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RESUMO

FERREIRA, Guilherme Neves - Bioaerossodis na industria farmacéutica —
introdugdo de uma barreira contra a contaminagdo microbiolégica em salas
limpas. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade

do Estado do Rio de Janeiro, Rio de janeiro, 2009.

Este estudo teve como finalidade, testar uma barreira contra a contaminagao
microbiolégica em placas de contato, utilizadas em monitoramento de salas
limpas para fabricacdo de produtos farmacéuticos estéreis. Durante o ano de
2007, foram realizados testes de contato com a utilizagdo da mencionada
barreira, e os resultados foram comparados com dados dos anos de, 2004, 2005
e 2006, quando a barreira n&o foi utilizada. Os ambientes utilizados para os testes
foram duas salas limpas de uma planta farmacéutica localizada no Rio de Janeiro.
Nos mencionados ambientes € necessario o uso de uma vestimenta especial, de
forma a evitar que particulas do corpo dos operadores, bactérias e fungos,
migrem para a superficie externa do uniforme e coloquem em risco a esterilidade
dos produtos. Sendo assim, foi proposta a colocacdo de uma camiseta
diretamente sobre a pele do operador durante todo o ano de 2007 de forma a
evitar ou reduzir a possibilidade de migracdo dessas particulas; e os resultados
foram comparados com os anos de 2004, 2005 e 2006, quando a camiseta nao foi
usada. Os testes demonstraram que houve uma reducdo de cerca de 50% na
ocorréncia de placas contaminadas. Com relacdo ao numero total de colbnias
formadas, a redugéao foi de 75% na comparagéo com os anos de 2004 e 2005 e

de 50% com relagdo ao ano de 2006.

Palavras chave
Barreira

Contaminag¢ao microbioldgica



ABSTRACT

FERREIRA, Guilhnerme Neves — Biological particles in the pharmaceutical industry
— introduction of a barrier against microbiological contamination in clean rooms.
Dissertation (Master degree in chemistry) — Chemical institute, Universidade do

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009

This study had as objective to test a barrier against microbiological contamination
in contact plates that are used in sterile pharmaceutical products clean rooms
monitoring. During 2007 the tests were performed and compared with data from,
2004, 2005 and 2006, when the mentioned barrier was not used. The test
environments were two clean rooms from a pharmaceutical plant located at Rio de
Janeiro. In the mentioned environments the use of special garments is necessary
for avoiding that particles from operators bodies, bacteria and most remain in
contact with the room environment, adding risk to the sterilized products. So, it
was proposed the use of undershirt between the garment and the operator skin for
reducing the contact plate’s contamination during the regular rooms monitoring.
This undershirt was used during 2007 and the results were compared with the
samples of 2004, 2005 and 2006 when the undershirt was not used. The results
demonstrated that it was obtained a reduction of about 50% in relation to
contaminated plates. In relation to the total number of colonies the reduction was
75% in comparison with 2004 and 2005, and 50% in comparison with 2006.

Keywords
Barrier

Microbiological contamination
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INTRODUCAO

A industria farmacéutica, ao longo dos ultimos 50 anos, teve um
desenvolvimento muito grande, ndo somente com relagdo as drogas descobertas
para o tratamento das doengas, mas também pelo emprego de técnicas cada vez
mais sofisticadas e caras, que visam a qualidade do medicamento e a segurancga
no seu uso. Os produtos farmacéuticos se dividem em diversas classes, de
acordo com a forma de administracdo. Todas as formas farmacéuticas requerem
boas condi¢cbes de limpeza do ambiente de manufatura, que sdo monitorados
através de controles microbiolégicos e verificagdo de parametros fisicos, como
temperatura, umidade, numero de particulas no ambiente etc. O ar é repleto de
particulas poluentes, e cada vez mais, principalmente nas grandes cidades, a
poluicdo é maior, face ao grande numero de fontes de poluigcéo fixas e méveis. De
uma forma geral, embora todos estejam sujeitos a esta poluicdo, seus efeitos
somente sdo sentidos na saude, ao longo do tempo. Porém, em alguns casos
especificos, particularmente na industria farmacéutica, o ar que entra em contato
com os medicamentos, deve estar livre de determinados poluentes, em especial,
as particulas, sejam elas organicas, inorganicas ou microbiolégicas.

Limites e parametros utilizados sao distintos, e seus critérios estao
diretamente relacionados a forma farmacéutica em questdo. Assim sendo, por
exemplo, os limites aceitos para parametros microbiolégicos em uma sala de
fabricacdo de ampolas, sdo mais rigidos do que em uma sala de fabricagao de
supositorios, uma vez que a via de administracdo de um produto injetavel (venosa
ou muscular), ndo permite ao corpo humano o uso de suas defesas naturais e
barreiras, que impedem que um microrganismo chegue a corrente sanguinea,
causando danos a saude.

Ha alguns anos atras, uma sala de enchimento de ampolas, embora limpa,
e bem organizada, era composta de materiais que hoje estdo sendo substituidos
por outros mais apropriados, sempre com o intuito de reduzir ao maximo a
geragao de particulas e o crescimento de microrganismos. No passado, o ar
insuflado em uma sala de enchimento nao era filtrado, e nem existiam aparelhos
para a contagem de particulas. Além disso, embora ja houvesse o monitoramento

microbiolégico do ambiente, os métodos n&o eram tdo completos como os de
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hoje. Este trabalho trata do ambiente onde ocorre o enchimento de frascos ou
ampolas para injecdo em seres humanos. Esse ambiente possui uma série de
requerimentos, a fim de se evitar a quebra de esterilidade ou inclusdo de
particulas no mesmo, ou seja, o0 risco de que uma, mais ampolas ou frascos
sejam contaminados por particulas organicas, inorganicas ou microbiologicas
antes de seu fechamento. Para tal, o ar externo é captado, filtrado e, além disso,
outras medidas para esse tipo de trabalho s&o necessarias, como sera abordado
nos capitulos posteriores.

E importante ressaltar que o operador da sala limpa torna-se o principal
risco para os produtos, uma vez que a pele humana nao é estéril e, por este
motivo, se faz necessario o uso de macacoes, sapatilhas, capuzes e luvas, de
forma a cobrir totalmente a superficie do corpo. Por outro lado, esta protegao nao
fornece uma garantia total de que microrganismos ndo migrem para a parte
externa da vestimenta, inclusive através de sudorese.

A tecnologia farmacéutica € uma ciéncia muito dinamica, pois a cada
momento novas pesquisas sao realizadas e os métodos empregados hoje podem
nao ser os mesmos de amanha.

Esse trabalho tem como finalidade propor uma barreira para minimizar os
eventos de contaminagdo por placas de contato, especificamente nos testes
realizados no abdémen de operadores de salas limpas. Durante os anos de 2006
e 2007, apos analise dos resultados de monitoramento microbiolégico das salas
limpas estudadas, observou-se uma incidéncia maior de contaminagbes acima
dos limites de alerta e agdo, mais especificamente nos testes por contato na
regido abdominal dos operadores. Essas contaminagdes, segundo estimativas,
sdo causadas pela passagem de microrganismos da pele (particulas viaveis) para
a superficie externa do uniforme dos operadores através do suor. Neste caso, o
uso de uma camiseta sob o uniforme, funciona como uma barreira para evitar esta
migragao e, consequentemente, a contaminag¢ao das placas com meio de cultura,
utilizadas no monitoramento, como sera apresentado.

Serao tomados como base os resultados de contagem microbiolégica em
abdomens de operadores de duas salas de enchimento de uma industria

farmacéutica do Rio de Janeiro. Embora neste caso, o nimero de colbnias
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formadas, seja importante no controle do processo de produtos farmacéuticos,
sera considerado, para medir a eficiéncia da barreira, apenas o numero de
eventos, onde houve ou ndo contaminacdo com o uso da barreira,
independentemente da quantidade de colbénias formadas.

Para concluir sobre a eficiéncia da barreira proposta, serdo empregados 0s
resultados obtidos nos controles durante os anos de 2004, 2005 e 2006 das
referidas ja mencionadas e, serdo comparados com os resultados obtidos em
2007, quando entado a barreira foi utilizada.

A dissertacdo esta subdividida em cinco capitulos. No capitulo um
encontra-se uma revisao bibliografica sobre o assunto, abordando conceito de
particulas, ambientes, salas limpas, qualificacdo, validagdo, operacdo em salas
limpas, treinamento de pessoal, alem de legislagdo e normas relacionadas. O
capitulo dois, trata da metodologia empregada na medigao e na identificagao de
particulas viaveis, com e sem a utilizacdo da barreira. O terceiro capitulo
demonstra os resultados obtidos e estabelece comparagdes. No capitulo quatro é
apresentada a conclusdo, seguido do capitulo cinco com as referéncias

bibliograficas.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Particulas

Particulas podem ser oriundas de diversas fontes, e podem ser
classificadas basicamente como: particulas organicas e inorganicas. As particulas
organicas sao derivadas de seres vivos, € podem ser viaveis ou nao.

As particulas viaveis tém a capacidade de se desenvolver e gerar novas
particulas, como microrganismos, bactérias, virus e fungos. Os seres humanos
sdo fontes importantes de particulas viaveis. Ja as ndo viaveis, embora sejam
oriundas de seres vivos, ndo se proliferam, como por exemplo, uma célula de pele
morta. As particulas organicas se caracterizam também por possuirem carbono
As particulas inorganicas sao inertes e oriundas do atrito entre materiais. O atrito
de pneus com o solo gera particulas, assim como a desintegragao de plasticos s
sob acédo de luz ultravioleta (KOCHEVAR,2006).

No contexto de métodos de fabricacdo atuais as particulas menores que
existem sdo tdo pequenas que ndo podem ser consideradas como contaminacao.
Essas menores particulas sdo muitas vezes menores que um atomo, e sao
chamadas particulas subatdomicas, como os leptons, muons, quarks, neutrinos
etc. A outra grande familia de particulas é a dos atomos, posteriormente por
ordem de tamanho vém as moléculas ou grupo de atomos. Esses também s&o
muito pequenos para ser considerados como micro contaminacao industrial.

Particulas podem ser feitas de qualquer substancia e, como ja visto, podem
ser organicas ou inorganicas em suas origens. Metais, plasticos, fibras, animais,
sal do mar, fumaca e poeira sdo exemplos de fontes de particulas. Virtualmente,
qualquer coisa pode gerar particulas sob determinadas circunsténcias. Em uma
sala limpa, o maior gerador de particulas é o proprio ser humano, através da
emissao de células da pele, respiragao, espirro etc.

Existe uma grande variacdo de tamanho de particulas. Um fio de cabelo
humano, por exemplo, tem cerca de 50 a 150 ym de didmetro. Na Tabela 1 séo

mostrados alguns exemplos de particulas e suas respectivas dimensoes.
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Tabela 1. Exemplos de particulas e dimensoes.

Particula Tamanho aproximado
Poeira metalurgica 0,01 a 100 pm

Poeira atmosférica 0,01 a 25 um

Virus influenza 0,07 uym

Pdlen 7a100 um

Particulas de espirro 10 a 300 pm

Estudos demonstraram que o ar poluido de uma cidade possui dois tipos

distintos de particulas:

Particulas maiores que 2,5 um sao tipicamente originadas de solos, jardins,
etc. Dosagens quimicas detectaram elementos como silicio, potassio,
magnésio, ferro etc. estdo presentes e costumam ter origem natural.
Particulas menores que 2,5 ym sao tipicamente originadas de emissoes
industriais, combustdo e trafego de veiculos. Essas particulas,
normalmente contém carbono, enxofre etc. Sado consideradas
antropogénicas e provocam grandes problemas de saude por atingirem as
partes inferiores do trato respiratério (NEW WAYS CONSULTING
LIMITED, 2000).

As particulas exibem certa tendéncia de comportamento. Elas se movem

no ar e em outros fluidos através de forcas de difusdo e forgas balisticas e se

acumulam nas superficies através da gravidade e de adesao eletrostatica.

Se um corante vermelho é colocado em agua limpa, em poucos instantes a

agua se torna uniformemente colorida. A este fendbmeno da-se o nome de difuséo

e ocorre tanto em gases quanto em liquidos. Em geral ocorre na tendéncia das

especies equilibrarem o potencial quimico, onde as moléculas de uma regiao de

maior concentracdo movem-se para uma de menor concentragdo. Outros

movimentos sao os fendmenos de corrente, variagdo térmica ou movimento

Browniano.
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1.1.1 Movimento das particulas

Difusao

Correntes: sdo os movimentos laminares e turbulentos de um fluido.
Correntes sado o resultado de diferentes pressées, com o fluido sempre se
movendo de uma area de maior pressao para uma area de menor pressao.

Variacdo térmica: a diferengca de temperatura em um fluido contribui para
as correntes, particularmente para correntes verticais, pois 0 aguecimento de um
fluido favorece o aumento do movimento Browniano. Isso faz com que as
moléculas figuem com maior energia e, consequentemente, colidam com maior
freqUéncia. Esta é a razao pela qual, ar aquecido € menos denso que ar frio, e
tende a subir.

Movimento Browniano: o ar é repleto de particulas, variando de poeira
visivel até moléculas gasosas nao visiveis, que estdo constantemente colidindo

entre si.

Forgas balisticas

Particulas podem ser projetadas de um dispositivo ou processo, causando
um movimento contrario ao fluxo de ar. Esse é o motivo pelo qual, particulas séo

freqlentemente encontradas em uma verdadeira distribuicao aleatoria.

1.1.2 Adesao das particulas

Existem diversas formas de uma particula perder seu estado livre de
difusdo. Essas for¢gas de adesao primarias sdo: adeséao eletrostatica, aglomeragéao

e friccao.

Adeséo eletrostatica

Particulas podem carregar eletricidade estatica da mesma forma que um
baldo de borracha quando friccionado contra o couro cabeludo. Isso causa a

atracao e aderéncia de particulas as superficies de carga oposta.
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Aglomeracéao

Em liquidos, particulas tendem a se aglomerar e aderir a bolhas de gas.

Acrescao

Particulas podem se aderir entre si. Isso pode ser o resultado de adesao
eletrostatica ou outra forca de adesdo. Em certas condicbes € comum para duas

particulas se aderirem formando uma particula maior.
Friccédo

Uma particula pode ser capturada em uma superficie rugosa onde as
forcas de movimento nao sio suficientes para desloca-la. Em certas condicoes
isso € comum para duas particulas. Esse mecanismo em conjunto com a adesao
eletrostatica € a base da maioria dos tipos de filtragao.

A Figura 1 mostra um exemplo de contaminagdo por particulas, vista por

microscopia, em produto farmacéutico.

o

':_F o e = -:__...- i
:-.-i'.-;__l"a'{_--.'r--.-_ [ -
L B - i Tt

Figura 1. Exemplos de fibras de papel, algodao e poliéster, encontradas em
produtos farmacéuticos. (SHEARER, 2004).
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1.2 Ambientes

Muitas das praticas tecnoldgicas atuais necessitam de ambientes limpos,
especificamente elas requerem auséncia de contaminag&o por particulas.

