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RESUMO

Laboratérios de microbiologia devem utilizar meide cultura com estabilidade
assegurada para a realizacdo das analises. O etugkiabilidade fornece indicacdes
sobre o comportamento do produto, em determinatervedo de tempo, frente a
condi¢cdes ambientais a que possa ser submetidde @efabricacdo até o término da
validade. Apesar de ser um requisito da Portari@86° de 27 de agosto de 1998 do
Ministério da Saude, que trata das Boas PréaticaFateicacdo para produto para
diagnostico de usoirf vitro”, ainda ndo existem legislagcbes que esclarecam a
metodologia para o desenvolvimento do estudo dabiidbde para produtos de
diagnostico in vitro” como os meios de cultura. Dessa forma foram dataduos
parametros fisico-quimicos e microbioldgicos, atipale adaptacfes dos guias para
estudo de estabilidade de produtos farmacéuticoimade realizar estudos de
estabilidade nos meios de cultura Agar Sabouraullgar MacConkey, em trés
condices definidas. No TEMPO ZERO a realizacdo tdetes para as analises das
unidades, incluindo a analise visual do meio deéucal foi no tempo maximo de 24
horas apds o seu preparo. No ESTUDO ESTABILIDADEEAERADO a realizacao
dos testes foi apOs as unidades terem sido exposiasdicoes extremas de incubacao.
Para a VERIFICACAO DA VALIDADE, os testes foram ligados apos as unidades
terem sido expostas as condicbes ideais e teremgidii o tempo de validade
estabelecido pela UHPMC. O objetivo deste trabdthoelaborar um protocolo de
padronizacdo dos testes de estabilidade de meiosltlga utilizados no diagndstico
microbiolégico e testar sua eficiéncia sobre difege meios de cultura em placa. O
protocolo mostrou-se adequado para o alcance desvois propostos, sendo possivel
analisar a performance do meio de cultura solido ptaca de Petri sobre varios
parametros e confirmar a data de validade paraeossmtilizados no estudo.

Palavras Chave:Controle de qualidadestabilidade, meio de cultura, prazo de

validade, microbiologia.



1. INTRODUCAO

As analises microbiolégicas devem produzir resoadonfiaveis baseados em
metodologias oficiais ou validadas uma vez que asuliecisdes importantes sdo diariamente
tomadas na area da saude sustentadas nos resuldiios nas analises laboratoriais. Para
alcancar esses resultados tem sido cada vez ntassaeio o desenvolvimento de protocolos
de avaliacdo de desempenho dos métodos propostos.

De acordo com Konemen, E.W. Trad. Cury, A.E

[...] ApOs o recebimento de uma amostra para cultivaaboratério de microbiologia, devem
ser tomadas as seguintes decisdes-chave para isoldentificar os micro-organismos que podem
estar presentes: selecionar os meios de culturandmios apropriados para o tipo de amostra;
determinar a temperatura e a atmosfera de incubapéaca isolar todos o0s micro-organismos
potencialmente significativos; determinar qual dogro-organismos isolados em meios primarios
requer uma maior caracterizacdo; determinar se gs#ressarias provas de suscetibilidade a
antibiéticos, uma vez conhecida a identidade daavicganismd...]."

Neste contexto, o diagndstico microbioldgico estariamente ligado a qualidade dos
meios de cultura utilizados, que por sua vez temaHm dos principais componentes que
influencia na repetitividade e reprodutibilidades @amalises. O que faz desse produto uma das
principais incertezas que incidem sobre os resodtattidos.

Conforme Madigan, M.T.; Martinko, J. M.; Dunlap,\P; Clark, D. P.

Meios de cultura correspondem as solucBes nutréentélizadas para promover o
crescimento de micro-organismos em laboratdfio.

Quanto a composicdo quimica os meios de culturadsadidos em duas classes:
guimicamente definidos, cuja composicdo quimicxaiaee conhecida e meios complexos
quando ndo se pode afirmar com precisdo a composigicional. Apresentam-se como
liquidos, sélidos (1,3 a 1,5% de agar) e semi-eéli@,4 a 0,6% de agaf).

Quanto a finalidade os meios séo classificadosne@mns de cultura para o transporte
e conservacao, crescimento e isolamento além deagprde identificacdo de micro-
organismos A escolha adequada do meio de cultura para use per decisiva nos
diagnosticos e na identificacdo de uma variedadeattegenos relacionados as enfermidades

gue acometem humanos e animais.



Entre as varias centenas de meios de cultura c@imente disponiveis, além das
numerosas formulacdes “pessoais” divulgadas naatitea meédica, é necessario apenas um
pequeno nimero para uso diario. Em geral sdoad#ig placas de adar.

Os meios podem ser seletivos ou nao-seletivos. &dsseletivos sao isentos de
inibidores e permitem o crescimento de muitos marganismos. O agar Sabouraud, é um
meio n&do-seletivo utilizado para a pesquisa de dsndilamentosos ou leveduriformés).
Pode-se tornar o agar sabouraud seletivo mediad&@o de antibidtico.

O agar MacConkey é o meio de cultura seletivozatilo para inibir micro-organismos
gram-positivos, os sais biliares e o cristal vimlsfio os inibidores presentes na composicéao
do meio® Além disso o meio é classificado ainda como difei@rpois diferencia os micro-
organismos quanto a fermentacao da lacfose.

Pelo fato do cultivo em laboratério ser requepdea o estudo detalhado de um micro-
organismo, é necessario atencdo criteriosa naaselegqio preparo dos meios para que o
cultivo seja bem sucedidd.

Para a reconstituicdo dos meios de cultura deadivat € necessario conferir as
instrucdes completas para o preparo do meio dalaétulo de cada frasco e/ou manuéis.
Alguns pontos criticos que devem ser consideradms @ processo produtivo sao:
armazenamento do insumo desidratado, a qualidadguds a qualificacdo de equipamentos,
a calibracdo de dispositivos de medicdo e ensao,trdinamento, conscientizacdo e
competéncia da equipe técnica, a area produtivguada as necessidades, controle de
qualidade com multiplas cepas padrao de referéde@mentacédo de producéo e retencdo de
amostras para testes futuros.

