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Procedimento padrao de teste de esterilidade realizado em sala |solada

Marcus Schiitte

Teste de esterilidade
Uma questao de seguranca

O teste de esterilidade de solucoes parenterais € um critério decisivo que
contribui para a seguranca dos medicamentos. Sem este teste nenhuma
preparacao meédica considerada estéril pode ser lancada no mercado. Neste
artigo abordamos aspectos cruciais dos testes de esterilidade

olirios contaminados com Pseu-
domonas aeruginesa  podem
levar a uma perda de visao con-

siderdvel ou até mesmo a cegueira to-
tal; foi o que aconteceu com usuarios

na Suécia, em 1968. Patdgenos infec-
ciosos, como bactérias, virus, fungos e
parasitas, que encontram o caminho
para a corrente sanguinea, se multi-
plicam e provocam o envenenamenta

do sangue, chamado septicemia, uma
resposta imunoldgica grave aos agen-
tes patog@nicos ou suas toxinas.

De modo a evitar acontecimen-
tos como este, as Diretrizes de Boas
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Praticas de Fabricacio (BPF) impdem
um ndmero crescente de requisitos
que obrigam a industria farmacéu-
tica a certificar a seguranca de me-
dicamentos por meio da garantia de
gualidade e de gestaoc da qualidade.
Estas orientacoes BPF tratam nao so
da producdo, embalagem e teste de
produtos farmacéuticos, mas também
do fornecimento de todos os materiais
envolvidos, incluindo todas as maqui-
nas e outros equipamentos necessa-
rios; pessoal, higiene e treinamento de
pessoal também sao os fundamentos
basicos cobertos pelas Diretrizes BPF.
Paortanto, minimizar a contaminacao
microbiana durante a fabricacdo de
produtos farmacéuticos & uma neces-
sidade absoluta. Outro componente
essencial dos requisitos BPF é a im-
plementacao, por parte das industrias,
do controle em processo e testes de
controle de qualidade do produto final
para detectar qualquer contaminacao
microbioldgica e também para moni-
torar a carga microbiana.

Teste de esterilidade para
liberacao de lotes

Requisitos rigorosos sao particu-
larmente aplicaveis a formulacoes gue
pretendem ser estéreis, isto €, admi-
nistracdo parenteral, destinadas a in-
jecao, infusao ou transplante para o
organisma humano ou animal. Testar
a esterilidade do produto final € um
processo essencial e um critério de-
cisivo para aprovar a liberacdo de um
lote completo de medicamento. Testar
a esterilidade do produto final é obri-
gatario pelo fabricante ou por um la-
boratario certificade contratado para
realizar tais testes. De acordo com as
farmacopeiasinternacionais USP <71>,
EP 2.6.1, JP 04.06, OMS [QAS / 11.413
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finall, testes de esterilidade ndo devern
apenas ser realizados em parenterais,
mas também s&o cbrigatorios para a
liberacdo de produtos oftalmoldgicos,
pomadas, cremes, aerossdis e solidos,
tais como suturas cirdrgicas.

0O método para cultivo de micror-
ganismos do teste de esterilidade em
produtos existe desde cerca de 1930.
Trata-se de qualguer filtracao do pro-
duto farmacéutico a ser examinado -
é o método preferido atualmente de
acordo com a USP <71> ou EP 2.6.1
- ou, se nao for possivel de outra ma-
neira, pode-se fazer a transferéncia
direta do produto para um meio de
cultura liquido.

O teste de esterilidade deve ser re-
alizado em um ambiente controlado e
em condicdes assépticas, seja em um
isolador, sala limpa ou laboratorio que
atenda aos requisitos de uma classe
tipo A e que seja cercado poruma sala
limpa classe B. As medidas tomadas
para prevenir a contaminacao da area
critica ndo podem afetar o cresci-
mento de todos os microrganismos
presentes em amostras submetidas a
testes de esterilidade. Isso precisa ser
assegurado por procedimentos de va-
lidacao adequados, por exemplo, tes-
tes bacteriostaticos e fungitasticos.

Fara controlar as condigcoes am-
hientais, sao utilizados métodos que
nao interferen com a protecao da
area de sala limpa, tais como amos-
tragem do ar ativo cam o MD8 AirScan.
Em areas especialmente criticas,
como por exemplo em testes de linha,
isoladores ou equipamentos blow-fill-
seal, 0s usuarios contam com as al-
tas taxas de retencdo e recuperacao
comprovadas de filtros de membrana
de gelatina (BPF] para detectar virus
e microrganismos durante o monito-

ramento do ar,
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As exigéncias sobre o sistema de
teste de esterilidade, materiais e do
pessoal que realizard este teste sdo
muito altas também. Afinal, ambos
os resultados falso-negativos e falso
-positivos devemn ser evitados (Depar-
tamento de Sadde e Servicos Huma-
nos, Food and Drug Administration,
[CBERI, Escritdrio de Assuntos Regu-
latérios [ORA] US). De acordo com 21
CFR 211,25, ter pessoal bem treinado
€ decisivo, portanto o pessoal do labo-
ratorio deve estar focado e preparado
desde o inicio para a aplicacao em si,
bemn como as suas necessidades, e
preparar uma lista de verificacao ou
URS [User Requirement Specifica-
tion). Na escolha de um sistema de
testes de esterilidade eles também
precisarn pesar os riscos dos proces-
s0s contra os heneficios de custo.

