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RESUMO

Os meios de cultura devem garantir qualidade e eficiéncia nas andlises, por isso é de suma
importancia ter um sistema de controle de qualidade em laboratério, que garanta a consisténcia dos
resultados do dia a dia e sua conformidade com os critérios definidos. Este trabalho trata de analises
realizadas em campo, onde os testes foram conduzidos em um laboratério de microbiologia
industrial, visando aumentar a vida util dos meios de cultura, realizadas no tempo inicial, 1 més e 2
meses apds a producdo dos meios, sendo dividida em andlises qualitativas e quantitativas. Os
resultados dos testes de promocédo de crescimento foram de acordo ao esperado, com colbnias
crescendo em uma média de 107% de recuperagdo de microrganismos, dando uma visdo das boas
praticas realizadas tanto na produc¢do quanto na analise do produto, além de trazer um impacto
importante para a empresa, pois promete ganhos significativos em diversas abordagens.

PALAVRAS-CHAVE: Validagdo. Controle de qualidade. Meios de cultura. Esterilidade. Promogéo do
Crescimento.

ABSTRACT

The culture media must guarantee quality and efficiency in the analyzes, so it is of great importance
to have a quality control system in the laboratory to guarantee the consistency of the day-to-day
results and their compliance with the defined criteria. This work is about analyzes carried out in the
field, where the tests were done in an industrial microbiology laboratory, aiming to increase the shelf
life of the culture media, carried out in initial time, 1 month and 2 months after the production of the
media, being divided into qualitative and quantitative analyzes. The results of the growth promotion
tests were as expected, with colonies growing with an average of 107% recovery of microorganisms,
giving a view of the good practices carried out both in the production and in the analysis of the
product, besides bringing an important impact for the company as it promises significant gains in
various approaches.
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1 INTRODUGAO

Para que as andlises microbiolégicas tenham resultados seguros, os meios de cultivo
utilizados devem garantir qualidade e eficicia na analise. Sendo assim, € de grande importancia ter
no laboratério um sistema de controle de qualidade para garantir a consisténcia dos resultados do dia
a dia e sua conformidade com os critérios definidos, garantindo assim a seguranca do paciente e
qualidade do produto.

A farmacopeia afirma que a preparagao adequada dos meios, armazenamento e testes de
controle de qualidade garantem um fornecimento consistente dos meios, com alta qualidade, pois
eles sdo a base para a maioria dos testes microbioldgicos.

Sandle (2014) diz que o prazo de validade dos meios de cultivo precisa ser validado, isso é
para avaliar se diferentes niveis de umidade (que podem afetar a atividade hidrica do meio sélido),
quimio-oxidagéo (devido a fatores fisicos como calor) e foto-oxidacdo (da luz solar) afetam o meio.

Pinto et al. (2015) afirmam que para um novo método ser considerado adequado para o uso
deve ser validado de forma apropriada, tendo por base definicbes de validagao, para assegurar que
qualgquer novo método seja adequadamente validado, devendo ser demonstrado sua adequacao ao
uso, bem como sua reprodutibilidade e que para os resultados serem considerados adequados e
reprodutiveis, deve ter base em evidéncias de que sdo capazes de recuperar microrganismos na
presenca do meio.

Fjeld (2011) fala sobre a importancia do Teste de Promogao do Crescimento, relata que ele é
necessario para garantir que o meio de cultura seja capaz de suportar o crescimento adequado de
microrganismos indo de encontro no que diz na farmacopeia brasileira onde afirma que cada lote de
meio de cultura deve ser testado quanto a sua capacidade em promover o crescimento de
microrganismos, sendo adequado ao uso pela recuperagéo de bactérias, leveduras e bolores.

E de grande importancia que os meios passem por testes de controle de qualidade antes de
serem liberados para uso geral, a fim de fornecer uma medida de confianga de que os resultados
emitidos pelos laboratérios de microbiologia séo precisos.

Esta pesquisa teve por objetivo validar meios de cultura produzidos e utilizados na rotina do
laboratério de microbiologia industrial, seguindo, passo a passo, todos os critérios de qualidade e
utilizando metodologias de fontes seguras para validagéo eficaz dos meios de cultura selecionados.