Um exemplo mais concreto, € o0 ambiente para produgcdo de
semicondutores, mais comumente conhecidos como microchips. Um microchip é
um pedaco de silicone onde minusculos pedagos de fio sdo colocados, formando
transistores e outros componentes. Isso permite ao fabricante, criar um minusculo
circuito eletrénico. Alguns fios sédo tdo préximos (0,3 um) que uma particula pode
provocar um curto circuito ao se depositar entre eles. Por essa razdo, os
fabricantes de microchips necessitam retirar do ambiente de produgao, particulas
maiores ou iguais a 0,3 um. Particulas menores ndo sédo grandes o suficiente para
provocar curtos circuitos.

Outro exemplo pode ser observado na industria farmacéutica: uma droga
injetavel deve ser livre de particulas que podem causar a obstrugdo de um vaso
sanguineo, provocando isquemia ou necrose. A industria farmacéutica a exemplo
da industria de microchips tem de controlar o ambiente de produgao para eliminar
a contaminagdo por particulas. Existem trés formas de se controlar a
contaminacgao por particulas:

¢ Eliminando particulas existentes no ambiente fabril;
e Evitando ou restringindo a importagdo de novas particulas no ambiente de
processo;

e Evitando a geracdo de novas particulas no processo produtivo.

1.2.1 Filtragdo

Particulas sao eliminadas por filtracdo. Na filtracdo, o meio contendo as
particulas é passado através de um filtro com orificios grandes o suficiente para
permitir a passagem das moléculas do fluido, mas pequeno o bastante para
impedir a passagem das particulas. Um filtro acumula particulas durante sua vida
util sendo substituido antes de sua completa saturagdo, embora alguns meios

filtrantes possam ser limpos e reutilizados.
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Existem dois passos para a filtragao: direcionar as particulas para o filtro e
captura-las no mesmo. Direcionar as particulas para o filtro € a parte mais dificil
da filtragdo, uma vez que em um ambiente de fabricagdo existem inumeras fontes
de particulas. A forma 6tima de reduzir a geragdo de particulas é através do
trabalho em regime de fluxo laminar, entretanto é muito dificil manter essa
condigcdo durante os processos. O meio filtrante tem sido alvo de inumeros
desenvolvimentos ao longo dos ultimos anos. Em geral, sdo feitos de fibras
sintéticas, plasticos porosos ou ceramicos. Existem dois padrboes de filtracdo
atualmente em uso:

e Filtracdo HEPA (High Efficience Particulate Air), € o padrdo para
ambientes de fabricagao ultra-limpos ou ultra-puros. Os filtros HEPA
tipicamente removem 99,99% das particulas iguais ou maiores que
um determinado tamanho, usualmente 0,3 pm. Filtragdo HEPA é
geralmente parte integrante de sistemas de ar condicionado com
aquecimento e ventilagdo. Esse sistema ndo remove virus, que
podem ser menores do que 2 nm. Embora seja razoavel se esperar
que virus estejam presentes aderidos a outras particulas maiores.
Eles podem também ser encontrados em seu estado fundamental,
como uma unica particula. A maioria dos virus ndo sobrevive em
auséncia de umidade, mas estudos demonstraram que o tipo
rhinovirus, pode sobreviver de 2 a 4 horas em ambientes de baixa
umidade (JAISINGHANI, 1998).

e Filtragcdo ULPA (Ultra Low Penetration Air), remove 99,9995% de
particulas maiores ou iguais a 0,12 ym (ENVIRCO).

1.3 Salalimpa

O numero de particulas em um ambiente de fabricacdo de medicamentos e
correlatos deve ser controlado e limitado. Tal ambiente é planejado de forma a
minimizar a entrada, a geragcdo e a menutengao de part[iculas em seu interior.
Existem outros parametros, também importantes nesse tipo de producdo como:
temperatura, umidade, fitracdo do ar insuflado, velocidadde do ar e

pressurizacdo da sala Esse ambiente é construido e utilizado de forma a



24

minimizar a introdug¢ao, geracao e retencao de particulas. Um programa formal
deve ser estabelecido e mantido para avaliar esses fatores e seus efeitos sobre a
qualidade microbioldgica do processo e do produto (BOOTH, 2003).

Os fundamentos de um projeto de uma sala limpa estdo no controle da
concentracido de particulas. O material particulado encontrado em salas limpas é
proveniente de 3 fontes: sistema de insuflagcdo de ar, geracao de particulas
internamente na sala, ou proveniente de areas adjacentes a sala. Para controlar a
quantidade de particulas em uma sala limpa, essas trés fontes tém de ser

controladas.

1.3.1 Controle do ar insuflado

Particulas no ar externo sédo facilmente controladas pelo uso de filtros
HEPA. A maioria dos filtros HEPA tem uma eficiéncia minima de 99,97% com
relacédo a particulas de 0,3 um Em outras palavras, somente menos que 0,03% de
todas as particulas de 0,3 ym ou maiores podem atravessar esses filtros. Entéo,
se o ar de retorno contém 1000 particulas por ft* (353.000 por m?3), sua
concentragao seria reduzida para menos de 3 particulas por ft* (106 particulas por
m?), depois de passar pelo filtro. Portanto, o ar fornecido para a sala limpa pode

ser considerado “quase” livre de particulas.

1.3.2 Geracgéo interna de particulas

A geragao interna de particulas € sempre o foco do projeto de qualquer
sala limpa. A geracéo interna é oriunda de elementos de construgao da sala como
operadores, teto, paredes, piso, mobiliario, teto etc., da maquina de enchimento
de ampolas ou frascos e principalmente dos operadores. A geragao de particulas
por elementos de construgdo pode ser minimizada pelo uso de materiais rigidos,
nao porosos, tais como polivinis, tinta epoxi e vidro. A geracao interna pelos
operadores pode ser reduzida através do uso de roupa adequada, para evitar que

particulas do corpo do operador, sejam emitidas para o ambiente da sala.
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1.3.3 Controle de infiltragao

Particulas de areas adjacentes sao de facil controle, se a area adjacente é
menos limpa que a sala limpa. Infiltragdes de particulas na sala limpa podem ser
minimizadas pelo controle da diregdo do fluxo de ar, tal que o fluxo de ar seja
sempre da sala limpa para as areas adjacentes. Isso é facilmente alcancado
fazendo-se com que a insuflacdo de sala seja maior que a exaustdao da sala,
pressurizando levemente a mesma.

Como ja mencionado, os operadores sao a principal fonte de geracao de
particulas. J& € bem conhecido que células mortas sio liberadas do corpo
humano a cada minuto, o que contribui para a liberagao de milhdes de particulas
na sala limpa. Um operador de sala limpa, devidamente uniformizado, poderia
gerar aproximadamente 10.000 particulas de 0,5 ym ou maiores por segundo por
ft* (353.000 particulas por m?®) de volume de ar. Considerando-se uma sala de 20
ft X20ft X9f(6m X6 mX275m ), com quatro operadores, a taxa de geragao
de particulas pelos operadores seria de 670 por minuto por ft* (23.660 por minuto
por m?) (AKAMINE, 2007).

Entretanto, mesmo que uma alta taxa de troca de ar esteja presente, uma
completa dispersdo de particulas € altamente indesejavel. As areas
imediatamente ao redor dos operadores terdo uma concentragdo muito maior de
particulas do que aquelas mais distantes. Com isso em mente, uma estimativa
razoavel para geragao de particulas por operadores, seria de aproximadamente
5.000 particulas por minuto por ft* (177.000 particulas por minuto por m?), em uma
sala limpa tipica (ZHANG, 2004).

1.3.4 Classificagao das salas limpas

A norma ISO 14644-1 descreve as 9 classes ISO para salas limpas. Para
cada classe ISO, existem limites maximos de particulas por m® de ar, de acordo
com o tamanho. Os limites para diferentes normas se encontram nas Tabelas 2 a
5 e os limites referem-se a condigdo de repouso da sala, ou seja, a contagem de

particulas é efetuada, sem que a sala esteja em operagéo.
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Os materiais a serem utilizados na construgdo de uma sala limpa, devem

levar em conta a classe de limpeza da sala limpa, efeitos de abrasdo ou impacto,

métodos de limpeza e ataques quimicos e bioldgicos.

Tabela 2. Numero maximo de particulas por m? de ar para diferentes tamanhos de

particulas (ISO 14644)

Classe 201 um =202um 20,3 uym 20,5 ym 21 um 25 um

1 10 2 0 0 0 0

2 100 24 10 4 0 0

3 1.000 237 102 35 8 0

4 10.000 2.370 1.020 352 83 0

5 100.000  23.700 10.200 3.520 832 29

6 1.000.000 237.000 102.000 35.200 8.320 293

7 - - - 352.000 83.200 2.930

8 - - - 3.520.000 832.000 29.300
9 - - - 35.200.000 8.320.000 293.000

Tabela 3. Numero maximo de particulas por m? de ar para diferentes tamanhos de

particulas (FED STD 209 D)

Tamanho =20,1uym =202uym =203uym =20,5um =1pum 25pum
1 1.236 265 106 35 - 0

10 12.359 2.648 1.059 353 - 0

100 - 26.483 10.593 3.531 - 0
1.000 - - - 35.310 - 247
10.000 - - - 353.100 - 2.472
100.000 - - - 3.531.000 - 24.717
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Tabela 4. Numero maximo de particulas por m? de ar para diferentes tamanhos de
particulas (FED STD 209 E)

Tamanho =20,1uym 20,2uym 20,3 uym 20,5 ym 21 um 25 um
M1 350 75,7 30,9 10 - 0
M1,5 1.240 265 106 35,3 - 0

M2 3.500 757 309 100 - 0
M2,5 12.400 2.650 1.060 353 - 0

M3 35.000 7.570 3.090 1.000 - 0

M3,5 - 26.500 10.600 3.530 - 0

M4 - 75.700 30.900 10.000 - 0
M4,5 - - - 35.530 - 247
M5 - - - 100.000 - 618
M5,5 - - - 353.000 - 2.470
M6 - - - 1.000.000 - 6.180
M6,5 - - - 3.530.000 - 24.700
M7 - - - 10.000.000 - 61.800

Tabela 5. Numero maximo de particulas por m? de ar para diferentes tamanhos de
particulas (GGMP PIC/EEC)

Tamanho =20,1uym 202pym 20,3uym 205pym 21 puym 25 um
A - - - 3.500 - 0

B - - - 3.500 - 0

C - - - 350.000 - 2.000
D - - - 3.500.000 - 20.000
(NORDIC R3 ASSOCIATION , 2000)

Os materiais que estardo em contato direto com o ar insuflado devem ser
considerados em especial, incluindo dutos e difusores. O acabamento interno de
uma sala limpa deve conter o minimo de reentrancias e cantos, devendo ser de
facil limpeza. As paredes, teto e jungbes de uma sala limpa devem ser selados
assim como todo e qualquer equipamento que for instalado através de paredes e

tetos tais como difusores, luminarias, tomadas elétricas, dispositivos contra
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incéndio, janelas e portas. A Tabela 6, retirada da ISO 14644, exemplifica alguns

materiais e suas propriedades para construg¢ao de salas limpas.

1.3.6 Qualificagao de sistemas de filtracdo para salas limpas

O processo de qualificacdo de um sistema de tratamento de ar para salas
limpas deve ser légico, sistematico e deve ser iniciado na fase de projeto.
Dependendo da fungdo e operagdo do sistema, somente as qualificacbes de
instalacdo e de operagdo podem ser necessarias, pois o correto funcionamento
do sistema pode ser considerado indicador suficiente de seu desempenho.
Porém, de uma forma, geral os sistema mais importantes de uma instalagao
requerem também qualificacdo de desempenho.

Qualificacdo de desenho: deve fornecer documentos que evidenciem que as
especificagées de desenho do projeto foram seguidas.

Qualificacdo de instalacao: deve fornecer documentos que comprovem que a
instalagdo foi completada e €& satisfatéria. As especificagcbes dos materiais
utilizados, desenhos, manuais, lista de pecas sobressalentes e detalhes do
fornecedor devem ser verificados durante essa fase. Os instrumentos de controle
e medicao devem ser calibrados.

Qualificacdo de operacédo: deve fornecer documentos que evidenciem que o
sistema e todos os seus componentes funcionam de acordo com as
especificagcdes operacionais. Os testes devem ser determinados para demonstrar
uma operacado satisfatéria, mesmo acima dos limites de operacdo normais,
incluindo os casos criticos, ou seja, situagdes limites a que o sistema possa ser
submetido durante sua vida util. Controles operacionais, alarmes, interruptores,
displays e outros componentes operacionais devem ser desafiados e testados.
Medicobes feitas com tratamento estatistico devem ser bem fundamentadas.
Qualificacdo de desempenho: deve fornecer documentos que evidenciem que o
sistema e todos os seus componentes podem operar consistentemente de acordo
com as especificacbes, em operacdées de rotina (WORLD HEALTH
ORGANIZATION EXPERT COMITTEE ON SPECIFICATIONS FOR
PHARMACEUTICAL PREPARATIONS, 2006 ).
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Materiais Controle Resisténcia Resisténcia Permeabilidade
eletrostatico  abraséao ao impacto

Paredes

Aluminio anodizado Pobre Bom Néo Baixo

Metais cobertos Pobre abom Bom Médio a baixo  Baixo a alto

Cortinas flexiveis Pobre Bom Médio a alto

Vidro Pobre Bom Néao Baixo

Vidro com filme condutor Bom Bom Nao Baixo

Laminados plasticos Pobre abom Bom Pobre Médio a alto

Painéis resinados Pobre abom Bom Pobre Médio a alto

Aco inox Bom Bom Bom Muito baixo

Plastico transparente com filme Bom Baixo Pobre Baixo a médio

condutor

Plastico transparente Pobre Baixo Pobre Médio a baixo

Tetos

Aluminio anodizado Pobre Bom Nao Baixo

Metais cobertos Pobre abom Bom Médio a baixo  Baixo a alto

Laminados plasticos Pobre abom Bom Baixo Médio a alto

Aco inox Bom Bom Bom Muito baixo

Plastico transparente com filme Bom Baixo Pobre Baixo a médio

condutor

Plastico transparente Pobre Baixo Pobre Baixo a médio

Piso

Aluminio anodizado Pobre Bom Baixo Baixo

Metais cobertos Pobre abom Bom Médio a baixo  Baixo a alto

Lajota polida Pobre Bom Bom Baixo

Vidro Pobre Bom N&o Baixo

Vidro com filme condutor Bom Bom N&o Baixo

Epoxi Pobre a bom  Pobre Pobre Baixo a alto

Laminados plasticos Pobre a bom Bom Pobre Médio a alto

Painéis resinados Pobre a bom Bom Pobre Médio a alto

Aco Inox Bom Bom Bom Muito baixo

Plastico transparente com flme Bom Baixo Pobre Baixo a médio

condutor

Plastico transparente Pobre Baixo Pobre Baixo a médio

(AIDOS,2006)
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1.3.7 Treinamento do pessoal

Um processo asseéptico bem desenhado minimiza a necessidade de
intervengao do operador. O risco para a esterilidade do produto final aumenta com
o0 aumento das atividades do operador da linha de enchimento. Para assegurar a
esterilidade do produto, os operadores envolvidos em manipulacbes assépticas
devem seguir os principios basicos de técnicas assépticas durante todo o tempo.

