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RESUMO. Existem grandes desafios que envolvem as etapas de fabricacio e desenvolvimento
da industria farmacéutica, nos ultimos anos houveram muitas mudangas na drea microbiolédgica.
O avanco da tecnologia, da biologia molecular e da imonoquimica possibilitaram a evolugdo da
microbiologia farmacéutica, além do atual crescimento explosivo da biotecnologia, de modo
que biofarmacos clinicamente importantes podem agora ser produzidos por linhagens de células
de insetos, plantas, bactérias. Embora possivelmente sempre haja lugar para os métodos
tradicionais, a microbiologia deve adaptar-se as mudangas da industria. Os métodos
microbioldgicos rapidos fornecem varias vantagens principalmente em relagdo a rapidez dos
resultados de analises, que proporcionam melhor controle e compreensao do processo produtivo
com um feedback mais rapido. Os métodos podem ser classificados quanto as suas formas e
fungdes, além disso ¢ necessaria uma rigorosa valida¢do para garantir que o método seja
adequado a finalidade pretendida, com padrdes de seguranca e qualidade. Dependendo se o
teste ¢ de identificagdo, qualitativo ou quantitativo os elementos para validagdo podem variar.
E preciso demonstrar a equivaléncia do método rapido ao método convencional, visto que ha
impasses regulatorios para sua implementacdo. O objetivo desse trabalho ¢ uma revisao
bibliografica com avaliacdo na literatura cientifica e nos dados da Comissdo European
Pharmaceutical Review da possibilidade do uso de técnicas rapidas em microbiologia, em
andlises microbioldgicas na industria farmacéutica. Diante da pesquisa realizada foi possivel
identificar técnicas que trazem vantagens em termos de rapidez e resolucdo para estudos de
identificacdo microbiana, esterilidade e endotoxina.

Palavras-chave: Microbiologia; Métodos Rapidos; Industria Farmacéutica.

ABSTRACT. There are major challenges that involve the manufacturing and development
stages of the pharmaceutical industry, because of that there were many changes in the
microbiological area on the past few years. Advances in technology, molecular biology and
immo-chemical have enabled the evolution of pharmaceutical microbiology in addition to the
current explosive growth of biotechnology, so that clinically important biopharmaceuticals can
now be produced through insect cell lines, plants and bacteria. While there may always be room
for traditional methods, microbiology must adapt itself to the changing industry. Rapid
microbiological methods provide several advantages, particularly in terms of rapid analysis
results, which provide better control and understanding of the production process with faster
feedback. The methods can be classified according to their forms and functions, and a rigorous
validation is necessary to ensure that the method is suitable to the intended purpose, with the
required safety and quality standards. Depending on whether the test is for identification or
qualitative and quantitative mesurements, the elements for validation may vary. It is then
necessary to demonstrate the equivalence of the fast method to the compendial method, since
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there are regulatory impasses for its implementation. The objective of this work is a
bibliographical review with evaluation of the scientific literature and of the data from the
European Pharmaceutical Review Commission to confirm whether it is possible to use the rapid
techniques in microbiology and in microbiological analyzes on the pharmaceutical industry.
According to this research, it was possible to identify techniques that bring advantages in terms
of speed and resolution for studies of microbial identification, sterility and endotoxin.

Keywords: Microbiology; Rapid Methods; Pharmaceutical Industry.
INTRODUCAO

Provavelmente a microbiologia ¢ a mais antiga das ciéncias aplicadas, os verdadeiros
precursores da microbiologia, como ¢ reconhecido hoje, seriam Kock, Pasteur, Petri et al, que
desenvolveram muito do nosso conhecimento bésico sobre o assunto e muitos dos métodos
microbioldgicos que ainda estdo em uso. Nesse periodo intermediario, nosso conhecimento da
genética humana e microbiana aumentou dramaticamente e a exploracdo desse conhecimento
levou ao atual crescimento explosivo da biotecnologia, de modo que biofarmacos clinicamente
importantes podem agora ser produzidos por linhagens de células de insetos, plantas, bactérias,
mamiferos ou de fato, no leite de bovinos. Embora possivelmente sempre haja lugar para os
métodos tradicionais, a microbiologia deve adaptar-se as mudancas da industria (GREEN,
2008). No contexto da era microbiologica, o século 20 ¢ aquele responsavel pelos grandes
avancos de estudos fisiologicos e moleculares, por exemplo no desenvolvimento de meios de
cultura seletivos e diferenciais, virologia, genética microbiana e metabolismo microbiano. J& o
século 21, ¢ representado pelar Era dos MMR (métodos microbiologicos rapidos) em que as
industrias alimenticia e de clinica médica vem apresentando considerdvel avanco frente a
aplicabilidade dessas novas tecnologias (EPR, 2018)

Nos ultimos anos houve muitas mudancas na microbiologia farmacéutica com o
desenvolvimento desses métodos microbiologicos rapidos instituindo uma darea da
microbiologia em constante evolugdo. Boa parte desses avangos provém da tecnologia de
equipamentos, programas de computador e bancos de dados, biologia molecular e
imunoquimica. Além da ascensdo de outras areas de pesquisa cientifica e biotecnologia. Os
métodos microbiologicos rapidos podem ser definidos como técnicas especificas destinadas a
detec¢do, determinagdo e caracterizagdo de organismos através do qual os resultados podem ser
obtidos em um tempo muito mais rapido do que os métodos convencionais (LEOTTA, 2009)