Quais as regras aplicaveis aos testes
de esterilidade?

Frimeiramente devem ser defini-
dos os paises em que um produto far-
macéutico sera vendido, ja que o co-
nhecimento de Diretrizes BPF é um
requisito fundamental. Por exemplo,
em quase todos os paises, testes de
esterilidade sao realizados com dais
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meios de cultura e dois recipientes de
teste. Para parenterais vendidos na
China, uma variante de trés recipien-
tes ¢ obrigatoria. Por causa dos bai-
x0s custos trabalhistas na América
do Sul e Africa, por exemplo, o teste
de esterilidade realizado com siste-
mas de filtracao individuais ainda faz
parte da rotina dos métodos comu-
mente utilizados. Este tipo de equipa-
mento montado individualmente, co-
nhecido na Alemanha como “sistema
de Schiller,” era difundido na Europa
até 19739, porém devido ao tempo ne-
cessario para a montagem e o risco
de resultados falso-positivos, este
procedimento ndo é mais usado na
Europa, Estados Unidos e Japao.

O procedimento para o ensaio de
teste de esterilidade & regulamen-
tado de forma clara: ele exige uma
alimentacdo de pressdo adeguada
as salas limpas, por exemplo, uma
bomba peristaltica que transporta o
liquido a ser filtrade nas membranas
filtrantes incorporada aos copos de
filtracdo individuais, tendo as mem-
branas um tamanho de poro nominal
de 0,45 pm que em cada teste retém
de forma confiavel todos os micror-
ganismos. Os antibidticos e outras
substdncias que inibem o crescimen-
to de microrganismos, caso estejam
presentes nos produtos, sdo lavados
para fora através do bombeamen-
to de fluido de lavagem por meio do
sistema de teste de esterilidade. Se
o produto a ser testado & na forma
de po, este é solubilizado utilizando
meios adequados para isso. No final
do processo, os dois recipientes de
teste sdo fechados na parte inferior
com um plug. Subsequentemente,
os recipientes sdo preenchidos com
o meio de cultura apropriado: Cal-
do CASO [Caseina Digestiva de Soja)
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para a deteccao de bactérias aerdbias
e o Fluido Tioglicolato para a detec-
cdo de anaerdbios/bactérias aerd-
bias. Os fluidos de lavagem permiti-
dos sao especificados na USP <71>,
porque o0s septos sobre os recipien-
tes ou produto fluido de lavagem sao
geralmente perfurados mais de uma
vez e o Usuario deve assegurar gue as
agulhas sao afiadas o suficiente para
permitir perfuracoes multiplas sua-
ves e faceis.

Para habilitar o trabalho de BPF,
a rastreabilidade de lotes deve estar
no local para todos os produtos uti-
lizados, incluindo o sistema de teste
de esterilidade; de preferéncia deve
ser possivel digitalizar o cddigo de
barras em cada embalagem e salvar
os dados como um arquiva PDF em
conformidade com o "Code of Federal
Regulations™ (21 CFR Part 11).

Seguranca de medicamentos
estéreis

Fara o ensaio final de liberacéo do
lote de produtos farmacéuticos esté-
reis, a Sartorius fornece kits individu-
ais Sterisart® NF de uso tinico. Esses
sistemas apresentam um design fe-
chado para testar bolsas, seringas,
frascos, ampolas e pos, e funcionam
de acordo com o método de filtracdo
por membrana. O objetivo de usar os
kits é poder reproduzir o teste de es-
terilidade de maneira confidvel, que
nio deixa espaco para resultados
falso-positivos ou falso-negativos.

Durante os 14 dias de incubacao
- periodo necessario para identificar
gualquer contaminacdo ou para va-
lidar um produto farmacéutico - po-
dermn ser necessarias a remocac de
amostras ou injecdo de fluidos nos
recipientes de modo asséptico, como
por exemplo, penicilinase para desa-
tivar antibidticos com um sistema de
anel B-lactama. Hoje em dia, a amos-
tragem e a injecdo sao geralmente
feitas por perfuracao do tubo ou por
corte do tubo e, subseguentemente,
pipetando na solucdo; isto aumenta
consideravelmente tanto o risco de
contaminacao e o risco de lesdo rela-
cionada com puncao para o utilizador.

Os riscos podem ser evitados e a
amostragem pode ser feita muito mais
facilmente usando versoes de kits com
septo. Reconhecida pelo setor médico,
a tecnologia de septo tem provado a
sua eficacia. 0 septo é vedado, e pode
ser desinfetado com uma toalha ume-
decida com isopropanol, se necessa-
rio. Se o préprio produto farmacéutico
torna o meio turvo, USP <71> reco-
menda: "... 14 dias apds o inicio da in-
cubacéo, as porcies de transferéncia
(cada um, pelo menos, 1 mL de meio)

para novos recipientes, da mesma
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forma ..." versdes de kits com septo
permitern a transferéncia de fluido se-
gura e confidvel. O conceito de trans-
feréncia de liquido que envolve venti-
lacio estéril simultanea do recipiente
pode ser reforcado usando uma ponta
de agulha dupla. Primeiro, o aco inoxi-
davel e pontas da agulha dupla s3o ex-
cepcionalmente afiadas, o que facilita
consideravelmente a perfuracao dos
septos; em seqgundo lugar, estas agu-
lhas sdo mais faceis de manusear em
comparacao com as agulhas individu-
ais, assim como nao & necessario um
filtro de ventilacao separado. ]}
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