Treinamento apropriado deve ser conduzido antes que uma pessoa seja
admitida na area de processamento asséptico. Esse treinamento deve incluir
técnicas de assepsia, comportamento em sala limpa, microbiologia, higiene, uso
de vestimentas, perigos a pacientes expostos a produtos nao estéreis e
procedimentos especificos de operagao da area. Apds o treinamento inicial, o
pessoal envolvido deve ser regularmente treinado, através de um programa de
reciclagem. O pessoal de supervisao deve periodicamente avaliar cada operador
com relagao aos procedimentos durante as operagdes de rotina. Paralelamente a
unidade de Controle de Qualidade deve verificar a aderéncia das operagcdes aos
procedimentos estabelecidos.

Algumas das seguintes técnicas auxiliam na manutencgao da esterilidade de
objetos e superficies dentro da sala limpa:

e Tocar materiais esterilizados somente com instrumentos esterilizados,

e Movimentar-se vagarosamente e sem movimentos bruscos,

e Manter o corpo fora do alcance do fluxo laminar que protege a area de
enchimento ou onde contenham itens que entrardo em contato com o
produto,

¢ As manipulagbes necessarias devem ser feitas lateralmente aos frascos e
ampolas e nunca sobre os mesmos,

e Manter sempre 0 uso correto da vestimenta.

As pessoas de operacdo podem afetar significativamente a qualidade do
ambiente onde os produtos estéreis s&o processados. Um programa de
monitoramento vigilante deve ser estabelecido. O monitoramento deve prever
amostragem de superficies das luvas dos operadores diariamente. Essa
amostragem deve ser acompanhada também para diferentes areas da vestimenta

como antebragco, abdébmen etc. Assepsia € fundamental para operagdes
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assépticas. Quando os resultados mostram tendéncias de aumento de
contaminagdo, uma investigacdo se faz necessaria, incluindo, se possivel,

medidas para reduzir o risco.

1.4 Validacao de processos de fabricacdo de produtos injetaveis

A fabricacdo de produtos injetaveis por enchimento asséptico, ou por
esterilizacao final, requer que o processo produtivo esteja validado, ou seja, que o
mesmo cumpra com determinados requisitos e normas que serdo apresentados

adiante.

1.4.1 Simulacdo de processo

Para assegurar a esterilidade dos produtos, os processos de esterilizagao
final, enchimento asséptico e as operacbes de fechamento das ampolas ou
frascos-ampola, devem ser adequadamente validadas. O objetivo dos mais
rigorosos processos de fabricagdo de produtos estéreis pode ser destruido, caso
haja falha nos processos de esterilizagdo do produto, das ampolas, dos frascos
ou durante o fechamento dos mesmos.

A validacdo de um processo de operacido asséptico deve incluir o uso de
um meio de cultura para microrganismos em substituigdo ao produto, seguindo as
mesmas condi¢cdes de fabricagdo. Nas simulagbes normais o meio nutriente deve
ter contato com todos os acessérios e sistemas com os quais o produto tem
contato, incluindo também o ambiente, de forma a garantir a mesma exposigao a
qual, é submetido o produto. As ampolas ou frascos cheios com meio de cultura
sdo entdo incubados para detecgdo de contaminagdo microbiolégica. Os
resultados devem ser interpretados para determinar o risco potencial de uma
unidade do medicamento ser contaminada durante as operagdes reais. O
monitoramento ambiental durante a simulacdo do processo também fornece

valiosa informacao sobre a avaliagdo do mesmo.
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1.4.2 Estudo do desenho

Um programa recomendado de enchimento com meio de cultura incorpora

os fatores de risco de contaminagdo que ocorrem em uma linha de produgéo.

Estudos de enchimentos com meio de cultura devem simular operacbes de

fabricacdo por enchimento asséptico tao proximo quanto possivel da realidade,

incorporando o conceito de caso critico, ou seja, a escolha de situagcdes

especificas de cada processo, nas quais o risco de contaminacdo € maximizado.

O programa de enchimento com meio de cultura deve considerar os seguintes

topicos:

Fatores associados com o tempo maximo permitido de periodo de
enchimento ao longo da fabricagdo de um lote de produto,

Numero e tipo de intervencdes normais, intervencdes atipicas, eventos
inesperados (por exemplo, manutengdo na linha durante o processo),
paradas, ajuste de equipamentos ou transferéncias,

Liofilizagédo, quando aplicavel,

Montagem asséptica do equipamento,

Numero de operadores e suas atividades,

Quantidade de material que € introduzido na sala limpa,

Trocas de turnos, paradas e trocas de uniforme,

Numero e tipo de conexdes e desconexdes assépticas,

Amostragens assépticas,

Velocidade da linha de enchimento,

Verificagdo manual de pesos liquido em ampolas e frascos,

Cansaco do operador,

Sistema de fechamento de ampolas e frascos.

Um registro do processo de enchimento, com os documentos de produgao

e atividades simuladas, deve ser preparado para cada enchimento com meio de

cultura. O mesmo rigor deve ser observado quando comparado a um processo de

fabricagéo rotineiro. Enchimentos com meio de cultura ndo devem ser usados

para justificar praticas inaceitaveis.
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1.4.3 Frequéncia e numero de enchimentos

Quando uma linha de enchimento é inicialmente qualificada, varios
enchimentos podem ser efetuados repetidamente, um numero de vezes suficiente
para garantir que os resultados sdo consistentes. Este conceito é importante
porque um simples enchimento pode ser insuficiente para se chegar a alguma
conclusdo, ao passo que multiplos enchimentos com resultados divergentes
indicam que o processo esta fora de controle. Pelo menos 3 enchimentos
consecutivos devem ser realizados na fase inicial de qualificacdo da linha de
producado. Subseqlientemente, qualificagdes semestrais rotineiras para cada linha
de producgado, para avaliar o estado de controle dos processos de enchimento
asséptico. Atividades e intervengdes representativas para cada turno de trabalho,
e trocas de turno devem ser incorporadas nas mencionadas verificagdes
semestrais. Por exemplo, a avaliagdao de um turno de trabalho deve representar
todas as ocorréncias relacionadas aquele periodo com suas caracteristicas. Todo
0 pessoal que entra geralmente dentro da sala limpa, incluindo operadores e
pessoal de manutencao deve participar de um enchimento com meio de cultura
ao menos uma vez por ano. A participacao deve ser consistente com a natureza
da atividade de cada pessoa durante a rotina de produg¢do. Toda a mudanga de
um produto ou linha deve ser avaliada através de um sistema registrado de
controle de mudancgas. Quaisquer mudangas ou eventos que possam
potencialmente afetar o processo asséptico de enchimento deve ser testado
através de enchimentos adicionais com meio de cultura. Por exemplo, alteracdes
em equipamentos e utilidades, alteracbes na configuragdo da linha de
enchimento, mudanca do pessoal de operacdo, anomalias nos resultados de
monitoramento de ambiente, ou contaminacdo nos produtos, podem ser motivos
para revalidagao do sistema.

Informagdes fornecidas apdés o enchimento com meio de cultura que
indicam que o processo pode estar fora de controle devem gerar investigacao
bem conduzida, para determinar a origem da contaminagdo e a causa do
problema. Uma vez que as agdes corretivas sao tomadas, novos trés
enchimentos com meio de cultura devem ser efetuados para confirmar que as

deficiéncias foram corrigidas.
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1.4.4 Duragao dos enchimentos com meio de cultura

A duragcdo das operagdes de processamento asseéptico € o principal
elemento para determinar o tamanho do lote de enchimento com meio de cultura.
Embora o mais preciso modelo simulado seja o enchimento com o tamanho de
lote igual ao do produto, ou pelo menos do produto com maior numero de
ampolas, pois desta forma pode se simular exatamente o que ocorre na realidade;
sdo aceitos outros modelos, desde que se justifique. Em qualquer enchimento
simulado o tempo de duracao deve cobrir as piores condigdes de operagcao bem
como todas as manipulacbes que sao realizadas em um processo normal de
producao. Com relacdo a este ultimo ponto, intervengdes que comumente
ocorrem devem ser rotineiramente simuladas, enquanto que aquelas que
raramente ocorrem, podem ser periodicamente simuladas.

Enquanto linhas de produgdo convencionais sao altamente automatizadas,
e geralmente operam com altas velocidades, e sdao desenhadas para limitar ao
maximo as intervengdes do operador; existem alguns processos que necessitam
de um numero grande de intervengcbes pelo operador. Quando processos
assépticos empregam enchimento ou fechamento manual ou extensas
manipulagcdes manuais, o tempo de duragado da simulagdo do processo néo deve
ser menor do que o tempo real de processo, de forma a simular os riscos de

contaminacgao inerentes aos operadores.

1.4.5 Tamanho dos enchimentos

O tamanho dos enchimentos simulados deve ser adequado de forma a
imitar as condigbes de lotes comerciais e assim medir o risco potencial de
contaminagao de lotes comerciais. O numero de unidades (ampolas ou frascos)
cheias durante a simulacdo do processo deve ser baseado no risco de
contaminagcdo do mesmo, e deve ser suficiente para que todas as atividades
inerentes ao processo original sejam testadas. Em geral um numero aceitavel
para tamanho dos enchimentos € de 5.000 a 10.000 unidades. Para operacdes

com tamanhos de producido abaixo de 5.000 unidades, o numero de unidades
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testadas no enchimento simulado deve ser igual ao do maior lote produzido na
linha de produgao em questao.

Quando a possibilidade de contaminagcdo é muito direcionada para o
desenho do processo (exemplo: muitas operagdes manuais), um numero grande
de unidades, geralmente igual ou muito proximo do tamanho de um lote comercial
deve ser experimentado no enchimento simulado. Em contrapartida, um processo
conduzido em um isolador pode ter um baixo risco de contaminacio, devido a
pouca intervengdo humana direta no processo. Esses fatos devem ser
cuidadosamente considerados quando do desenho da simulacdo para adequa-la

as condi¢des de cada caso.

1.4.6 Velocidade da linha de enchimento

A programacgao de enchimento com meio de cultura deve ser efetuada para
todos os formatos e volumes de enchimento dos produtos fabricados em
determinada linha. Cada enchimento com meio de cultura deve poder avaliar o
caso critico de velocidade de linha e a velocidade escolhida para cada
enchimento deve ser justificada. Por exemplo, o emprego de uma alta velocidade
€ geralmente mais apropriado para avaliagcdo de processos de fabricagéo
caracterizados por intervengdes frequentes ou um significante grau de
intervengdes manuais. Ja o uso de uma velocidade baixa € geralmente apropriado
para avaliagado de processos caracterizados por exposi¢céo prolongada do produto

e dos recipientes de tampas ou rolhas na area asséptica.

1.4.7 Condigbes ambientais

Enchimento com meio de cultura deve ser adequadamente representativo
das condicbes sobre as quais as operacdes de fabricacdo sdo conduzidas. Uma
analise ndo precisa pode resultar na exposicdo do enchimento com meio de
cultura a uma condigao extraordinaria, com relacédo a contagem de particulas e a
qualidade microbiolégica, ou ainda no que diz respeito a fabricagdo do meio de
cultura, sob condigdes muito mais rigidas do que aquelas utilizadas na operagéo
normal. Para suportar a validade do trabalho, € necessario que o enchimento com

meio de cultura, seja conduzido em ambiente similar ao ambiente do dia-a-dia.
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1.4.8 Meio de cultura

Em geral um meio de cultura microbioldgica como, por exemplo, a caseina
de soja deve ser empregado. O uso de meios de crescimento anaerdbico
somente deve ser usado em circunstancias especiais. O meio selecionado deve
demonstrar promover o crescimento de microrganismos oriundos do ambiente,
das pessoas e resultados positivos do teste de esterilidade. Unidades de controle
positivo devem ser inoculadas com teste de desafio contendo menos de 100
unidades formadoras de colénias e incubadas. O processo produtivo deve ser
precisamente simulado usando-se meio de cultura e condigdes que possibilitem a
deteccao de qualquer contaminagao microbioldgica. Cada unidade deve ser cheia
com tipo e quantidade apropriados de meio de crescimento microbioldgico de
forma que toda a superficie da tampa do frasco quando for o caso possa ser
umedecida com o meio, quando o mesmo for invertido, consequentemente

possibilitando a visualizagdo da contaminacéo.

1.4.9 Incubagéao e verificagdo das unidades cheias com meio de cultura

O meio de cultura deve ser incubado em condigdes adequadas para
detectar organismos que podem ter dificuldades de crescimento. As condigbes de
incubagao devem ser estabelecidas de acordo com as seguintes regras gerais:

e A temperatura de incubacdo deve ser apropriada para recuperaciao da
carga microbiana e nao pode estar em nenhum momento fora da faixa 20-
35°C, de forma a possibilitar o crescimnento de qualquer microrganismo,
uma vez que o0s mesmo possuem diferentes temperaturas idéia sde
crescimento. A temperatura de incubacéo deve ser mantida em + 2,5°C da
temperatura estabelecida.

e O tempo de incubacédo nao deve ser menor do que 14 dias, uma vez que
de acordo com o microrganismo e adaptagdo do mesmo ao meio, é
possivel que haja inicio de crescimento, em todo este intervalo de tempo
. Se duas temperaturas forem usadas para a incubagao das amostras com
meio de cultura, as mesmas devem ser incubadas no minimo 7 dias em

cada temperatura.
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Cada unidade cheia com meio de cultura deve ser examinada com relagao
a contaminacao por pessoas treinadas para este tipo de tarefa e experiente em
técnicas microbiologicas. Os frascos ou ampolas utilizados no enchimento com
meio devem ser transparentes de modo a possibilitar uma boa visualizagao
mesmo com uma contaminacao leve.

Unidades encontradas com defeitos nao relativos a integridade das
mesmas devem ser incubadas. Apds a incubagao qualquer unidade encontrada
danificada deve ser incluida no relatério final do enchimento com meio de cultura.

Procedimentos escritos relacionados a intervencdes asséticas devem ser
claros e especificos, quanto ao tipo de intervencdo e quantidade de unidades
descartadas. As condi¢des previstas nesses procedimentos devem ser seguidas
exatamente na producdo como realizado no enchimento com meio de cultura. Um
critério apropriado deve ser estabelecido para rendimento do enchimento. A
documentacao de registro de reconciliagdo do enchimento com meio de cultura
deve ser incluido com as observagdes de todas as unidades rejeitadas e seus

motivos.

1.4.10 Controle do processo e agdes previstas

O processo de simulagao deve ser observado de forma a se verificar se ha
ao longo do mesmo algum fato que possa interferir nos resultados. Neste caso é
importante filmar todo o processo para identificar habitos e atitudes do pessoal
envolvido, com a finalidade de prevenir futuros problemas.

Qualquer contaminagdo ocorrida deve ser integralmente investigada e
considerada. Os microrganismos devem ser investigados até o nivel de espécie.
No caso de uma falha no enchimento com meio de cultura, uma investigacao
deve ser conduzida, pesquisando todas as possiveis causas de contaminacdo. Os
efeitos em medicamentos ja vendidos, e fabricados desde o ultimo enchimento
realizado com bons resultados, devem ser avaliados.