A monitorizacdo das etapas de producdo garanteobtencdo de produto com
qualidade que envolve a formulagdo, pesagem, highaf medicdo do pH preparo,
aguecimento e homogeneizacéo, esterilizacéo, fib@agio com o nome, data de fabricacéo,
data de validade e tipo de armazenamento e diigtib.

Para a maioria dos meios de cultura a etapa ddlieatgio é realizada utilizando o
equipamento autoclave com temperatura de 121°€ss3w controlad®. A esterilizac&o por
filtracdo € realizada com filtro de porosidade ¢22fhicra, recomendado para remocao de
células bacteriana.

Uma vez preparado e antes do uso, amostras daldoieeio de cultura devem ser

submetidas a controles de qualidade. Lote é umantigade definida de um produto



terminado obtido em um Unico processo ou sérierdeepsos, cujas caracteristicas essenciais
sdo a homogeneidade e quantidade dentro dos liesipesificados’

Véarios sado os parametros analisados durante ootentie qualidade, como por
exemplo, analise das caracteristicas organoléptpdsfinal, promocdo de crescimento e
esterilidade.

As caracteristicas organolépticas como cor, gelfio e homogeneidade devem ser
analisadas visualmente, unidade por unidade, p@ilsjger alteracdo identificada sinaliza que
0 meio pode estar improprio ou entdo podem seragfies pontuais que ndo comprometem
todo o lote. Alteragbes pontuais ocorrem uma vez @preparo e distribuicdo de meios de
cultura, em sua maioria sao realizados manualme€atiee ressaltar que muitas das mudancas
de coloracdo, por exemplo, podem indicar alterag@opH, isso pode ser detectado
visualmente antes mesmo da utilizacdo de equipasehmetros’

Durante a analise visual pode ser identificadostgsomle precipitacdo ou ainda
geleificacéo insatisfatoria. Algumas das causasgwes para a precipitacdo do meio podem
ser a qualidade inadequada da agua, sujidade asx0$ utilizados para o preparo do meio,
superaquecimento do meio ou dissolucéo incompletté®mesmo valor incorreto de BHA
gelificacdo insatisfatoria tem como algumas dasa&sprovaveis a hidratacdo ou pesagem
errada, qualidade inadequada da agua ou dos frasitimados para o preparo do meio ou
superaquecimento do meio ou dissolucéo incompleta.

A manutencdo prolongada do agar a temperatura ®@, Zhtes do plagueamento,
provoca alteracfes do tipo precipitacdo ou getficainsatisfatorio e deteccdo de pH final
errado. Desta forma, o recomendado € a manuter@&oet de cultura nessa temperatura
por no méximo 3 hora$.

E importante que o pH de um meio de cultura espegximo do ideal para o
crescimento dos micro-organismos em estudo. Osteggégamponantes como, por exemplo,
fosfatos, acetatos, citratos podem fazer parteodauiacdo dos meios de cultura e contribui
para a manutencéao e estabilizacdo do pH.

A deteccédo de pH final errado tem como outras capsavaveis a determinacdo do
valor do pH em temperatura acima de 25° C, supecagento devido a esterilizacao
prolongada, liguefacdo do meio apds a solidificagiissolucdo incompleta do meio de
cultura; qualidade inadequada da agua ou dos Bastmio desidratado armazenado

incorretamente ou com prazo de validade expifado.



A disponibilidade de 4gua esta diretamente relaciarcom o crescimento dos micro-
organismos seja em ambientes naturais ou em meiasiltlira, uma vez que a maioria dos
nutrientes disponiveis € solivel em meio aquospegagem e analise da perda de peso das
placas indica a perda de agua no meio de cultamratgrA perda da umidade de placas com
agar é causa rotineira de falha no desempenho liotdgico.°

O teste de promocédo de crescimento € importani@ @aanalise de alteracées no
crescimento bacteriano sendo parcial ou inibidm agresenca de agente seletivo, tem como
causas provaveis o aquecimento prolongado e exoesdissolugdo incompleta dos
constituintes do meio, presenca de substanciasdnis na agua ou frascos ou pH alterido
A degradacao quimica como oxidacao ou perda daladi® microbiana, pode ser retardada
através de protecdo contra luz, calor e desidrataca

E importante garantir a esterilidade do meio déucalpreparado, uma contaminag&o
pode gerar resultados falso positivos ou até mesibiv 0 crescimento do micro-organismo
pesquisado em determinada amostra. A auséncia cd®-organismo em todos 0s meios
incubados durante o periodo determinado no testestkyilidade € fundamental para a

garantia da qualidade do meio.
De acordo com o Manual de Acreditacdo para Labooastde Microbiologia

[...] os meios preparados devem ser verificados com&elagsobrevivéncia ou recuperacao
dos micro-organismos alvo; inibicAo ou supressads ducro-organismos ndo alvo; propriedades
bioquimicas (diferenciais e diagndsticas); propadds fisicas (por exemplo: pH, volume e
esterilidade) e o prazo de validade dos meios peapeEs e mantidos nas condigfes definidas de
armazenamento, deve ser determinado e contrdlafld

Prazo de validade é a data limite para a utilizagdoum produto definido pelo
fabricante, com base nos seus respectivos testestdeilidade, mantidas as condi¢cdes de
armazenamento e transporte estabelecidos. Testestdbilidade é o conjunto de testes
projetados para obter informacgdes sobre a estatididie produtos, visando definir seu prazo
de validade e periodo de utilizacdo em embalageomeicdes de estocagem determinadas

Os laboratérios de microbiologia devem utilizar osede cultura com estabilidade
assegurada para a realizacdo dos ensaios. A Edbildos meios de cultura € um requisito
fundamental a qualidade e a seguranca dos meselogédfil de estabilidade de um produto

