incerteza e,
consequentemente, maior a assimetria para o intervalo em torno da medida. A partir da abordagem
bottom-up, foram identificadas e quantificadas trés principais fontes de incerteza: fator de diluicéo,
volume plaqueado e contagem das placas. A contribuicdo dessas fontes de incerteza depende do
valor medido da carga microbiana em produtos farmacéuticos, a contribuigdo do fator de dilui¢éo
e das incertezas do volume plagueado aumentam com o aumento do valor medido, enquanto a
contribuicdo da contagem das placas diminui com o aumento do valor medido. Foi possivel avaliar
o risco de decisBes falsas devido a incerteza de medicdo, por meio das estimativas dos riscos do
consumidor ou do produtor. Os riscos foram avaliados utilizando-se 0 método Monte Carlo.
Portanto, foi demonstrado a relevancia da avaliacdo da incerteza de medicdo para garantir a
confiabilidade dos resultados dos testes de contagem microbiana e a apoiar a tomada de decisdes

quando a avaliagdo da conformidade/n&o-conformidade dos produtos farmacéuticos néo estéreis.

Palavras-chave: Testes de contagem microbiana; fator de incerteza multiplicativa; interferéncia

matricial; incerteza de medicéo; validacdo do método.



ABSTRACT

DIAS, F.R.S. Measurement uncertainty associated with microbial count of pharmaceutical
products. 2021. 78p. Master's Degree - Pharmacy Department, Faculty of Pharmaceutical
Sciences, University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2021.

Microbial contamination can compromise the efficacy and safety of pharmaceutical products.
Microbial counting tests are used to assess the microbiological quality of non-sterile
pharmaceutical products required by most pharmacopoeia compendiums. Despite this,
measurement uncertainty assessment for microbial count tests is rarely considered, which can lead
to false compliance/non-compliance decisions. In this work we evaluated the matrix effects on
microbial counting tests and their top-down uncertainty assessment, and evaluated measurement
uncertainty using the bottom-up approach, inaddition to estimating the consumer's or producer's
risks due to measurement uncertainty. The combined and expanded uncertainties calculated using
the top-down approach considered accuracy (recovery) and accuracy as the main components of
uncertainty. The uncertainty component of accuracy was the most relevant in 59% of the samples
studied, while accuracy was the main source of uncertainty in only 41% of the samples, being
observed that the greater the interference of the matrix, the greater the uncertainty factor and,
consequently, the greater the asymmetry for the interval around the measurement. From the
bottom-up approach, three main sources of uncertainty were identified and quantified: dilution
factor, platelet volume and plaque count. The contribution of these sources of uncertainty depends
on the measured value of microbial load in pharmaceutical products, the contribution of the
dilution factor and uncertainties of the plated volume increase with the increase in the measured
value, while the contribution of plate counting decreases with the increase of the measured value.
It was possible to assess the risk of false decisions due to measurement uncertainty by estimating
consumer or producer risks. The risks were evaluated using the Monte Carlo method. Therefore,
the relevance of measuring uncertainty assessment has been demonstrated to ensure the reliability
of microbial count test results and to support decision-making when assessing non-sterile

pharmaceutical conformity/non-compliance.

Keywords: Microbial count tests; multiplicative uncertainty factor; matrix interference;

measurement uncertainty; method validation.
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1. INTRODUCAO

Os produtos farmacéuticos sdo utilizados na prevencao, tratamento e diagnostico de
doencas, no entanto a contaminacdo microbiana pode comprometer sua a qualidade,
seguranca e eficacia. Nos Ultimos anos, as industrias farmacéuticas tém dado mais atencéo a
melhoria da qualidade dos produtos farmacéuticos ndo estéreis, sendo que estes devem conter
carga microbiana minima a fim de ndo oferecer riscos ao paciente (DENYER; BAIRD, 2007,
PINTO; KANEKO; PINTO, 2015). A fabricacdo de produtos farmacéuticos ndo estéreis
requer atencdo na especificacdo rigorosa para 0s aspectos de qualidade microbiana
(FERREIRA et al., 2014; MUGOYELA; MWAMBETE, 2010).

A avaliacdo microbioldgica dos produtos ndo estéreis é um fato pertinente que deve
ser levado em conta, pois a contaminacdo microbiana de produtos farmacéuticos tépicos e
orais pode levar a infeccBes, bem como a mudancas nas propriedades quimicas, fisicas e
organolépticas (RATAJCZAK et al., 2015), podendo surgir de fontes diretas, por exemplo,
embalagens, matérias-primas e &gua, ou indiretas, por exemplo, pessoas, ambientais e
equipamentos. Atencdo especial deve ser dada aos ingredientes farmacéuticos de origem
natural, pois sdo mais propensos a contaminacdo microbiolégica (GHISLENI et al., 2016;
VIEGAS et al., 2006). Sendo assim, a carga microbiana presente em produtos farmacéuticos
ndo estéreis ndo deve comprometer sua qualidade, seguranca e eficacia dos produtos
(MOSER; MEYER, 2011; RATAJCZAK et al., 2015).

A contaminacdo microbiana de produtos farmacéuticos pode ter origem durante o uso,
ou producdo, esse risco se torna maior para produtos com fracionamento de doses. A
contaminagdo causada por microrganismos patogénicos pode causar sérios danos ou até
mesmo levar a morte do paciente. A contaminag¢do microbiana ndo patogénica também pode
afetar a qualidade do produto, pois pode causar descoloragdo do produto, alteracdo da
biodisponibilidade do ingrediente farmacéutico ativo, ocasionar instabilidade de emulséo,
entre outros problemas (MOTA; JUNIOR; CHIARI-ANDREO, 2017; PINTO; KANEKO;
PINTO, 2015; ANVISA, 2019-a).

A Federagdo Farmacéutica Internacional enfatiza a importancia do uso do sistema de
conservante capaz de garantir a estabilidade e a seguranga dos produtos farmacéuticos néo
estéreis em termos de carga microbiana. Conservantes sdo substancias que sdo adicionadas a
produtos farmacéuticos, de cuidados pessoais, cosméticos e perfumes, com o objetivo
principal de preserva-los da deterioragcdo causada pela contaminagdo microbiana durante o
uso do produto multidose (BANDILLA et al., 2017; RUSSELL, 2003).
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Portanto, requisitos especificos de qualidade para produtos ndo estéreis devem ser
assegurados, incluindo a qualidade dos testes microbianos e medicGes usadas para decisdes
de conformidade de produtos farmacéuticos (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015). As decisdes
de conformidade relativas a qualidade microbioldgica de produtos farmacéuticos nao estéreis
sdo muitas vezes baseadas em testes de contagem microbiana, testes para microrganismos
especificados e testes de desafio de conservante. Os testes de contagem microbiana permitem
quantificar os microrganismos em produtos farmacéuticos, no entanto, esta quantificagdo néo
esta completa sem uma estimativa da incerteza de medicao associada a contagem microbiana.
Vérias fontes de incerteza podem ser consideradas durante a estimativa de incerteza de
medicdo, incluindo amostragem, efeitos e interferéncias da matriz, validacdo do método e
variabilidade aleatoria (ELLISON; WILLIAMS, 2012; LOURENCO, 2013; LOURENCO et
al., 2007; LOURENCO; BOTELHO; PINTO, 2012; TRAPLE et al., 2014).

A incerteza de medicdo pode ser avaliada combinando-se as incertezas padrdo das
diferentes fontes numa incerteza combinada (abordagem bottom-up), como por exemplo, lei
de propagacdo de incertezas, método de planilha Kragten, ou método de Monte Carlo, ou
estimando-se a incerteza total experimentalmente (abordagem top-down), a partir de dados
de validacdo do método interno, ou de testes de estudo/proficiéncia interlaboratoriais
(ELLISON; WILLIAMS, 2012; PALMA; MORGADO; BETTENCOURT, 2019;
SAVIANO; LOURENCO, 2018; TAKANO et al.,, 2017). Quando a medida apresenta
distribuicdo aproximadamente lognormal, um fator de incerteza multiplicativa pode ser uma
escolha melhor para obter um intervalo assimétrico em torno da medida (RAMSEY;
ELLISON, 2015, 2017; SAVIANO; LOURENCO, 2019). A incerteza de medicdo fornece
informacdes que permitem estimar o risco de decisbes falsas quanto a avaliacdo de
conformidade, sobre a aceitacdo de um lote com contaminagdo acima do limite (risco dos
consumidores) ou rejeicdo de um lote com contaminacdo abaixo do limite (risco dos
produtores) (SEPAROVIC et al., 2020; SEPAROVIC; LOURENCO, 2019; SEPAROVIC;
SAVIANO; LOURENCO, 2018; WILLIAMS; MAGNUSSON, 2021).

Até onde se tem conhecimento, ndo ha estudos sobre a avaliagdo da incerteza de
medicdo para testes de contagem microbiana para produtos farmacéuticos ndo estéreis. Ha
alguns estudos que relatam a avaliacdo da incerteza em testes microbioldgicos aplicados a
produtos alimenticios (BLASI et al., 2013; CORRY et al., 2007), no entanto, esses métodos
apresentam diferencas relevantes em relagdo aos testes de contagem microbiana para
produtos farmacéuticos em relacdo aos meios de cultura, condi¢gbes de incubagéo,
microrganismos de interesse, bem como possiveis interferéncias da matriz/amostra.
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2. REVISAOBIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia do controle de qualidade microbioldgico em produtos

farmacéuticos ndo estéreis

O conceito de controle de qualidade é definido como o conjunto de operagdes
(programacdo, coordenacdo e execugdo) com o0 objetivo de verificar e assegurar que 0s
produtos estejam dentro dos padrdes de qualidade exigidos, sempre atraves de algum tipo de
analise e/ou medicdo. Os resultados obtidos nos testes devem estar em conformidade com as
especificacbes presentes na farmacopeia e as legislacdes vigentes. No Brasil, o drgdo
fiscalizador responsavel pela autorizacao e liberacdo dos produtos para comercializacdo € a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que estabelece normas para 0s
estabelecimentos fabricantes, verificando o processo de producdo, as técnicas e 0s métodos
empregados (ANVISA, 2019-b).

Dentro do controle da qualidade existe o controle microbioldgico, utilizado para
verificar se os parametros descritos nas normas de Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF) estdo
sendo executados de forma correta, e as andlises qualitativas e quantitativas da carga
microbiana dos produtos (ANDRADE et al., 2005). As BPF enfatizam que os produtos séo
fabricados visando a qualidade para o uso ao qual foram destinados, por meio da prevencao
de erros nas fontes de contaminacdo (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Com o crescimento da populacdo mundial e paralelamente ao aumento do consumo
de medicamentos, em 1960 observou-se um aumento do nimero de infeccdes relacionadas
ao uso de medicamentos ndo estéreis, pois 0s produtos farmacéuticos estdo sujeitos a
contaminagdes por microrganismos durante seu processo de fabrica¢do. Assim, inicia-se 0
conceito da qualidade dos produtos farmacéuticos, levando em conta desde a matéria prima
até o produto acabado e estocagem, visando garantir a qualidade, seguranca e eficacia dos
medicamentos (ANVISA, 2019-b).

A via de administracdo do produto farmacéutico determina a qualidade
microbioldgica requerida, ou seja, produtos oftalmoldgicos e injetaveis necessariamente
devem ser estereis, ja os produtos de via oral e topicos ndo necessitam ser estéreis. (FUNG,
2002). Produtos néo estéreis sdo aqueles em que se € admitido um limite de carga microbiana,
sendo que por meio de andlise microbiolégica é possivel determinar os niveis de

contaminagdo do produto, comprovando que este esteja livre de microrganismos patogénicos
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e determinar o nimero de microrganismos viaveis (MEDEIROS et al., 2007). A atencdo dada
ao controle de qualidade dos produtos ndo estéreis assegura que a quantidade de
microrganismos presente no produto, seja no aspecto qualitativo ou quantitativo, nédo
comprometa a sua qualidade final ou a seguranga do paciente (PINTO; KANEKO; PINTO,
2015).

Nos produtos ndo estéreis, a via de administracdo ird determinar a auséncia de
determinados microrganismos patogénicos. Produtos farmacéuticos de uso topicos possuem
a exigéncia de auséncia de microrganismos do género Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. Ja os produtos de uso oral requerem a auséncia de microrganismos do género
Salmonella e coliformes, como exemplo a Escherichia coli (ANVISA, 2019-a; USP, 2020).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 Ed (2019), os testes microbioldgicos que

asseguram a qualidade dos produtos ndo estéreis sdo dois: 1) Contagem total de
microrganismos mesofilos e 2) pesquisa de microrganismos patogénicos. O crescimento
microbiano em produtos farmacéuticos é favorecido por alguns fatores como o pH préximo
a neutralidade, presenca de excipientes que possam ser utilizados como fontes de nutrientes,
a alta atividade da agua. Em contrapartida, produtos com alta atividade da agua e com
excipientes com atividade antimicrobiana ou que sdo submetidos a altas temperaturas durante
seu processo de fabricacdo se tornam menos propicios a contaminagdo microbiana (PINTO;
KANEKO; PINTO, 2015).

As boas préaticas de fabricacdo (BPF) publicadas por agéncias reguladoras, como
Food and Drug Administration (FDA), European Medicines Agency (EMA),
Pharmaceuticals and Medical Devices Agency (PMDA) e Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (ANVISA), e as técnicas microbioldgicas definidas nos compéndios oficiais, como
Farmacopeia Americana (USP), Farmacopeia Europeia (EP), Farmacopeia Japonesa (JP), e
Farmacopeia Brasileira (FB), sdo padrdes internacionalmente aceitos para assegurar a
qualidade, a seguranca e a eficacia dos produtos farmacéuticos ndo estéreis (ANVISA, 2019-
b; FDA, 2015). A Conferéncia Internacional sobre Harmonizagdo (ICH) tem como objetivo
tornar a analise mais eficiente e melhor custo-beneficio para o desenvolvimento de produtos
farmacéuticos. O ICH, juntamente com os Estados Unidos da América (EUA), Europa e
Japdo elaborardo trés diretrizes ICH Q8, ICH Q9 e ICH Q10. Tais diretrizes visavam a
unificar procedimentos para o desenvolvimento farmacéutico, gestao de riscos para o sistema
de qualidade e qualidade farmacéutica (“ICH guideline Q8 (R2) on pharmaceutical
development,” 2017; “ICH guideline Q9 on quality risk management,” 2015; “ICH guideline

Q10 on pharmaceutical quality system,” 2015). De acordo com as diretrizes do ICH, os
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aspectos de qualidade microbioldgica devem ser considerados dentre os atributos criticos de

qualidade dos produtos farmacéuticos nédo estereis.