Quando ocorre contaminagcdo em um enchimento com meio de cultura, tal
fato pode ser um indicativo de um problema potencial de garantia de esterilidade.
O numero de unidades contaminadas nao deve aumentar em proporgao direta ao

numero de unidades cheias. Os resultados devem ser confiaveis e reproduziveis
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e devem demonstrar que unidades produzidas por enchimento asseéptico sao
estéreis. Modernas instalagdes tém demonstrado que a possibilidade de encontrar
contaminagdo em enchimentos com meio de cultura em sido muito préxima de
zero. Os seguintes critérios sdo utilizados para este tipo de trabalho:

e Quando se enche menos do que 5.000 unidades, ndo pode haver
nenhuma contaminagao,

e Quando se enche entre 5.000 e 10.000 unidades, 1 contaminagédo deve
resultar em investigacdo, incluindo a consideragdo de se repetir o
enchimento. 2 contaminacdes ou mais sdo consideradas causas para
revalidagao da linha, e uma investigacao deve ser realizada,

¢ Quando se enche mais de 10.000 unidades, 1 contaminacio deve resultar
em investigagao e 2 contaminagdes ou mais sao consideradas causas de
revalidacdo. Para qualquer tamanho de enchimento, incidentes
intermitentes de contaminag&o microbiolégica em corridas com meio de
cultura podem ser um indicativo de um nivel baixo, porém constante de
problemas de contaminacéo e deve ser investigado. Fatos recorrentes de
incidentes de contaminacdo em uma determinada linha de enchimento
pode ser um sinal de tendéncia a um problema que deve ser identificado e
corrigido; e a linha deve sofrer revalidagao.

Como em todo processo de validagdo, uma corrida com meio de cultura
somente pode ser abortada ou desconsiderada sob condi¢des ou fatos que
levariam também a destruicdo por parte da empresa, de um lote industrial. E
necessario, no entanto, ter documentagado que comprove tal medida (GUIDANCE
FOR INDUSTRY,2004).

1.5 Fluxos laminares

Os sistemas de fluxos laminares sao utilizados para evitar a turbuléncia no
ambiente de enchimento de frascos ou ampolas, reduzindo o risco de
contaminagao dos mesmos. As maquinas de enchimento sao posicionadas dentro
da sala limpa, de forma que o fluxo laminar mantenha um ambiente de protecéo,
onde o ar flui em uma unica dire¢do.. Para obtencdo de um fluxo laminar é

necessario que a velocidade do ar esteja na faixa de 0,36 a 0,54 m s™'. Na Figura
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2, pode-se observar um exemplo de anembmetro, que & um instrumento de
medigao da velocidade do ar, usado para ajustar o fluxo de ar em salas limpas, e
consequentemente manter a laminaridade do mesmo. As Figuras 3 e 4 ilustram a
diferencga entre sistemas com insuflagdo de ar sem e com regime de fluxo laminar.

A condicao de fluxo laminar € mandatéria para salas limpas. Turbuléncias e
gradientes de velocidade s&o capazes de coletar e manter particulas em
suspensao. Para atender integralmente as condi¢ées de laminaridade de fluxo,

uma sala limpa tem de ser desenhada aerodinamicamente (KRUPKA, 2003).

Figura 2. Anemometro utilizado para medir a velocidade do fluxo laminar.



Figura 3. Exemplo de fluxo turbulento.

Figura 4. Exemplo de fluxo laminar (0,36 — 0,54 m s™)

40
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1.6 Contagem de particulas

Particulas n&o viaveis sdo monitoradas através de contadores de particulas
que nao fazem distingao entre as particulas viaveis e nao viaveis, mas que sao
muito mais desenvolvidos tecnicamente do que amostradores de ar. Contadores
de particulas foram desenvolvidos pelas forgas armadas americanas nos anos 60,
para uso na industria aeroespacial. Foram depois aplicados para as industrias de
semicondutores e farmacéutica. (JASON, 2005).

Monitoramento rotineiro de particulas € muito util pela rapida deteccédo de
desvios significantes em uma sala limpa. Um resultado fora do nivel de
classificagdo em um determinado local deve ser investigado até sua causa raiz. A
extensdo de investigacdo deve ser consistente e deve incluir uma analise de
tendéncia. A¢des para correcdo devem ser implementadas para evitar desvios
futuros. (GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2004).

O usuario que optar pela compra de um contador de particulas (Figura 5),
tipicamente leva em consideracao fatores como precgo, qualidade, tempo de vida

do laser, garantia e servigo de assisténcia técnica. (BELEW, 2005).

Figura 5. Contador de particulas portatil.
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1.7 Controle microbiolégico

O controle microbioldgico efetivo de uma sala limpa requer a compreensao
dos fatores de risco de contaminagao associados, das etapas de remediagcao e
efetiva prevengcdo e dos requerimentos regulatérios com o uso de produtos e
procedimentos estabelecidos.

Até recentemente, guias de autoridades regulatérias sobre esse assunto
tem sido muito escassos, especialmente com relacédo a validacédo de desinfecgao.
Embora a agéncia americana de controle de alimentos e medicamentos (FDA)
nao tenha ainda liberado um manual de aplicacédo e validagdo de desinfetantes,
muitas observagdes e cartas de adverténcia tém sido emitidas por assuntos
relacionados a aplicacdo de desinfetantes, incluindo inadequacdes de validacdes.
Essas observagdes podem ser vistas como um guia informal.

Adicionalmente, a USP (United States Pharmacopeia) descreveu um
capitulo (1072) sobre desinfetantes e antisépticos, que tem sido de valiosa ajuda
para aqueles envolvidos com controle microbioldgico de salas limpas e validagao
de desinfetantes. Esse capitulo é atualmente, uma revisdo “em processo” que
pode ser encontrada na USP 29 (3). As principais se¢des da USP 1072 sao as
seguintes:

A introdugdo faz referéncia aos requerimentos das Boas Praticas de
Fabricacao atuais relativos ao desenho do sistema e selegcao de materiais e como
esses aspectos estdo relacionados a fabricacdo adequada de produtos
farmacéuticos. A USP 1072 inclui informacgdes sobre sanitizacao de superficies
rigidas e da pele, pois ambos s&o reconhecidamente importantes para a
manutengdo do controle microbiolégico em areas de produgdo farmacéutica
(SARTAIN, 2004 )

Existem basicamente trés tipos de controles microbiolégicos em salas
limpas. Séo eles: controle microbiolégico por ar induzido, controle microbiolégico
por ar sedimentado, e controle microbiolégico por contato.

Controle microbioldgico por ar induzido: esse método consiste na passagem
de um volume conhecido de ar através de uma placa contendo um meio de

cultura e posterior contagem das unidades formadoras de colénias (Figura 6),
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apos o periodo de incubagao da placa. A freqiéncia de amostragem deve ser por
turno de operagao.

Nenhum dos métodos conhecidos de amostragem por ar induzido tem
aceitagdo universal ou aprovagdo e cada um deles possui vantagens e
desvantagens. Contagens microbiolégicas viaveis podem ser significativamente
alteradas por inumeras razbes como, por exemplo:

e Distribuicdo nao aleatéria de microrganismos no ambiente,

e Imprecisédo da técnica de amostragem empregada,

e Vazado de amostragem - com velocidades baixas, (0s microrganismos
podem nao aderir ao meio de cultura), e com velocidades altas (pode

ocorrer a dessecacdo dos microrganismos).

Figura 6. Equipamento de amostragem por ar induzido.

Controle microbiolégico por ar sedimentado: o uso de placas de
sedimentagdo é um meétodo primitivo para contagem de microrganismos em
ambientes. Uma placa de Petri de 90 mm de didmetro com meio de cultura
geleificado, coleta os microrganismos que eventualmente caem sobre ela por
gravidade. Esse método € ineficiente para coletar pequenas particulas porque a

turbuléncia em torno da placa pode afetar os resultados, uma vez que pequenas



44

particulas podem né&o ser coletadas. Sdo também de dificil validagdo porque nao
ha nenhuma forma viavel de se medir o volume de ar amostrado. Elas devem, no
entanto, ser usadas como ferramenta auxiliar de outros métodos de amostragem
(Figura 7). O controle por ar sedimentado representa um método barato para se
ter uma avaliagdo, mas nao para se obter uma indicagc&o precisa das condi¢cdes
ambientais. A frequéncia de amostragem deve ser por turno de operagao
(BUDDEMEYER,2005).

Figura 7. Contagem tipica de unidades formadoras de colénias em uma placa de

sedimentacao.

Controle microbiolégico por contato: o controle microbiolégico por contato &
realizado através de placas chamadas RODAC (Replicate Organism Detecting

And Counting), conforme a Figura 8.
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Figura 8. Placas RODAC

Superficies podem ser contaminadas de varias formas: sedimentacao de
microrganismos e toque do operador , sdo alguns exemplos. Um dos objetivos da
amostragem por contato é determinar a eficiéncia dos procedimentos rotineiros na
remocgao da contaminagao. Entretanto, a amostragem deve ser realizada antes e
depois da desinfeccdo para determinar a eficiéncia do procedimento de limpeza.
Placas RODAC padrao devem ter meio de crescimento suficiente para gerar uma
superficie solidificada acima do nivel da placa, e possibilitar a aplicacao direta
para testar superficies.

O meio de cultura utilizado deve conter agentes neutralizantes, que
inativam quaisquer desinfetantes residuais, na superficie que se quer monitorar.
Placas de contato s&o mais bem utilizadas para detectar microrganismos que
podem estar presentes em quantidades relativamente pequenas. Embora sejam
bastante uteis, as placas de contato tém limitagdes, como:

e Nao sao apropriadas para testar superficies irregulares;
e Devem ser usadas antes que o meio de cultura se altere pela evaporagao

da agua do meio;
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e Problemas de interpretagdo com certos microrganismos, se o meio de
cultura estiver umido demais ou se a superficie de teste estiver umida;

¢ O meio de cultura residual que fica na superficie deve ser removido;

e Placas de contato tém uma baixa recuperagdo de amostra e somente
mostram uma percentagem da presenga de contaminagdo real nas
superficies; e

e O teste somente amostra uma area muito pequena.

A frequéncia de amostragem minima recomendada é semanal, porém
dependendo do uso combinado ou ndo de outros métodos de amostragem, esta
frequéncia pode variar. (GUIDELINES ON TEST METHODS FOR
ENVIRONMENTAL MONITORING FOR ASEPTIC DISPENSING FACILITIES,
2004)

ApOs as amostragens periodicas pelo método acima, as placas sao
incubadas a 30-35°C durante 2 a 3 dias e posteriormente, a 20-25°C durante 5 a
7 dias, quando entdo se efetua a contagem do numero de unidades formadoras
de colbnias (HERBIG,2005)

A Tabela 7 estabelece valores limites recomendaveis para contagens

microbiolégicas em salas limpas.

Tabela 7. Limites recomendados para contaminagao microbioldgica

Grau da édrea  Arinduzido Placas de Placas de Luvas
controlada sedimentagdo contato

A <1 <1 <1 <1

B 10 5 5 5

C 100 50 25 -

D 200 100 50 -

Fonte: (EC GUIDE TO GOOD MANUFACTURING PRACTICE , 2003)

Area de grau A: é a area onde ocorrem as operacbes de maior risco, como por
exemplo, enchimento de frascos e ampolas, onde existem frascos e ampolas

abertos, onde sao feitas as conexdes asséticas. Normalmente para essa area é
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necessaria uma estagcdo de fluxo laminar. A laminaridade do ar deve ser
demonstrada e validada.

Area de grau B: é a area adjacente a area A, porém ainda dentro da sala limpa.
E o ambiente ao redor da area A.

Areas de grau C e D: areas limpas para operacdes menos criticas na fabricacéo

de produtos estéreis.

1.8 Desinfeccéo de salas limpas — fumigacao com formaldeido

O controle ambiental de microrganismos é muito importante em ambientes
criticos, incluindo isoladores, salas limpas, salas de um modo geral e controladas.
Tradicionalmente dois métodos tém sido usados: aplicagdo manual de uma
mistura de liquidos desinfetantes e fumigacdo com formaldeido. Mistura de
liquidos desinfetantes sdo formuladas com potentes biocidas, incluindo agentes
oxidantes (cloro, bromo, perdoxido de hidrogénio e acido peroxiacético), fendis,
compostos de amdnio quaternarios, aldeidos e alcoois.

Uma vantagem importante desses produtos, é que eles podem ser usados
para combinar limpeza e desinfecgédo através de uma aplicagdo simples de spray
com pano. Entretanto, desvantagens incluem a necessidade de remover residuos,
dificuldade de garantir a aplicagdo em toda a area do ambiente e para areas
criticas, ha a necessidade de se fazer a validacdo de processo. Portanto a
fumigagédo com gas tem sido preferida para grandes aplicagdes. A fumigagdo com
formaldeido tem sido usada ha mais de cem anos. Apesar disso, pouco se tem
publicado sobre seus efeitos biocidas.

O gas é gerado por ebuligdo de paraformaldeido (um p6 branco cristalino)
em agua, ou aquecimento de uma solugdo de formalina a 37%. E geralmente
subestimado, que uma umidade relativa de mais de 70%, € necessaria para que a
fumigacao seja efetiva. Um ciclo tipico consiste de umidificacdo, exposicdo ao
formaldeido e evacuacido. Exposicoes de 18 a 24 horas sdo necessarias,
dependendo do tamanho da sala, do nivel desejado de descontaminagéo e do
conteudo da sala. A evacuagdo € geralmente alcangada pelo controle de
ventilacdo da sala, para a atmosfera, mas & preferivel que os residuos sejam

neutralizados por aménia ou carvdo ativado. O processo deve também ser
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monitorado quanto a presencga de residuos toxicos na forma de pd branco. Sob
condigdes controladas, o formaldeido pode demonstrar uma boa eficacia biocida,
mas seu uso ndo € muito desejavel devido aos efeitos toxicos e ao risco
carcinogénico. Métodos novos e em desenvolvimento podem ser considerados
como alternativas. Eles sao primariamente baseados em agentes oxidantes como
o peroxido de hidrogénio, didxido de cloro e ozénio. Perdxido de hidrogénio € o
método mais usado, devido a sua combinacido unica de eficacia antimicrobiana,
compatibilidade material e segurancga.

Embora o peroxido de hidrogénio seja rotineiramente usado para
descontaminacdo de isoladores, usados para fabricacdo assética, somente
recentemente é que o peréxido de hidrogénio tem sido usado mais amplamente.

Aplicagdes recentes com perdxido de hidrogénio vaporizado tém incluido
descontaminacéo de salas limpas, ambientes de pesquisa e instalacbes inteiras.
(MACDONNEL, 2003).

1.9 Operacéao em sala limpa

Somente o minimo de pessoas necessarias para as operagdes na sala
deve estar presente, e esse aspecto é particularmente importante, durante o
processamento dos diversos produtos. Inspecdes de controle devem ser
efetuadas frequentemente nas areas adjacentes a sala limpa de forma frequente.
Todas as pessoas, incluindo aquelas destinadas a limpeza e manutencédo das
salas limpas, devem receber treinamentos regulares em disciplinas relevantes a
correta fabricagao de produtos estéreis. Esse treinamento deve fazer referéncia a
higiene e microbiologia basica. Quando pessoas externas que n&o receberam
treinamento tém de entrar em uma sala limpa, cuidados especiais como
acompanhamento e supervisdo durante esse periodo devem ser realizados.
Pessoas que trabalham com processamento de tecidos animais ou cultura de
microorganismos que nao aqueles utilizados nos processos de manufatura ndo
devem entrar em uma sala limpa, sem antes seguir um rigoroso procedimento de
limpeza e desinfeccéo.