€ possivel avaliar seu desempenho, segurancaaeiafaentro de seu prazo de validade.
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O estudo de estabilidade fornece indicagbes smlm@mportamento do produto, em
determinado intervalo de tempo, frente a condigiabientais a que possa ser submetido,
desde a fabricacdo até o término da validade

Variaveis relacionadas a formulagdo, ao processdatiricacdo, ao material de
acondicionamento e as condi¢des ambientais e nlgprete, assim como cada componente da
formulacao seja ativo ou n&o, podem influenciaterar a estabilidade do prodifto

As alteracbes podem ser extrinsecas, ou sejajaedalas a fatores externos aos qual
o produto esta exposto (tempo, temperatura, luzxigénio, umidade, material de
acondicionamento, micro-organismos e vibragdo) teénseco, relacionado a natureza das
formulacdes e, sobretudo, a interacdo de seusdiegtes entre si e ou com o material de
acondicionamento: incompatibilidade fisica e incatiiplidade quimica, como, por exemplo,
pH, reacées de 6xido-reducdo e reacdes de hidrblise

Durante todo estudo de estabilidade as amostrasteste devem permanecer
armazenadas nas embalagens primarias (embalageestguem contato direto com o produto
e que pode se constituir em recipiente ou envoltdestinado a enxaguar ou manter, cobrir
ou empacotar matérias-primas, produtos semi-eldbsrau produtos acabados) e secundarias
(embalagem que n&o entra em contato direto conodufiy e que pode se constituir em
recipiente ou envoltério destinado a acondicionprasluto acabado) originafs.

Apesar de ser um requisito da Portaria n° 68@7dde agosto de 1998 do Ministério
da Saude, que trata das Boas Praticas de Fabripag@@roduto para diagndéstico de usp “
vitro”, ainda n&o existe legislagcbes que esclarecamtadmlegia para o desenvolvimento do

estudo de estabilidade para produtos de diagndsticatro” como 0s meios de cultura.

De acordo com Portaria n® 686, de 27 de agost®9@ do Ministério da Saude

[...] deve ser estabelecido um programa escrito de emgi#goestabilidade para os
produtos acabados. Devem ser seguidos planos edogtmaliticos indicadores de estabilidade. As
amostras dos produtos submetidos ao estudo deiletddle devem ser armazenadas na embalagem
original como as usadas para sua comercializacademperatura ambiente ou na temperatura

recomendada para sua conservacao e também em éesdijgie acelerem o seu envelhecimgnio
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Atualmente, existem resolucbes da Agéncia Naciomal Vigilancia Sanitaria

(ANVISA) que disple de guias para o desenvolvimel@studo de estabilidade de produtos



farmacéuticos como por exemplo a Resolucao daddige€Colegiada (RDC) n° 210 (2003) e
a Nota Técnica n° 001 (2008).

Convém lembrar que, até 1984, as metodologiasvdBaedo da estabilidade de
farmacos e medicamentos seguiam principios téceiasntificos, sem interferéncia de atos
regulatorios emitidos por agéncias ou 6rgaos diawigia sanitaria. As empresas utilizavam
metodologias préprias, juntando seus dados e imfgbes na documentacéo de registro.

O incremento do comércio internacional, o procedscespecializacdo de unidades
produtivas e a racionalizacdo da producdo de mmeictps para atender aos principios de
producdo em escala econdmica, todos incluidos miextw caracterizado como globalizacao,
contribuiram para que fosse considerado indispehsaconhecimento do comportamento
das formas farmacéuticas nas diferentes areasadetpl*

Uma vez que ndo foram encontradas resolucdes resetloras para o
desenvolvimento do estudo de estabilidade paraufmedie diagnésticim vitro, dentre esses
0s meios de cultura, foram determinados os parameuimicos, fisicos e microbiolégicos
dos meios de cultura, a partir de adaptacdes das para estudo de estabilidade de produtos
farmacéuticos, em trés condi¢cdes definidas nestel@sapds o preparo (tempo zero), apos
armazenamento em condi¢cdes extremas (estudo atm®lezaapds o armazenamento em
condicOes adequadas (confirmacao de validade).

O estudo em gquestao foi desenvolvido para ateamlegquisito previsto na Portaria n®
686, de 27 de agosto de 1998 do Ministério da Sajide trata das Boas Praticas de
Fabricagdo para produto para diagnéstico de wmsuitfo”, além de também atender a norma
NBR: ISO 17025:2005 no requisito rastreabilidadenfi 5.6.2.2) para os laboratorios de

ensaio™’



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver um protocolo padronizado de estudestibilidade de meios de culturas

utilizados em ensaios microbiolégicos.

2.2 Objetivos especificos

Elaborar um protocolo de estudo de estabilidade pezios de cultura.

Realizar estudo de estabilidade em dois meiosiltigra sélidos em placas, conforme
protocolo elaborado.

Certificar os prazos de validade atualmente detawmios dos meios de cultura

utilizados no desenvolvimento do estudo proposto.



3. MATERIAL E METODO

3.1Elaboracéo do protocolo de estudo de estabilidadea@ meios de cultura

A metodologia adotada para a realizacdo destallalesta alicercada na pesquisa de
legislacdes e estudos referente ao assunto deliesidd de produtos e visita técnica no setor
de estudo de estabilidade de medicamentos da iradéetmacéutica da Fundagéo Ezequiel
Dias.

Inicialmente realizou-se pesquisa documental emalo levantamento das principais
legislacdes vigentes e normas definidas. Esta de@acomo premissa conhecer melhor o
tema para contextualizar e apresentar os princigmseitos e metodologias de estudos de
estabilidade.

Posteriormente foi realizada a visita técnicaeiorsde desenvolvimento de estudo de
estabilidade, a fim de compreender na pratica c@&ndesenvolvido os estudos para
medicamentos e buscar o que poderia se aplicadampastudos com meios de cultura.