Caracteristicamente os métodos rapidos sdo metodologias qualitativas e quantitativas
com particularidades fisico-quimicas, bioquimicas, imunoldgicas e moleculares. Seu
crescimento ¢ evidenciado na estratégia oferecida de aquisi¢do de resultados rapidos e precisos.
O estudo dos gendtipos bacterianos, se tornou rapido e possivel de ser realizado em testes
microbioldgicos diarios, exemplificando uma mudanga em procedimentos com padronizagao,
velocidade, reprodutibilidade, mecanizacao e automagdo (LEOTTA, 2009)

Ainda, os métodos microbioldgicos rapidos podem ser classificados com base em suas
varias formas e fungdes. A classificagdo baseada em formas refere-se ao meio pelo qual sdo
realizadas etapas processuais na deteccdo de um microrganismo, espécie ou géneros de um
microrganismo, podendo ser entdo classificados em sistemas bioquimicos ou quimicos manuais
(kits) e sistemas mecanizados ou automatizados. Quanto a classificacdo baseada nas fungdes
isso simplesmente se refere a esséncia pratica, ao propdsito de um método microbiologico
rapido em particular, podendo ser classificados em métodos de Identificagdo Microbiana,
métodos Quantitativos e métodos Qualitativos (OGUNLEYE, 2016).
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A identificacdo de microrganismos ¢ o papel principal do microbiologista e para isso
existem métodos rapidos que atuam na extracdo e sequenciamento do genoma de um organismo
em tempo real, contribuindo primordialmente na classificacdo de microrganismos conhecidos
e desconhecidos. O GeneXpert ¢ um exemplo de teste rapido de diagnostico automatizado que
pode detectar e estimar a tuberculose bem como o grau de viruléncia de cepas potenciais. Neste
teste molecular rapido baseado em cartuchos sdo encontrados muitos pontos positivos que
colaboram para um diagnoéstico veloz e eficaz (LIMA et al., 2017). Outro exemplo para testes
de identificagdo microbiana ¢ a técnica de MALDI-TOF, utilizada através do tempo de
ionizagdo de dessor¢ao de luz por matriz de espectrometria de massa (MURDOCH, 2018). Mas,
existem também uma variedade de métodos rapidos qualitativos que auxiliam no diagndstico
facil de organismos causadores de efeitos sindromicos e choque séptico, propondo assim
resultados breves que em casos de emergéncia vao colaborar para que os tratamentos sejam
rapidos. E ainda temos os métodos quantitativos que quantificam microrganismos por tecido,
unindo microscopia de fluorescéncia com citometria de fluxo, coloracdo de viabilidade, isto &,
conectam tecnologia com métodos praticos de contagem de microrganismos (PARILLO, 1993).

Contudo, existem grandes desafios que envolvem as etapas de desenvolvimento e
fabricacdo da industria farmacéutica, a busca de levar os produtos ao mercado em um tempo
mais rapido e a0 mesmo tempo cortar custos durante o andamento do processo produtivo vem
sendo o maior obsticulo das farmacéuticas. Nesse cenario, o controle de qualidade ¢
fundamental em todos os estagios do desenvolvimento do produto pois ele é responsavel por
assegurar que todo o processo de producdo ocorra dentro das Boas Praticas de Fabricagao, ou
seja, deve garantir que os produtos sejam produzidos e controlados com padrdes de qualidade
apropriados para o uso pretendido e requerido, seguindo sempre as resolugdes e normativas dos
orgdos regulatorios nacionais como a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria), e
outros internacionais como o FDA (do inglés, Food and Drug Administration) além dos
compéndios farmacopeicos (ANVISA, 2010).

Em alguns eventos como a 11* Conferéncia anual de Microbiologia Farmacéutica em
Portugal foram destacados a implementa¢do propriamente dita dos métodos rapidos
microbioldgicos. As discussdes apontam para uma aceitabilidade dos 6rgaos regulatorios, mas
certos aspectos do modo como sdo validados dificultam essa anuéncia pelos reguladores. Pelas
constatagdes dos profissionais presentes no evento foi possivel compreender que se uma
estratégia de validagdo for usada pelas industriais os reguladores aceitariam os métodos
microbiologicos rapidos como alternativas aos métodos compendiais, pois as metodologias
tradicionais e mais antigas requerem uma atualizacdo, visto que ja tem muitos anos que 0s
métodos foram preconizados nas farmacopeias (MILLER, 2017).

No entanto, as companhias ainda hesitam em implementar os métodos rapidos devido
ao desejo de ndo alterar dossi€s regulamentares ja aprovados, a percep¢do dos custos de
implementagao, e principalmente ao medo de mudanga. Porém muitas empresas multinacionais
que fabricam e distribuem produtos farmacéuticos ja validaram com sucesso métodos rapidos
microbiologicos no ambito da qualidade do produto e da seguranca do paciente e obtiveram
éxito nas aprovacdes. Desse modo, ha o desejo de capitalizar essas conquistas de sucesso, €
promover a importancia do esforco das empresas para que os métodos sejam implantados e que
os inspetores regulatorios os conhegam (MILLER, 2017).

Uma das avaliagdes mais dificeis de se fazer quando se implementa qualquer nova
tecnologia ¢ a da relagdo custo-beneficio. Ninguém toma decisdes de compra baseadas apenas
na tecnologia. Para uma produ¢do de medicamentos mais eficiente do ponto de vista financeiro,
ndo ha melhor maneira de atingir esse objetivo do que tirar varios dias dos ciclos de fabricagao.
Inovagdo e novas abordagens na ciéncia sdo requisitos para ser lider em qualquer setor.
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Contudo, outras competéncias de lideranca buscam melhorias em rentabilidade e qualidade.
Tempo, custo e trabalho estdo todos incluidos em uma avaliagdo de custo/beneficio que deve
ser realizada para qualquer nova tecnologia que esteja sendo considerada para desenvolvimento
ou implementacao, como por exemplo no caso dos métodos microbiologicos rapidos (LLOYD,
2006).