Movimentos rapidos na sala podem gerar uma inaceitavel turbuléncia na

area critica. Tais movimentos perturbam o fluxo de ar unidirecional apresentando
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um desvio entre o desenho de sala limpa pretendido e os parametros de controle.
O principio de movimentos vagarosos e cuidadosos deve ser sempre seguido em
salas limpas. (GUIDANCE FOR INDUSTRY ,2004)

Altos padrbes de higiene pessoal e limpeza sdo essenciais e todo o
pessoal envolvido na fabricacdo de preparagdes estéreis devem ser orientados a
reportar qualquer evento anormal ocorrido durante o processo, além de terem de
submeter se a revisdes periddicas de saude.

As trocas de uniforme e a lavagem do corpo devem estar descritos em
procedimento de forma a minimizar o risco de contaminacao, além disso, nenhum
tipo de joia, ou cosmeético é permitido dentro de uma sala limpa.

O uniforme usado e sua qualidade devem ser apropriados para 0 processo.
Deve ser sempre utilizado, na medida em que protege o produto.

As roupas utilizadas nos mais variados processos, devem ser
confeccionadas com padrdes especiais de costura (rebatida), evitando o
desprendimento de particulados no ambiente e possivel contaminacdo. Tecidos
de alta tecnologia com barreiras antimicrobianas, tratamento especial de
repeléncia a fluidos, séo utilizados, justificando a sua troca diaria, bem como o
acompanhamento de sua vida util.

O uniforme a ser utilizado em Salas Limpas usualmente consiste em
conjunto composto de macacao sem bolsos e mangas tipo raglan, proporcionando
maior mobilidade e conforto ao operador. Capuzes deverao se ajustar
devidamente em torno da cabecga, luvas de vinil ou latex, as quais deverao estar
previamente isentas de p6 do talco, botas com solados em latex ou borracha irdo
compor o conjunto, o qual devera ser totalmente lavavel.

As roupas devem ser higienizadas em condi¢gbes severas de limpeza,
sendo acondicionadas em embalagens lacradas a vacuo. Conjuntos utilizados em
Salas Limpas Classe "10.000" devem ser higienizados e acondicionados em
condigdes de Classe 100. A cada lavagem a roupa deve passar por uma rigorosa
inspecao para verificar eventuais desgastes.

Para as salas limpas, onde ocorre o enchimento dos produtos, o operador
deve usar capuz cobrindo totalmente o cabelo, e acomodado por dentro do

macacao previamente esterilizado. Uma mascara facial deve ser usada para
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evitar a liberacdo de goticulas de saliva. Um par de luvas de borracha,
apropriadas e esterilizadas devem ser usadas durante todo o tempo de operagao
na sala limpa, assim como um par de sapatilhas adequadas e esterilizadas que
devem ser de material apropriado para nao liberar particulas. As luvas devem ser
regularmente desinfetadas durante a operagdo. Mascaras e luvas devem ser
substituidas a cada operacdo de trabalho. As vestimentas de uma sala limpa
devem ser lavadas e manuseadas de forma a ndo adicionar contaminantes as
mesmas, que podem ser futuramente espalhados na sala Essas operacdes
devem seguir procedimentos escritos. Deve haver uma lavanderia especialmente
destinada a lavagem desses uniformes, pois a mistura com roupas comuns pode
contaminar os uniformes com particulas que sao liberadas na sala limpa, quando
os mesmos forem utilizados novamente.

O operador pode ser definido como um gerador de particulas de amplo
espectro, envolvido por um filtro mecénico ineficiente que pode também ser fonte
de particulas. Pode ser capaz de gerar e liberar particulas quimicas e biologicas
no ambiente, juntamente com cargas elétricas potencialmente destrutivas. Na
industria de semicondutores e na farmacéutica, esta contaminagao pode degradar
o produto e na area de cuidados médicos de saude pode resultar em infecgéo
cruzada entre pacientes e equipe médica.

Vestir adequadamente o operador € um dos principais dasafios quando o
objetivo € conceber um a sala limpa para produgcdo de medicamentos, atendendo
a todas as especificagcdes de limpeza do ar e de Boas Praticas de Fabricacao.

Da mesma forma que sao utilizados filtros para controlar a contaminagao
do ar que entra na sala limpa, a vestimenta funciona como um filtro do operador, e
deve agregar as seguintes fungodes:

e Proteger o ambiente das particulas geradas pelo operador,
e Proteger o processo das particulas geradas pelo operador,
e Proteger o operador das particulas geradas pelo ambiente pelo processo

(como Equipamento de Protecao Individual),

e Ter baixa liberacido de particulas, dissipacao eletrostatica e ser passivel de

esterilizacao.
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A necessidade gerada pelos locais, onde o controle de contaminagao
passou a ser pré-requisito para alcancgar niveis de qualidade de produtos e
servigos, foi acompanhada pelo olhar atento da industria de tecidos. O desafio e
objetivo €& desenvolver tecidos que oferecessem controle, com relagdo a
particulas viaveis e nao viaveis, com conforto e seguranga ao operador, a um
custo compativel de ser incorporado ao produto ou servigo.

As primeiras roupas fabricadas especificamente para a area cirurgica eram
feitas de tecido 100% algodao, e posteriormente surgiram misturas de poliéster e
algodao, com acabamento repelente a agua. Esta mistura conferia ao produto
final uma resisténcia maior a lavagem, além de maior protegao.

Na década de 70, o tecido descartavel resultante da mistura de poliéster e
polpa de madeira, e que era esterilizavel, tornou-se popular. Entretanto permitia o
USO uma unica vez, pois ndo era resistente a lavagem e isto acabou aumentando
custos hospitalares, além de que os hospitais deveriam providenciar a inutilizagao
da roupa. Em 1987, uma nova geragao de tecidos foi introduzida, os tecidos
Compel e similares, destinados inicialmente ao uso hospitalar. Fabricados com
filamento 100% poliéster, apresentavam trama cerrada de alta densidade, o que
acarretava excelente propriedade de barreira natural e filtracdo, repeléncia a
liquidos, além de serem leves e livres de fiapos. A inibicdo do crescimento
microbiano era garantida por meio de aplicagdo de composto antimicrobiano
duravel, de amplo espectro, que nao soltava tecido, ndo permitia contaminacao
cruzada e mantinha efetividade durante o ciclo de vida da roupa.

Restava ainda o problema decorrente do tecido 100% poliéster, ou seja, a
carga eletrostatica inerente tornava a roupa desconfortavel devido a aderéncia
estatica, aliada ao perigo permanente de emissédo de faiscas no centro cirurgico.
Para solucionar este problema, foi introduzido fio Eletrostatica Discharge (ESD),
com dissipante eletrostatico entre fibras, que agregava conforto ao tecido,
permitia a dissipacdo eletrostatica e adicionalmente aceitava mais facilmente os
processos de descontaminacéao e esterilizagao.

Em periodo semelhante, a industria farmacéutica também precisava de
aperfeicoamento nos tecidos até entdo utilizados. A utilizagcdo de descartaveis

pelos mesmos motivos que nos hospitais, acrescentou custo ao processo de
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producao. A alternativa reutilizavel veio com os tecidos com fios de poliéster de
filamento continuo em padrao espinha de peixe, que n&o soltavam fiapos,
permitiam multiplas lavagens e esterilizagdes, além de acrescentar conforto ao
operador e serem disponiveis na industria téxtil. Entretanto estas vestimentas
apresentavam barreira de permeabilidade ao ar relativamente alta, além de
tendéncia ao encolhimento e enrugamento apds sucessivas lavagens e
esterilizagdes.

Nao demorou para que a industria farmacéutica identificasse e passasse a
utilizar tecidos inicialmente desenvolvidos para a area hospitalar. Estes tecidos
apresentavam alta eficiéncia de filtracdo bacteriana, o que os tornava
especialmente uteis em aplicagdes assépticas. A carga microbiana na sala limpa
foi drasticamente reduzida, mesmo com a roupa sendo utilizada por muitas horas.
A presenca de acabamento antimicrobiano duravel no tecido impedia o
crescimento e reduzia o aumento bacteriano (biopermeacéo). Durante o manuseio
de fluidos perigosos, a aplicagao de repelentes a liquidos garantia a seguranga do
operador. Finalmente a dissipagédo da carga eletrostatica, que nos hospitais, tinha
0 objetivo de impedir acidentes com faiscas e descargas no centro cirurgico, na
industria farmacéutica tem a funcdo de manter distante do operador, particulas
viaveis ou nao viaveis, que podem ser atraidas pela roupa com carga.

As roupas com fio ESD, que dissipam a carga eletrostatica, apresentam
probabilidade menor de causar migragdo microbiana resultantes de forcas eletro-
indutivas. Desta forma, mesmo que por razdes diferentes, a industria farmacéutica
adotou a partir de entao, tecidos utilizados nas aplicagdes hospitalares.

Nos ambientes da industria farmacéutica, este avanco na eficiéncia de
filtracdo, é altamente benéfico. Considerando que microrganismos séo particulas
que se multiplicam em razao logaritmica quando encontram condi¢cdes favoraveis
de umidade e calor, o ambiente humano formado no interior da vestimenta pode
ser considerado uma zona de amplificacdo. Dentro da roupa estao disponiveis as
proteinas geradas pelo homem que é alimento para as bactérias, que contam
ainda com condigdes de calor e umidade que garantem a sobrevivéncia destes
microrganismos. Conter e controlar a migragdo dessas particulas, € o grande

desafio constantemente buscado pelas industrias de tecidos, para atender a
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demanda cada vez mais crescente das industrias farmacéuticas, de servicos de
saude e de microeletronica. (TARGA, 2006).

1.10 Legislagéo brasileira

A seguir é apresentado um trecho extraido da norma RDC 210 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, atualmente em vigor, sobre Boas Praticas de
Fabricagcado de produtos farmacéuticos.

A producdo de preparacgdes estéreis deve ser feita em areas limpas, cuja
entrada de pessoal e de materiais deve ser feita através de camaras de
passagem. As areas devem ser mantidas dentro de padrées de limpeza
apropriados e devem ser providos de sistemas de ventilagdo com filtros de
eficiéncia comprovada.

As diversas operagdes envolvidas no preparo dos materiais (tais como:
recipientes e tampas), no preparo do produto, no enchimento e na esterilizagao
devem ser realizadas em areas separadas dentro da area limpa.

As areas limpas utilizadas na fabricagdo de produtos estéreis sao
classificadas, segundo as caracteristicas exigidas para a qualidade do ar, em
graus A, B, C e D (Tabela 8).

Tabela 8. Limites para contagem de particulas

Grau Em descanso Em operacéao
Numero maximo permitido de particulas m™ Numero maximo permitido de particulas m™
0,5-5,0 um Acima de 5,0 ym 0,5-5,0 um  Acima de 5,0 um

A 3.500 0 3 500 0

B 3.500 0 350.000 2.000

C 350.000 2.000 3.500.000  20.000

D 3.500.000 20.000 Nao definido Nao definido

Fonte: WHO Technical Report Series, N°. 902, 2002.

Para se obter o ar com as caracteristicas exigidas, devem ser utilizados

meétodos especificos e deve ser observado que:
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e Os sistemas de fluxo laminar de ar devem ter velocidade homogénea de
cerca de 0,30 m s” em caso de fluxo vertical, e de 0,45 m s em caso de
fluxo horizontal. A precisdo da velocidade do fluxo de ar depende do tipo
de equipamento;

e Para que os graus B, C e D sejam alcangados, o numero de trocas totais
do ar da area, geralmente deve ser superior a 20 trocas por hora, em uma
sala com padrao apropriado de fluxo de ar com filtros HEPA (High
Efficiency Particulate Air);

e Para que a determinacdo de baixa contaminacdo do ar seja confiavel, o
tamanho das amostras de ar deve ser grande e suficiente;

e Os diferentes sistemas de classificagdo de particulas no ar para areas
limpas estao apresentados na Tabela 8; e

e Pode haver dificuldade na demonstracdo de conformidade a classificagao
de ar no ponto de envase, durante essa operagao, devido a formacao de
particulas/goticulas provenientes do proprio produto.

Cada operacao de producdo requer um nivel determinado de pureza do ar
para que sejam minimizados os riscos de contaminagdo por particulas ou de
microrganismos nos produtos ou materiais que estiverem sendo manipulados. Os
niveis de particulas e de microrganismos apresentados na Tabela 1 devem ser
mantidos nos arredores imediatos do produto, sempre que ele estiver exposto ao
ambiente. Essas condicbes devem também ser respeitadas em todas as areas
circundantes.

Se, por qualquer motivo, as condigbes do ar na area de trabalho nao forem
mantidas de acordo com as condigdes pré-estabelecidas, deve ser realizado
procedimento de limpeza / sanitizagao para se atingir as condigdes adequadas.

A utilizagdo da tecnologia de barreira absoluta (sistemas fechados) e de
sistemas automatizados para minimizar a intervengdo humana nas areas de
producdo pode trazer vantagens a manutengdo da esterilidade dos produtos
fabricados. Quando forem utilizadas tais técnicas, as recomendag¢des quanto a
qualidade do ar e seu monitoramento devem ser aplicadas e feita a interpretacao
apropriada dos termos "local de trabalho" e "ambiente" ( ANVISA RDC 210,2003).
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1.11 Norma ISO 14644

Foi criada na Uniao Européia (1999) e introduzida nos Estados Unidos da
América em 2001. Ha uma tendéncia de uge a ISO 14644 substitua a norma
Federal Standard 209 nos EEUU. Ela é dividida em 8 partes:

Parte 1: Classificacdo da limpeza do ar — define classificacbes de salas e
concentragcdes de particulas associadas a estas classificagdes, além de métodos
de medicao dessas concentracoes.

Parte 2: Determina os intervalos de testes para avaliacdo da conformidade das
salas limpas .

Parte 3: Metrologia e métodos de teste — descreve os métodos de testes para as
salas limpas para validar sua condi¢ao de conformidade com a norma.

Parte 4: Projeto, construcado e operagado — descreve o projeto e a construgéo de
uma sala limpa.

Parte 5: Operacgao — sao orientacbes de como operar em uma sala limpa.

Parte 6: Termos e definigdes — fornece uma colecao de termos e definicbes sobre
salas limpas utilizados na norma I1SO.

Parte 7: Dispositivos separadores — trata dos dispositivos limpadores de ar e mini-
ambientes, especialmente preparados para niveis de limpeza superiores.

Parte 8: Contaminagdo molecular — trata da contaminagdo gasosa em salas
limpas. (AIDOS,2006)

1.12 Microbiota da pele

A superficie da pele apresenta diversos tipos de micro-ambientes, em
areas mais secas ou mais umidas, que apresentam populagdes bacterianas mais
esparsas ou mais densas, respectivamente. Nas regides mais umidas, como
axilas, virilhas, espaco entre os dedos dos pés, genitalia e perineo, predominam
organismos Gram-positivos como Staphylococcus aureus e Corynebacterium sp.