A partir do levantamento documental e da visitznitga foi elaborado o
PROTOCOLO PARA ESTUDO DE ESTABILIDADE (APENDICE 1¢pm aplicacao para
meios de cultura solidos (distribuidos em tubosviio e placas de Petri), liquidos e
semissolidos. A funcionalidade desse protocolddsiada em dois lotes de meios de cultura

sélidos em placa.

3.2 Preparo dos lotes testes contendo os meios déuras em placa de Agar Sabouraud

e Agar MacConkey

A funcionalidade deste protocolo foi avaliadaizéihdo meios de cultura comerciais
de diferentes marcas e finalidade de uso. O me#r 8gbouraud (A.SDA) foi escolhido, pois
proporciona o crescimento flingico e Agar MacConkd&y Mac), pois proporciona o
crescimento bacteriano de modo seletivo e difeatnci

O meio Agar Sabouraud contém em sua formulacddentds que favorecem o
crescimento de diversos fungos leveduriformesaeni@ntosos, sendo utilizado para o cultivo
e crescimento de espécies @andidae de fungos filamentosos, particularmente aqueles

associados a infeccdes superficia@® meio é composto por dextrose 40g/L, peptong4 10
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agar 15¢g/l. O lote para teste foi identificado pela sequeri@881953-1 totalizando 70
placas.

O agar MacConkey € um meio seletivo e diferenaraplamente utilizado para o
isolamento de enterobactérias e outros bastonetes Begativos entéricos relacionados. Este
meio tem como compostos seletivos o cristal vioketas sais biliares. Estes compostos
inibem o crescimento de micro-organismos Gram posit especialmente enterococos e
estafilococos, e algumas bactérias Gram negatkigsrdes. A lactose € o Unico carboidrato
presente e o vermelho neutro é o indicador de pHndm. A composi¢cdo do meio é de
peptona 20g/L, lactose 10g/L, sais biliares 5glbreto de sddio 5g/L, vermelho neutro
0,075g/L e &gar 12gfL O lote para teste foi identificado pela sequerk2981950-2
totalizando 56 placas.

Os lotes foram preparados de acordo com as or@@gagos manuais e rétulos das
marcas utilizadas e foram distribuidos em placasPéé&i (90x15 cm), com volume
aproximado de 23 a 25 mL pelos técnicos da Unidadedigienizacédo e Preparo de Meios de
Cultura (UHPMC) na Fundacao Ezequiel Dias (FUNED).

Entre 12-18 horas ap0s o preparo do meio de ayltada lote, foi submetido a
analise visual e entdo foram enviados para o Ladmwade Controle de Qualidade (LCQ) da
UHPMC acompanhadas da ficha de producdo do meiof@naulario de controle visual
realizado e aprovado (APENDICE 2).

No LCQ as amostras recebidas foram identificadaeparadas de acordo com o0s
planos de estudo para cada etapa que foi realicadtborme os critérios de avaliacdo
definidos. Durante todos os estudos as unidadesamexceram armazenadas nas embalagens
primarias (placas de plastico estéreis) e secuamlésacos plasticos de primeiro uso) em que
foram acondicionadas durante o preparo. Os dadeentes as unidades, teste e resultados

foram registrados em formularios proprios paragrost analise.
3.3Planos de Estudo de Estabilidade

O meio de cultura sélido em placas é armazenadgeadadeira (5°C + 3) e possui
prazo de validade de 30 dias. Essa condicdo dezanamento e definicdo de validade foi
estabelecida pela UHPMC baseando-se em seu histériexperiéncia de producdes. As

unidades separadas para os estudos foram testadastgpas em tempos e condi¢cdes
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definidas. As etapas foram denominadas de Tempm, BEstudo Acelerado e Verificagdo da
Validade.

As analises fisico-quimicas e microbiologica foreealizadas em triplicata. Sendo
necessarias 18 placas de Agar SDA para as andéised (3), esterilidade (3) e promog&o de
crescimento e 12 placas do meio A.Mac para as sasalle pH (3), esterilidade (3) e
promocao de crescimento (6) para cada uma dassedapstudo.

Todos os critérios de avaliagdo que foram avasiaao cada estudo estdo descritos no
item 3.4 Critérios de avaliacao.

Todos o0s equipamentos e solucdes utilizados nod@ststavam devidamente
calibrados e qualificados de acordo com as suaciispades e também conforme previsto
na norma NBR: ISO 17025:200%.

3.3.1 Plano de estudo para TEMPO ZERO

Neste estudo todos 0s registros e etiquetas défidacdo foram avaliados, o pH final
verificado, as placas foram pesadas, incubadasapavaliacdo da esterilidade e testadas com
micro-organismos no tempo maximo de até 24 horés agproducéo do meio.

Os resultados obtidos a partir desse estudo fotdimados para a definicdo sobre o

inicio dos testes de Estabilidade Acelerada e @oaftdo da validade.

3.3.2 Plano de estudo para ESTABILIDADE ACELERADA

Neste estudo as placas foram inicialmente pesadmsdo expostas a temperatura de
25°C + 2, sugerida como extrema capaz de aceleranvelhecimento do produto, em
incubadora tipo B.O.D, durante a metade do praamtigade estabelecido, ou seja 15 dias.

Apo6s o periodo de exposicdo a condicao extremid @l foi verificado, as placas
foram pesadas novamente, incubadas para a avatlacésterilidade e testadas com micro-
organismos.

Os resultados obtidos a partir desse estudo fatdzados em conjunto com o estudo
no TEMPO ZERO bem como o teste da CONFIRMACAO DAIWBADE, para avaliar

alteracbes que possam interferir em condicbes néleradas e para avaliar o impacto de
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curtas exposicdes a condi¢Oes fora daquelas estaksd para o produto, que podem ocorrer

durante o transporte do meio de cultura, por exempl

3.3.3 Plano de estudo para CONFIRMACAO DA VALIDADE

Neste estudo as placas foram inicialmente pesa@asdo armazenadas em geladeira
(5°C £ 3) durante 30 dias, essas condi¢cdes sabetstadas como ideais para a preservacao
do produto.