2.2 Limites microbianos e problemas ocasionados pela contaminagédo microbiana de

medicamentos

Contaminacdo microbiana de produtos ndo estéril pode gerar a deterioracdo do
ingrediente farmacéutico ativo, mudancas fisicas e quimicas, e aumentar o risco a saude do
consumidor dos farmacos. O risco de infeccdo esta associado as formas de consumo de
produtos, orais (cdpsulas, comprimidos, suspensdes, solucdes, entre outros) e tdpicos
(cremes, pomadas, solugdes, sprays, entre outros), que ndo sao estéreis, e que, devem ser
submetidos aos controles da contaminacdo microbiana (ANVISA,2019-a).

A deterioracdo do produto gerada pelo microrganismo contaminante pode converter
os componentes da formulacdo em substancias toxicas, por meio de enzimas degradativas
como as peptidase e protease (RATAJCZAK et al., 2015). Sendo assim, a degradagéo
microbiana de farmacos pode levar a separacdes de fases, alteracbes de odor, pH e cor,
reducdo da biodisponibilidade e a degradacédo do principio ativo, comprometendo, portanto,
a qualidade, eficacia, seguranca do produto (MOTA; JUNIOR; CHIARI-ANDREO, 2017;
RATAJCZAK et al., 2015).

FormulacGes que apresentam pH perto da neutralidade, alta atividade da agua e/ou
excipientes que possam ser utilizados como fontes de nutrientes favorecem o crescimento
microbiano em produtos farmacéuticos. Entretanto, os produtos farmacéuticos com baixa
atividade de &gua, excipientes que apresentam atividade antimicrobiana e/ou submetidos a
temperaturas muito altas durante o processo de producdo sdo menos suscetiveis a
contaminacgdo microbiana (USP, 2020).

A quantidade de microrganismos viaveis presentes no produto deve estar dentro das
especificacdes, conforme Quadro 1, que representa os limites microbianos de aceitacdo em
formas farmacéuticas de origem sintética ou bioldgica. Esses limites microbianos abrangem
diversos produtos que podem ser contaminados durante a fabricagdo, bem como a via de
administracdo (ANVISA,2019-a).
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Quadro 1: Limites microbianos de aceitacdo em formas farmacéuticas de origem sintética

ou biologica.
Contagem total de Contagem total de
Via de administracdo bactérias aerdbicas fungos/leveduras Pesquisa de patdgenos
UFC/g ou mL UFC/g ou mL
Preparacdo aquosa para Auséncia de Escherichia coli em
10? 10!
uso oral 1goumL
Preparacéo ndo aquosa 10° 107 Auséncia de Escherichia coli em
para uso oral 1goumL
Preparaco uso retal 103 10? -
Auséncia de Staphylococcus
B . aureus e Pseudomonas aeruginosa
Preparagdo uso topico 10? 10! o )
e Bactéria Gram negativa em 1g
ou mL
Auséncia de Staphylococcus
Preparacédo uso vaginal 102 10! aureus e Pseudomonas aeruginosa
e Candida albicans em 1g ou mL
] . Auséncia de Staphylococcus
Dispositivos .
o 10? 10! aureus e Pseudomonas aeruginosa
Transdérmicos
em 1g ou mL

Fonte: Adaptado da Farmacopeia Brasileira 6= edicao.

Para realizacdo das andlises microbiolégicas em produtos ndo estéreis, deve-se
garantir uma amostragem asséptica e o ensaio deve ocorrer sob fluxo laminar (ANVISA,
2019-a). A exatiddo e precisdo dos métodos de deteccdo de microrganismos viaveis,
utilizando meios de cultura, dependem fundamentalmente da preparacdo da amostra. Os
eventuais contaminantes presentes deverdo estar em contato intimo com o meio de cultura,
possibilitando o acesso aos nutrientes. Desta forma, os procedimentos para a preparacdo da

amostra sdo de fundamental importancia.

2.3 Fontes de Contaminacao Microbiana

E de suma importancia saber os mecanismos e fontes de contaminag®es microbianas
com o intuito de assegurar a qualidade microbioldgica dos produtos. A contaminacdo pode
ser oriunda desde a matéria prima que serdo utilizadas na fabricag&o, sendo transferida para
o0 produto final, ou por meio da agua, equipamentos, materiais de embalagens e operadores
envolvidos no processo de fabricacdo (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).
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Para o cumprimento das normas de Boas Préticas de Fabricacdo na industria
farmacéutica é necessario a utilizacdo de matérias-primas (farmacos e excipientes) de boa
qualidade. Os materiais de origem sintética ou semissintética, quando armazenados de forma
correta, oferecem menor risco de contaminacdo quando comparados aos matérias de origem
natural (minerais, goma, amido, enzimas, gelatinas, dentre outros) (PINTO; KANEKO;
PINTO, 2015; SANDLE, 2016).

O controle de contaminacdo microbiana das matérias-primas é importante pelo fato
de que o material contaminado ao ser levado para a produgdo pode contaminar o produto
acabado, os equipamentos, gerando dessa forma uma contaminagdo continua do produto.
Entre as fontes mais frequentes de contaminacdo de medicamentos estdo 0s excipientes e a
agua (LA ROSA; MEDINA; VIVAR, 1995; PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

A 4gua é a matéria-prima mais utilizada nas inddstrias farmacéuticas,
biotecnoldgicas, cosméticas ou de correlatos, podendo ser utilizada de forma direta ou
indireta, gerando grande impacto na qualidade microbioldgica final do produto e sendo uma
grande fonte de contaminagdo (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015). Mesmo que a a4gua ndo
faca parte da formulacdo do produto, ela pode ser utilizada para a limpeza do ambiente de
fabricacdo, dos equipamentos, sendo uma fonte indireta de contaminacdo microbiana
(SANDLE, 2016).

O ambiente também apresenta grande importancia na qualidade final microbioldgica,
principalmente de produtos estéreis que necessitam de ambientes assépticos, controle de
entrada e saida pessoas. A presenca de exautores, as tecnologias das salas limpas garantem o
ambiente propicio para a produgdo de medicamentos e cosméticos (PINTO; KANEKO;
PINTO, 2015; SANDLE, 2016).

Se 0s equipamentos ndo forem higienizados de forma correta, poderdo permanecerem
umidos, representando fontes potenciais de contaminacdo microbiana. Os equipamentos que
apresentam tubulacbes devem ser limpos regularmente e armazenados secos (SANDLE,
2016). Em éareas Umidas, como pias e drenos, ocorre particularmente, proliferacdo de
Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp. A contaminagdo do ar é principalmente associada a
poeira e escamas da pele, que podem veicular esporos bacterianos e cocos (PINTO;
KANEKO; PINTO, 2015).

A multiplicacdo de micro-organismos, principalmente bactérias Gram-negativas,
pode ocorrer de forma rapida nos espagos inertes, como juntas e valvulas, onde agua e
residuos do produto se acumulam, ocasionando uma contaminacao resistente e de dificil

eliminacdo. Os microrganismos encontrados em paredes secas, sdo principalmente
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bastonetes gram-positivos, cocos e fungos (SCOTT; BLOOMFIELD, 1990).

O operador é uma das principais fontes de contaminagdo microbiana no ambiente de
producdo de cosméticos e medicamentos. Para diminuir esses riscos de contaminagdo ndo
intencional é necessario a paramentacdo adequada, treinamento da equipe envolvida,
higienizacdo adequada antes do acesso aos ambientes de producdo (AMARAL, 2016;
SANDLE, 2016).

2.4 Conservacao dos medicamentos

Com o intuito de inibir e eliminar o crescimento indesejavel de microrganismos 0s
conservantes sdo adicionados as formulagdes farmacéuticas, cosméticas, alimenticias.
Entretanto, produtos com quantidades minimas de conservantes vem chamando cada vez
mais atencdo dos consumidores ja que estes apresentam potencial de toxicidade e irritacao,
ou produtos com conservantes naturais, como 0s extratos e Gleos esséncias de plantas
(PINTO; KANEKO; PINTO, 2015). Entre as preparacdes farmacéuticas, as formas liquidas
e semissolidas com base aquosa apresentam maior probabilidade de contaminacéo
microbiana (SOUZA, 2018).

Os produtos ndo estéreis e que possuem grande quantidade de agua necessitam de
conservantes que reduzam sua carga microbiana a limites aceitaveis propostos pelos 6rgaos
fiscalizadores, em um intervalo de tempo razoavel, mantendo a integridade da formulacéo,
garantindo a seguranca e eficacia do produto, sem causar danos a satde do consumidor. O
cloreto de benzalconio, acido benzoico, metilparabeno, propilparabeno e o alcool benzilico
sdo exemplos de conservantes comumente utilizados (PEREIRA, 2011; REBELLO, 2015).

Os produtos néo estéreis de uso topico (pomadas, gel) e as preparacfes de uso oral
(suspensdes, xaropes) de multidoses apresentam maior risco de contamina¢do microbiana
durante seu uso. J& os produtos estéreis, como os oftalmoldgicos, 0s conservantes apresentam
a finalidade de garantir a esterilidade dos produtos (ALVES, 2018).

Para se empregar um bom conservante, este deve apresentar um conjunto de
caracteristicas como possuir um amplo espectro de a¢do numa faixa ampla de pH, ndo
interferir nas propriedades organolépticas dos produto, ndo ser toxico ou irritante, possuir
custo acessivel, possuir distribuicdo adequada entre sistemas emulsionados, possuir
compatibilidade com os componentes da formulagdo e o material de embalagem priméria,
possuir resisténcia a condigdes de processamento do produto, e por fim, possuir efetividade

frente as cepas especificas padrdo (ATCC), assim como frente a microrganismos da flora
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natural, preferencialmente com acdo biocida (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Comumente vemos nas formulagdes a jungdo de varios conservantes, devido ao fato
de que dificilmente um Unico conservante apresentara todas as caracteristicas necessarias.
Dessa forma, a associacdo dos conservantes potencializara os efeitos em baixas
concentragdes de cada componente (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

2.5 Microrganismos utilizados

Os microrganismos utilizados foram escolhidos a partir das referéncias obtidas na
literatura, bem como os 6rgdos fiscalizadores, e as farmacopeias, de acordo com as
exigéncias e limites microbianos. Além disso, utilizou-se as cepas que se encontravam

disponiveis no laboratério de pesquisa.

2.5.1 Aspergillus brasiliensis

Aspergillus sdo microrganismos pertencentes a classe dos fungos sendo importantes
nas industrias farmacéuticas e alimenticias, devido ao fato de produzirem enzimas
hidroliticas (amilases e lipases), acido citrico, acido glucénico, dessa forma, causam grande
impacto a nivel social e econdmico (SAMSON et al., 2014).

Existem 339 espécies do género Aspergillus, sendo um organismo eucarioto,
aerébico, cosmopolita e ubiquitario e possui reproducdo assexuada (PEL et al., 2007;
SAMSON et al., 2014; SCHUSTER et al., 2002).

O Aspergillus brasiliensis € um fungo utilizados nas industrias em testes de
esterilidade de processos e controle de qualidade de produtos. Possui temperatura 6tima de
crescimento entre 35-37 °C, sendo assim consegue se desenvolver em locais quentes e secos.
Sua multiplicacdo ocorre em diversas temperaturas na faixa entre 6 °C e 47 °C. O fungo
possui pH 6timo de crescimento em torno de 6, porém o valor estimado é entre 1,5 e 9,8,
além disso sabe-se que a atividade 6tima da agua é de 0,97 e a percentagem de umidade
relativa 6tima para que se observe o crescimento desta espécie estd compreendida entre 0s
96 - 98 (KRIJGSHELD et al., 2013; SCHUSTER et al., 2002).

O fungo Aspergillus brasiliensis ndo é patogenico e nés humanos entramos em
contato todos os dias com ele, tendo o estatuto de ser geralmente reconhecido como seguro
(GRAS) pelo Food and Drug Administration (FDA). No entanto, algumas espécies da Se¢éao
Nigri se distinguem por produzirem micotoxinas (ABARCA et al., 2004; VALERO et al.,
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2007). Porém, em pessoas com o sistema imunoldgico debilitado por doencas graves,
transplantados, pessoas que realizam tratamento com imunossupressores estdo sujeitos a
infeccdes oportunistas (SCHUSTER et al., 2002).

2.5.2. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis € uma bactéria gram-positiva mesofilica, produtora de esporos de
paredes finas, os quais apresentam formas ovais ou cilindricas, é fermentativa e geralmente
hidrolisa caseina e amido. O género Bacillus que é dividido em duas subespécies B. Subtilis
subsp. Subtilis e B. Subtilis subsp. Spizizenni (ALCARAZ et al., 2010; NAKAMURA;
ROBERTS; COHA, 1999).

A diferenca entre as duas subspécies é de que o B. Subtilis subsp. Spizizenni contém
ribitol ou anidroribitol na constituicdo da sua parede celular enquanto o subespécies B.
Subtilis subsp. Subtilis ndo apresenta (NAKAMURA; ROBERTS; COHAN, 1999).

O B. Subtilis subsp. Spizizenni ( ATCC 6633) produtor de um antibiotico peptidico
contendo lantionina, a subtilina. Sabe-se que os lantibidticos possuem alta atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-possitivas, por exemplo Propionibacterium acnes,
Staphylococcus, Streptococcus e Clostridium (KLEIN; ENTIAN, 1994).

2.5.3. Candida albicans

Candida albicans sdo microrganismos da classe dos fungos, sendo organismos
eucariontes, que possuem parede e membrana celular. A parede celular é composta por
polimeros de B-glucana e quitina, tem a fungdo de protecdo do fungo a danos fisicos e
osmaéticos, além disso é responsavel pela sua nutricdo. C. albicans é caracteriza por leveduras
que apresentam formas arredondadas ou ovais que medem aproximadamente de 2,0 a 2,4 um
(GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999). As cepas do género Candida pertencem ao Reino
Fungi, grupo Eumycota, filo Deuteromycota, classe Blastomycetes e fazem parte da familia
Criptococcacea (TAIRA, 2011).