2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
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O trabalho foi realizado em campo no inicio de fevereiro a abril de 2020, onde os testes
foram feitos em laboratério de Microbiologia industrial, no tempo inicial, 1 més e 2 meses apés a

producao dos meios de cultura.

2.1 Andlises Quantitativa:
Para as anadlises quantitativas utilizou-se os meios e técnicas de acordo com o descrito no
Quadro 1.

Quadro 1 — Meios de cultivo, microrganismos, tempo e temperatura utilizados para os
testes quantitativos.

Tempo
Meio de Cultura Microrganismo ATCC TeC Incubacao
Incubacao
S. aureus 6538
P. aeruginosa 9027 32,5°+2,5°C 18 a 24 horas
TSA
B. spizizenii 6633
(Triptic Soy Agar)
C. albicans 10231
32,5°+2,5°C 3 a5dias
A. brasiliensis 16404
SAB C. albicans 10231
(Sabouraud 22,5°+2,5°C 3 a5dias
A. brasiliensis 16404
Dextrose Agar)

Microrganismos: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus spizizenii, Candida

albicans e Aspergillus brasiliensis.

Apéds preparo dos meios de cultivo, dentro dos critérios estabelecidos para manutengéo da
esterilidade, foram utilizadas as técnicas pour plate e spread plate em quadruplicada para cada

microrganismo.

Para o método de pour plate adicionou-se 1,0 mL de Trifenil tetrazolio cloreto (TTC) 1,0%
para cada 100 ml de meio de cultura, tendo por objetivo evidenciar o crescimento das bactérias. O
cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) é um corante amplamente utilizado para a contagem de colbnias
microbianas em meio sélido. E um componente chave do sistema de filme seco hidratavel para

andlise microbiana, € incolor na forma oxidada e vermelho apds redugédo. Microrganismos vivos
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reduzem o TTC pela agdo de enzimas, produzindo formazan, que permanece nos granulos da célula

e fica vermelho, o que ajuda a identificar as bactérias.

Em seguida foi inoculado 0,1 mL de cada microrganismo em cada placa de Petri vazia
estéril, previamente identificada e acrescentou-se 20 mL do meio em teste nas placas,
homogeneizando em movimentos em ‘8 e esperou solidificar. As placas foram incubadas em

temperatura e tempo conforme apresentado no Quadro 1.

O controle negativo foi feito utilizando uma placa com meio de cultivo incubada por 72

horas sem nenhuma inoculagdo, onde nao houve crescimento.

Para o controle positivo, repetiu-se todo o procedimento, porém utilizando um lote de

meio de cultura previamente aprovado nos testes de fertilidade e esterilidade.

Para a técnica spread plate foram inoculados 0,1mL de cada cepa comercial quantificada
sobre a superficie do 4gar em teste e espalhou-se o inéculo cuidadosamente, utilizando alga de
Drigalski estéril, para ndo danificar o agar. As placas foram incubadas na temperatura e tempo

conforme apresentado no Quadro 1.

Fez-se o controle negativo do meio, identificando uma placa do meio em teste como
controle negativo com nome do meio, lote e data do teste e incubou-se por um periodo de 72 horas

em temperatura preconizada para o meio de cultura em teste conforme descrito no Quadro 2.

Para o controle positivo, repetiu-se todo o procedimento, porém utilizando um lote de meio
de cultura previamente aprovado nos testes de fertilidade e esterilidade.

Calculou-se a porcentagem de recuperacdao dos microrganismos através de uma regra de
trés. A contagem das Unidades Formadoras de Colénias (UFC) do controle positivo (lote
previamente aprovado) e o percentual de recuperacao (teste de fertilidade) devera estar na faixa de
70% a 130% em todo o tempo do estudo, j& o controle negativo (teste de esterilidade) ndo devera

apresentar crescimento.