Apbs o periodo de armazenamento o pH final foifieado, as placas foram pesadas
novamente, incubadas para a avaliacdo da estddlieléestadas com micro-organismos.

Os resultados obtidos a partir desse estudo forammparados com os dados no
TEMPO ZERO bem como os do ESTUDO ACELERADO e e$team utilizados para
confirmar ou avaliar o prazo de validade do meicutura testado.

3.4 Critérios de Avaliacao

Os procedimentos de avaliacdo do desempenho tédoscprodutos serdo os seguintes:

3.4.1 Anadlise da identificacéo e registros de producéo

Os registros e as etiquetas de identificacdo matieseao produto em teste devem
conter nome, numero de lote, fabricacdo, validadecoadicbes de armazenamento
corretamente escritas.

Metodologia: Andlise visual e técnica.

Critério de aceitabilidade: Todos os registros e identificacdo devem estar @&sm
informacdes corretas — APROVADO;

Critério de rejeicdo: Falta de qualquer registro e identificacdo seminésrmacdes —
REPROVADO.
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3.4.2 Aspectos fisico-quimicos

3.4.2.1 Aspecto fisico

O meio de cultura deve estar livre de precipitadtar homogéneo e com coloracéo de
acordo com o recomendado pelo fabricante. Quarddfapestiver presente na composi¢do do
meio de cultura desidratado a geleificagdo tamled avaliada.

Metodologia: Analise visual

Critério de aceitabilidade: meio homogéneo, sem precipitados, geleificacacebman a cor
dentro do estabelecido pelo fabricante — APROVADO.

Critério de rejeicdo: presenca de precipitado, geleificacdo insatisitddissolucédo e

homogeneizacéo inadequada e cor fora do estabeleeid fabricante — REPROVADO.

3.4.2.2Verificacao de potencial de hidrogénio (pH) final d meio de cultura

O valor do pH final deve estar dentro do intervedtabelecido no rétulo do meio de
cultura.

Metodologia: uso de eletrodo de superficie acoplado ao poteratid calibrado com
solugdes certificadas 4,0 e 7,0.

Critério de aceitabilidade: dentro do intervalo estabelecido no rétulo — APRDD;

Critério de rejeicdo: fora do intervalo estabelecido no rétulo - REPROA
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3.4.2.3 Aspecto da desidratacdo

As unidades pesadas ndo devem ter perda de doerosa 5% do peso inicial. Perda
de &gua superior a 5% do peso inicial caractegza-desidratacdo significativa do meio de
cultura, podendo comprometer assim o crescimentoic®-organismos.

Metodologia: uso de balanca para a pesagem das placas dural@senvolvimento dos
estudos. A balanca deve ser tarada antes das pssag® uma placa vazia, sem meio de
cultura vazia de cultura, para que o peso da @ejeadesconsiderado.
Os resultados das pesagens foram apresentadosela ¢arealizado tratamento estatistico
para a identificacdo de valores discrepantagliérs) de acordo com critério de Grubbs,
descrito na norma I1SO 5725-2 recomendado por unmaa8STM:®
Critério de Grubb : Seguindo o primeiro critério para identificarukados extremos em uma
amostra conm observagdes, 0s passos sdo 0s seguintes:

* Passo 1: Classificar, em ordem crescente, 0s agesliy, X,, X3, ... X,

e Passo 2: Determinar G1 (referente ao menor valocaigunto) e G (referente ao

maior valor) de acordo com as seguintes expressoes:

G1 =(MEDIA - X)) GN = (X - MEDIA)
DESVIO PADRAO DESVIPADRAO

» Passo 3: Decidir com base nos valores criticos@ara
- para 0 menor valor: se Gl < gelado 0 Menor valor ndo € considerado
aberrante; caso contrario, € considerado aberrante.
- para 0 maior valor: se Gn < {gelado O Maior valor ndo € considerado

aberrante; caso contrario, € considerado aberrante.

Critério de aceitabilidade: perda de peso das placas contendo o meio emeafailimferior
a 5% — APROVADO.

Critério de rejeicdo: perda de peso das placas contendo o meio emeafalisuperior a 5%
— REPROVADO.
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3.4.3 Aspecto microbioldgico

3.4.3.1 Promocéao de crescimento

Avaliar o cultivo de micro-organismos padrao esfimxipara cada tipo de meio de
cultura determinando a seletividade e diferenciag@® col6nias, bem como crescimento
satisfatorio.

Metodologia: Diluicdo sucessiva partindo da escalaMde Farland

Verificar a capacidade de promocao de crescimetitpamdo diluicbes padronizadas
com inoculo <100 UFC/mL de micro-organismos padiéaoeferéncia dAMERICAN TYPE
CULTURE COLLECTIONATCC), conforme descrito nas TABELAS 01 e 02:

TABELA 01 Cepas padrdo utilizadas na determinac@@mdmocdo do crescimento microbiano do meio A.

Mac:

Controles Micro-organismo ATCC INOCULO

Controle positivo Escherichia coli 8739 <100 UFC/mL

Lactose positivo

Controle negativo Staphylococcus 6538 <100 UFC/mL

aureus

TABELA 02 Cepas padrdo utilizadas na determinac@@mmocdo do crescimento microbiano do meio A.
SDA:

Controles Micro-organismo ATCC INOCULO

Controle positivo Candida albicans 10231 <100 UFC/mL

A) Diluicdo Bacteriana

Utilizar cepas de referéncia @scherichia coli e Staphylococcus aurenantidas em

geladeira em tubo inclinado para realizar subcaftiem placas. Com uma alca descartavel,
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retirar uma aliquota da cepa de referéncia do testoiar em placa contendo meio de cultura
nutritivo (dgar sangue ou agar TSA), com o0 objetio serem obtidas colonias isoladas.
Incubar por 24 horas a temperatura de 33°C a 37°C.