C. albicans é um fungo trimdrfico normalmente encontrado na microbiota da pele,
trato gastrointestinal, urogenital e oral, sistema respiratério, residindo em equilibrio com a
flora bacteriana e sistema imune (ERDOGAN; RAO, 2015). Dependendo do estado de saude
do hospedeiro pode causar infeccOes oportunistas, que podem evoluir para infeccOes

sistémicas denominadas fungemias, especialmente em individuos imunodeprimidos (LIU et
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al., 2019).

C. albicans possui diferentes morfologias, forma leveduriforme, pseudo-hifa e hifa
verdadeira (THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011). A forma de reproducdo das
leveduras unicelulares é assexuadamente por gemulacdo, entre a fase de leveduras e a
formacdo de hifas existe um estado de transicdo, os tubos germinativos. As pseudo-hifas
podem ocorrer na gemulacdo por uma falha ocorrida na separacdo da célula mée, gerando
filamentos alongados (KIM; SUDBERY, 2011).

A maioria das leveduras crescem bem em temperaturas entre 30 e 37 °C, quando
cultivadas em meios de cultura artificiais. Entre as espécies do género Candida, as
temperaturas de incubacdo variam entre 20 e 38 °C, sendo ideal entre 25 e 28 °C (BEZJAK;
CHANDY, 1989). A variacdo da forma destas espécies deve-se a alteracdes do pH ou a
variagOes de temperatura, em que um pH inferior a 6, predomina a forma de levedura, pH
superior a 7 predomina a forma de hifa, em que se torna assim a espécie patogénica
(MAYER; WILSON; HUBE, 2013).

25.4. Escherichia coli

Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa ndo esporulada, possui forma de
bastonete e classificada como um membro da familia Enterobacteriaceae dentro da classe
Gammaproteobacteria, apresenta colbnias relativamente grandes, cinza-escuras imidas ou
mucdide (OLIVA et al., 1997; TENAILLON et al., 2016). Sua forma de locomocéo se da
por meio de flagelos peritriquios ou ndo maveis, com tamanho aproximado de 2.0 um de
comprimento e 0.25-1.0 um de diametro. Crescem em condi¢fes aerdbica e anaerdbica, e
apresentam crescimento 6timo a 37 °C (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014). Os
coliformes se desenvolvem dentro de uma ampla faixa de pH que varia de 4,4-9,0, sendo que
E. coli pode crescer em um meio contendo apenas uma fonte de carbono organico e uma
fonte de nitrogénio (FORSYTHE, 2013).

E um microrganismo ubiquitario, sendo encontrada no meio ambiente, solo, 4gua e
como parte da microbiota intestinal, vivendo em simbiose com seus hospedeiros (animais e
seres humanos) (KALITA; HU; TORRES, 2014). Normalmente ndo sdo patogénicas, mas
existem tipos de cepas que podem provocar uma ampla variedade de doencas intestinais e
extra intestinais, tais como diarreia, infeccbes do trato urinario, septicemia e meningite
neonatal (LIMA et al., 2017).

Existem seis categorias patogénicas de E. coli que causam infeccdo intestinal em
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homens e animais, sendo denominadas de E. coli diarreiogénicas que séo diferenciadas pela
presenca de fatores de viruléncia como adesinas fimbriais e afimbriais, toxinas e invasinas,
e classificadas em: E. colienteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroinvasora (EIEC), E. colienterohemorragica (EHEC) ou E. coli produtora da toxina
de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli aderente difusa (DAEC)
(GOMES et al., 2016).

2.5.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosas sao bacilos gram-negativo, direitos ou ligeiramente
encurvados, com 1,5-5 um de comprimento e 0,5-1 um de didmetro, que se locomovem por
meio de um ou mais flagelos polares, com metabolismo aerdbico estrito (ndo fermentador de
acucares), em que 0 oxigénio é o aceptor terminal da cadeira de elétrons, e possui
metabolismo oxidativo (PALLERONI, 2005; SCHOBERT; JAHN, 2010).

O bacilo pertence a ordem Pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae, e ao
género Pseudomonas. Este género é o mais significativo e abundante grupo de bactérias em
termos ecoldgicos, podendo ser encontrado na maioria dos ecossistemas naturais, terrestres
e aquaticos (GARRITY, BELL, LILBURN, 2009).

Essas bactérias ndo se desenvolvem em condicdes acidas, pH inferior a 4,5, e sdo
oxidase e catalase positiva (RAMOS, 2004), possuindo uma temperatura Otima de
crescimento de 37 °C, o0 que permite a essa bactéria ser bastante distribuida no ambiente. A
sua membrana externa é pouco permedvel e conseguem resistir a temperaturas até aos 43 °C,
sendo pouco exigente nutricionalmente, o que lhe permite crescer em varias solugcdes aquosas
(MADIGAN; MARTINKO; BENDER, 2014; SCHOBERT; JAHN, 2010).

As estirpes de P. aeruginosa produzem um pigmento fluorescente amarelo,
pioverdina, que em combinacdo com pigmento azulado, piocianina, origina a cor verde
brilhante caracteristica das culturas. Além destes, algumas amostras podem apresentar
pigmentos hidrossollveis, como a piorrubina, pigmento vermelho, e a piomelanina, de cor
acastanhado (FERREIRA; LALA, 2010).

P. aeruginosa ndo € um microrganismo tipico do microbiota normal de individuos
saudaveis, entretanto, cerca de 10% da populacéo pode apresentar 0 microrganismo no trato
gastrointestinal (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014). A bactéria apresenta
diversos fatores de viruléncia, incluindo componentes estruturais, toxinas e enzimas. Ela é

caracterizada como uma bacteria oportunista, podendo causar infeccdes em pacientes com o
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sistema imunologico debilitado, colonizando locais danificados como queimaduras e feridas
cirurgicas, podendo ocorrer septicemia e meningite. (WHO, 2011).

A acdo dos pili presentes na superficie da parede celular confere-lhe adesdo a
superficies solidas e umidas, fator importante na sua répida colonizagdo e no
desenvolvimento de biofilmes (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014; RAMOS,
2004). Esta capacidade de formar biofilme, ou seja, formar um agregado denso de bactérias,
permite uma maior sobrevivéncia no ambiente, mesmo que algumas células sejam
eliminadas, ¢ dificil erradicar por completo todas as células nele presentes, e a bactéria
consegue sobreviver formando novo biofilme a partir das celulas remanescentes
(HARMSEN et al., 2010).

2.5.6. Salmonella Abony

O género Salmonella pertence a pertencem a familia Enterobacteriaceae, composto
por trés espécies Salmonella bangori, Salmonella entérica e Salmonella subterranea. A
Enterobacteriaceae é uma familia de bactérias gram-negativas, possui forma de bastonetes,
composta pelos géneros E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Salmonella, Citrobacter,
Edwardsiella, Shigella e Proteus (SILVA et al., 2017).

O género Salmonella é um bacilo gram-negativo, mével por meio de flagelos, nédo
esporulado, anaerdbio facultativo, oxidase negativa e catalase positiva. Possuem a
capacidade de fermentar aclcares e outros carboidratos (exceto a sacarose e a lactose) por
um metabolismo oxidativo negativo ou fermentativo, é capaz de produzir gas na presenca de
glicose (SILVA et al., 2017).

As coldnias de bactérias se desenvolvem bem em condi¢fes de temperatura entre 35
e 37 °C, a faixa de pH entre 3,8 — 9,5, sendo o pH considera 6timo para seu crescimento sendo
préoximo a 7,0. A maioria dos sorotipos ndo vao crescer em pH abaixo de 3,8 e acima de 9,5.
Além disso, a atividade de &gua minima para crescimento ¢é de 0,94 (SILVA et al., 2017).

A Salmonella habita o trato intestinal de humanos e animais, e nos humanos as
infeccbes causadas por esse microrganismo pode causam gastrenterite, febre entérica,
septicemia com ou sem infeccdes localizadas (MARTINS, 2010; BARBAN, 2010).
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2.5.7 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus aureus € pertencente a familia Micrococcaceae e formado
por bactérias gram-positivas, anaerdbicas facultativas e mesofilas, variando de 0,5 - 1,5 um
de didmetro e sdo imoveis, ndo esporuladas e geralmente encapsuladas, de forma esférica,
que se agrupam formando massas irregulares na forma de “cachos” ou sdo encontradas aos
pares. As coldonias em meio de cultura sélidas tém formas arredondadas e aparéncia rugosa e
brilhante com coloracdo amarelo-ouro (DIAS; PINHEIRO, ALVES, 2015).

Aproximadamente 30% da populacdo humana saudavel sdo portadores de S. aureus.
Os locais comuns de transporte sdo as narinas, a faringe e pele (WERTHEIM et al., 2005).
Este microrganismo pode causar espinha, furdnculos, pneumonia, meningite, endocardite
entre outras doencas (SANTOS et al., 2007).

Essas bactérias crescem em ampla faixa de temperatura de 7 °C a 47 °C, sendo que a
taxa de crescimento maxima ocorre entre 35 a 37 °C. Em condicdes ideais, os valores de pH
variam de 4,0 a 9,8, sendo o pH 6timo entre 6,0 a 7,0, possui 0,86 como valor minimo de
atividade de &gua. O género Staphylococcus contém mais de 20 espécies que podem causar
diversas doencas nos seres humanos e animais (FUEYO; MENDOZA; MARTIN, 2005;
VARNAM, 1991).

2.6 Avaliacdo da incerteza de medicdo

Um resultado analitico nunca sera tomado como absoluto, devido ao fato desde estar
associado a uma incerteza, mesmo que todas as possiveis fontes de incerteza forem
consideradas e corrigidas. A incerteza de medicédo estabelece o intervalo de confianca para
um determinado valor medido, normalmente 95%, que expressam a qualidade dos resultados
analiticos e permitem a comparabilidade entre resultados analiticos ou entre o valor medido
e o limite de especificacdo (SEPAROVIC et al., 2021).

Como durante o célculo as incertezas sdo matematicamente combinadas, é importante
que a mesma fonte de variabilidade ndo seja considerada mais de uma vez. O diagrama de
Ishikawa ou diagrama de causa-efeito € uma ferramenta Util para apontar as diferentes fontes
de incerteza, de todo procedimento, ou de uma etapa especifica (ELLISON; BARWICK,
1998; MEYER, 2007). Ao se construir um diagrama de causa-efeito, é possivel classificar,
identificar e discutir de forma mais clara os parametros a serem considerados, evitando que

a mesma fonte de incerteza seja considerada duas ou mais vezes (SEPAROVIC et al., 2021).
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Tendo a incerteza de medicéo, é possivel avaliar os diferentes tipos de riscos, riscos
do produtor e risco do consumidor, riscos globais e especificos e 0s riscos totais e
particulares. O risco do consumidor € probabilidade de aprovar incorretamente um lote fora
das especificagdes do método, enquanto o risco do produtor é definido como a probabilidade
de rejeitar um lote dentro das conformidades. Ja o risco especifico é a probabilidade de tomar
uma falsa decisdo para um determinado lote ou item testado, enquanto o risco global é a
probabilidade de uma falsa decis@o para qualquer lote de um processo de manufatura a ser
testado. O risco particular é a probabilidade de ser tomada uma falsa decisdo para um unico
parametro, por fim, o risco total € a probabilidade de levar em consideragdo uma falsa decisao
para varios parametros (SEPAROVIC et al., 2021).

A incerteza combinada pode ser obtida a partir das incertezas padrdo individuais
adotando-se duas abordagens: bottom-up, na qual os erros sistematicos e aleatérios de cada
etapa do procedimento analitico sdo combinados para obter-se a incerteza de medicéo; e a
abordagem top-down, na qual os erros sistematicos e aleatorios do procedimento analitico
como um todo sdo combinadas para obter-se a incerteza de medicéo.

A abordagem botton-up estima a contribuicdo individual de cada etapa do processo
para a incerteza global (DABALUS; SCHWEIKERT; CANNAVAN, 2008). Nessa
abordagem é levado em consideracao todas as possiveis fontes de incerteza, as quais devem
ser avaliadas rigorosamente. Em seguida, as incertezas identificadas sdo combinadas para
gerar uma incerteza combinada do resultado usando regras de propagacao estatistica (RIGO-
BONNIN; BLANCO-FONT; CANALIAS, 2018).

Usualmente, a abordagem bottom-up é mais trabalhosa e exige uma quantidade maior

de informagOes para a estimativa da incerteza combinada e expandida. Por outro lado,
permite identificar as fontes de incerteza mais significativas, o que pode auxiliar no controle
e/ou reducdo da incerteza final. Os principais métodos utilizados na abordagem bottom-up
sdo: a lei de propagacgédo de incertezas; o método da planilha de Kragten; e o método de
simulagédo de Monte Carlo.
A abordagem top-down avalia diretamente a incerteza de medicdo, avaliando dados de
controle de qualidade ou dados de experimento de verificacdo de método (LEE et al., 2015).
Com a abordagem top-down, a incerteza de medicdo deve incluir o componente de
imprecisdo e viés (caso seja significativo). Através da aplicagdo dos principios de propagacéao
da incerteza, as contribuicbes da incerteza sdo entdo somadas para produzir a chamada
incerteza padrdo combinada (BRAGA; INFUSINO; PANTEGHINI, 2015; THEODOROU
et al., 2011; MAGNUSSON, OSSOWICKI, RIENITZ, THEODORSSON, 2017).
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Por sua vez, a abordagem top-down é menos trabalhosa e requer menor quantidade
de informacdo para a estimativa da incerteza combinada e expandida. Entretanto, ndo permite
quantificar a contribuicdo individual de cada fonte de incerteza, além de usualmente levar a
uma incerteza final superestimada. Os principais métodos utilizados na abordagem top-down
sdo: incerteza a partir dos resultados de validacdo do método (exatidao e precisdo), e estudos

de repetibilidade e reprodutibilidade.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a incerteza de medicao associada
a contagem microbiana em produtos farmacéuticos ndo estéreis, empregando as abordagens
top-down e bottom-up, assim como estimar os riscos de decisdes falsas quanto a

conformidade ou ndo-conformidade.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a adequacdo do método de contagem microbiana por semeadura em
profundidade as amostras ndo estéreis utilizadas no estudo, através da exatidao
(recuperacao) e precisdo.

e Calcular as incertezas combinada e expandida, empregando-se a abordagem top-
down (a partir dos resultados de exatidao/recuperagéo e preciséo).

e ldentificar e quantificar as fontes de incerteza de medi¢do associada a contagem
microbiana, tais como a incerteza relacionada as dilui¢6es, ao volume plaqueado e as
contagens de unidades formadoras de col6nias (UFC/placa).

e Calcular as incertezas combinada e expandida, empregando-se a abordagem bottom-
up (método da planilha de Kragten).

e Avaliar o risco de decisbes falsas devido a incerteza de medicdo, por meio das
estimativas dos riscos do consumidor (aceitar um lote com contaminagéo superior ao
limite microbiano) ou do produtor (rejeitar um lote com contaminacdo inferior ao

limite microbiano).