No geral, a ado¢do dos métodos ¢ interposta pelas diretrizes regulatorias pois um novo
método deve claramente ser pelo menos equivalente ao método atualmente validado ou mais
eficaz que o mesmo. Os métodos ja existentes sdo encontrados nos compéndios, entdo varios
critérios sdo avaliados para determinar a equivaléncia entre um e outro. Dependendo se o teste
¢ de identificacdo, qualitativo ou quantitativo os elementos para validagao podem variar. Dentre
os principios envolvidos na validacdo de um método rapido estdo basicamente a precisao,
especificidade, a linearidade, e o vigor do método (MILLER, 2017).

Iniciativas vindas do FDA, orgdo regulamentar internacional responsavel pela
administracdo de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos tém contribuido para a
ascensdo regulatoria dos métodos rapidos. Entre as iniciativas esta a tecnologia analitica de
processo, o PAT (Process Analytical Technology), elaborado com o intuito de motivar a
industria a usar tecnologias inovadoras para analisar e controlar os processos de fabricacao
através da medi¢do de parametros criticos do processo que afetam os atributos de qualidade.
Essa iniciativa descreveu um marco regulatorio que incentivou o desenvolvimento voluntario e
a implementacdo de abordagens inovadoras no desenvolvimento farmacéutico. O PAT tem por
objetivo a garantia continua da qualidade em tempo real e os usudrios sdo incentivados a
discutirem o uso proposto dos novos métodos em reunides com a agéncia internacional (FDA,
2003; MILLER, 2019).

Outro programa com impacto para area de microbiologia farmacéutica ¢ o
Pharmaceutical cGMP (normas atuais de boas praticas de fabricagdo) concretizado pelo FDA.
Virios aspectos desse projeto sdo uteis para o avanco da microbiologia rapida, o treinamento
especifico para instalacdes farmacéuticas ¢ um deles. (FDA, 2003) As empresas que
introduziram o PAT em suas operagdes de rotina perceberam tempos de ciclo de produgdo
reduzidos, eliminaram reprocessamento, usaram estratégias de liberacdo em tempo real,
obtiveram ganhos significativos em sensibilidade de deteccdo, automacao e rendimento. Além
disso, ao substituirem seus métodos classicos por tecnologias alternativas desfrutaram de um
maior ROI (retorno sobre o investimento) (MILLER, 2019).

Os métodos rapidos t€ém um enorme potencial de aplicagdo, o teste de esterilidade ¢ um
exemplo, seguindo os compéndios ele tem um periodo de incubagdo de 14 dias mais o tempo
de revisdo e analise dos resultados. Caso ocorra algum problema no teste ainda se faz necessario
um tempo de investigacdo adicional que pode levar ainda mais tempo até a liberacao final do
produto. Isso acarreta o atraso dos resultados da anélise fazendo com que o produto possa entrar
no mercado pela liberagcdo paramétrica, exigindo entdo uma atengdo especial. Diferentemente
disso, 0 mais recente método rapido pode concluir a analise em apenas 7 dias, reduzindo pela
metade o tempo necessario para gerar esses resultados imprescindiveis (MURDOCH, 2018).

Um exemplo bem-sucedido da aplicabilidade dos métodos rapidos ¢ o teste de
determinagdo de endotoxinas bacterianas baseado no uso do lisado de amebocitos limulus -
LAL (Limulus Amebocyte Lysate) que foi o primeiro método rapido a tornar-se farmacopeico,
com aprovacao regulatoria. Em vista disso, novas tecnologias desenvolveram o uso de um
sistema de teste rapido portatil de endotoxina para a analise de amostras biofarmacéuticas, como
matérias primas e produtos acabados. (MURDOCH, 2018) (MILLER, 2010)

Além disso, temos ainda os métodos rapidos para monitoramento ambiental e detec¢do
de particulas vidveis em tempo real, que agregam muito na rotina microbiologica farmacéutica,
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além de contribuir para um bom desempenho na avalia¢do dos pardmetros criticos das areas.
Atendendo assim, a um mercado global para investigacdo, identificacdo e resolugdo de
problemas de medigao de particulas. Atualmente a maneira mais comum de estimar a qualidade
do ar ¢ o com o uso de placas de Petri contendo agar TSA (trypticase soy agar), o tempo de
exposi¢do da placa ao ar do ambiente varia. Os microrganismos entdo, se depositam na placa
durante a incubagdo em estufa. As informagdes por esse método tradicional ndo sdo muito
quantitativas, embora ele seja simples. Os novos métodos chegam trazendo rapidez e
automatizacdo na medi¢do de particulas com equipamentos altamente desenvolvidos
(GOVERDE, 2013).