A partir do crescimento em placa selecionar tré@sadro colénias, bem isoladas com o
mesmo tipo morfotipo e com o auxilio de uma algetdr@ologica gastar as colénias na parede
do tubo de hemolise estéril, contendo aproximadsn2m 3 mL de solucédo tampéo cloreto
de sddio peptona pH 7,0 estéril. Agitar o tubo giteglor de tubos.

Realizar a leitura no equipamento turbidimetro, apafericdo da turbidez, se
necessario ajustar a turbidez da cultura utilizandampao, até obter uma turbidez 6ptica
comparavel a da solucdo OW&C Farland(aproximadamente 1,5 x 40FC / mL)*.

Em tubos contendo 9 mL de solucédo tampéao cloretedde peptona pH 7,0 estéril,
pipetar 1mL da suspensao com micro-organismosM@gFarland, para o 1° tubo contendo
9 mL de solugédo tampdo cloreto de sodio pepton& PHestéril utilizando micropipeta de
1000pL. Realizar diluicdes sucessivas, de modoter amma suspensédo que contenha entre
10-100 células viaveis.

Para verificar qual diluicdo atende ao parametrabetecido, pipetar 0,1mL utilizando
micropipeta de 100uL, das ultimas diluicdes redi®ano meio padrdo Agar TSA, espalhar
com a alca d®rigalsky e incubar. Apos a incubacédo proceder a contagerplacas para
determinar a densidade microbiana obtida com cddgab, afim da obtencdo de inoculo
<100 UFC/mL*

B) Inoculacdo no meio de cultura sélido em placa ffead plate)

Inocular em triplicata na superficie da placa 0l atilizando micropipeta de 100uL
da diluicdo do micro-organimo previamente precadzaontendo 10-100 células viaveis,
espalhar utilizando alga derigalsky e incubar por até 24 horas a temperatura de 33°C a
37°C.

ApOs a incubacéo realizar a contagem das colomasltgplicar o valor obtido por 10,

a fim de se calcular o nUmero de UFC/mL.
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C) Diluicdo Fungica

Utilizar cepas deCandida albicansmantidas em geladeira em tubo inclinado para
realizar subculturas em tubos. Com uma alca désedrtretirar uma alcada da cepa de
referéncia do tubo, estriar em outro tubo contandm de cultura nutritivo (agar Sabouraud).
Incubar a temperatura de 23°C a 27°C.

Lavar o crescimento obtido no tubo com 2 mL de gautampdao cloreto de sodio
peptona pH 7,0 estéril e transferir 1mL, utilizanchicropipeta de 1000uL para frasco
contendo 99mL de solucdo tampdo cloreto de sodmiopa pH 7,0 estéril (suspensao
estoque). Homogeneizar a suspensao manualmentesfdiia2 a 3 mL da solugéo do frasco
para um tubo de hemdlise, agitar no agitador destub

Realizar a leitura no equipamento turbidimetro, apafericdo da turbidez, se
necessario ajustar a turbidez da cultura utilizandampao, até obter uma turbidez 6ptica
comparavel a da solucdo W&C Farland(aproximadamente 1,5 x 40FC / mL)*,

Em tubos contendo 9 mL de solucédo tampéao cloretedde peptona pH 7,0 estéril,
pipetar 1mL da suspensdo com micro-organismosd@bFarland, para o 1° tubo contendo
9 mL de solugédo tampdo cloreto de sodio pepton& PHestéril utilizando micropipeta de
1000pL. Realizar diluigbes sucessivas, de modoter alma suspensédo que contenha entre
10-100 células viaveis.

Para verificar qual diluicdo atende ao paramettabetecido, inocular, utilizando
micropipeta de 1000uL das diluicbes em 04 placas meio padrdo Agar TSA, divididas da
seguinte forma: 0,3mL em 3 placas e 0,1mL em lapl@om o auxilio da al¢a derigalsky
espalhar todo o conteudo sobre a placa e inculpairs A incubacdo proceder a contagem em
placas para determinar a densidade microbianasobtich cada diluicdo, afim da obtencéo de
inoculo <100 UFC/mt?,

D) Inoculagcéo no meio de cultura solido em placa ffsead plate)

Inocular em triplicata, na superficie, a diluicdo 84 placas com meio de cultura em
teste da seguinte forma: 0,3mL em 3 placas (utitlamicropipeta de 1000uL) e 0,ImLem 1
placa (utilizando micropipeta de 100uL). Com o &oxda alca deDrigalsky espalhar todo o

conteudo sobre a placa. Incubar a temperatura®e227°C por 72 horas.
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Apés a incubacao realizar a contagem do numermldmias que se desenvolveram

nos meios solidos, que juntas deve ter um somagatie 10-100 UFC.

Critério de aceitabilidade: respostas satisfatorias acima de 10 UFC dos nfkinote aos
micro-organismos. — APROVADO.
Critério de rejeicdo: respostas insatisfatorias (diferenciacdo e selietile) e crescimento

abaixo de 10 UFC nos meios de cultura frente aosorairganismos. — REPROVADO.

3.4.3.2 Teste de Esterilidade

Verificar a esterilidade dos meios de culturas gragos.

Metodologia: As unidades separadas para esterilidade deveimcséadas, em estufa 33°C a
37°C para o meio A. Mac e estufa 23°C a 27°C pan@io A. SDA por no minimo 72 horas.
Critério de aceitabilidade: auséncia de alteracdo e de possiveis contaminégdésias ou
turvagéo) - APROVADO.

Critério de rejeicdo: ocorrendo alteragcdo do meio ou presenca de passietaminacoes
(colbnias ou turvacéo) - REPROVADO.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos das andlises fisicas, qagngienicrobiolégicas dos estudos para
cada meio de cultura seréo relatadas a seguir.

4.1 Agar MacConkey

4.1.1 TEMPO ZERO

4.1.1.1 Andlise da identificac&o e registros de piacéo

A avaliacdo da identificacdo do meio de cultura conome, numero de lote,
fabricacéo, validade e condi¢cbes de armazenambato, como verificacdo das fichas de
producdo e de controle visual entregues ao LCQ-UBHbtam considerados aprovados,

todos os registros e rotulos estavam com as infgiasacorretas.