Essa dissertacdo esta organizada em dois capitulos: CAPITULO | — AVALIACAO
TOP-DOWN DOS EFEITOS DA MATRIZ NA INCERTEZA DO TESTE DE
ENUMERACAO MICROBIANA e CAPITULO Il - AVALIACAO DA INCERTEZA DE
MEDIQAO E RISCO DE FALSA AVALIAQAO DE CONFORMIDADE PARA TESTES
DE CONTAGEM MICROBIANA. Os capitulos estéo relacionados as publica¢des realizadas

durante o periodo de pesquisa.
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CAPITULO |
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4. CAPITULO | — AVALIACAO TOP-DOWN DOS EFEITOS DA MATRIZ NA
INCERTEZA DO TESTE DE ENUMERACAO MICROBIANA

RESUMO

A contaminacdo microbiana pode comprometer a eficacia e a seguranca dos produtos
farmacéuticos. Os testes de contagem microbiana sdo exigidos pela maioria dos compéndios
farmacopeicos e consistem na inoculacdo convencional de placa, adicionando uma aliquota
da amostra e por seguinte a incubacdo em condi¢Ges adequadas. Apesar disso, raramente €
considerada a avaliacdo da incerteza de medicao para testes de contagem microbiana. Assim,
0 objetivo deste artigo foi avaliar os efeitos matriciais nos testes de contagem microbiana e
sua avaliacdo de incerteza top-down. Métodos de contagem microbiana para dezoito produtos
farmacéuticos foram validados quanto a exatiddo (recuperacdo meédia) e precisdo
(repetibilidade e precisdo intermediéria) utilizando sete microrganismos de teste. Os valores
dos fatores de incerteza foram encontrados entre 1,1 e 3,3, com base na exatiddo e exatid&o.
O componente de incerteza da exatiddo foi o mais relevante em 59% dos casos. Este
problema pode ser explicado devido a interferéncia matricial provocada por conservantes ou
agentes antimicrobianos, particularmente para diluicdes mais baixas quando comparadas a
diluicbes mais elevadas. Assim, concluiu-se que quanto maior a interferéncia matricial maior
o fator de incerteza e, consequentemente, maior a assimetria para o intervalo em torno da

medicao.

Palavras-chave: Testes de contagem microbiana; fator de incerteza multiplicativa;

interferéncia matricial; incerteza de medicdo; validacdo do método.
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INTRODUCAO

Os produtos farmacéuticos sdo utilizados na prevencao, tratamento e diagnostico de
doencas, porém a contamina¢do microbiana pode comprometer a qualidade, eficécia e
seguranca dos produtos farmacéuticos. Nos ultimos anos, as industrias farmacéuticas tém
dado mais atencdo a melhoria da qualidade dos farmacos ndo estéreis para conter uma carga
microbiana minima (DENYER; BAIRD, 2007; PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

A producdo de produtos farmacéuticos ndo estéreis requer atencdo na especificagcdo
rigorosa para aspectos de qualidade microbiana (FERREIRA et al., 2014; MUGOYELA;
MWAMBETE, 2010). Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF) publicadas pelas agéncias
reguladoras (por exemplo, Food and Drug Administration — FDA, European Medicines
Agency — EMA, Pharmaceuticals and Medical Devices Agency — PMDA e Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA) e requisitos técnicos definidos pelos compéndios
farmacopeicos (Farmacopeia dos Estados Unidos - USP, Farmacopeia Europeia — EP, a
Farmacopeia Japonesa — JP e a Farmacopeia Brasileira— FB) s&o padrdes internacionalmente
aceitos que garantem a qualidade, eficacia e seguranca dos produtos farmacéuticos
(ANVISA,2019; FDA, 2006). A Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (ICH) tem
como objetivo tornar mais eficiente e melhor a andlise custo-beneficio do desenvolvimento
de produtos farmacéuticos. O ICH, juntamente com os Estados Unidos da América (EUA),
Europa e Japéo elaboraram trés diretrizes: ICH Q8 (2009), ICH Q9 (2015) e ICH Q10 (2015).
Tais diretrizes visavam unificar os procedimentos para desenvolvimento farmacéutico,
gestdo de riscos para o sistema de qualidade e qualidade farmacéutica.

A avaliacdo microbiol6gica dos produtos ndo estéreis € um fato pertinente que deve
ser levado em conta, pois a contamina¢do microbiana pode afetar a qualidade, a eficacia e a
seguranca dos produtos farmacéuticos. A contaminacdo microbiana de produtos
farmacéuticos orais e topicos pode levar a infec¢des induzidas por medicamentos, bem como
a mudangas nas propriedades quimicas, fisicas e organolépticas (RATAJCZAK et al., 2015).
A contaminacdo microbiana de produtos farmacéuticos pode surgir de fontes diretas
(materias-primas, agua e recipientes de embalagens) ou indiretas (contaminacdo pessoal,
ambiental e instrumental). Atencédo especial deve ser dada aos ingredientes farmacéuticos de
origem natural, pois sdo mais propensos a contaminagdo microbiolégica (GHISLENI et al.,
2016; VIEGAS et al.,, 2006). Dessa forma, a carga microbiana presente em produtos
farmacéuticos ndo estéreis ndo deve comprometer sua qualidade, eficacia e a seguranca
(DLUGASZEWSKA et al., 2019; MOSER; MEYER, 2011; RATAJCZAK et al., 2015).
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A contaminac¢do microbiana de produtos farmacéuticos pode ter origem durante o
processo de fabricacdo ou durante seu uso, particularmente para produtos multidoses. A
contaminagdo causada por microrganismos patogénicos pode causar sérios danos ou até
mesmo morte imediata do paciente. A contamina¢do microbiana ndo patogénica também
pode afetar a qualidade do produto, como descoloragdo, alteracdo nas propriedades
reoldgicas, biodisponibilidade de ingrediente farmacéutico ativo, instabilidade de emulséo,
entre outras doencas (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015; ANVISA, 2019).

A Federacdo Farmacéutica Internacional (FIP) enfatiza a importancia do uso dos
sistemas de conservantes capazes de garantir a estabilidade e a seguranca de produtos
farmacéuticos nao estéreis em termos de carga microbiana. Conservantes sao substancias que
sdo adicionadas a produtos farmacéuticos, de cuidados pessoais, cosméticos e perfumes, com
0 objetivo principal de preserva-los da deterioracdo causada pela contaminacdo microbiana
durante 0 uso do produto farmacéutico ndo estéril multidose (BANDILLA et al., 2017;
RUSSELL, 2003).

Portanto, devem ser assegurados requisitos especificos de qualidade para produtos
ndo estéreis, incluindo a qualidade dos testes microbianos e as medic¢des utilizadas para
conformidade com os produtos farmacéuticos (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015). As
decisbes de conformidade relativas a qualidade microbioldgica de produtos farmacéuticos
ndo estéreis sdo muitas vezes baseadas em testes de contagem microbiana, testes para
microrganismos especificos e testes de desafio de conservagdo microbiana. Testes de
contagem microbiana permitem quantificar os microrganismos em produtos farmacéuticos,
no entanto, essa quantificacdo ndo estd completa sem uma estimativa da incerteza de medicao
associada a contagem microbiana. Varias fontes de incerteza podem ser consideradas durante
a estimativa de incerteza de medicdo, incluindo amostragem, efeitos de matriz e de
interferentes, validacdo de métodos e variabilidade aleatéria (ELLISON; WILLIAMS, 2012;
LOURENCO, 2013; LOURENCO et al., 2007; LOURENCO; BOTELHO; PINTO, 2012;
TRAPLE et al., 2014).

A incerteza de medicdo pode ser avaliada pela abordagem bottom-up (por exemplo,
a lei de propagacgdo da incerteza, 0 método da planilha de Kragten ou o0 método de Monte
Carlo) ou top-down (por exemplo, a partir de dados de validacdo de métodos, ou de testes de
proficiéncia/estudos interlaboratoriais) (ELLISON; WILLIAMS, 2012; PALMA;
MORGADO; BETTENCOURT, 2019; SAVIANO; LOURENCO, 2018; TAKANO et al.,
2017). Quando a medicao possui distribuicdo lognormal, um fator de incerteza multiplicativa

pode ser uma melhor escolha para obter um intervalo assimétrico em torno da medicao
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(RAMSEY; ELLISON, 2015, 2017; SAVIANO; LOURENCO, 2019).

A incerteza de medicdo fornece informag6es que permitem estimar o risco de falsas
decisdes de conformidade, no que diz respeito a aprovacao de um lote contaminado (risco do
consumidor) ou a reprovacao de um lote ndo contaminado (risco do produtor) (BEN-DAVID;
DAVIDSON, 2014; ELLISON; WILLIAMS, 2007; SEPAROVIC et al., 2019;
SEPAROVIC; LOURENCO, 2019; SEPAROVIC et al., 2018).

Até onde sabemos, ndo ha estudos relativos a avaliagdo da incerteza de medigdo para
testes de contagem microbiana para produtos farmacéuticos ndo estéreis. Existem alguns
estudos que relatam a avaliacdo da incerteza nos testes microbioldgicos aplicados a alimentos
(BLASI et al., 2013; CORRY et al., 2007), no entanto, esses métodos apresentam diferencas
relevantes em relacéo aos testes de contagem microbiana para produtos farmacéuticos no que
diz respeito ao meio de cultura, condi¢des de incubagdo, microrganismos de interesse, bem
como possiveis interferéncias da matriz/amostra. Assim, o objetivo deste artigo foi avaliar os
efeitos da matriz nos testes de contagem microbiana e sua incerteza de medicdo, para
produtos farmacéuticos nao estéreis. Foi adotada uma abordagem top-down, considerando 0s
resultados de exatiddo (recuperacdo) e precisdo obtidos durante a validacdo (confirmacdo da

adequacdo) do método de contagem microbiana por semeadura em profundidade.

MATERIAL E METODOS

Teste de contagem microbiana

Os testes de contagem microbiana foram realizados pela técnica de semeadura em
profundidade, de acordo com os procedimentos descritos no capitulo <61> da USP (USP,
2018) e capitulo 5.5.3.1 da FB (ANVISA, 2019-a). No estudo, foram incluidos 18 produtos
farmacéuticos nao estéreis comercializados no Brasil. Todos os produtos farmacéuticos ndo
estéreis foram adquiridos em farmacias da cidade de Sdo Paulo (SP) e foram selecionados
como representantes das formas farmacéuticas liquida, semissélida e sélida, administradas
por via oral ou topica. As composi¢des (informadas nas bulas dos medicamentos), as vias de
administracao, as formas farmacéuticas e as classificagdes de acordo com a origem de seu

principio ativo (de origem sintética ou natural) sdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Composigdes, vias de administracdo, formas farmacéuticas e as classificagdes de acordo com a origem de cada principio ativo.

Produtos Formulagdo/Composicio Via ge Forma o Tipo x de
Administracdo farmacéutica composicdo

#1 Acetilcisteina, hietelose, sacarina de sddio, ciclato de sédio, propilparabeno, metilparabeno, hidréxido de sddio, essénciade  Oral Liquida Sintética
framboesa, dihidrato dissodico, propilenoglicol, agua purificada.

#2 Polioxietilenoalquiléter, butil-hidroxitolueno, macrogol, edetato dissédico, diéxido de silicio, agua purificada. Tépica Semissolida Sintética

#3 Cloridrato de lidocaina, cloreto de benzetdnico, agua purificada. Tépica Liquida Sintética

#4 Diclofenaco dietilamdnio, alcool isopropilico, mentol, propilenoglicol, salicilato de metila, triclosano e butano. Tépica Liquida Sintética

#5 Cloridrato de ambroxol, sorbitol, glicerol, propilparabeno, metilparabeno, &cido citrico, esséncia de framboesa, esséncia Oral Liquida Sintética
de horteld, agua purificada.

#6 Cloridrato de ranitidina, croscarmelose sodica, estearato de magnésio, celulose microcristalina, dioxido de titanio, dioxido de  Oral Solida Sintética
silicio, polimero para revestimento e talco.

#7 Cloridrato de ranitidina, alcool etilico, dioxido de titanio, estearato de magnésio, croscarmelose sodica, povidona, celulose  Oral Solida Sintética
microcristalina, hipromelose/ macrogol e didxido de silicio.

#8 Oxido de zinco, nistatina, petrolato liquido, polietileno e perfume 6leo de citrus rose. Tépica Semissolida Sintética

#9 Sacarose, glicerol, metilparabeno, corante vermelho, aroma de morango e &gua purificada. Oral Liquida Sintética

#10 Extrato de boldo, c&scara sagrada e ruibarbo, boldina, cascarosideo, reina, diéxido de silicio, povidona, estearato de magnésio,  Oral Liquida Natural
gelatina, lactose monoidratada, talco, celulose microcristalina, sacarose, corante amarelo tartrazina, cera de carnadba,
carbonato de célcio, diéxido de titanio, goma laca, goma arabica e 6leo de ricino.

#11 Cloreto de sddio, citrato de potassio monoidratado, citrato de sodio didrato, glicose, acido benzoéico, acido sorbico e 4gua  Oral Liquida Sintética
purificada.

#12 Extrato etanolico das raizes de Pelargonium sidoides e glicerol. Oral Liquida Natural

#13 Nitrato de miconazol, alcool cetoestearilico/cetete, estearato de sorbitana, petrolato liquido, glicerol, propilenoglicol, Tépica Semissolida Sintética
metilparabeno, propilparabeno, butil-hidroxitolueno, hietelose, silicona, alcoois alifaticos de lanolina,
edetato dissddico, alcool etilico, esséncia de jasmim e agua.