2.2 Andlises Qualitativas:

Para as andlises qualitativas utilizou-se o meio e técnicas de acordo com o descrito no
Quadro 2. Para o teste utilizou-se um frasco schott estéril previamente identificado, para cada
microrganismo, contendo o caldo a ser testado. Em seguida, pipetou-se 0,1mL da cepa comercial

quantificada, no frasco schott.
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Quadro 2 — Meio de cultivo, microrganismo, tempo e temperatura utilizado para o teste

qualitativo.

Resultado T°C Tempo
Meio de Cultura Microrganismo ATCC

esperado Incubagédo Incubacao
Caldo SDB C. albicans 10231

32,5°+
(Sabouraud Turvacao 3 a5 dias
A. brasiliensis 16404 2,5°C

Dextrose Broth)

Microrganismos: Candida albicans e Aspergillus brasiliensis.

Fez-se um controle negativo do teste incubando-se apenas o caldo em estufa e
identificou-se como controle negativo, nome do meio, lote e a data do teste e incubou-se por um
periodo de 72 horas na temperatura preconizada para o meio de cultura em teste conforme quadro 2.

Avaliou-se a capacidade de turvagdo do meio de cultura de acordo com o in6culo de

microrganismo.

3 APRESENTACAO E ANALISE DOS DADOS

Os controles negativos de tempo inicial, um més e dois meses tanto para o meio TSA
quanto SAB e SDB, tiveram auséncia de crescimento. Esse resultado era esperado, uma vez que,
quando o meio de cultivo passa por um processo correto de esterilizagdo em autoclave, tanto as
formas vegetativas quanto esporuladas sao destruidas, isso garante a esterilidade do meio, estando
de acordo com que dizem Pinto et al (2015).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, para que qualquer andlise microbioldgica seja
feita, os meios de cultura devem ser esterilizados obrigatoriamente dentro dos parametros fornecidos
pelo fabricante ou validados pelo usuario. A técnica usual para esterilizagdo € com a utilizagéo da

autoclave, onde a esterilizagdo acontece por calor imido.

Segundo Graziano (2011) o tempo de manutencédo da esterilidade estd mais relacionada
com as condi¢des ambientais de armazenamento e manuseio do que propriamente com o tempo,
indicando, assim, que nesse estudo, a forma como os materiais foram armazenadas também foram

condizentes.
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Quanto aos controles positivos, todos os meios obtiveram resultados satisfatorios
(Quadros 3 e 4). Os meios de cultura TSA E SAB obtiveram recuperagéao entre 70% a 130%, e o

SDB obteve turvagao do meio de cultura devido ao in6culo de microrganismo.

A Farmacopeia Brasileira informa que os testes sdo considerados validos se houver
evidéncia de crescimento microbiano, visualizados por turvacdo e/ou por métodos microscépicos,
apds 3 dias de incubacao dos meios inoculados com bactérias e apds 5 dias de incubagao dos meios
inoculados com fungos, estando de acordo com o descrito na Farmacopeia Americana (2013).

Quadro 3: Resultado do teste de promogao de crescimento do teste inicial, um més e dois meses
do meio de cultura TSA pelo método pour plate.e spread plate.

Resultado do teste de promocao de crescimento
%Grupo Teste + Controle Positivo
Pour plate Spread Plate
Microrganismo
%T % 1 % 2 Resultado %T % 1 % 2 Resultado
inicial | més | meses inicial | més | meses

S. aureus 116% | 110% | 100% | Aprovado 112% | 110% | 103% | Aprovado
P. aeruginosa 118% |89% 116% | Aprovado 113% | 116% | 107% | Aprovado
B. spizizenii 111% | 105% | 120% | Aprovado 105% | 120% | 103% | Aprovado
C. albicans 103% | 94% 113% | Aprovado 100% | 113% | 100% | Aprovado
A. brasiliensis 110% |[107% | 112% | Aprovado 106% | 112% | 100% | Aprovado

Microrganismos: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus spizizenii,
Candida albicans e Aspergillus brasiliensis.

Quadro 4: Resultado do teste de promocao de crescimento do teste inicial, um més e dois
meses do meio de cultura SAB pelo método pour plate.