As mudangas nos métodos microbioldgicos foram impulsionadas pela introdugdo de
tecnologias facilitadoras que esclarecem a necessidade de amplificacdo biologica. Diante disso,
existe um esforgo internacional através de uma comissdo, a European Pharmaceutical Review
que impulsiona o desenvolvimento de técnicas rapidas em microbiologia, e presente trabalho
tem como objetivo fazer uma avaliagdo na literatura cientifica da possibilidade da aplicagdo e
da implementagdo dessas técnicas em analises microbioldgicas na industria farmacéutica.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi elaborado por meio de uma revisdo bibliografica que se fundamenta
em procedimentos de coleta e andlise de dados através de plataformas cientificas como a
Comissdo European Pharmaceutical Review, FDA, ANVISA, EMA (European Medicines
Agency), PDA (Parenteral Drug Association), Google Académico, Pubmed, Scielo, Web of
Science e Revistas cientificas. Os materiais que levaram a obten¢do dos resultados foram
pesquisados nos idiomas portugués, inglés e espanhol. Além disso, buscou-se publicagdes sobre
a tematica no periodo de 1993 a 2019, especialmente nos anos mais recentes visto a inovagao
das metodologias estudadas. Os presentes artigos referenciados foram retirados de bases
internacionais e nacionais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O interesse em métodos microbiologicos rapidos no setor farmacéutico cresceu
consideravelmente. Os métodos convencionais usados para enumerar e identificar
microrganismos em produtos farmacéuticos estdo longe de serem modernos. De fato, eles
existem desde a ltima parte do século XIX e foram altamente bem-sucedidos, baratos e simples
de executar. Mas, infelizmente eles também sdo trabalhosos, levam muito tempo para produzir
resultados e requerem interpretacdo especializada. Além do que, eles sdo impossiveis de
automatizar e nunca fornecerdo dados em tempo real para um controle de processo preciso e
responsivo. Por isso, hd uma necessidade real agora para a introdugdo de novos métodos que
podem atender as exigéncias de uma industria altamente tecnologica no século XXI. Nao ¢ mais
apropriado usar técnicas antigas em uma indistria farmacéutica moderna. E o momento mais
adequado para a ado¢dao de novos métodos microbioldgicos rapidos que fornecerdo solugdes
para as necessidades atuais e futuras. Diante disso, a luz da literatura cientifica demonstrar as
caracteristicas através de um comparativo dos principais parametros de analises dos métodos
rapidos e tradicionais pode esclarecer e evidenciar a atual situagdo (WOODCOOK, 2004).

Os métodos microbioldgicos sdo divididos em métodos de determinagdo, quantificacao
e identificacdo. As andlises podem ser do tipo quantitativas ou qualitativas. A validagdo e o
tratamento estatistico de dados sdo um dos fatores fundamentais na introdugdo de um novo
método. As metodologias de testes rapidos apresentam confiabilidade e especificidade elevada,
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além de reduzirem o nimero de etapas de trabalho, ¢ diminuirem o erro analitico, melhoram
principalmente a qualidade dos processos (BRASIL, 2010).

Os testes encontrados foram organizados em forma de tabela, mostradas abaixo, € os
parametros de comparacao foram a sua classificacdo (tipo de método), eficacia (o método em
questao permite uma analise qualitativa ou quantitativa das amostras), tempo (restringido aqui,
ao tempo necessario para obten¢do de resultado), demanda (capital necessario), otimizagao de
recursos (tais como geladeira, autoclave, energia, espaco em geral), precaugdes (alguns
cuidados, se existirem) e consideragdes gerais sobre os métodos em questdo. A seguir, serdo
descritos alguns destes métodos e, com base no escopo deste trabalho, serdo confrontados uns
com os outros a fim de se elencarem suas vantagens e desvantagens.

Os métodos de identificagdo microbiana possuem alternativas metodologicas para sua
realizacdo, e estdo intimamente relacionados, dividindo-se entre os métodos rapidos ou
tradicionais. A identificagdo microbiana esta tradicionalmente relacionada a utilizacao de testes
diagnosticos, ou provas bioquimicas, os quais nos permitem realizar comparagdes fenotipicas,
como por exemplo, motilidade, ou metabolismo de substratos especificos, e agrupar os
microrganismos de acordo com suas semelhangas e diferengas, e a partir disso nomeé-los e/ou
diferencia-los (MADIGAN, 2016). O Quadro Comparativo 1 abaixo, comprova as principais
diferengas entre os métodos de identificacdo a partir dos parametros pesquisados.

Apesar de bem elucidada, as séries bioquimicas tradicionais de identificagdo sdo
trabalhosas e demandam tempo para obtencao de resultados, os indculos necessitam ser puros
e outra limitacdo da técnica ¢ que ela permite identificar apenas os microrganismos que sao
cultivaveis em laboratorio, em condigdes artificiais (CANDIDO; TUNON; CARNEIRO,
2010).

No que diz respeito a protedmica, o método analitico MALDI-TOF merece destaque,
pois permite a identificagdo de microrganismos com base nas proteinas e peptideos que os
compde e que consequentemente sdo restritos as suas categorias taxondmicas, contudo, a
técnica ainda exige o crescimento do microrganismo em placa, podendo a amostra ser aplicada
direta sobre o equipamento ou entdo processada. Ainda segundo pesquisado, a técnica possui
inumeras outras vantagens, tais como a possibilidade de andlises em larga escala, a baixa
quantidade de amostra bioldgica necessaria para obtengdo de resultados, e o tempo de acuracia
de resultados, que ¢ de aproximadamente 30 segundos. Contudo, autores salientam que a técnica
¢ dependente de bancos de dados de proteomas microbianos, podendo gerar custos muito
elevados, além da dificuldade de se processarem amostras de micro-organismos com paredes e
membranas celulares espessas (ASSIS; JULIANO; JULIANO, 2011).