#14 Cloridrato de lidocaina, polidocanol, Tintura Matricaria chamomila L, propilenoglicol, xilitol, sorbitol, edetato dissddico di-  Tépica Semissolida Natural
hidratado, carbdmer, hidréxido de sddio, polissorbato 20, sacarina sddica, mentol e agua purificada.

#15 Ferripolimaltose,dextrato, celulose microcristalina, talco, macrogol, ciclamato de sédio, vanilina, cacau e aroma artificial de  Oral Liquida Sintética
chocolate.

#16 Paracetamos, sacarina sddica, ciclamato de sddio, macrogol, metabissulfito de sédio, esséncia de tutti-frutti, corante amarelo  Oral Liquida Sintética
tartrazina, acido citrico anidro.

#17 Magaldrato (aluminato de magnésio hidratado, contendo no minimo 80% de magaldrato anidro), hipromelose, dimeticona,  Oral Liquida Sintética
ciclamato de sédio, goma arabica, mentol, éleo de hortela-menta, sulfato de prata, gliconato de clorexidina e agua purificada.

#18 Racemetionina, cloreto de colina, croscarmelose sddica, dioxido de silicio, estearato de magnésio, amido, celulose Oral Liquida Sintética

microcristalina, crospovidona, hipromelose, hiprolose, macrogol, etilcelulose, triacetina, monoglicerideos acetilados, acido
oleico, corante laca vermelho 40, corante laca amarelo crepusculo 6, alcool isopropilico, alcool etilico e dgua purificada.
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De acordo com a via de administracdo, 67% dos produtos sao orais (#1, #5, #6,
#7,#9#10, #11, #12, #15, #16, #17 e #18) e 33% dos produtos farmacéuticos ndo estéreis
sdo topicos (#2, #3, #4, #8, #13 e #14). Considerando-se as formas farmacéuticas, 67%
sdo liquidos (#1, #3, #4, #5, #9, #10, #11, #12, #15, #16, #17 e #18), 22% sdo semissolidos
(#2, #8, #13 e #14) e 11% sao formas farmacéuticas solidas (#6 e #7). De acordo com a
origem dos compostos, 17% contém IFA de origem natural (#10, #12 e #14) e 83%
contém IFA sintética (#1, #2, #3, #4, #5, #6, #7, #8, #9, #11, #13, #15, #16, #17 e #18).

Validagé@o do método

A validacéo dos testes de contagem microbiana foi realizada avaliando o efeito da
matriz do produto farmacéutico no crescimento microbiano. Quando se esperava a
atividade inibitiva dos produtos farmacéuticos, foram adotados dois procedimentos de
neutralizacdo: 1) neutralizagdo quimica de conservantes, utilizando polissorbato 80/20 e
lecitina de soja; e 2) dilui¢des seriais decimais (1:10, 1:100 e 1:1000). Os neutralizadores
quimicos (polissorbato 80/20 e lecitina de soja) foram utilizados para todas as amostras,
exceto as amostras #6 e #7 (que ndo continham conservantes), foram adotados esses
neutralizantes, por estes serem os mais adotados nos testes e estarem presentes nos
compéndios farmacopeicos.

As amostras de 10 g (ou mL) de produtos farmacéuticos ndo estéreis foram
submetidos a diluicdes seriais decimal. Aliquotas de 1 mL da diluicdo seriada decimal
(1:10, 1:100 e 1:1000) foram transferidas para placas de Petri estéreis descartaveis. Cada
diluicdo serial decimal foi testada em triplicata, totalizando nove placas de Petri por
teste/microrganismos. Aliquotas de 0,1 mL de suspenses microbianas contendo cerca de
10-100 UFC/mL foram transferidas para as placas de Petri. Foram utilizados sete
microrganismos: Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Bacillus spizizenii ATCC 6633,
Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Salmonella Abony ATCC 6017, e Staphylococcus aureus ATCC 6538.
Cerca de 15-20 mL de Agar de Caseina de Soja (Tryptic Soy Agar — TSA), para bactérias,
ou Agar Sabouraud Dextrose (Sabouraud Dextrose Agar — SDA), para fungos, foram
transferidos para as placas de Petri. As placas de Petri foram incubadas em 30-35 °C por
1-2 dias, para bactérias, ou em 20-25 °C por 3-5 dias, para fungos. Também foram
realizados controles negativos e positivos. As concentracOes utilizadas de neutralizantes

foram de 1 mL de polissorbato 80/20 e 5 g de lecitina de soja para 1 L de meio de cultura,
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ambos adicionados antes da autoclavagem dos meios de culturas a serem utilizados.
Apos a incubagdo, o numero de unidades formadoras de coldnias (UFC) nas placas
de Petri do controle positivo e das amostras inoculadas foram contados para determinar o
percentual de recuperacdo. Os valores de recuperacdo (exatiddo) foram determinados
usando os valores do logaritmo do nimero de UFC. Além disso, também foram calculadas

a repetibilidade e a precisdo intermediéria dos valores de contagem microbiana.

Incerteza de medicdo

As incertezas de medicdo associadas as contagens microbianas foram estimadas
com base nos dados de validacdo de método. As principais fontes de incertezas
consideradas foram a exatidao (urr) e a precisdo (urr).

As incertezas relacionadas a exatiddao (urr) foram calculadas a partir da
combinacdo de trés componentes: 1) componente do viés (100 — Rec); 2) o desvio
padréo dos valores de recuperacdo (srec); € 3) 0 desvio padrdo de controles positivo

(sref), conforme apresentado em Eq. (1).

urr = V(100 — Rec)? + Srec? + Sref? Eq. (1)

As incertezas relacionadas da precisdo (urr) foram calculadas a partir da
combinacdo de dois componentes: 1) a repetibilidade (sr); e 2) a precisdo intermediaria

(sr), conforme apresentado em Eq. (2).

Upr = \/Srz + sg2 Eq (2)

As incertezas padrédo combinadas (uLogcru ) associadas a contagem microbiana
foram estimadas conforme apresentado em Eqg. (3). Como os valores de recuperacéo
foram determinados na escala de log, as contagens microbianas e suas incertezas de

medicdo devem ser convertidas em escala original, conforme apresentado no Eq. (4).

Uogcry = Vur? + up,? Eq. (3)

IC95 — 10(LogCFUiZXuLogcpu) e 10L0gCFU X,— 10(2XuLogCFU) — CFU X,_ UF Eq (4)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes de contagem microbiana e validacéo de métodos

No presente estudo, dezoito produtos farmacéuticos ndo estéreis com diferentes
vias de administracdo, formas farmacéuticas e classes de principios ativos (de origem
sintética ou natural) foram testados (ver Tabela 1).

Os valores de recuperacdo média foram calculados para todos 0s microrganismos
(Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Bacillus spizizenii ATCC 6633, Candida albicans
ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Salmonella Abony ATCC 6017, e Staphylococcus aureus ATCC 6538) para cada diluicao
testada (1:10, 1:100 e 1:1000). As diferencas estatisticas para valores de recuperacao
média para diferentes microrganismos e diferentes dilui¢des foram avaliadas por analise
da variancia (ANOVA). Um resumo dos resultados da ANOVA esta apresentado na
Tabela 2.

Os produtos #5, #9, #10, #15, #16, #17 e #18 contém parabenos e/ou outros
conservantes em suas formulacGes. Conservantes sdo antimicrobianos usados em
formulacdes para eliminar a carga microbiana introduzida no produto durante seu uso
(produtos multidoses). Assim, as diferencas na atividade antimicrobiana dos conservantes
justificam as diferencas estatisticamente significativas na recuperacdo dos diferentes
microrganismos (p-valor = 0,017, 0,000, 0,003, 0,003, 0,002, 0,050 e 0,006 para #5, #9,
#10, #15, #16, #17 e #18, respectivamente). Apesar das diferencas estatisticamente
significativas observadas, os valores de recuperagdo encontrados estdo entre 50 e 200%,
com excecdo dos produtos #5 e #16 para 0 microrganismo Pseudomonas aeruginosa
(recuperacdo = 33,7%).

Da mesma forma, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa para
os diferentes microrganismos (p-valor = 0,007) para o produto #6, embora néo contenha
conservantes em sua composicao. Este fato pode ser explicado pela baixa recuperagédo do
microrganismo Pseudomonas aeruginosa na diluicdo 1:10 (recuperacdo = 60,5%). No
entanto, os valores de recuperacdo encontrados estdo entre 50 e 200% para todos 0s
microrganismos. No caso do produto #13, este contém miconazol em sua composicgéo,
que inibe a biossintese de ergosterol e altera a composicéo lipidica da membrana celular
fangica, causando ruptura microbiana e morte. A acdo antifingica do miconazol,
principalmente contra Candida albicans justifica a diferenca estatisticamente
significativa na recuperacéo dos diferentes microrganismos (p-valor = 0,0006).
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Tabela 2. Resultados do teste de comparacdo multipla de ANOVA e Tukey.

Produto Fonte g.l SQ QM valor de F p-valor
#01 Microrganismo 6 0,013627 0,002271 2,42 0,104
Diluicéo 2 0,000169  0,000085 0,09 0,914
#02 Microrganismo 4 0,000461 0,000115 2,25 0,153
Diluicéo 2 0,000057  0,000028 0,55 0,596
#03 Microrganismo 6 1,6854 0,2809 2,77 0,068
Diluicéo 2 0,8710 0,4355 4,30 0,042
#04 Microrganismo 6 0,29657 0,049429 11,85 0,000
Diluicéo 2 0,03604 0,018018 4,32 0,041
#05 Microrganismo 5 0,004516 0,000903 5,12 0,017
Diluigao 2 0,000234  0,000117 0,66 0,539
#06 Microrganismo 6 0,011593 0,001932 5,91 0,007
Diluicéo 2 0,000335  0,000167 0,51 0,614
#07 Microrganismo 6 0,07196 0,011994 1,44 0,283
Diluicéo 2 0,02598 0,012991 1,56 0,253
#08 Microrganismo 4 0,000173  0,000043 2,48 0,139
Diluicéo 2 0,000284  0,000142 8,12 0,015
#09 Microrganismo 4 0,002112 0,000528 25,82 0,000
Diluicéo 2 0,000172  0,000086 4,19 0,057
#10 Microrganismo 4 0,000966 0,000242 10,51 0,003
Diluicéo 2 0,000008  0,000004 0,18 0,837
#11 Microrganismo 4 0,000341  0,000085 3,14 0,079
Diluicéao 2 0,000152  0,000076 2,80 0,120
#12 Microrganismo 4 0,000278 0,000070 0,63 0,657
Diluicédo 2 0,000281  0,000141 1,27 0,333
#13 Microrganismo 6 2,6160 0,43600 5,59 0,006
Diluicédo 2 0,2570 0,12849 1,65 0,233
#14 Microrganismo 4 0,000844  0,000211 5,41 0,021
Diluigéo 2 0,000440  0,000220 5,64 0,030
#15 Microrganismo 4 0,005533  0,001383 10,78 0,003
Diluicéo 2 0,000035  0,000018 0,14 0,874
#16 Microrganismo 5 0,021530  0,004306 9,95 0,002
Diluicao 2 0,000559  0,000279 0,65 0,547
#17 Microrganismo 4 0,000214  0,000054 4,53 0,050
Diluicao 2 0,000047  0,000023 1,97 0,220
#18 Microrganismo 4 0,000921  0,000230 8,14 0,006
Diluicéo 2 0,000208  0,000104 3,67 0,074

g.l.: grau de liberdade, SQ: soma de quadrado, QM: quadrado médio.
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Por outro lado, houve diferenca significativa na recuperacdo dos diferentes
microrganismos (p-valor = 0.000) e dilui¢Bes (p-valor = 0,041) para o produto #4, para
as diferentes diluicdes (p-valor = 0,015) para o produto #8, e para os diferentes
microrganismos (p-valor = 0,021) e dilui¢Bes (p-valor = 0,030) para o produto #14.
Apesar disso, os valores de recuperacdo desses produtos estavam dentro das
especificacbes farmacopeia (50 a 200%), exceto pelo produto #4 para 0 microrganismo
Pseudomonas aeruginosa (recuperacdo = 37,3%). A diferenca estatisticamente
significativa entre diluigfes pode ser explicada pelo fato de que a diluicdo da amostra
reduz a interferéncia da amostra (p-valor = 0,041), aumentando assim a recuperagdo nas
diluicdes 1:100 e 1:1000, dependendo do microrganismo.

Além disso, no caso particular do produto #4, a presenca de mentol e triclosan
fornecem atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e negativas, bolores e
leveduras, que, provavelmente, ndo foi totalmente inativada com o uso de polissorbato
80/20 e lecitina de soja adicionados aos meios de cultura. Este fato explica a diferenca
estatisticamente significativa para os diferentes microrganismos. No caso particular do
produto #3, este contém cloreto de benzeténio, um antisséptico que apresenta atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, bem como fungos e
leveduras. As diluicGes da amostra reduziram a atividade antimicrobiana do antisséptico
(p-valor = 0,042) e, portanto, aumentaram a recuperagdo na diluicdo 1:1000 em

compara¢do com dilui¢Bes 1:10 e 1:100.

Incerteza de medicado

O resumo dos resultados de validacdo do método utilizados para avaliar as
incertezas de medicdo para cada produto esta apresentado na Tabela 3. Os valores de
recuperacgdo foram calculados como a razéo entre o logaritmo das contagens obtidas para
as amostras inoculadas e o logaritmo das contagens obtidas para os controles positivo
(Rec = log(UFCa)/log(UFCrer), onde UFCa € UFCref Sao 0s valores de contagem
microbiana obtidas para a amostra e para o controle positivo, respectivamente). As
incertezas associadas a exatiddao (urr) foram calculadas a partir dos valores dos
componentes de incertezas de recuperacdo média (Rec), desvios padrdo para valores de
recuperacgao (srec), € desvios padrdo de controles de referéncia microbiana (srer). Além
disso, as incertezas associadas a preciséo (urr) foram calculadas a partir dos componentes

da incerteza a partir da repetibilidade (sr) e reprodutibilidade (sr).
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As incertezas de medicdo associadas as contagens microbianas para cada produto
foram estimadas a partir da combinacdo de exatiddo e das incertezas de precisdo. As
incertezas de exatidao (urr), incertezas de precisao (urr), incertezas padrdo combinadas
(urogcru ), e fator de incerteza multiplicativa (Ur = 102xulogcFU ) para cada produto
farmacéutico sdo mostrados na Tabela 4. Além disso, a contribuicdo das incertezas de
exatiddo (urr) e incertezas depreciséo (upr) para o fator de incerteza multiplicativa (Ur)
para os produtos farmacéuticos #1 a #18 sdo mostrados na Figura 1.