Resultado do teste de promocao de crescimento

%Grupo Teste + Controle Positivo

Microrganismo %T Inicial %1Mes %2Meses Resultado Final
C. albicans 104% 105% 100% Aprovado
A. brasiliensis 108% 100% 119% Aprovado

Microrganismos: Candida albicans e Aspergillus brasiliensis.

A Farmacopeia Brasileira e a Farmacopeia Americana, afirmam também que cada lote de
meio de cultura deve ser testado quanto a sua capacidade em promover o crescimento de
microrganismos, sendo adequado ao uso pela recuperacdo de bactérias, leveduras e bolores na
presenga do produto especifico. Tendo como resultado ndo mais que 100 unidades formadoras de

colénia (UFC) de cada cepa microbiana. O que vai de encontro no que diz Washington (2013).

Segundo Field (2011), o Teste de Promogao de Crescimento é uma fungcdo muito importante
do Controle da Qualidade na Indistria farmacéutica. E indispensavel estabelecer as propriedades
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nutritivas do meio de cultura microbiolégico que sera utilizado em um procedimento farmacopeico,

como um teste para microrganismos especificados.

Quanto ao teste de turvacao (Quadro 5), a Taxa de Recuperagdo dos microrganismos
foram satisfatorias, houve crescimento com turvagao visivel dos meios testados e esse crescimento

foi comparado com o obtido no teste de promogéo de crescimento do lote previamente aprovado.

Quadro 5: Resultado do teste de promocao de crescimento do teste Inicial, um més e dois
meses do meio de cultura SDB.

Resultado do Teste de Promocao de Crescimento
Microrganismo R. Inicial R.1 més R. 2 meses Resultado Final
C. albicans T T T Aprovado
A. brasiliensis T T T Aprovado

Microrganismos: Candida albicans e Aspergillus brasiliensis.

T: Turvo
NT: Nao turvo

O teste de Pesquisa de patégenos foi de encontro ao esperado, observando-se
crescimento de col6nias com média de 107% de recuperacdo dos microrganismos, dando uma

visdo das boas praticas executadas tanto na produgao quanto na analise do produto.

Pinto et al, (2015) afirmam que para um novo método ser considerado adequado para o
uso deve ser validado de forma apropriada. Tendo por base definicbes de validagdo, para
assegurar que qualquer novo meétodo seja adequadamente validado, também devem ser
demonstradas sua adequacdo ao uso, bem como sua reprodutibilidade. Como resultado, sao
considerados adequados e reprodutiveis, com base em evidéncias de que sdo capazes de
recuperar microrganismos na presenga do produto.

Sendo assim, com estes resultados, foi possivel validar os meios para o tempo de 2

meses apds sua data fabricagao.

Dessa forma qualquer um desses meios de cultura (TSA, SAB e SDB) produzidos
internamente pelo laboratério microbiolégico, podem ser utilizados até 2 meses apés a data de
fabricacdo na rotina laboratorial do Controle de Qualidade Microbioldgico, dando por completa a
validacdo do procedimento de andlise.

4 CONSIDERAGOES FINAIS
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Com o desenvolvimento da proposta de aumento de validade dos meios de cultura,
observou-se que a analise efetuada aos testes de promocdo de crescimento permitiu fazer um
levantamento dos critérios e cuidados necessarios no controle de qualidade dos meios e em
validagdes. Foi sobretudo, demonstrada a utilidade destes testes nas andlises microbiol6gicas
realizadas na industria farmacéutica.

As validagbes executadas tiveram também, um impacto importante para a empresa, pois
prometem ganhos significativos quanto as varias abordagens, sendo elas; a sustentabilidade,
menor desgastes dos equipamentos e materiais utilizados na producao dos meios, diminuicdo de
perdas por validade, além de possibilitarem a redugdo de custos e melhorias sem afetar o
crescimento e recuperacdo de microrganismos na presenca do meio, mantendo assim a sua

qualidade.

Para maior eficiéncia da nova metodologia sugere-se uma andlise de larga escala para
avaliar o comportamento de desvios de qualidade, a fim de garantir numeros satisfatérios para
implementag¢éo de um novo padrao no setor, podendo trazer uma grande porcentagem de economia

no novo método.
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