Por sua vez, a identificagdo microbiana por meio de testes moleculares pode ser
exemplificada também pelo sistema GeneXpert, outra metodologia rapida e alternativa,
fundamentada nas técnicas de PCR multiplex em tempo real e nested-pcr, a qual permite
amplificar mais de um gene de interesse, e até mesmo genes de resisténcia antimicrobiana,
contudo ha a uma limitagdo de genes por ensaio, as amostras sdo diluidas em um tampao
especifico, inseridas em cartuchos descartaveis e em seguida alocadas dentro do equipamento
que realiza desde a extragdo do material genético, até a emissdo do resultado, que varia em
torno de 45min a 1h. (BRASIL, 2014).
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Quadro 01 - Comparacio de métodos de Identificacdo microbiana.

Parametros GeneXpert Genético Maldi-Tof API Sistema Séries
Comparativos Proteémico Miniaturizado Bioquimicas de
Identificacio
Tipo do método Répido Répido Répido Convencional
Eficacia Qualitativo Qualitativo Qualitativo Qualitativo
Liberacao de 30seg (depois de 3-7dias no minimo
Tempo resultado varia de crescimento em 18-24h
45min a 1h placa)
Demanda Alta Muito alta Alta Baixa
Otimizacao de Sim Sim Sim Nao
recusrsos
Deve permitir
As culturas devem detecgdo de
Precaucdes - - estar isoladas e inéculos < 100
puras UFC
p(;slailrir?;zz;:; glri:es - produciio - Pratico e rapido - * Hll:los de
‘ cultura
residuos - Confiavel e
_elzé?glg?;e - Analises em larga Validado - ¥
escala — # kits para téem.peragtu{as
- Detecc;a.o (}e genes _ Fungos e micro- + grupos de e incubacao
de resisténcia organismos com | bactérias/leve _Bem
) 3 - 4 producio parede espessa duras estabelecidos
Consideracoes residuos dificultam a analise
gerais - Software que - Identificagéo de
_ Evita - Dependéncia de auxiliam a todos os grupos de
contaminagcdes de banco de dados organizagao de micro-organismos,
resultados para desde que sejam
testes cruzados - quantidade de identificacao cultivaveis
- De facil execucio material biolégico
- Nao necessita de - Apenas
_ Nio necessita de - Resultados em curto infraestrutura manifesta¢des
pessoal especializado espago de tempo especifica fenotipicas em
. condigdes restritas
- Detecta uma - Espécie-especifico - Redugdo do
variedade de micro- (“fingerprinting”) tempo de incubagdo | - Demandam muito
. tempo
Organismos - Detecta uma - Pouco especifico
variedade de micro- para fungos, em
organismos geral
BRAZ, 2010 MADAIGAN, 2016;
BRASIL, 2014 ASSIS; JULIANO; . CANDIDO;
A . ’ ’ ’ BIOMERIEUX, ’
Referéncias JULIANO, 2011 2018 TUNON;
CARNEIRO, 2010

Fonte: Proprio autor
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Os sistemas miniaturizados, como o API (indice de Perfil Analitico), por exemplo,
talvez sejam os métodos rapidos mais difundidos em escala laboratorial. Baseado nos conceitos
bem estabelecidos das séries bioquimicas tradicionais, este sistema miniaturizado na forma de
canaletas opera de forma semelhante, mas em pequena escala de reagentes, utilizando-se de
suspensdes bacterianas, que necessitam estar isoladas, preferencialmente, e os resultados sdo
tabelados e a estes sdo atribuidos valores, que quando agrupados, permitem que identifiquemos
0s microrganismos, sob um principio semelhante de chave taxondomica de identificagdo de
espécies, mas de maneira semi-automatizada e baseada em caracteres morfoldgicos
(bioquimicos) (BRAZ, 2010; BIOMERIEUX, 2018).

Entretanto, outros testes também de extrema importancia para induastria farmacéutica
vém evidenciando a necessidade de mudanca nas metodologias de analises microbiolégicas,
ainda mais em fabricagdes de biofarmacos onde ha impossibilidade de esteriliza¢do final em
autoclave dos lotes produzidos. Frente a isso o teste de esterilidade, aplicado em substancias,
preparacdes e artigos para uso estéril, permite verificar se estes se encontram livres de
contaminagdo microbiologica pela incubagdo do produto, ou parte deste, num meio nutritivo.
Publicado pela primeira vez na British Pharmacopoeia em 1932, desde entdo o teste de
esterilidade ¢ um dos mais importantes testes de avaliagdo microbioldgica. Inicialmente era
apenas utilizado um método, o direto, tendo em 1957 sido introduzido também o método de
filtragdo por membrana (indireto) (SANDLE, 2011).

Atualmente, a quinta edi¢do da Farmacopeia Brasileira (2010) preconiza a execugdo do
teste de esterilidade nos moldes do teste harmonizado nas farmacopeias americana, europeia e
japonesa e requer um periodo de incubagdo de 14 dias para método direto e indireto. No
contexto da produ¢do de medicamentos e seus insumos ¢ de fundamental importancia o controle
da contaminagdo para que essa ndo afete a qualidade do produto e principalmente, a seguranga
do paciente, uma vez que produtos que contém contaminantes microbioldgicos nem sempre
apresentam alteracdes sensoriais evidentes (PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

Dessa maneira, o risco associado que o produto apresenta depende de fatores intrinsecos
como o tipo de consumidor final (criangas, idosos), o estado em que se encontra seu sistema
imunolodgico; o uso pretendido e o grau de exposicao e do tecido exposto. (BRASIL, 2010). O
Quadro 2 compara dois diferentes métodos para o teste de esterilidade.