Nessas areas, condicdes como umidade, maior temperatura corporal e
maior concentracido de lipidios cutaneos de superficie favorecem o crescimento
bacteriano. Nas areas secas predominam as bactérias Staphylococcus

epidermidis e Propionibacterium acnes.
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De modo geral, organismos Gram-positivos sdo 0s membros
predominantes da superficie corporal. A bactéria S. epidermidis € o habitante
mais numeroso da pele correspondendo a cerca de 90% da microbiota residente
em algumas areas. Em determinadas situacbes, as bactérias S. aureus e S.
epidermidis podem causar doengas de pele e afecgdes nos cilios denominadas de

blefarites, as quais podem evoluir para conjuntivites bacterianas.

A quantidade de bactérias vivas na pele de um individuo é relativamente
constante. A extensao das areas colonizadas depende parcialmente da exposi¢cao
da pele a condi¢des particulares e parcialmente da atividade bactericida da
propria pele. Um alto grau de especificidade esta envolvido na aderéncia de
bactérias nas superficies epiteliais. Nem todas as bactérias sdo capazes de se

aderir a pele.

A sudorese profusa, a lavagem e o banho ndo conseguem eliminar ou

modificar significativamente a flora residente normal

Os foliculos pilosos da pele sdo colonizados por bactérias nao virulentas,
que impedem a implantagcdo de microrganismos patogénicos, constituindo a
microbiota resistente. Ja a microbiota transitéria compreende microrganismos que
nao colonizam sendo assim de facil remocéo.

A analise da microbiota da pele e mucosa deveria ser feita periodicamente
nos individuos que lidam com os medicamentos, pois estes podem ter colonizado
na microbiota residente bactérias patogénicas como a Pseudomonas e o
Staphylococcus aureus, o que apresenta um grande risco de contaminagédo. O
controle de infecgdo e a biosseguranga é de grande importancia para a pratica
dos manipuladores de medicamento, a preocupagao quanto a contaminagao € um
tema bem discutido no meio da saude existindo entdo, varios estudos em
desenvolvimento.

A conduta dos profissionais que trabalham em estabelecimentos que
fabricam ou comercializam artigos médicos ou medicamentos, interfere
diretamente na qualidade final dos produtos. As pessoas sdo consideradas a
maior fonte de contaminacdo nesses ambientes, pois possuem na microbiota,

condigdes capazes de gerar inumeros contaminantes.
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2 METODOLOGIA

2.1 Materiais e métodos

2.1.1 Resumo da proposta

Durante os anos de 2006 e 2007, apds analise dos resultados de
monitoramento microbiolégico das salas limpas estudadas, observou-se uma
incidéncia maior de contaminagdes acima dos limites de alerta e agdo, mais
especificamente nos testes por contato na regido abdominal dos operadores.
Buscou-se entdo o desenvolvimento de uma barreira adicional entre a pele do
operador e o uniforme, de forma a tentar reduzir ou eliminar essas contaminacgoes

Inicialmente foi testado um avental de papel e prolipropileno, mas o0 mesmo
causava um certo desconforto nos operadores e, sendo assim, foi desenvolvida
uma camiseta. A idéia consiste na utilizacdo de uma camiseta de polipropileno,
conforme Figura 9, sob o uniforme utilizado na sala limpa. Pretende-se evitar que
particulas viaveis (microrganismos), provenientes dos corpos dos operadores, nao
ultrapassem os uniformes de trabalho e sejam detectadas nas analises de contato

nos monitoramentos diarios de rotina das duas salas limpas.

2.1.2 Preparagao e uso da camiseta

A camiseta é composta de um material trilaminado, que oferece: barreira
microbiana, repeléncia a particulas secas e umidas, alto poder de cobertura,
atoxico, alta resisténcia ao rasgo, compatibilidade com qualquer agente
esterilizante, excelente preservacdo da esterilidade dos produtos, além de néao
propagar fogo.

Este material ja era utilizado como agente de limpeza das salas limpas, e

foi observado que poderia ser também utilizado como barreira.



Figura 9. Camiseta empregada como barreira

Foi entdo enviada para a sala limpa onde foi vestida diretamente sobre a

pele do operador e sob o uniforme (Figura 10).

Figura 10. Camiseta usada pelo operador.
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2.1.3 Preparacao das placas de contato

Alguns controles sdo importantes para garantir confiabilidade na utilizagao
de placas de contato no monitoramento de superficies. Sendo assim, a seguir s&o
descritas agdes e observagdes que sao importantes para a confiabilidade dos
resultados de monitoramento.

E imprescindivel que os meios de cultura adquiridos possuam certificado
de analise , onde informagdes importantes como data de validade e condi¢des de
estocagem estejam descritas.No certificado de analise de meios de cultura
adquiridos prontos para uso, além das informacdes acima descritas, deve estar
incluido o controle de qualidade dos microrganismos usados na promogao de
crescimento e o teste de seletividade daquele meio, pelo fabricante.

Os meios de cultura devem ser preparados com agua purificada. Uma
balanca calibrada na faixa de peso adequada deve ser utilizada, assim como
vidrarias e acessorios limpos, evitando dessa forma que substancias estranhas
venham a alterar a composi¢cdo do meio final preparado. Caso seja necessario,
aquecer o meio para uma melhor dissolu¢cdo do pd. Deve-se ter cuidado com o
excesso de calor, para que nao haja degradagdo do mesmo. Um indicio de que o
meio possa ter sofrido degradacao € seu escurecimento. Uma adequada agitagao
do meio pode ser necessaria, apos a adicdo de suplementos ao meio, quando
requeridos, para sua melhor homogeneizagdo. O meios preparados devem ser
esterilizados no mesmo dia do preparo.

Mesmo dentro do prazo de validade, seja validado internamente pela
promogao de crescimento ou informado pelo fabricante, € importante que sejam
observadas as caracteristicas originais do meio como cor, consisténcia do agar e
turbidez e, caso alguma alteragdo importante seja notada, o meio deve ser
descartadg Os meios de cultura feitos ou distribuidos em frascos com tampas de
rosca sao validos, segundo Farmacopéia Americana, por um ano, devendo ser
avaliado quanto a promocao de crescimento e aspecto a cada trés meses. Os
meios de cultura apds sua distribuicdo em placas devem ter validade de um més.
A determinacédo dessa validade foi definida através de validagao local. Quando

fornecida por terceiros, a validade respeita o informado pelo fabricante no
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certificado de analise. No entanto é importante registrar que essas validades
foram confirmadas internamente por validagao .

Os meios de cultura devem ser acondicionados a temperatura ambiente.
As placas preparadas no laboratério devem ter identificagdo do nome do meio e
da data de preparo e validade. As placas ndo devem ser estocadas em
temperaturas abaixo de 0 °C, pois 0 congelamento pode causar danos ao meio e
devem ser mantidas protegidas de luminosidade e temperaturas excessivas. A
faixa de temperatura ideal para conservacgao das placas deve ser de 2 a 8 °C.

O pH de cada lote de meio de cultura deve ser confirmado antes e apos o
processo de esterilizagdo. Na avaliagdo do meio pode ser acoplado ao
potencidmetro um eletrodo com sonda plana, para que seja feito contato direto na
superficie do agar. A variacdo nao deve ser maior que + 0,2 do valor indicado no
frasco pelo fabricante.

O meio de cultura utilizado para os testes de contato foi o agar tripticaseina
de soja da BBL™ (Trypticase Soy Agar with Lecithin and Polysorbate 80 cat Nr
211764 dehydrated — 500g). As placas de contato, também denominadas em
inglés de RODAC (Replicate Organism Detection And Counting), sdo preparadas
da seguinte forma:

e Suspensao de 45,7 g de p6é do meio de cultura agar tripiticaseina de soja
com lecitina e polissorbato 80 em 1 litro de agua purificada (agua potavel
purificada por processos de filtragdo ou osmose reversa);

e Mistura intensa até dissolugdo, completando esta etapa através de
aquecimento e fervura do meio;

e Autoclavagao do meio preparado em baldo apropriado por 15 minutos a
121° C;

e Enchimento das placas de contato sobre fluxo laminar com o volume de
16,5 a 17,5 mL por placa, fechando as mesmas e incubando por 5 dias a
30-35° C;

e Apoés este periodo, utilizam-se no teste de contato, apenas as placas com

auséncia de crescimento microbiolégico.



61

2.1.4 Monitoramento da superficie da area abdominal

O monitoramento foi realizado com a utilizagdo da camiseta, sempre que
as linhas de fabricagcdo se encontravam em operacao e obedecendo a sequéncia
de uma determinacdo a cada turno de trabalho, uma vez que na mudanca de
turno ocorria também a substituicdo do operador da linha. Assim sendo, o niumero
de determinagdes efetuadas estava diretamente relacionado aos periodos nos
quais houve producéo.

Cada determinacao seguiu as seguintes etapas:

e Antes da utilizagdo, a placa foi pré-incubada e verificada quanto a
auséncia de contaminag¢ao do meio de cultura.

¢ A placa foi identificada com data e hora da amostragem.

e A placa foi aberta dentro da sala limpa pelo proprio operador e
pressionada durante 10 segundos contra o abdémen sobre o uniforme,
que € um tempo suficiente, para a coleta de organismos viaveis, além de
manter o mesmo padréo de amostragem em todas os testes.

e A placa foi entdo incubada por 5 dias entre 30 e 35°C

e Apés este periodo, a placa foi inspecionada para verificacdo de auséncia
ou presencga de crescimento microbioldgico e em seguida descartada.

E importante ressaltar que, de acordo com o procedimento padrdo de
operacao das linhas de produgao analisadas, somente se buscou a identificacdo
dos microrganismos, quando o limite de alerta, com relagdo ao controle
microbiolégico foi ultrapassado. Além disso, muitas das investigagbes puderam
chegar apenas ao tipo de microrganismo, bactérias, fungos ou leveduras, pois
nao houve resposta ao método de identificagdo com relagdo ao género e espécie.

De acordo com o procedimento operacional padrao das linhas analisadas,
os limites de alerta e acédo, quando ultrapassados, devem ser investigados e suas
possiveis causas eliminadas, através de acgbes estabelecidas. Porém, essas
analises e agdes, nao fizeram parte do conteudo deste trabalho, uma vez que o
foco do mesmo foi 0 uso da camiseta, como barreira.

Deve-se ainda ressaltar que os limites de alerta e agao foram alterados

durante o periodo de coleta de dados da seguinte forma:
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e Em outubro de 2004 o limite de alerta foi mantido em = 3 UFC/placa e o
limite de acgao passou de = 15 UFC/placa para = 5 UFC/placa.

e Em agosto de 2005 o limite de alerta passou de = 3 UFC/placa para = 1
UFC/placa e o de agao passou de = 5 UFC/placa para = 3 UFC/placa.
Portanto todo o trabalho de investigagdo da forma, género e espécie de

microrganismos foi norteado por esses critérios e por essas alteragbes ao longo
do periodo estudado. Assim sendo, € possivel que o tipo de coldnia encontrado
em determinado periodo, n&do tenha sido identificado, pelo fato do limite de acéo

na época da contaminagéao, nao ter sido atingido.

2.1.5 Identificagdo dos microrganismos

As analises microbiolégicas efetuadas seguiram o0s seguintes

procedimentos :

a) Isolamento de colbnias e purificagdo de culturas

Ao detectar-se crescimento microbiano no meio, observou-se atentamente
a placa para verificar se havia apenas um tipo de colénia ou mais. Para o
isolamento e purificagdo das culturas, retirou-se uma pequena porcdo da parte
central da colénia com alga bacteriolégica estéril e semeou-se em placa contendo
meio de cultura sdélido nao seletivo TSA ou agar sangue, através do esgotamento
do in6culo por estrias.

N&o havendo suspeita de que tipo de microrganismo estava sendo isolado
(bactérias, fungos miceliados ou leveduras), incubou-se a placa entre 30 e 35°C,
durante 24 a 72h.

Se, pelo aspecto da colbnia, fosse possivel classificar o microrganismo em
um dos trés grupos citados acima ou se a cultura fosse uma cepa padrao,
incubou-se a placa, conforme descrito abaixo:

e Bactérias aerdbias: temperatura entre 30 e 37 °C, de 24 a 72 h;
e Bactérias anaerodbias: em jarra de anaerobiose contendo inibidor de

oxigénio em temperatura entre 30 e 37°C, de 24 a 72h.



63

b) Identificacdo Macroscopica de Fungos Filamentosos

Por possuirem caracteristicas especificas com relacdo ao aspecto da
colbnia, os fungos filamentosos podem ser diferenciados de bactérias e leveduras
apenas através da observacao das colbénias. As colbnias de fungos filamentosos
sdo constituidas por elementos multicelulares em forma de tubos (hifas). O
conjunto de hifas € denominado de micélio e o mesmo se desenvolve no interior
do substrato. As coldnias sao cotonosas ou em forma de pd(secas) e podem
apresentar varias coloracdes, sendo estas distintas nos dois versos da placa de
Petri.

c) ldentificacdo Macroscopica de Bactérias e Leveduras
Existem diversas morfologias de colénias de bactérias e leveduras e os
principais pontos a verificados foram:
e Tamanho da colénia
e Coloracao;

e Opacidade, transparéncia e translucidez;

e Forma;

o Elevacao;
e Superficie;
e Bordas;

e Formacao de muco.

d) Identificagdo Microscopica de Bactérias e Leveduras

Para classificar uma colénia como sendo de bactérias ou leveduras, fez-se
necessario realizar uma identificagdo microscépica, para a observacdo das
caracteristicas celulares.

Realizou-se entdo a coloracdo de Gram, para que, além da classificagao do
microrganismo como levedura ou bactéria, também se pudesse classifica-lo no
segundo caso, como Gram positivo ou Gram negativo.

A coloracdo de Gram e um método de coloragao diferencial utilizado em

microbiologia que permite a classificagcdo dos microrganismos em dois grupos: 0s
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gram positivos (+), que apos a coloracdo apresentam cor violeta; e os gram
negativos (-), que apos a coloragao apresentam cor vermelha ou rosa escuro.

O método da coloragdo de Gram é baseado na capacidade das paredes
celulares de bactérias Gram-positivas reterem o corante cristal violeta no
citoplasma durante um tratamento com etanol-acetona, enquanto que as paredes
celulares de bactérias Gram-negativas ndo o fazem. Esta diferengca se deve as
diferencas existentes na composicdo quimica da parede celular dos
microrganismos (BIER, 1990).

e) ldentificagado bioquimica de microrganismos

A identificacdo bioquimica de microrganismos foi realizada através do
equipamento Vitek, que consiste em um sistema automatizado para identificacédo
de bactérias e leveduras. As unidades de leitura sdo conhecidas como cartoes,
cujas respostas bioquimicas conduzem as leituras especificas de variagdes
colorimétricas e de turbidez.

Embora o Sistema Vitek identifique as principais espécies de
microrganismos de interesse em ambientes e preparagdes farmacéuticas, assim
como, as cepas padrdo estocadas no Laboratério de Controle Microbiolégico,
existem alguns grupos de microrganismos especificos que necessitam de outros
métodos para serem identificados, como as bactérias corineformes e os
lactobacillus. Para identificar esses microrganismos utilizou-se os kits de
identificacao API bioMerieux.

Cada cartao de identificagdo, denominado de cartao Vitek, possui 30 pogos
que contem substratos bioquimicos sob uma forma desidratada.