4.1.1.2 Aspectos fisico-quimicos

4.1.1.2.1 Aspecto fisico

A analise das caracteristicas fisicas como corficggldo e homogeneidade foi
realizada visualmente. As placas apresentaram agdlor homogénea vermelha, sem
precipitados, e gelificacdo adequada. Dessa formateo com essas caracteristicas foi

considerado aprovado.

4.1.1.2.2 Verificacédo de potencial de hidrogénio Kf final do meio de cultura

A média dos valores aferidos foi 7,00 e atendensvalo estabelecido no rotulo do
fabricante que é de 7,1 + 0,2, dessa forma o loiecédnsiderado aprovado para esse
parametro.

A verificacdo de potencial de hidrogénio (pH) fimil meio de cultura foi realizada

em triplicata, conforme descrito na TABELA 03:
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TABELA 03 — Determinacéo em triplicata e média datores de pH na superficie do agar MacConkey no

TEMPO ZERO.

IDENTIFICACAO pH final
01 7,01

02 7,01

03 7,00

MEDIA 7,00

4.1.1.2.3 Aspecto da desidratacéo

No Tempo zero ndo tem possibilidade de avaliaresapde peso e consequente

desidratacdo uma vez que 0s meios sdo testadoe &% loras apds o preparo.
4.1.1.3 Aspecto microbiolégico
4.1.1.3.1 Promog&o de crescimento
4.1.1.3.1.1 Controle da diluicao
ApoOs a contagem das coldnias em meio padrdo Agar p&a controle das diluicbes

foi calculada a média das contagens da diluicd® déssa forma foi obtido o inoculo <100

UFC/mLpara uso nos testes de promocéo de crescimentmtAgem obtida esta descrita na

TABELA 04.
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TABELA 04 - Numero total e média de unidades fororad de colénias (UFC) no meio Agar TSA, para
controle da diluigéo utilizada para teste do mejardMacConkey no TEMPO ZERO.

Micro- ATCC Controle Controle Controle MEDIA
organismo diluicdo diluicdo diluicdo

Placa 01 Placa02 Placa 03

UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Escherichia coli 8739 70 60 70 67
Staphylococcus 6538 60 60 70 63
aureus

4.1.1.3.1.2 Teste de promocéao de crescimento do anée cultura

As colonias do micro-organismo descherichia coliapresentaram-se rosas e a
contagem das placas do meio A. Mac teve resultadiosa de 10UFC/placa. O crescimento
do micro-organismdStaphylococcus aureusi inibido nas placas do meio A. Mac. Dessa
forma o lote foi considerado aprovado. A contagers placas e a média obtida esta descrita
na TABELA 05:

TABELA 05 - Numero total de unidades formadorascdénias (UFC) em triplicata e a média obtida dos

valores, no meio agar MacConkey, inoculadas atéo?ds apds o preparo:

Micro- ATCC Contagem Contagem Contagem MEDIA
organismo Placa01 Placa02 Placa03

UFC/mL  UFC/mL  UFC/mL

Escherichia coli 8739 50 60 60 57
Staphylococcus 6538 00 00 00 -
aureus

20



4.1.1.3.2 Teste de esterilidade

A analise visual das placas ndo apresentaram @saou contaminacdo apos 0

periodo de incubacéo, dessa forma o lote foi cenattb aprovado.

4.1.2 ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA

Todos os parametros avaliados no TEMPO ZERO forgpetidos nas placas que
foram expostas em condicbes extremas, permaneahmdnte 15 dias de incubacdo, em

estufa com temperatura de 25°C * 2.

4.1.2.1 Analise da identificacdo e registros de pdacao

As identificacbes das etiquetas e os formulariosnfio confirmados nas placas
separadas para o estudo. A verificagdo foi aprquadas os registros e rotulos estavam com

as informacdes corretas.

4.1.2.2 Aspectos fisico-quimicos

4.1.2.2.1 Aspecto fisico

As caracteristicas organolépticas como cor, gaeio e homogeneidade foram
mantidas estaveis, sem alteracGes visiveis. Asaplastavam com coloracdo homogénea
vermelha, sem precipitados, gelificacdo adequadass® forma o lote com essas

caracteristicas foi considerado aprovado.

4.1.2.2.2 Verificacdo de potencial de hidrogénio Kf final do meio de cultura

A média dos valores aferidos foi 6,93 e atendeammtirvalo estabelecido no rétulo
do fabricante que é de 7,1 = 0,2, dessa forma e fluit considerado aprovado para esse
parametro.
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A verificacdo de potencial de hidrogénio (pH) fimil meio de cultura foi realizada

em triplicata, conforme descrito na TABELA 06:

TABELA 06 — Determinacéo em triplicata e média datores de pH na superficie do agar MacConkey no
ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA.

IDENTIFICACAO pH final
01 6,93

02 6,92

03 6,93

MEDIA 6,92

4.1.2.2.3 Aspecto da desidratacéo

As placas separadas para o estudo de estabilatslerada foram pesadas antes e

apos o término do periodo de incubacgéo. Os vaestd® descritos na TABELA 07:

TABELA 07 — Peso e perda de agua do meio agar Malk&oem placas antes e apés a incubacéo dos meios

incubados em estufa a 25°C * 2 por 15 dias.