O método rapido Bact/Alert 3D se baseia na determinag@o do crescimento microbiano,
que ¢ feita por meio de detec¢ao de alteracao da cor de um sensor sensivel a liberagao de dioxido
de carbono produzido por metabolismo microbiano. Ele esta entre os métodos alternativos ao
teste de esterilidade compendial, conforme descrito na Farmacopeia Europeia 5.1.6 Métodos
alternativos para controle de qualidade microbiologica. Na se¢do de métodos baseados em
crescimento e deteccdo rapida de crescimento, a nomeacdao 2-1-1-3 métodos de ponto na
detec¢do de crescimento € o consumo ou producao de gas, no caso do BactAlert (BRAZ, 2010;
BIOMERIEUX, 2018).

Esse método rdpido apresenta uma alternativa para o controle de esterilidade em
biofarmacos a base de proteinas, linhagens celulares, principalmente pela automatizagao de
leitura de resultado. Se a amostra de teste ¢ micro-gerada em didxido de carbono, os organismos
vao metabolizar os substratos do meio de cultura. Quando o crescimento de microrganismos
produz CO2, a cor deste sensor na parte inferior de cada cultura muda de uma cor escura para
uma cor mais clara. O sistema de detec¢ao fornece pardmetros objetivos, que ndo sdo afetados
pela turbidez da amostra. A amostragem nao ¢ destrutiva. Entre as vantagens dessa tecnologia
estdo: a manipulacdo minima da amostra; confiabilidade das leituras por controle automéatico
de qualidade e interpretagdo de resultados; frascos com etiquetas permitindo identifica¢do de
amostras garantindo assim rastreabilidade; menos interferéncia de turbidez na leitura
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comparado os métodos tradicionais da farmacopeia; e para finalizar a vantagem mais
importante de resultados rapidos com leitura continuada e notificagdo imediata de amostras
positivas, no maximo 7 dias versus 14 dias do teste de esterilidade tradicional de acordo com a
farmacopeia Europeia. A taxa na qual o CO2 ¢ detectado depende da concentracdo inicial de
microrganismo, por exemplo, uma concentragdo inicial maior fornecerd uma resposta de
deteccdo mais rapida. No entanto, o nivel de sensibilidade requerido para produzir esta resposta
(isso ¢, uma mudanga de cor no sensor) ndo ¢ conhecido. Atualmente, algumas empresas
receberam aprovagdo apenas do FDA para usar métodos microbioldgicos rapidos de deteccao
de CO2 para testes de esterilidade em produtos baseados em células e tecidos. Para uma
empresa, o teste de esterilidade de 14 dias foi reduzido para até apenas trés dias. Ou seja, ao
comparar as metodologias a absurda principal diferenga entre os métodos antigos e novos esta
no tempo de resultado de analise (WEINSTEIN,1995; MILLER,2011).

Quadro 2 — Comparagdo de métodos de Teste de Esterilidade.

Parametros BacT/Alert 3D (Biomerieux®) Teste de Esterilidade
Comparativos Farmacopeia
Tipo do Répido Convencional
método
Eficacia Qualitativo Qualitativo
Tempo 24 horas até 7 dias 14 dias
Demanda Muito alta Alta
Otimizagao Sim Nao
de recusrsos
Precaucdes Temperatura de incubagao: Temperatura de incubagao:
32,5+0,5°C 32,5+0,5°C
- Método colorimétrico
- Método direto: inoculagdo de
- Se baseia na deteccdo do crescimento quantidades/volumes pré-estabelecidos da amostra
microbiano, feita por meio de deteccio de em volumes estipulados de meios de cultura na
alteragio da cor de um sensor sensivel & forma liquida om comprovada capacidade
Consideracde | liberacdo de dioxido de carbono produzido promotora de crescimento;
s gerais por metabolismo microbiano;
- Método indireto: filtracdo da amostra em
- Resultado em um menor tempo (mais mgmbrana filtrante e ipoculagéo da membr.ana em
rapido); menor tempo de detecgdo em meio de cultura, os meios devem ser estéreis e com
comparagdo ao método convencional; comprovada capacidade promotora de crescimento;
- Manipulagdo minima da amostra; maior - Maior manipulagdo das amostras
senmblh(ﬁj;g:bi?gz(zfeao’ mator - Muito tempo para andlise de resultado
Referéncias BRAZ, 2010; BIOMERIEUX, 2018 5.5.3.2 Farmacopeia Brasileira Volume 1 5° Edi¢ao

Fonte: Proprio autor

Nesse contexto, mais um teste de relevancia para a microbiologia ¢ o teste de endotoxinas
bacterianas. Hoje, os métodos amplamente utilizados para detec¢ao de endotoxinas empregam o
Lisado de Amebocitos Limulus (LAL), que ¢ isolado do sangue do caranguejo-ferradura
(Limulus polyphemus). Muitos laboratdrios utilizam instrumentos de bancada para esse tipo de
teste, que exigem que as amostras sejam transferidas do chdo de fabrica ou de outros locais para
o laboratério. Uma publicacdo recente descreveu o uso de um sistema de teste rapido portatil
de endotoxina para analise de amostras biofarmacéuticas , como matérias primas e produtos
acabados com resultados em até 15 minutos. Uma dessas tecnologias baseada em LAL utiliza
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de um cartucho descartavel e um espectrofotdmetro de incubagdo portatil para permitir um
método cromogénico cinético quantitativo, medindo a intensidade de cor diretamente
relacionado a concentracdo de endotoxina em uma amostra de teste. Cada cartucho, contém
reagente LAL, substrato cromogénico e endotoxina padrdo de controle (MILLER, 2011).