Sao os seguintes os tipos de cartdes Vitek utilizados:

e Cartdo GNI - utilizado na identificagdo de bacilos gram-negativos
fermentadores, membros da familia Enterobacteriaceae. A
suspensao do microrganismo em salina deve corresponder a 1 na
escala Mc Farland, ou seja, a zona azul no colorimetro Vitek.

e Cartdo NFC - utilizado na identificagdo de bacilos gram-negativos
nao-fermentadores. A suspensdo do microrganismo em salina deve
corresponder a 1 na escala Mc Farland ,ou seja, na azul no

colorimetro Vitek .
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Cartdo GPI - utilizado na identificagcdo de cocos gram-positivos
(Streptococcus,  Staphylococcus, Enterococcus) e  outros
microrganismos Gram (+), como por exemplo algumas espécies do
género Corynebacterium. A suspensao do microrganismo em salina
deve corresponder a 0,5 na escala Mc Farland , ou seja, a zona
vermelha no colorimetro Vitek .

Cartdo BAC - utilizado na identificagdo de bacilos gram-positivos
pertencentes a familia Bacillaceae, como por exemplo o género
Bacillus. A suspensdo do microrganismo em salina deve
corresponder a 0,5 na escala Mc Farland ,ou seja, a zona vermelha
no colorimetro Vitek .

Cartao ANI - utilizado na identificacdo de bactérias anaerdbias e
microaerofilas. A suspensdo do microrganismo em salina deve
corresponder a 3 na escala Mc Farland, ou seja, a zona amarela no
colorimetro Vitek .

CartaoYBC - utilizado na identificagao de leveduras. A suspenséao do
microrganismo em salina deve corresponder a 2 na escala Mc

Farland, ou seja, a zona verde no colorimetro Vitek .

. De acordo com o resultado da coloracdo de gram, semear o

microrganismo em meio de cultura adequado conforme a seguir:
Cocos gram-positivos (agar sangue)

Bacilo gram-negativo (agar sangue)

Bacilo gram-positivo Agar Tripticase de soja (agar tripticaseina de
soja - TSA)

Levedura Agar saboraud dextrose (agar saboraud dextrose - SDA)

. Apos nédo mais que 24 horas de incubagdo no agar apropriado, devem-se

realizar alguns testes bioquimicos preliminares, dependendo das caracteristicas

morfoldgicas e tintoriais dos microrganismos conforme abaixo:

Bacilos gram-negativos - teste de fermentagado de glicose e teste de
oxidase.
Cocos gram-positivos - teste da catalase, coagulase e propriedades

hemoliticas.
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Apos o resultado da coloracdo de Gram e dos testes bioquimicos

necessarios, verificou-se através do esquema da Figura 11, qual o cartao Vitek a

ser utilizado:

f) Descrigao dos testes enzimaticos e bioquimicos preliminares

Teste de Oxidase: este teste é utilizado para diferenciar microrganismos
produtores da enzima citocromooxidase dos nao produtores, Realizar o
teste de oxidase, retirando-se uma algada da colbnia isolada e esfregando-
a sobre uma tira indicadora do teste. O aparecimento de uma mancha roxa
na tira indica reacao positiva para oxidase.

Teste de Catalase: a catalase e uma enzima que atua sobre o peroxido de
hidrogenio, desdobrando-o em agua e oxigénio. O teste da catalase e
utilizado principalmente para diferenciacédo entre os Staphylococcus ,que
sdo catalase positivos e os Streptococcus,que sao catalase negativos.
Realizar o teste de catalase (peroxidase) aplicando-se de uma a duas
gotas da solugdo de H202 1% sobre a colonia. A ocorréncia de
efervescéncia indica reagao positiva para catalase. Este teste ndo deve ser
realizado sobre agar-sangue, pois haveria sempre reagao positiva, devido
a presenga de hemacias. Neste caso deve-se realizar o teste em lamina de
vidro ou em outro meio de cultura.

Teste de Coagulase: este teste detecta a producédo de coagulase livre e é
utiizado para a diferenciacdo entre espécies de Staphylococcus. Os
S.aureus sao coagulase positivos e as outras espécies de Staphylococcus
sdo coagulase negativos. Realizar o teste de coagulase,segundo o boletim
técnico que acompanha o kit.

Propriedades Hemoliticas: teste que avalia os tipos de hemdlise de culturas
do género Streptococcus em meio de cultura contendo sangue (agar
sangue). Este teste deve ser feito para colbnias de cocos gram-positivos
catalase-negativas. Avaliar as caracteristicas do meio agar sangue ao
redor das colonias para classifica-las em dois grupos: 1.p-

hemoliticos:causam a lise total das hemacias 2. Nao B-hemoliticos: podem
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ser a-hemoliticos (causam a lise parcial das hemacias) e y-hemoliticos (nao
causam a lise das hemacias).

Teste de Fermentacao de Acgucares (em agar TSI): este teste € utilizado
para diferenciar os bacilos Gram negativos Fermentadores dos N&ao
Fermentadores de glicose. Utilizar o meio de cultura agar Triplice Acucar-
Ferro (TSI). Preparar o meio de cultura em tubos inclinados, de modo que
o fundo e a parte inclinada tenham comprimento igual (cerca de 3 cm
cada). A porcao inclinada, exposta ao oxigénio e aerdbia e o fundo, que
esta protegido do ar, e relativamente anaerdbiq. Para inoculagdo do meio
tocar a colbnia em estudo com a extremidade da agulha de inoculagéo e
em seguida introduzir na profundidade (fundo) do agar. A agulha deve ser
retirada do fundo do agar, seguindo-se a linha de inoculagdo e entéo a
porcao inclinada deve ser semeada em estrias. Incubar o meio a 35°C,
durante 24h. Apds o periodo de incubacido observar as por¢des do tubo
com relagédo aculturagao e classificar o microrganismo como Fermentador
ou Nao Fermentador de glicose.

A coloracao vermelha indica alcalinidade, a amarela indica acidez e a preta
indica acidez com produgcao de H2S. Os resultados devem ser avaliados
utilizando-se a Tabela 9 e através da Figura 11 deve ser escolhido o cartdo

a ser utilizado para identificagdo do microrganismo em estudo.
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Gram
(+) )
Bacilos Cocos Bacilos
Microrganismo Microrganismo nao
fermentador fermentador
Cartdo BAC Cartéo GPI Agar TSI
Catalase Cartao GNI Cartdo NFC
(+) )
Oxidadase
Marcar 1* mark N marcar 1* mark]
71" (+) a
| Coaqulase | Beta-hemolise Marcar 1* mark
(+ ) -
Aarcar 2* mark Marcar 2* mark N marcar 1* mark
O Or—=
N marcar 2* mark N marcar 2% marl§

Figura 11. Esquema dos testes preliminares e escolha dos cartdes Vitek para

identificacdo de microrganismos.
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Tabela 9. Interpretagao do teste de fermentacao de carbohidratos

Resultados

Interpretacao

Exemplos

Pico alcalino ( vermelho)

Fundo alcalino (vermelho)

Auséncia de fermentadores de

carbohidratos

P.aeruginosa

Pico alcalino ( vermelho)

Fundo acido (amarelo)

Fermentacgéao de glicose,
auséncia de fermentagcdo de

sacarose e lactose

Espécies de

Shigella

Pico acido ( amarelo)

Fermentagao de glicose,

E.coli e espécies de

Fundo acido (amarelo) lactose e / ou sacarose Klebsiela
Pico alcalino/Fundo acido | Fermentagao de glicose, | Espécies de
(Preto - H2S) auséncia de fermentagdo de | Salmonella,

lactose e sacarose e producao

de sulfeto de hidrogénio

Citrobacter e

Proteus

A Figura 12 representa um cartdo Vitek para identificacdo de

microrganismos e a Figura 13 mostra o equipamento contendo o sistema de

incubacao a direita onde é feita a leitura, para posterior visualizagdo no monitor,

O numero de identificacdo do cartdo corresponde a um numero sequencial e

Unico de forma a evitar misturas de laudos e cartoes.

e DS .Dash Number - numero utilizado para diferenciar colénias numa

mesma placa.

e External Mark - local para marcar com caneta marcador para retro

projetor os testes enzimaticos positivos.

e Porta de Entrada - local onde deve ser conectado o tubo de

transferéncia.

e As external marks sdo identificadas de acordo com o resultado dos

testes enzimaticos:

. a) Bacilo Gram(-) oxidase(+). identificar a 12 external mark;

b) Cocos Gram(+) catalase(+). identificar a 12 external mark - identificar a

22 external mark se também for coagulase(+);
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c) Cocos Gram(+) catalase(-). nao identificar a 12 external mark -
identificar a 2% external mark se o microganismo for f-hemolitico.
NOTA: Os testes enzimaticos com resultados negativos ndo sdo marcados nas

external marks.

N°de identificacdo do cartido
I
i Porta de entrada

"
-

’ II F! F .

-
-
FowoweN NUumero DASH
>

=
T Marcacoes externas

Figura 12 -Cartao Vitek
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Figura 13- Sistema Vitek

Ao ligar o monitor do equipamento aguardar a estabilizacao e testes.
Preencher os campos referentes a amostra,

Apos realizar o cadastro da amostra no Sistema Vitek, deve-se
escolher o cartdo apropriado e preenché-lo de acordo com o
esquema descrito nas Figuras 12 e 13

Preparar uma suspensdo do microrganismo a ser identificado em
1,8 mL de salina estéril 0,45-0,50% em tubo.

Ajustar a transmitancia da suspensao, de acordo com a faixa
especificada no colori metro do Vitek dependendo do tipo de cartao
utilizado.

Registrar no cartao Vitek, o n° de identificacdo sequencial

Colocar a haste de transferéncia no tubo contendo a suspenséo do
microrganismo e conecta-la ao cartao Vitek.

Colocar o conjunto descrito acima na estante de suporte e
transportar a mesma para o Vitek, para que haja a transferéncia a
vacuo da suspensao para o cartio.

Observar se o cartdo encontra-se devidamente preenchido com a
suspensdo. Caso o cartdo ndo esteja devidamente preenchido ou
apresente muitas bolhas, deve-se repetir todo o procedimento
utilizando-se inoculo, haste de transferéncia e cartdo novos.

Selar o cartdo utilizando-se o plug selador.

Verificar no sistema Vitek o status da préxima coluna (tray )a ser
lida, ou seja, o horario de leitura e qual das colunas estara
disponivel para o cartaq.

Observar se a temperatura no display encontra-se entre 35 e 36°C.
Com o laudo de entrada ja preenchido e salvo, inserir o cartao Vitek
no leitor-Incubadora na coluna apropriada.

Em seguida, dar inicio a leitura.

OBS. O cartdo ANI nao deve ser inserido no Leitor-Incubadora. Apos ser

inoculado através do vacuo, o cartdo deve ser incubado durante quatro horas a
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uma temperatura entre 35 e 37°C. Apds o tempo de incubacéao, deve-se realizar a
leitura dos testes consultando a planilha do resumo dos resultados ANI, que
encontra-se no Manual de Referéncia de Microbiologia Vitek ,e os resultados
devem ser adicionados manualmente no Sistema Vitek para que o laudo de
Identificacdo possa ser emitida.

Quando os resultados dos testes do cartdo nao se assemelham
suficientemente ao de qualquer espécie ou grupo de espécies na base de dados
do equipamento ndo € possivel apresentar uma identificacdo aceitavel. Sendo por
este motivo, as seguintes causas, as mais comumente presentes:

¢ Demasiados resultados positivos: Esta situacdo ocorre normalmente
quando se utiliza um inoculo misto ou quando existem bolhas no(s)
poco(s) de teste.

e Poucos resultados positivos: Esta situacdo ocorre normalmente
quando um cartdo nao e suficientemente inoculado (suspensao
pouco concentrada) ou quando se utiliza uma cultura antiga (com
mais de 24 horas).

e O cartdao foi inoculado com um isolado que n&o pode ser
uniformemente suspenso na solugao salina entre 0,45% a 0,50%.

e O isolado testado € um biotipo de espécie rara ou cuja espécie nao
esta incluida na base de dados do Sistema. Neste caso, arquiva-se
0 bionumero gerado no relatério para que o microrganismo possa
ser cadastrado no Sistema Vitek apds 10 ocorréncias com 0 mesmo
namero.

Deve ser realizado, também o controle negativo da salina 0,45%-0,50%,
utilizada no preparo das suspensdes dos microrganismos, através da técnica
spread plate (0,5mL da salina em TSA).

Incubar durante cinco dias de 30 a 35°C. Descartar a solugcio salina caso
haja crescimento microbiano. Assim com a salina, os cartdes também sofrem um
controle de qualidade, desta forma verifica-se 0 desempenho dos cartoes a cada

novo lote recebido, utilizando-se microrganismos previamente conhecidos. .
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3 RESULTADOS
Para a analise dos resultados consideraram-se trés aspectos: numero total
de testes onde houve crescimento, microrganismos encontrados e numero total

de unidades de formadoras de coldnias.

3.1 Numero total de testes onde houve crescimento

Na Tabela 10 sdao mostrados os resultados e observa-se que durante os
anos de 2004, 2005 e 2006, quando a camiseta nao foi utilizada, o percentual de

placas onde houve contaminagao ficou entre 7 € 9 %.

Tabela 10. NUmero total de testes onde houve crescimento

2004 2005 2006 2007
Més N° de N° de placas N° de N° de placas N° de N° de placas N° de Placas
Amostras  contaminadas  Amostras contaminadas  Amostras contaminadas  Amostras  contaminadas
Jan 29 5 37 0 36 7 34 1
Fev 51 7 6 0 64 4 36 2
Mar 64 8 85 12 60 7 8 2
Abr 45 3 49 6 38 3 45 4
Mai 75 4 62 4 77 2 35 1
Jun 56 0 63 3 58 5 31 1
Jul 35 4 54 5 39 1 31 1
Ago 62 3 36 9 26 3 29 0
Set 63 5 68 8 59 3 44 0
Out 53 3 50 4 66 4 89 1
Nov 65 3 48 4 43 3 66 5
Dez 39 1 38 1 10 1 74 1
Total 637 46 (7,2%) 596 56 (9,4%) 576 43 (7,3%) 522 19 (3,7%)

Ja durante o ano de 2007, quando a camiseta foi utilizada durante todo o
periodo, o percentual de placas contaminadas ficou em torno de 4%.

E importante mencionar que o nimero de amostragens varia de acordo
com o numero de vezes que as linhas estudadas encontravam-se em operagéo.
E, neste caso, pode-se observar que, embora o numero de amostragens durante
2007 tenha sido menor que nos demais anos, ele representa muito bem a

tendéncia de redugao do numero de placas contaminadas com o uso da camiseta.
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No Grafico 1 pode ser observado de forma mais clara, a tendéncia de
queda do numero de testes com contaminagcdo durante o ano de 2007 em

comparagao com os demais anos.

Percentual de placas com crescimento
microbioldgico

10,00%

Uso da barreira
(camiseta)

8,00%
6,00%-

4,00%

2,00% |

0,00%"

2004 2005 2006 2007

Grafico 1. Percentual de testes onde ocorreram contaminacgdes.

3.2 Numero total de unidades de formadoras de colbnias

Nesta analise objetivou-se avaliar o numero total de coldnias formadas
durante nas amostragens, independentemente do numero de placas com
crescimento. Este dado é muito importante, na medida em que se pode observar
que o numero de unidades formadoras de coldnias foi nitidamente reduzido com o
uso da barreira (camiseta), durante as operacdes, o que pode ser observado na

Tabela 11 e no Grafico 2.