O componente de incerteza da exatidao foi o mais relevante em 59% dos casos,
enquanto a preciséo foi a principal fonte de incerteza em apenas 41% dos casos. Esses
resultados podem ser explicados devido a interferéncia da matriz (inibicdo do crescimento
microbiano devido a presenca de conservantes ou agentes antimicrobianos),
particularmente para as menores dilui¢cdes (1:10 e 1:100) quando comparado as maiores
diluigfes (1:100 e 1:1000). Quanto maior a interferéncia da matriz, maior a incerteza de
medicao.

Como os valores de recuperacdo foram determinados na escala logaritma, as
contagens microbianas e suas incertezas de medicdo devem ser convertidas para a escala
original. Por exemplo, para uma contagem microbiana de 25 UFC/placa para o produto
#8, na diluicdo 1:1000, a incerteza expandida pode ser calculada como IC9s = 25000 X
;= 1.10, 0 que resultard em ICos = [22727; 27500] UFC/g. Da mesma maneira, uma
contagem microbiana de 25 UFC/placa para o produto #7, na dilui¢do 1:10, a incerteza
expandida é ICos = 250 X;+ 1.91, o que resultaraem ICos = [131; 478] UFC/g. Quanto

maior o fator de incerteza multiplicativa (Ur), maior a assimetria do ICos.
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Tabela 3. Incertezas componentes de valores médios de recuperacdo (100 — Rec), desvios padrdo para
valores de recuperagéo (sgec), desvios padrdo de controles de referéncia microbiana (sg.y), repetibilidade

(es,) reprodutibilidade (sg) para os produtos farmacéuticos #1 a #18.

Produtos Diluigdes 100 — Rec SRec SRef Sy SR
#1 1:10 -2,65 4,01 6,21 7,96 10,62
1:100 -1,57 2,58 6,21 8,33 6,83
1:1000 -1,11 3,90 4,79 3,63 8,73
#2 1:10 3,10 1,07 0,57 1,10 2,39
1:100 3,21 0,75 0,57 1,77 1,68
1:1000 2,25 0,67 0,57 2,11 1,50
#3 1:10 10,58 12,41 0,70 4,64 17,56
1:100 17,90 5,86 0,93 5,41 11,73
1:1000 8,29 7,18 4,81 19,21 16,06
#4 1:10 9,75 4,62 7,31 7,77 11,33
1:100 -3,77 4,62 7,31 6,00 11,33
1:1000 1,61 5,76 8,90 10,84 14,11
#5 1:10 -0,98 1,94 4,66 4,31 4,75
1:100 0,70 1,61 4,66 4,03 3,96
1:1000 1,32 2,57 5,10 5,01 5,75
#6 1:10 8,24 5,42 8,25 4,02 14,35
1:100 -1,55 2,71 8,25 2,05 7,18
1:1000 -2,69 3,70 8,91 6,34 9,05
#7 1:10 6,02 6,77 8,12 1,76 16,58
1:100 -3,07 4,32 8,87 4,05 11,44
1:1000 -9,66 6,95 8,90 5,69 15,54
#8 1:10 3,84 0,51 0,62 0,99 1,02
1:100 2,59 0,60 0,65 1,22 1,34
1:1000 1,43 0,48 0,65 0,89 1,06
#9 1:10 1,43 1,53 1,64 2,15 3,41
1:100 1,43 1,41 1,64 2,01 3,16
1:1000 3,05 1,26 1,64 2,51 2,82
#10 1:10 2,34 1,18 0,52 2,22 2,63
1:100 2,12 0,98 0,52 1,61 2,19
1:1000 2,54 0,71 0,52 1,96 1,59
#11 1:10 1,89 0,61 0,91 2,04 1,35
1:100 1,28 0,70 0,91 2,17 1,56
1:1000 0,14 0,78 0,91 1,69 1,74
#12 1:10 2,85 1,37 1,52 1,84 3,06
1:100 0,60 0,59 1,52 1,67 1,31
1:1000 1,11 0,82 1,52 1,65 1,83
#13 1:10 18,80 7,93 8,80 11,09 15,86
1:100 8,29 7,45 7,88 6,11 16,67
1:1000 7,84 4,14 8,19 4,18 9,26
#14 1:10 5,54 0,51 0,92 1,12 1,15
1:100 4,18 1,31 0,92 1,99 2,93
1:1000 2,60 0,92 0,92 1,15 2,07
#15 1:10 411 3,05 1,07 1,52 6,82
1:100 3,43 1,66 1,07 1,57 3,72
1:1000 3,86 1,71 1,07 1,31 3,83
#16 1:10 2,15 3,07 8,27 3,01 7,53
1:100 1,73 4,45 8,27 6,31 10,90
1:1000 -1,44 4,75 9,06 3,20 10,63
#17 1:10 0,88 0,54 1,95 2,76 1,08
1:100 0,61 0,14 1,95 2,56 0,29
1:1000 -0,89 0,76 1,88 2,33 1,71
#18 1:10 2,34 0,81 1,51 1,67 1,82
1:100 0,63 1,13 1,51 2,25 2,52
1:1000 0,47 1,05 1,51 2,31 2,34
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Tabela 4. Incertezas de incertezas de exatiddo (ur,), incertezas de precisdo (up,), incertezas padrao

combinadas (uiogcry) € fator de incerteza multiplicativa (Up = 102xulogCFU) para os produtos
farmacéuticos #1 a #18.
Produtos Diluicdes Ury Upy ULogCFU Ug
#1 1:10 7,85 8,91 11,88 1,73
1:100 6,91 8,72 11,12 1,67
1:1000 6,28 5,33 8,23 1,46
#2 1:10 3,33 2,63 4,24 1,22
1:100 3,35 2,44 4,14 1,21
1:1000 2,41 2,58 3,54 1,18
#3 1:10 16,32 13,26 21,03 2,63
1:100 18,86 7,98 20,48 2,57
1:1000 11,98 20,51 23,75 2,99
#4 1:10 13,03 9,04 15,86 2,08
1:100 9,43 7,58 12,10 1,75
1:1000 10,72 12,28 16,30 2,12
#5 1:10 5,14 4,73 6,98 1,38
1:100 4,98 4,35 6,61 1,36
1:1000 5,86 5,63 8,13 1,45
#6 1:10 12,86 6,75 14,52 1,95
1:100 8,82 3,40 9,46 1,55
1:1000 10,01 7,34 12,41 1,77
#7 1:10 12,17 6,99 14,03 1,91
1:100 10,34 5,93 11,92 1,73
1:1000 14,86 8,98 17,36 2,22
#8 1:10 3,92 1,42 4,17 1,21
1:100 2,74 1,81 3,28 1,16
1:1000 1,64 1,39 2,15 1,10
#9 1:10 2,66 4,03 4,83 1,25
1:100 2,60 3,75 4,56 1,23
1:1000 3,69 3,78 5,28 1,28
#10 1:10 2,67 3,44 4,35 1,22
1:100 2,39 2,72 3,62 1,18
1:1000 2,69 2,52 3,68 1,18
#11 1:10 2,18 2,45 3,28 1,16
1:100 1,72 2,67 3,17 1,16
1:1000 1,20 2,43 2,71 1,13
#12 1:10 3,51 3,56 5,00 1,26
1:100 1,73 2,13 2,74 1,13
1:1000 2,05 2,46 3,20 1,16
#13 1:10 22,23 13,63 26,07 3,32
1:100 13,65 9,64 16,71 2,16
1:1000 12,07 5,89 13,43 1,86
#14 1:10 5,64 1,60 5,86 1,31
1:100 4,48 3,54 571 1,30
1:1000 2,91 2,36 3,75 1,19
#15 1:10 5,23 6,98 8,72 1,49
1:100 3,96 4,03 5,65 1,30
1:1000 4,36 4,05 5,95 1,31
#16 1:10 9,08 4,31 10,05 1,59
1:100 9,55 7,72 12,28 1,76
1:1000 10,33 5,73 11,81 1,72
#17 1:10 2,20 2,96 3,69 1,19
1:100 2,04 2,57 3,29 1,16
1:1000 2,22 2,89 3,64 1,18
#18 1:10 2,90 2,47 3,81 1,19
1:100 1,99 3,38 3,92 1,20
1:1000 1,89 3,29 3,79 1,19
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CONCLUSAO

Os efeitos da matriz de produtos farmacéuticos ndo estéreis em testes de contagem
microbiana foram avaliados pela inibi¢do do crescimento microbiano devido a presenca
de conservantes ou agentes antimicrobianos na formulacdo. A neutralizacdo quimica de
conservantes (usando polissorbato 80/20 e lecitina de soja) e as dilui¢des seriais decimais
(2:10, 1:100 e 1:1000) foram capazes de reduzir a interferéncia da matriz para a maioria
dos produtos. O teste de contagem microbiana foi adequado para a maioria dos produtos
farmacéuticos ndo estéreis, com excecdo das amostras #3, #4, #5, #13, #16, devido ao
fato dos valores de recuperacdo nas menores diluicdes (1:10 e/ou 1:100) foram inferiores
a 50% para um ou mais microrganismos. Esses resultados podem ser explicados
principalmente devido a inativagdo ineficiente dos conservantes e/ou dos ingredientes
farmacéuticos ativos nas preparacdes. O componente de incerteza da exatiddo foi o mais
relevante quando comparado ao componente de precisdo. Assim, concluimos que quanto
maior a interferéncia da matriz, maior o fator de incerteza multiplicativa (Ur) e,
consequentemente, maior a assimetria para o intervalo de confiangca em torno do valor

medido.

50



CAPITULO Il

51



5. CAPITULO Il -~AVALIA(;AO DA INCERTEZA DE MEDICAO E RISCO DE
FALSA AVALIACAO DE CONFORMIDADE PARA TESTES DE CONTAGEM
MICROBIANA

RESUMO

Os testes de contagem microbiana sdo amplamente utilizados para avaliar a qualidade
microbiologica de produtos farmacéuticos ndo estéreis. Apesar de todos os esforcos para
garantir a confiabilidade dos testes de contagem microbiana, sempre havera alguma
incerteza associada aos valores medidos, o que pode levar a falsas decisdes quanto a
conformidade/ndo-conformidade. Neste trabalho, avaliamos a incerteza da medicéo
utilizando uma abordagem bottom-up e estimamos o risco do consumidor ou do produtor
devido a incerteza da medicdo. Trés principais fontes de incerteza foram identificadas e
quantificadas: fator de diluicdo, volume plaqueado e contagem das placas. A contribuicdo
dessas fontes de incerteza depende do valor medido da carga microbiana em produtos
farmacéuticos. A contribuicdo do fator de diluicéo e das incertezas do volume plaqueado
aumentam com o aumento do valor medido, enquanto a contribuicdo da contagem das
placas diminui com o aumento do valor medido. Os valores globais de incerteza foram
expressos como fatores de incerteza (Ur), que fornecem um intervalo de confianga
assimétrico (usualmente, com 95% de nivel confianca) da carga microbiana em produtos
farmacéuticos. Além disso, o risco de decisGes falsas quanto a conformidade/ndo-
conformidade devido a incerteza de medicéo foi avaliado utilizando-se o0 método Monte
Carlo. Quando o valor medido esta proximo do limite de especificacdo superior e/ou a
incerteza da medicdo é relativamente grande, o risco de decisdes falsas quanto a
conformidade/ ndo-conformidade pode ser significativamente alto. Assim, concluimos
que o uso do fator de incerteza na avaliacdo da conformidade/ndo-conformidade é
importante para garantir a confiabilidade dos resultados dos testes de enumeragédo

microbiana, assim como para suportar a tomada de deciséo.

Palavras-chave: Testes de enumeragdo microbiana; fator de incerteza multiplicativa;

incerteza de medicé&o.
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INTRODUCAO

Produtos farmacéuticos ndo estéreis (medicamentos tdpicos e orais) podem
apresentar algum nivel de contaminacdo microbiana. No entanto, uma contaminacao
microbiana acima dos limites de especificacdo regulatdria pode comprometer a eficacia
e a seguranca, levando a alteracfes nas propriedades quimicas, fisicas e organolépticas
e/ou causando infec¢des induzidas por medicamentos. Os testes de contagem microbiana
permitem quantificar a carga microbiana em produtos farmacéuticos e sdo uma exigéncia
na maioria das farmacopeias em todo o mundo.

Apesar de todos os esforgos para garantir a confiabilidade dos testes de contagem
microbiana, como o uso de instrumentos calibrados e equipamentos qualificados, o uso
de materiais de referéncia certificados (MRC) (EURACHEM, 2013) validacdo de
procedimentos analiticos, estudos interlaboratoriais e ensaios de proficiéncia (GUIDE,
2000) requisitos previstos na norma ISO/IEC 17025:2017; sempre haverd alguma
incerteza associada aos valores medidos (DIAS; LOURENCO, 2020; ELLISON;
WILLIAMS, 2012).

A incerteza de medicéo pode ser avaliada por meio das abordagens bottom-up (lei
de propagacdo da incerteza, método da planilha de Kragten, método Monte Carlo) ou
top-down (validacdo de procedimentos analiticos, estudos interlaboratoriais e ensaios de
proficiéncia) (ELLISON; WILLIAMS, 2012; SEPAROVIC et al., 2021; TRAPLE etal.,
2014). Quando a medicdo é provavel que apresente distribuicdo lognormal, o intervalo
de confianca (usualmente com 95% de nivel de confianca) pode ser calculado como um
fator de incerteza multiplicativo (RAMSEY; ELLISON, 2015).

Recentemente, a incerteza associada aos resultados da contagem microbiana foi
estimada por meio de uma abordagem top-down, com base nos resultados de exatiddo
(recuperacdo) e precisdo obtidos a partir de dados de validacdo de procedimentos
analiticos (DIAS; LOURENCO, 2020). Neste trabalho, avaliamos a incerteza de
medicdo utilizando a abordagem bottom-up, considerando as principais fontes de
incertezas (diluicdo serial decimal, volume de aliquotas transferidas para placas de Petri
e variabilidade da contagem microbiana).