A endotoxina ¢ um tipo de pirogénio, agentes causadores de febre, € ¢ um componente
da parede celular externa de bactérias Gram-negativas, como a E. coli por exemplo. A
endotoxina ¢ um lipopolissacarideo ou LPS. Devido as graves consequéncias de uma infecgao,
os medicamentos estéreis, injetaveis devem ser verificados quanto a esse agente (MILLER,
2010). A Charles River Laboratories ¢ responsavel pelo desenvolvimento do Endosafe®
nexgen-PTS ™. Esta tecnologia de cartuchos, licenciada pela FDA, usa 20 vezes menos
matéria-prima do que os testes LAL tradicionais, o que reduz significativamente a quantidade
de LAL por teste e minimiza a necessidade de novos testes que sdo frequentemente necessarios
com os métodos tradicionais, respeitando os requisitos regulamentares aprovados (CRL, 2007).

Quadro 3 - Comparagdo de métodos de Teste de endotoxinas bacterianas.

Parametros Endosafe Endotoxina bacteriana

Comparativos Farmacopeia

Tipo do método Rapido Convencional

Eficacia Quantitativo Quantitativo

Tempo 15 minutos 2 horas

Demanda Muito alta Alta

Otimizacao de Sim Nao

recusrsos

Precaucoes 37+1°C 37+1°C
- Sistema rapido e -Método de coagulagido em gel: baseado na formagao
portatil por meio de de coagulo ou gel (método semi-quantitativo)

tecnologia de cartucho
- Método turbidimétrico: baseado no desenvolvimento

- Usa 20 vezes menos de turbidez apds quebra de um substrato endégeno;
matéria-prima do que
os testes LAL - Método cromogénico: baseado no desenvolvimento
tradicionais de cor ap6s quebra de um complexo peptideo sintético
cromogeno

- Cada amostra deve
ser diluida na razdo
1:60 em agua reagente

- O procedimento inclui incubagao da endotoxina
padrdo para obteng@o de uma curva de calibragdo e das

para LAL solugdes controle com reagente LAL, por tempo pré-
Consideracdes gerais determinado e leitura espectrofotométrica no
- Sensibilidade de comprimento de onda adequado. No caso do

0.01-1.0 ¢ 0.05-5.0 EU | Procedimento do método turbidimétrico, a leitura ¢ feita

T C imediatamente apds periodo final de incubagio, e para
o procedimento colorimétrico a reagdo enzimatica é
interrompida no final do tempo pré-determinado pela

adicdo do reagente, antes das leituras. Para os
procedimentos cinéticos turbidimétricos e
colorimétricos os valores de absorvancia medida
durante o periodo da reag@o e valores de velocidades
sdo determinados para aquelas leituras

por mL

- Facil leitura do
resultado

- N4o é necessario
fazer a curva de

calibracdo
- Demora na leitura do resultado
Endosafe Cartridge United States Pharmacopeia (USP) Chapter <85>
Referéncias Technology Brochure Bacterial Endotoxins Test,2 USP Chapter <161>
— Charles River. Transfusion and Infusion Assemblies and Similar

Medical Devices.
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Fonte: Proprio autor

Por conseguinte, o teste de endotoxina tornou-se um teste de liberagcdo padrao para
produtos celulares e de terapia génica que sdo fabricados utilizando cultura ou manipulagao in
vitro, e para certos produtos ndo homoélogos que devem ser administrados sem criopreservacao.
O nivel maximo aceitavel de endotoxina nestes produtos sdo geralmente 5,0 unidades de
endotoxina (EU)/Kg/dose. Em pesquisas desenvolvidas recentemente, o sistema Endosafe
forneceu resultados confiaveis com produtos tipicamente produzidos em instalagdes de
fabricacao de terapia celular, e seria um teste apropriado para basear a libera¢ao desses produtos
que sdo sensiveis ao tempo (MONDORO, 2005).

Entretanto, o maior entrave para implementagao efetiva dos métodos microbiologicos
rapidos esta na validacdo, que ¢ um elemento importante para a realizagdo de qualquer nova
tecnologia no cenario farmacéutico. O caminho apropriado para submissdes rapidas de
microbiologia para o FDA ¢ melhor determinado através do didlogo direto com a Agéncia. Por
exemplo, a iniciativa PAT recomenda a discussdo com o FDA em relacdo a todos os aspectos
de implementac¢do de novos métodos analiticos de processo, e isso também se aplica aos MRMs
(métodos rapidos microbiolégicos) (LLOYD, 2006).

Existem orientagdes atualmente disponiveis sobre validagdo de métodos rapidos que
podem servir de ponto de partida para discussdes com o FDA. Algumas dessas orientagdes
incluem o recentemente revisto PDA Technical Report n°33 (2013), e as versdes atuais do USP
Capitulo 1223 e Ph. Eur. Capitulo 5.1.6. No entanto, uma empresa também pode desenvolver
sua propria estratégia de validacdo, desde que seja cientificamente solida e defensavel. Cada
um desses documentos mencionados, descrevem os principios basicos para validagdo, incluindo
parametros e critérios de aceitacdo. Alguns parametros podem ainda ser mais adequado serem
executados pelo proprio fornecedor do método rapido. Contudo, o fornecedor pode também
disponibilizar dados adicionais de teste de validacao, que podem ser encaminhados diretamente
ao usudrio final ou os dados podem ser enviados ao FDA na forma de um DMF (Drug Master
File), que nada mais ¢ do que uma submissdo ao FDA para fornecer informagdes confidenciais
detalhadas sobre instala¢des, processos ou artigos usados na fabricagdo, processamento de um
ou mais medicamentos humanos. Se a DMF de um fornecedor tiver sido enviada, o usuario
final tera, em muitos casos, apenas que fornecer dados de testes ndo cobertos na DMF, bem
como dados especificos do produto associados 4 qualificacdo do método rapido (MILLER,
2019).