Tabela 11. Nimero de unidades de formadoras de colonias

75

2004 2005 2006 2007
Més N°Placas UFC N°Placas UFC N°Placas UFC N°Placas UFC
Jan 29 7 37 0 36 7 34 3
Fev 51 12 6 0 64 4 36 2
Mar 64 27 85 34 60 12 8 3
Abr 45 4 49 38 45 4
Mai 75 12 62 77 35 3
Jun 56 63 15 58 26 31 1
Jul 35 54 5 39 1 31 2
Ago 62 36 15 26 3 29 0
Set 63 26 68 17 59 3 44 0
Out 53 12 50 66 7 89 1
Nov 65 4 48 43 6 66 5
Dez 39 1 38 10 1 74 1
Total 637 115 (18,0%) 596 113 (18,9%) 576 78 (13,5%) 522 215 (4,8%)
Percentual de unidades formadoras de col6nias
20,00% 1
18,00%
16,00%’ Uso da barreira
14,00% (camiseta)
12,00% |
10,00%
8,00%:-
6,00%
4.00%
2,00%
0,00%-
° 2004 2005 2006 2007

Grafico 2. Percentual de colonias formadas
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Embora o numero total de colénias tenha reduzido no ano de 2007, é
interessante observar que no ano de 2006, mesmo sem o uso da barreira, 0
numero percentual total de colénias formadas foi significativamente menor quando
comparado aos anos de 2004 e 2005. Esta diferenca pode ser atribuida as
possiveis variagdes do sistema, uma vez que diversos foram os operadores
testados ao longo dos anos estudados. Antes de ingressar nas salas limpas,
todos os operadores sé&o obrigados por norma interna, a fazer uma limpeza de
todo o corpo, através de um banho com sabonete antisséptico, que reduz
significativamente a quantidade de microrganismos em seus corpos. Porém, néo
se pode afirmar que todos os operadores conseguem a mesma redugao de
microrganismos com esta medida, pois além do ato de tomar banho ser um
processo impossivel de ser validado, a quantidade de microrganismos nos corpos
dos operadores, varia de uma para outro, e até mesmo, de um dia para outro
quando se trata do mesmo operador. De qualquer forma, e com todas essas
variaveis, pode-se observar uma tendéncia de redugdo do numero de colbnias
formadas com o uso da camiseta.

Embora o que se pretende é que todos os resultados sejam sempre
negativos com relagdo aos monitoramentos microbioldégicos, ndo se consegue
eliminar totalmente essas ocorréncias, porém o risco de contaminacdo dos
produtos fabricados nas salas analisadas é praticamente nulo, uma vez que de
uma forma geral, os produtos contém conservantes que impossibilitam o
crescimento de microrganismos e, além disso, a grande maioria sofre um
processo de esterilizagao final por autoclavagdo apds o enchimento, que elimina
qualquer forma de vida que possa ter contaminado uma ou mais ampolas.

Além disso, os operadores sao treinados sobre como devem se comportar
na sala de forma a reduzir ao maximo o risco de que uma particula viavel
contamine uma ou mais ampolas. Eles devem fazer movimentos leves ao
trabalhar na sala, de forma a evitar turbuléncias no ambiente e, além disso,
sabem que ndo devem manipular ou se movimentar proximos a zona de
enchimento, onde as ampolas estdo abertas. Desta forma, mesmo que

eventualmente ocorra migragdo de particulas do corpo para a superficie externa,
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com esses cuidados de operacgao, € muito pouco provavel a ocorréncia de uma
contaminacao.

Mesmo com o baixo risco de contaminacdo mencionado acima nas salas
estudadas, toda vez que ocorre uma contaminagao acima do limite de alerta, em
qualquer monitoramento microbiolégico, e ndo apenas nos controle de superficie,
como € o0 caso da regido abdominal, o lote produzido naquele momento, é
novamente amostrado e analisado com uma quantidade maior de ampolas.

O Grafico 3 mostra que houve uma redugdo em 2007, dos principais
contaminantes que sao cocos G+ e bacilos G+, porém com relacdo a presenca de
fungos e leveduras, no ano de 2005, mesmo sem o uso de barreira, ndo houve
ocorréncia desses tipos de microrganismos. De qualquer forma, vale lembrar que
a identificagdo dos microrganismos somente foi efetuada, quando os limites de

alerta, ja mencionados, foram ultrapassados.

Incidéncia por tipo de microrganismo

@ Cocos G+

W Bacilos G+
[1Fungos

[J Leveduras

Vezes em que ocorreu
O =~ N WP, O1LOON

2004 2005 2006 2007

Grafico 3. Incidéncia por tipo de microrganismo
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3.3 Microrganismos encontrados

Conforme ja mencionado anteriormente, as bactérias Gram positivas sao
os principais habitantes da superficie da pele humana. E neste caso, embora
sejam os cocos, a forma mais comumente encontrada, pode haver ocorréncia
grande também da forma bacilos.

Na Tabela 12 observa-se que a maioria dos microrganismos identificados
sdo os mais comumente encontrados na pele humana, como cocos e bacilos
gram positivos. Pode-se observar ainda que eventualmente ocorreu o crescimento
de fungos e leveduras, que também podem estar associados a pele. Analisando
ainda o Grafico 3, ndo se pode afirmar que a barreira foi seletiva, a ponto de
reduzir a incidéncia de uma determinada forma de microrganismo, uma vez que
as principais formas, cocos e bacilos gram positivos, cresceram nas amostras de
2007, embora com uma menor incidéncia.

A seqguir estdo descritas algumas caracteristicas dos microrganismos encontrados

durante os monitoramentos:
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Tabela 12 Microrganismos encontrados
2004 2005 2006 2007
Més Dia Microrganismo Dia Microrganismo Dia Microrganismo Dia Microrganismo
Turno Turno Turno Turno
"
Jan 31T Leveduras 23T Cocos G+
(C. laurentii) (S.auricularis)
Fev
Mar 15T Bacilos G+ 22M Bacilos G+ 11U Bacilos G+ 28T Leveduras
Penicillium Cocos G+ Cocos G+ Candida famata
Cocos G+ (S.sciuri)
26T Bacilos G+ 20T Cocos G+
Bacilos G+
4M 27M Bacilos G+
30T Cocos G+
Abr 3T Cocos G+
6T Bacilos G+
Mai 19M Bacilos G+ 16T Cocos G+
Cocos G+
Jun 11U Cocos G+ 12N Cocos G+
18U Cocos G+ (S.haemolyticus)
23T Bacilos G+
Bacilos G-
Jul 31T Micrococos 27T Bacilos G+
(S. maltophilia)
Ago
Set 14T Cocos G+ 22T Bacilos G+
(S.auiricularis)
Leveduras
20T Cocos G+
(S.captis)
Bacilos G+
18U Cocos G+
(S.epidermidis)
Out 8T Cocos G+ 16T Bacilos G+
(S.haemolyticus) (B.megaterium)
Nov 3M Bacilos G+ 14T Cococs G+
(B.megaterium) (S.epidermidis)
23T Bacilos G+ Candiada famata
Cocos G+ Bacilos G+
16T (B.megaterium)
Dez

(*) Turno: M=manha, T=tarde, N=noite, U=unico
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A seguir estdo descritas algumas caracteristicas dos microrganismos

encontrados durante os monitoramentos:

3.3.1 Penicillium

Penicillium é um género de fungos que cresce em matéria organica morta,
como queijos, cereais ou frutas. Varias espécies produzem bactericidas
(antibidticos) que permitem ao fungo lutar contra a competicao feroz das bactérias
saprofitas pelo alimento. Na Figura 14 oberva-se as caracteristicas morfologicas

deste fungo.
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Figura 14. Penicillium sp

3.3.2 Cocos

Sao células esféricas que, quando agrupadas aos pares, recebem o nome
de diplococos. Quando o agrupamento constitui uma cadeia de cocos estes séo
denominados estreptococos. Cocos em grupos irregulares, lembrando cachos de
uva, recebem a designagao de estafilococos. Nem sempre foi possivel identificar
0 género e a espécie dos cocos encontrados nos diversos testes, sendo esta

forma a que mais ocorreu durante os monitoramentos.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Imagem:Penicillium_labeled.jpg
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3.3.2.1 Estafilococos

Staphylococcus, segundo a nomenclatura latina internacional, ou em
portugués Estafilococos, sdo um género de bactérias Gram-positivas, com forma
de cocos que causam doencgas no ser humano. Os estafilococos sdo um dos mais
comuns patégenos do homem. Eles evoluiram conosco durante muitos milhdes de
anos e desenvolveram defesas e contra-ataques O estafilococos tém forma
esférica (sdo cocos), cerca de 1 microbmetro de diametro e formam grupos com
aspecto de cachos de uvas (staphylé é a palavra em grego para cacho de uvas).
Apos técnica Gram, sdo roxos ao microscoépio optico, logo Gram-positivos, devido
a sua membrana simples e parede celular de peptidoglicano grossa constituida
por mureina, acido teicdico e polissacarideos. Os estafilococos sdo anaerdbios
facultativos, ou seja, podem viver em meios aerobios, usando oxigénio, ou
anaerobios através de fermentagcdo, mas crescem muito mais rapido
aerobicamente. Nao tém flagelo nem cilios logo sao incapazes de se mover por si
s0. A sua temperatura preferida € de 37°C, a mesma do corpo humano. Existem
em todo o mundo. Os estafilococos existem na pele de todas as pessoas,
geralmente  estirpes pouco virulentas (coagulase-negativas), embora
frequentemente existam também Staphylococcus aureus sem causar doenga. Por
vezes também existem no intestino e trato urinario. S&o destruidos por
desinfectantes, sabdo e altas temperaturas. Resistem bem a desidratacao,
durante largos periodos. Passam de pessoa para pessoa pelo contacto direto ou
com objectos. As feridas e outras aberturas na pele, estados de debilidade,
operagoes cirurgicas e doengas podem levar a um organismo até entdo inofensivo

se transformar em invasor.

Staphylococcus epidermidis € uma espécie de bactéria ,caracterizada por
ser coagulase negativa e catalase positiva, conforme apresentado na Figura 15.
Trata-se de uma espécie comensal da pele e responsavel por infecgdes
hospitalares, através de catéteres, sondas (material de plastico). A espécie nao
produz toxinas e faz parte da microbiota enddégena humana. As infecgbes

causadas por esta espécie sdo geralmente de origem hospitalar.
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Figura 15. Staphylococcus epidermidis.

Staphylococcus haemolyticus é um coco Gram-positivo, coagulase
negativo e catalase positivo. E frequentemente encontrado como um organismo

comensal em peles de animais e seres humanos.

3.3.3 Bacilos

E a designagdo comum as bactérias, que possuem forma de bastonetes
(Figura 16), sendo em geral patogénicas para os seres humanos e demais
mamiferos, como € o caso do Bacillus anthracis, causador do antraz. O Bacillus

cereus causa gastroenterites e outras infecgoes..
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Figura 16. Bacillus
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Bacillus megaterium (Figura 17) € uma espécie de bactéria em forma de
haste e gram-positiva do genero Bacillus usada como inoculante de solo na

agricultura e horticultura.

Figura 17. Bacillus megaterium

3.3.4. Leveduras

As leveduras, representadas na Figura 18, assim como os bolores e
cogumelos, sao fungos. Apresentam-se caracteristicamente, sob forma unicelular.
A etimologia da palavra levedura tem origem no termo latino levare com o sentido
de crescer ou fazer crescer, pois as primeiras leveduras descobertas estavam
associadas a processos fermentativos como o de paes e de mostos que
provocam um aumento da massa do pao ou do volume do mosto pela liberagao

de gas e formagao de espuma nos mostos.

Como células simples, as leveduras crescem e se reproduzem mais
rapidamente do que os bolores. Sdo mais eficientes na realizacdo de alteragbes

quimicas, por causa da sua maior relagao area/volume.
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Figura 18. Leveduras

Criptococos laurentii (Figura 19), € uma levedura encapsulada. Foi
primeiramente identificada na natureza, em suco de péssegos, mas a maior
incidéncia deste género € em solo contaminado com fezes de pombos e em

arvores de eucalipto com a espécie neoformans.

Figura 19. Criptococos laurentii

Candida famata € uma espécie comum isolada de ambiente, usualmente

associada a pele (Figura 20).
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Figura 20. Candida famata

Stenotrophomonas maltophilia podem ser encontradas em ambientes
aquosos, solo e plantas, incluindo &gua, urina e secregdes respiratérias. E usada

para aplicagdes de biotecnologia.

Figura 21. Stenotrophomonas maltophilia
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4 CONCLUSAO

O estudo teve como instrumento basico, a analise de particulas em um
ambiente indoor muito especifico, que € o de fabricagdo de produtos
farmacéuticos injetaveis. Foram abordadas especialmente , as particulas oriundas
do ar insuflado nessas salas, assim como do corpo das pessoas que nelas
trabalham, e que devem ser controladas, de forma a evitar riscos de
contaminagao e prejuizos a saude de quem consome esses medicamentos.

Mais especificamente, o estudo ficou restrito as particulas, chamadas
bioldgicas ou bioaerossois, oriundas do corpo humano, e foi testado o uso de uma
camiseta, como barreira a exposicao dessas particulas no ambiente da sala de
operagao.

O uso da camiseta sob o uniforme, ndo € uma barreira totalmente eficaz,
porém, houve reducgdo significativa da incidéncia de resultados positivos com
relagdo ao numero de placas contaminadas.

Nos testes positivos encontrados durante os anos de 2004, 2005 e 2006,
ocorreram valores percentuais de contaminacdo na faixa de 7 a 9 %, ao passo
que no ano de 2007 esses valores cairam para cerca de 4%, obtendo-se uma
reducao de cerca de 50%.

A barreira ndo foi seletiva, ou seja, ndo eliminou a passagem de um ou
outro microrganismo, uma vez que OS microorganismos que tiveram maior
incidéncia; cocos e bacilos gram positivos, também foram identificados nos testes
com o uso da mesma.

Com relagdo a analise do numero total de colénias formadas, percebe-se
também uma reducao relativa destas com o uso da barreira, quando comparadas
aos anos de 2004, 2005 e 2006 com o ano de 2007.

Na aplicacdo da camiseta como barreira, ndo ha retorno mensuravel, uma
vez que nao existe relagao direta de seu uso com aumento de produtividade, ou
reducdo de numero de unidades de producgao refugadas. O que se pode afirmar é
que existe uma reducao do risco de contaminagado dos produtos envolvidos, com
a reducédo dos niveis de contaminagao percebidos durante o monitoramento.

O uso desta barreira € recomendado para todos aqueles que desejam
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reduzir riscos de contaminacao deste tipo de ambiente, com consequente redugao
do risco de contaminac&o dos produtos envolvidos.

Embora o uso proposto da camiseta ndo elimine a presenca de
microrganismos, nos monitoramentos ambientais da sala de fabricacdo de
produtos estéreis, mais especificamente na regidao abdominal dos operadores, o
mesmo reduz significativamente a probabilidade de ocorréncia de contaminagao,
evitando a migragédo de particulas viaveis (microrganismos) da pele para o meio

operacional através do tecido do uniforme.
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