Quando o valor medido estd longe dos limites inferior e/ou superior de
especificacdo e o valor da incerteza da medicgéo € relativamente pequena (menor que a
incerteza alvo — incerteza maxima admissivel), a decisdo quanto a conformidade/néo-

conformidade seréa razoavelmente clara. No entanto, quando o valor medido esta proximo

53



do limite de especificacdo e/ou valor da incerteza da medicdo é relativamente grande
(maior que a incerteza alvo), pode haver um risco de decisdes de falsa quanto a
conformidade/ndo-conformidade significativamente elevado (BETTENCOURT;
WILLIAMS, 2015; WILLIAMS; MAGNUSSON, 2021).

O risco do consumidor é definido como a probabilidade de uma falsa aceitagdo
(aceitar um item ou lote que esta fora dos limites de especificacdo), enquanto o risco do
produtor é a probabilidade de uma rejeicdo errada (rejeitar um item ou lote que esteja
dentro dos limites de especificagcdo). Uma maneira conveniente de garantir um risco
reduzido de decisdes falsa quanto a conformidade/ndo-conformidade é o uso de bandas
de guarda (guard-bands — g), que devem serem somadas ou subtraidas dos limites
inferior e/ou superior de especificacdo (LIE + g elou LSE + g, respectivamente).
Normalmente, a largura da banda de guarda é definida como o valor da incerteza de
medicdo multiplico por um fator de corregdo adequado (g = k x u) (WILLIAMS;
MAGNUSSON, 2021).

Alternativamente, o risco especifico de decisdes falsas quanto a conformidade/
ndo-conformidade pode ser estimado utilizando-se o método Monte Carlo (MMC). MMC
é um método de amostragem, o qual usa um gerador aleatério para simular valores a partir
de uma determinada distribuicdo (distribuigdo normal, distribuicdo lognormal, etc.).
Neste trabalho, utilizamos o0 MMC para estimar o risco de falsa conformidade/néo-
conformidade em relacdo a carga microbiana presente em produtos farmacéuticos contra

os limites de especificagdo definidos nas farmacopeias.
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MATERIAIS E METODOS

Contagem microbiana para produtos farmacéuticos

Os produtos farmacéuticos foram baseados no capitulo | e foram selecionados 6
produtos de acordo com os resultados obtidos. Sendo assim, ss produtos farmacéuticos
submetidos ao teste de contagem microbiana, de acordo com o capitulo geral <61> da
farmacopeia americana (USP, 2020) e do capitulo geral 5.5.3.1 da farmacopeia brasileira
(ANVISA, 2019).

Aliquotas de 10 g (ou mL) dos produtos farmacéuticos foram transferidas para 90
mL de solucdo fisiologica estéril (m/v) (diluicdo 1:10) e submetidas a diluicBes seriais
decimais (1 mL para 9 mL) (1:100 e 1:1000). Aliquotas de 1 mL de cada dilui¢do (1:10,
1:100 e 1:1000) foram transferidas para as placas de Petri (3 réplicas para cada dilui¢do
decimal). A representacdo esquematica das diluicGes seriais decimais esta apresentada

na Figura 2.

1049
ou (oumL) 1mL 1mL
L Fator de

diluigdo
Amostra do 90 mL 9mL 9mL (D eup)
produto
farmacéutico +

Volume
plaqueado
Veuy)

1

— Contagem em
placas
(N euy)

000~
000~
000

1:10 1:100 1:1000
diluicao diluicao diluicdo

Figura 2. Representa¢do esquematica de diluicBes seriais decimais utilizadas para a realizagdo de testes

de contagem microbiana para produtos farmacéuticos.

Para as analises de bactérias (bactérias heterotroficas totais), aliquotas de 15-20

ml de TSA (Tryptic Soy Agar, digestdo pancreatica de caseina 15,0 g/L, digestdo se soja
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5,0 g/L, cloreto de sddio 5,0 g/L e &gar 15,0 g/L) foram transferidos para placas de Petri.
As placas de Petri foram incubadas a 30-35 °C durante 1-2 dias. Para as andlises de
fungos (bolores e leveduras), 0 meio SDA (Sabouraud Dextrose Agar, digestdo péptica
de tecido animal 5,0 g/L, digestdo pancredtica de caseina 5,0 g/L, dextrose 40,0 g/L e
agar 15,0 g/L) foi usado para o plagueamento e as placas de Petri foram incubadas a 20-
25 °C durante 3-5 dias.

Apos a incubacdo, o nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC) em cada
placa de Petri foi determinado por contagem manual. A carga microbiana (bactérias ou

fungos) no produto farmacéutico (UFC/g ou UFC/mL) foi calculada como z = 10Y =

10log10(PXVXY onde y & a carga microbiana no produto farmacéutico (expresso em
UFC/g ou mL), D é o fator de dilui¢do apropriado (10x, 100x, e 1000x para 1:10, 1:100
e 1:1000 diluicdes, respectivamente), VV € o volume plaqueado (geralmente 1 mL) e M a
média da contagem microbiana (geralmente calculada para a diluicdo que fornece valores
de contagem entre 25 e 250 UFC/placa).

Avaliacéo da incerteza de medicéo

A avaliacdo da incerteza da medicao foi realizada utilizando-se uma abordagem
bottom-up. Na abordagem bottom-up, os valores de incerteza padrdo de cada etapa
analitica sdo combinados para se obter o valor da incerteza combinada (SEPAROVIC et
al., 2021; TRAPLE et al., 2014). Neste trabalho, foram consideradas trés principais
fontes de incerteza: 1) incerteza associada ao fator de diluicdo; 2) incerteza associada ao
volume plaqueado; e 3) incerteza associada aos valores de contagem nas placas
(TRAPLE et al., 2014).

A incerteza associada aos fatores de dilui¢do (up) inclui as incertezas da pesagem
(erro sistematico e aleatorio) e pipetas/micropipetas (erro sistematico e aleatorio)
utilizados para realizar as diluigdes seriais decimais. Diluigdes seriais decimais séo
realizadas transferindo-se um volume a(geralmente a = 1 mL) para um volume b
(geralmente b =9 mL), o que fornece uma diluicdo final a: (a + b) (geralmente 1:10
diluicdo). Assim, o fator de diluicdo deve ser o inverso da diluicdo executada (D =
(a + b)/a). Umavez que o volume a afetatanto o numerador quanto o denominador da
equacdo, ua deve ser adequadamente considerada para calcular a incerteza padrédo
associada ao fator de diluicdo (up) (HIBBERT, 2003).
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A incerteza associada ao volume plaqueado (uv) inclui as incertezas das
pipetas/micropipetas (erro sistematico e aleatdrio) usados para transferir aliquotas de 1
mL de cada diluicdo serial decimal para placas de Petri. Uma vez que as dilui¢des seriais
decimais e a transferéncia de 1 mL para as placas de Petri podem serem realizadas
utilizando as mesmas pipetas/micropipetas, a correlacdo entre esses valores de entrada
deve ser considerada no célculo da incerteza combinada. O valor de correlagdo devido
ao uso da mesma pipeta/micropipeta para as diluicdes e para o0 volume plagueado deve
ser calculado como r = uc2/(uc? + ur2), onde uc é a incerteza do certificado de
calibragcdo (erro sistematico) e ur € a incerteza da repetibilidade (erro aleatorio)
(ELLISON, 2005).

Presume-se que as contagens microbianas tenham uma distribuicdo de Poisson.

Assim, a incerteza padrdo associada a contagem microbiana (u~) foi calculada como a

raiz quadrada do valor médio da contagem microbiana (uv = VI¥n, onde Né média da
contagem microbiana e n é o nimero de réplica de placa). Os valores da contagem
microbiana foram transformados antes de serem combinados com as outras fontes de
incerteza (incertezas do fator de dilui¢do e do volume plaqueado). Assim, calculou-se o
valor médio da contagem microbiana e seus respectivos valores de incerteza padréo
como logio(¥ e logio (1 + V] I)Inﬁspectivamente.

Os valores de incerteza padrdo foram combinados usando o método Kragten
(ELLISON; WILLIAMS, 2012; KRAGTEN, 1994; SEPARQOVIC; SILVA,;
LOURENCO, 2019) implementados em uma planilha do MS Excel (disponivel como
material suplementar) para obter uma incerteza de medicdo combinada. A suposic¢do de
linearidade foi testada utilizando incrementos positivos e negativos dos valores de
incerteza padrdo aos seus respectivos valores de entrada. Diferencas de até 20% nos
valores combinados de incerteza padrdo obtidos utilizando incrementos positivos e
negativos foram consideradas aceitaveis. Uma aproximacéo quadratica foi utilizada para
obter o valor da incerteza combinada, uma vez que a aproximacao quadratica fornece um
valor substancialmente melhor quando comparado ao valor obtido por diferenciagdo
analitica (ELLISON, 2005).

A incerteza de medicdo combinada (uy) é convertida em um fator de incerteza

(Ur, =10 ><uy), que € multiplicado ou dividido pelo valor medido (z x;=+ Ur ) a fim de
obter-se um intervalo de confianga assimétrico (usualmente, com 95 % de nivel de

confianga) para a carga microbiana nos produtos farmacéuticos (DIAS; LOURENCO,
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2020; RAMSEY:; ELLISON, 2015).
A contribuicdo das principais fontes de incerteza (up, uv € un) para a incerteza

combinada global foram calculadas e representadas como gréficos de barras.

Risco de decisOes falsas devido a incerteza de medicao

O valor do risco de decisdes falsas quanto a conformidade/ndo-conformidade foi
estimado utilizando o MMC, implementado em uma planilha do MS Excel (disponivel
como material suplementar). Como o logaritmo das contagens microbianas apresenta
distribuico normal, utilizamos um gerador aleatério normalmente distribuido
("=INV.NORM (ALEATORIO(); vy; u,)", onde y e u, sdo a carga microbiana e sua
respectiva incerteza padrdo na escala logaritmica — log1o) e depois os valores simulados
foram transformados para a escala natural (zi = 10¥, onde z: é o0 i-éssimo valor
simulado em escala natural calculado a partir do valor obtido a partir do gerador aleatério
yi normalmente distribuido). Foram simulados 50 mil valores (i de 1 a 50 mil).

O risco do consumidor foi calculado como o nimero de valores simulados acima
do limite superior de especificacdo dividido pelo numero total de valores simulados
(Rec = c¢/n, onde c é o nimero de casos em que z; > LSE e n=50.000). Por outro lado,
o risco do produtor foi calculado como o numero de valores simulados igual ou inferior
ao limite superior de especificagdo dividido pelo numero total de valores simulados

(Rp = p/n, onde p é o nUmero de casos em que z; < LSE e n= 50.000).
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RESULTADOS E DISCUSOES

Os valores de carga microbiana em produtos farmacéuticos foram de até 140
UFC/mL, conforme apresentado na Tabela 5. De acordo com o capitulo geral da USP
<1111> "Exame microbioldgico de produtos nao estéreis: critérios de aceitacdo para
preparacdes farmacéuticas e substancias para uso farmacéutico”, os limites superiores de
especificacdo (LES) para preparagOes aquosas para uso oral e outras preparacfes para
uso topico sdo 102 e 10' UFC/g (ou UFC/mL) para contagem total de microbianos
aerdbicos e contagem total de leveduras e bolores.

Tabela 5. Valores medidos (z) de carga microbiana em produtos farmacéuticos e seu

respectivo fator de incerteza (Ur).

Produto farmacéutico Bactérias heterréficas totais Bolores e contagem de
leveduras
z X;+ Up, z X;+Up,
Solugdo oral de acetilcisteina 140 x;+ 1,44 UFC/mL < 25 UFC/mL
Solucdo tépico antisséptica <25 UFC/mL <25 UFC/mL
Solucdo tdpica diclofenaco <25 UFC/mL <25 UFC/mL
Soluc¢éo oral ambroxol 77 x;+1,55 UFC/mL < 25 UFC/mL
Solucdo oral de paracetamol <25 UFC/mL <25 UFC/mL

UFC = unidades formadoras de col6nias.

A maioria dos valores medidos da carga microbiana foi encontrada abaixo dos
limites superiores de especificacdo (LSE) definidos no capitulo geral <1111> da USP.
No entanto, quando o valor medido esta proximo ao LSE e/ou se o valor da incerteza de
medicdo for relativamente grande (ou seja, maior que a incerteza alvo), pode haver um
risco de decisbes falsas quanto a conformidade/ndo-conformidade significativamente
elevado.

Os valores de incerteza de medicao foram avaliados por meio de uma abordagem
bottom-up, levando-se em consideracéo as fontes de incerteza mais relevantes, como a
incerteza associada ao fator de diluicdo, a incerteza associada ao volume plaqueado e a
incerteza associada aos valores da contagem por placas. O resumo dos valores medidos

e seus respectivos valores de incerteza esta apresentado na Tabela 6.
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Tabela 6. Contribuicdo das fontes de incerteza (fator de diluicdo, volume plaqueado e

contagem por placas) para o fator de incerteza.

Fonte de incertezas

Produto farmacéutico analise Fator de Volume Contagem por

diluicdo plaqueado placas

Solucdo oral de acetilcisteina bactéria 15,16% 22,44% 62,39%
fungico 2,27% 3,37% 94,36%

Solugdo topico antisséptico bactéria 2,27% 3,37% 94,36%
fungico 2,27% 3,37% 94,36%

Solucdo tdpica diclofenaco bactéria 2,27% 3,37% 94,36%
fangico 2,27% 3,37% 94,36%

Solucéo oral ambroxol bactéria 10,36% 15,34% 74,29%
fingico 2,27% 3,37% 94,36%

Solucéo oral de paracetamol bactéria 2,27% 3,37% 94,36%
fangico 2,27% 3,37% 94,36%

O valor de risco do consumidor para a carga microbiana na solugdo oral de
ambroxol foi cerca de 27,4%. Por outro lado, o valor de risco do produtor para a carga
microbiana na solucédo oral de acetilcisteina foi cerca de 18,3%. Os valores de risco do
consumidor para a carga microbiana nos demais produtos farmacéuticos estdo abaixo do
valor maximo de risco admissivel (5%).