Além do mais, outra op¢do para gerenciar a validacdo de método rapido ¢ o Protocolo
de Comparabilidade (PC) com um plano bem definido, detalhado e escrito para avaliar o efeito
de mudancas especificas nas anélises de identidade, for¢a, pureza, poténcia, entre outras de um
medicamento especifico, afinal fatores relacionados a segurancga e a eficacia do produto estdo
envolvidos. O PC ¢ um protocolo elaborado para demonstrar que o método novo ¢ adequado
ao uso pretendido, além de ser revisado pelo FDA facilitando assim a comunicacdo com a
agéncia. Desse modo, no inicio de 2011 a EMA introduziu mudancas significativas no
gerenciamento de revisdes de métodos rapidos que tornaram o processo de validacdo e
aprovacdo muito mais previsivel e alinhado aos processos que estavam em uso pelo FDA. O
novo processo que ¢ muito semelhante ao protocolo de comparabilidade do FDA, ¢ chamado
de PACMP (Post Approval Change Management Protocol) (MILLER, 2019).

Por isso deve ser notado que varias empresas j4 utilizaram estas mesmas estratégias para
as aprovagdes dos métodos rapidos, principalmente aqueles associados aos medicamentos
vendidos nos EUA. E altamente recomendavel a discussido da mudanga proposta com os 6rgios
regulatorios no inicio do processo de implementagdo, pois a introdu¢do dos métodos rapidos
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pode ser mais bem gerenciada por meio de programa interno de controle de mudanca da
empresa, colaborando também para a avaliacdo do impacto financeiro na insercao dessas novas
tecnologias. Consequentemente, em termos de adequagdo aos produtos e instalagdes toda
incorporacdo de método microbioldgico rapido deve ser avaliada antes de ser implementada,
visto que se a empresa seguir um modelo financeiro que projeta o Valor Presente Liquido e o
Periodo de Payback associados ao investimento em conformidade, ¢ provavel que haja um
impacto significativo na reducgdo de estoques e dos requisitos de capital de giro, juntamente os
custos seriam reduzidos quando associados a identificagdo antecipada de eventos de
contamina¢do quando eles ocorrem. Ou seja, tempo ¢ dinheiro, quanto mais rapida a resposta
de uma analise menos dinheiro ¢ perdido. Logo, a forma mais adequada de melhorar a eficiéncia
na fabrica¢cdo de medicamentos ¢ menos tempo de fabricacdo (LLOYD, 2006).

Mas ainda muitos dos novos produtos resultantes da biotecnologia nos tltimos 20 anos
foram estéreis. Principalmente medicamentos a base de proteina e assim o uso de calor umido
ou seco, ou irradiagdo ¢ excluido devido a danos significativos na estrutura molecular, que ¢
inerente a atividade biologica. Pesquisas apontam para a ascensdo nos produtos
biofarmacéuticos a medida que nossa compreensdo da doenga em nivel molecular aumenta e
nossa capacidade de manipular as linhas celulares melhora. O potencial para terapia com
células-tronco estd apenas sendo realizado, mas o que permite que esses biofarmacos sejam
administrados e tenham a¢o no local alvo ¢ que sejam produzidos assepticamente. Nesse caso,
a implementacdo dos métodos microbioldgicos na industria farmacéutica ¢ fundamental para
otimizagdo de tempo de resultado e controle de processo produtivo, além da regulamentagdo
pelas agéncias regulamentadoras nos paises em que esses medicamentos biotecnologicos sao
produzidos, como o Brasil.

Em suma, os métodos microbioldgicos rapidos sao mais vantajosos principalmente no
que se refere ao tempo de resultado, uma vez que as analises microbioldgicas demoram muito
para apresentar um resultado conclusivo, sendo assim, ao aplicar o uso de métodos rapidos os
custos podem ser reduzidos quando associados a identificacdo antecipada de eventos de
contaminagdo, quando eles ocorrem. Além do que, os MMR apresentam maior confiabilidade,
especificidade elevada, reduzem o niimero de etapas de trabalho, diminuem o erro analitico, e
consequentemente o tempo de ciclos de producdo ¢ reduzido. Apds a comparagdo dos métodos
foi possivel identificar que o tempo de resultado das novas tecnologias ¢ muito mais rapido
quando comparado aos métodos tradicionais.

CONCLUSAO

Diante disso, o desafio estd presente. O papel do microbiologista, bem como do
farmacéutico nas avaliacdes de risco, dados, opinides € no apoio &s novas tecnologias de
metodologias rapidas de andlises frente a uma demanda de biofdrmacos que apresentam um
prazo de validade mais curto, e necessitam de uma liberacdo de andlises microbiologicas mais
rapida, para um consumo mais imediato ¢ fundamental na garantia da reducdo do risco ao
paciente.

Afinal, as andlises microbioldgicas sdo as que levam mais tempo para liberagdo de um
lote na inddstria farmacéutica, por isso o comparativo entre as metodologias tradicionais e as
novas tecnologias exposto nesse trabalho evidencia as vantagens dos métodos microbioldgicos
rapidos em termos de rapidez, resolugdo, sensibilidade e automacdo. Assim, o processo de
implementagdo e aprovagdo regulamentar dos métodos rapidos ¢ trabalhoso, visto a demanda
de trabalho para um processo de validacdo robusto, sendo entdo, imprescindivel o contato com
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as agéncias regulamentadoras para um controle cada vez mais sensivel, assertivo e rapido,
essencialmente para produtos biotecnoldgicos provenientes por exemplo, de terapia celular.
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