A contribuicdo da incerteza associada ao fator de diluicdo (up) aumenta com o
aumento da taxa de diluicdo. Por exemplo, os valores de up obtidos para as dilui¢cGes
1:10, 1:100 e 1:1000 (fator de diluicdo de log10(10), log10(100) e log10(1000),
respectivamente) foram de 0,038, 0,053 e 0,065, respectivamente. 1sso pode ser explicado
porque para a contagem microbiana obtida a partir das maiores dilui¢Bes seriais decimais
(por exemplo, 1:1000), devem ser consideradas as etapas de dilui¢cdes anteriores (1:10 e
1:100). Por outro lado, quando a contagem microbiana € obtida a partir das primeiras
diluicdes seriais decimais (por exemplo, 1:10), os proximos passos de diluicdo (1:10 e
1:100) ndo sédo considerados. Esses valores de incerteza foram obtidos a partir da
incerteza padréo de 1 mL de micropipetas (um1 = 0,1 mL) e pipetas de 9 mL (upy =
0,1 mL).

A quantidade de amostra transferida para as placas de Petri também pode ser
considerada como uma fonte relevante de incerteza. Neste trabalho, foram transferidas

aliquotas de 1 mL de cada diluigdo serial decimal (1:10, 1:100 e 1:1000) para placas de
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Petri (3 réplicas para cada diluicdo). Uma vez que a micropipeta usada para transferir o
volume plaqueado (V) foi a mesma usada para realizar as diluigdes seriais decimais,
estimamos a correlacdo entre os componentes de incerteza, conforme descrito
anteriormente. O coeficiente de correlagdo devido ao uso da mesma micropipeta foi de
r = 0,33 e a incerteza padrdo da micropipeta foi de um1 = uv = 0,1 mL. O valor de
incerteza padrdo devido ao volume plagueado € o mesmo de todas as diluicdes seriais
decimais testadas, uy € de 0,1 mL para as dilui¢bes 1:10, 1:100 e 1:1000. No entanto, sua
contribuicdo para a incerteza combinada pode ser aumentada ou diminuida, uma vez que
os valores de incerteza padrdo dos outros componentes variam em fungéo do fator de
diluicdo e contagem por placas.

A contribuicdo da incerteza associada a contagem microbiana por placa (uy) para

incerteza combinada (uy) diminui para grandes contagens por placa. Por exemplo, para

'N=250 UFC/placa obtidas de n =3 placas, uv = V250/3 =9 UFC/placa e u'y =
un /N=3,6%. Por outro lado, a contribuicdo de ux para u, aumenta para pequenas

contagens por placa. Por exemplo, para N=25 UFC/placa obtido de n = 3 placas, un =

V25/3 =3 UFClplacae u’n = un/N=12%. Além disso, o niimero de réplicas de placas

de Petri também afeta a uv para uy. Por exemplo, considerando uma contagem

microbiana (¥ de 50 UFC/placa obtidas de uma, duas ou trés placas de Petri, ux € 7, 5,
e 4 UFCl/placa, respectivamente.

Recomenda-se adotar a diluicdo em que as contagens microbianas estdo entre 25
e 250 UFC/placa. Assumindo um caso hipotético em que a contagem microbiana por
placa obtida para as dilui¢cbes 1:10 e 1:100 sdo 250 UFC/placa e 25 UFC/placa,
respectivamente, o valor medido da carga microbiana no produto farmacéutico sera o
mesmo (ou seja, 2.500 UFC/g ou mL de produto farmacéutico). No entanto, o valor da
incerteza combinada e a contribuicdo das principais fontes de incerteza mudaréo
significativamente, conforme apresentado na Figura 3. Por exemplo, o fator de incerteza
(Ur,) para valores medidos obtidos a partir das dilui¢des 1:10 e 1:100 foram de 1,27 e
1,39, respectivamente. Para diluicdo 1:10, as contribuicdes de up, uv e un para a
incerteza combinada foram de cerca de 28,6%, 60,6%, e 10,8%, respectivamente.
Enquanto as contribui¢cdes de up uv e un foram cerca de 31,9%, 31,4%, e 36,7%,
considerando a incerteza combinada obtida a partir da dilui¢ido 1:100.
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Figura 3. Contribuicdo das principais fontes de incerteza (fator de dilui¢do, volume plaqueado e contagem
de placas microbianas) para o valor medido de 2500 UFC/mL (ou UFC/g) obtido a partir de contagens
microbianas de (a) diluicdo 1:10 e (b) dilui¢do 1:100.

Resultados semelhantes foram obtidos para contagens microbianas de 25
UFC/placa e 250 UFC/placa obtidos para a partir das diluicbes 1:100 e 1:1000,
respectivamente (Figura 4). Apesar dos valores medidos da carga microbiana no produto
farmacéutico serem os mesmos, o valor da incerteza combinada e a contribuicdo das
principais fontes de incerteza s&o significativamente diferentes. A incerteza devido ao
fator de diluicdo é a principal fonte de incerteza para ambas as dilui¢des 1:100 e 1:1000
(65,5 % e 60,3 %, respectivamente). Para a diluigdo de 1:100, a incerteza associada ao
volume plaqueado (31,5 %) é mais relevante que a incerteza associada as contagens por
placas (3,0 %). Por outro lado, a contribuicdo de incerteza devido a contagem de placas
(21,7 %) é maior do que a incerteza associada ao volume plagueado (18,0 %),

considerando a diluicdo 1:1000. O fator de incerteza (Ur, ) para os valores medidos

obtidos a partir das diluigdes 1:100 e 1:1000 foram de 1,32 e 1,43, respectivamente
(Figura 4).
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Figura 4. Contribuicdo das principais fontes de incerteza (fator de diluicdo, volume plaqueado e contagem
de placas microbianas) para o valor medido de 25000 UFC/mL (ou UFC/g) obtida a partir de contagens
microbianas de (a) dilui¢do 1:100 e (b) diluicéo 1:1000.

A contribuicdo das principais fontes de incerteza (fator de dilui¢do, volume
plaqueado e contagem por placas), bem como o fator de incerteza, em funcao dos valores
medidos da carga microbiana presentes em produtos farmacéuticos sdo apresentados na
Figura 5. Pode-se concluir que a contribuicdo da contagem por placas diminui com um
aumento dos valores medidos, enquanto a contribuicdo do fator de diluicdo e do volume
plagueado aumenta com aumento dos valores medidos. Além disso, o fator de incerteza
diminui com o aumento do valor medido; no entanto, Ur, aumenta com o aumento da

diluicdo seriada decimal (por exemplo, de 1:10 para 1:100 e de 1:100 para 1:100).
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Figura 5. Fator de incerteza e contribuicdo das principais fontes de incerteza (fator de diluicdo, volume
plaqueado e contagem por placas) em funcdo dos valores medidos da carga microbiana presentes em

produtos farmacéuticos.

Quando o valor medido da carga microbiana estiver proximo do limite superior
de especificacdo (LSE) e/ou se o valor do fator de incerteza for relativamente grande,
pode haver um risco de decisdes falsas quanto a conformidade/ndo-conformidade
significativamente elevado.

Os valores de risco de decisfes falsas foram estimados utilizando-se 0 MMC,
implementado em uma planilha do MS Excel (disponivel como material suplementar).
Uma vez que a medicdo apresenta distribuicdo lognormal (assimétrica), os valores de
risco do consumidor e do produtor para valores medidos que igualmente diferem abaixo
ou acima do LSE sdo diferentes. Por exemplo, assumindo um LSE de 1000 UFC/mL e
considerando valores medidos hipotéticos de 750 UFC/ mL (|]z — USL| = |750 —
1000| = 250) e 1250 CFU/mL (|z — USL| = [1250 — 1000| = 250), o de risco do
consumidor e do produtor foram de 14,5% e 19,7%, respectivamente. Os detalhes sdo

fornecidos na Figura 6.
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Figura 6. Histograma para valores medidos de (a) 750 UFC/mL e (b) 1250 UFC/mL em comparagdo com
o limite de especificacdo superior (1000 UFC/mL). Risco de consumo de 14,5% para (a) e risco do
produtor de 19,7% para (b).

Os valores de risco do consumidor (linha vermelha) e do produtor (linha azul) em
funcéo dos valores medidos da carga microbiana presente em produtos farmacéuticos
séo apresentados na Figura 7, assumindo-se LSE de 1000 UFC/mL (ou UFC/g) e 10000
UFC/mL (ou UFC/mL), respectivamente. Na Figura 7, valores medidos e o LSE estéo
expressos em escala logaritma. A linha pontilhada horizontal define o valor méaximo de

risco admissivel usualmente adotado (5%).
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Figura 7. Valores de risco do consumidor (linha vermelha) e valores de risco do produtor (linha azul) em

funcdo dos valores medidos da carga microbiana presentes em produtos farmacéuticos.
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CONCLUSAO

Sendo assim, conclui-se que a incerteza de medicdo associada aos testes de
contagem microbiana de placas para produtos farmacéuticos foi a avaliagdo utilizando
uma abordagem bottom-up. Trés principais fontes de incerteza foram identificadas e
quantificadas: fator de diluicdo, volume plaqueado e contagem. A contribuicdo dessas
fontes de incerteza depende do valor medido da carga microbiana em produtos
farmacéuticos. As contribuicbes das incertezas associada ao fator de diluicdo e das
incertezas do volume plaqueado aumentam com o aumento do valor medido, enquanto a
contribuicdo da contagem por placas diminui com o aumento do valor medido. Os valores
de incerteza foram expressos como fatores de incerteza, que fornecem um intervalo de
confianga assimétrico (usualmente com 95 % de nivel de confianca) da carga microbiana
em produtos farmacéuticos. Além disso, o risco de decisdes falsas quanto a
conformidade/ndo-conformidade devido incerteza de medicéo foi avaliado utilizando-se
0 método Monte Carlo. Quando o valor medido esta proximo do limite superior de
especificacdo e/ou o valor da incerteza da medicdo é relativamente grande, o risco de
decisdes falsas quanto a conformidade/ ndo-conformidade pode ser significativamente
elevado. Assim, concluimos que o uso do fator de incerteza na avaliacdo da
conformidade/ndo-conformidade é importante para garantir a confiabilidade dos
resultados dos testes de contagem microbiana, assim como para suportar a tomada de

decisao.
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6. CONCLUSOES

Os efeitos da matriz de produtos farmacéuticos nao estéreis em testes de contagem
microbiana foram avaliados pela inibi¢do do crescimento microbiano devido a
presenca de conservantes ou agentes antimicrobianos na formulagcdo. A
neutralizacdo quimica de conservantes (usando polissorbato 80/20 e lecitina de
soja) e as diluigOes seriais decimais (1:10, 1:100 e 1:1000) foram capazes de
reduzir a interferéncia da matriz para a maioria dos produtos. O teste de contagem
microbiana foi adequado para a maioria dos produtos farmacéuticos ndo estéreis,
com excecdo das amostras #3, #4, #5, #13, #16, devido ao fato dos valores de
recuperacdo nas menores diluicdes (1:10 e/ou 1:100) foram inferiores a 50% para
um ou mais microrganismos. Esses resultados podem ser explicados
principalmente devido a inativacdo ineficiente dos conservantes e/ou dos
ingredientes farmacéuticos ativos nas preparacdes.

As incertezas combinada e expandida calculadas empregando-se a abordagem
top-down consideraram a exatidao (recuperacdo) e a precisdo como os principais
componentes de incerteza. O componente de incerteza da exatiddao foi o mais
relevante em 59% das amostras estudadas, enquanto a precisdo foi a principal
fonte de incerteza em apenas 41% das amostras. 1sso pode ser explicado devido a
interferéncia da matriz (inibicdo do crescimento microbiano devido a presenca de
conservantes ou agentes antimicrobianos), particularmente para a primeira
diluicdo (1:10) quando comparado as Gltimas dilui¢cdes (1:100 e 1:1000). Assim,
concluimos que quanto maior a interferéncia da matriz, maior o fator de incerteza
multiplicativa (Ur) e, consequentemente, maior a assimetria para o intervalo em
torno da medida.

Empregando-se a abordagem bottom-up, identificou-se e quantificou-se as
incertezas associadas as diluicdes (balancas, pipetas e micropipetas), ao volume
plaqueado e as contagens de unidades formadoras de colénias (UFC/placa). A
contribuicdo dessas fontes de incerteza depende do valor medido da carga
microbiana nos produtos farmacéuticos. A contribui¢do do fator de dilui¢do e das
incertezas do volume plagueado aumentam com o aumento do valor medido,
enquanto a contribuicdo da contagem de placas diminui com o aumento do valor

medido.
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¢ Na abordagem bottom-up, considerou-se trés fontes de incertezas: (1) a incerteza
associada ao fator de diluicdo (up) inclui as incertezas da pesagem (erro
sistematico e aleatorio) e pipetas/micropipetas (erro sistematico e aleatdrio)
utilizados para realizar as diluicdes seriais decimais; (2) a incerteza associada ao
volume plaqueado (uv) inclui as incertezas das pipetas/micropipetas (erro
sistematico e aleatorio) usados para transferir aliquotas de 1 mL de cada diluicéo
serial decimal para placas de Petri; e (3) a incerteza da contagem das placas
presumiu-se que as contagens microbianas atendam a distribuicdo de Poisson e

calculou-se como a raiz quadrada do valor médio da contagem microbiana (uv =

V¥n, onde Né média da contagem microbiana e n € o nimero de réplica de
placas). Os valores de incerteza padrdo foram combinados usando o método
Kragten implementados em uma planilha do MS Excel para obter a incerteza
combinada.

e Foi possivel avaliar o risco de decises falsas devido & incerteza de medicéo, por
meio das estimativas dos riscos do consumidor (aceitar um lote com contaminacéo
superior ao limite microbiano) ou do produtor (rejeitar um lote com contaminagéo
inferior ao limite microbiano). Os riscos foram avaliados utilizando-se 0 método
Monte Carlo. Quando o valor medido estd proximo do limite de especificacdo
superior e/ou a incerteza da medicédo é grande, o risco de decisdes falsas quanto a
conformidade/n&o-conformidade pode ser significativamente alto. Assim,
concluimos que o uso do fator de incerteza na avaliacdo da conformidade/nao
conformidade é importante para garantir a confiabilidade dos resultados dos testes

de contagem microbiana e apoiar a tomada de deciséo.

Dessa forma, foi demonstrado que todos os objetivos do trabalho foram alcangados,
demonstrando a relevancia da avaliacdo da incerteza de medicdo para garantir a
confiabilidade dos resultados dos testes de contagem microbiana e a apoiar a tomada de
decisbes quando a avaliacdo da conformidade/ndo-conformidade dos produtos
farmacéuticos nédo estéreis.
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