Identificacédo das placas Peso das unidades  Peso das unidades ap0s Perda de agua (g)

de A. Mac antes da incubacgéo 15 dias incubagéo
peso (9) peso (9)
01 48,28 47,38 0,9
02 41,85 40,39 1,46
03 40,85 36,91 3,94
04 46,08 44,30 1,78
05 39,65 38,66 0,99
06 41,89 40,96 0,93

Foram calculadas a média e o desvio padrao, e loeegadoram transformados em

porcentagem para facilitar a analise dos dadosowroe descrito na TABELA 08:
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TABELA 08 — Média e desvio padrdo dos pesos do ragar MacConkey em placas antes e ap0ds a incubagéo

dos meios incubados em estufa a 25°C + 2 por k5. dia

Célculos Valores antes da Valores ap6s 15 dias Valores da perda
incubacéo incubacao de agua
MEDIA /Desvio padrio 43,1+ 3,33 41,43 +3,82 1,66 +1,16
% 100,00 +7,7 96,12+8,86 3,85+2,69

A perda de peso total das placas foi de 3,85+ EB&fa verificar se existe a presenca
de algum dado discrepante, uma vez que o desvi@@arhlculado foi alto, @utlier foi
pesquisado de acordo com os critérios de Grubb$omoe descrito na TABELA 09:

TABELA 09 — Critério de Grubbs para identificacée altlier, nos valores da perda de agua do meio Agar
MacConkey em placa no Estudo de Estabilidade Aagéer

Identificagcdo Perda de agua &/ G, Valor G tabelado N = 6
G tabelado 11622*
Xy 0,9 0,65 G1 < Grabelado
X, 0,93 0,63 G1 < Giabelado
X3 0,99 0,58 G1 < Giabelado
X4 1,46 0,17 G1 < Gabelado
Xs 1,78 0,1 G n < Gtabelado
Xs 3,94 1,97 G n > G tabelado

Foi evidenciado que os resultados da média e doadpadrdo foram distorcidos pelo
valor de 1,97 encontrado na placa 03)(@ue apresentou-se maior do que o valor tabelado
1,622. O valor tabelado foi retirado da tabela resacritico para G1 e Gn dos critérios de
Grubbs. Ele foi considerado unutlier. Uma vez identificado outlier o valor foi retirado da

tabela e os valores foram calculados, conformeridesm TABELA 10:
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TABELA 10 — Média e desvio padrdo dos pesos do ragar MacConkey em placas antes e ap0ds a incubagéo

dos meios incubados em estufa a 25°C + 2 por X5 s a retirada dautlier.

Célculos Valores antes da Valores ap6s 15 dias  Valores da perda
incubacéo incubacao de agua
MEDIA /Desvio padrio 43,55 +3,52 42,34+3,48 1,21+0,39
% 100,00 +8,08 97,22+7,99 2,77+0,89

A perda de peso total das placas foi de 2,77+£8&%o inferior ao valor estabelecido
de 5% que é considerado como desidratacéo sigiificdo meio de cultuPadessa forma o
lote foi aprovado.
4.1.2.3 Aspecto microbiolégico
4.1.2.3.1 Promog&o de crescimento
4.1.2.3.1.1 Controle da diluicao

ApoOs a contagem das coldnias em meio padrdo Agar p&a controle das diluicbes
foi calculada a média das contagens da diluicd® déssa forma foi obtido o inoculo <100

UFC/mLpara uso nos testes de promocéo de crescimentmntAgem obtida esta descrita na
TABELA 11.
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TABELA 11 - Numero total e média de unidades fodoras de coldnias (UFC) no meio Agar TSA, para
controle da diluicdo utilizada para teste do meigaA MacConkey no ESTUDO DE ESTABILIDADE
ACELERADA.

Micro- ATCC Controle Controle Controle MEDIA
organismo diluicdo diluicdo diluicdo

Placa01 Placa02 Placa 03

UFC/mL  UFC/mL UFC/mL

Escherichia coli 8739 60 60 70 63
Staphylococcus 6538 60 60 60 60
aureus

4.1.2.3.1.2 Teste de promocéao de crescimento do enée cultura

As colonias do micro-organismo descherichia coliapresentaram-se rosas e a
contagem das placas do meio A. Mac teve resultadiosa de 10UFC/placa. O crescimento
do micro-organismdStaphylococcus aureusi inibido nas placas do meio A. Mac. Dessa
forma o lote foi considerado aprovado. A contagers placas e a média obtida esta descrita
na TABELA 12:

TABELA 12 - Numero total de unidades formadorascdénias (UFC) em triplicata e a média obtida dos

valores, no meio agar MacConkey:

Micro-organismo ATCC Contagem Contagem Contagem MEDIA
Placa01 Placa02 Placa 03
UFC/mL  UFC/mL  UFC/mL

Escherichia coli 8739 40 40 50 43
Staphylococcus 6538 00 00 00 -
aureus
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4.1.2.3.2 Teste de esterilidade

A analise visual das placas ndo apresentaram @saou contaminacdo apos 0
periodo de incubacéo, dessa forma o lote foi cenattb aprovado.
4.1.3 CONFIRMACAO DA VALIDADE

Todos o0s parametros avaliados no TEMPO ZERO e ndaUB® DE
ESTABILIDADE ACELERADA foram repetidos nas placasieg foram mantidas nas
condicOes ideais de armazenamento, em geladewr8% durante 30 dias apds o preparo.
4.1.3.1 Analise da identificacdo e registros de pdacao

As identificagbes das etiquetas e os formulariosnfio confirmados nas placas
separadas para o estudo. A verificagdo foi aprquadas os registros e rétulos estavam com
as informacdes corretas.
4.1.3.2 Aspectos fisico-quimicos
4.1.3.2.1 Aspecto fisico

As caracteristicas organolépticas como cor, gaeio e homogeneidade foram
mantidas estaveis, sem alteracdes visiveis. Asaplastavam com coloragcdo homogénea

vermelha, sem precipitados, gelificacdo adequadass® forma o lote com essas

caracteristicas foi considerado aprovado.
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4.1.3.2.2 Verificacédo de potencial de hidrogénio Kf final do meio de cultura

A média dos valores aferidos foi 6,96 e atendensanialo estabelecido no rétulo do

fabricante que é de 7,1 + 0,2, dessa forma o lotecédnsiderado aprovado para esse

parametro.
A verificacdo de potencial de hidrogénio (pH) fiml meio de cultura foi realizada

em triplicata, conforme descrito na TABELA 13:

TABELA 13 — Determinacéo em triplicata e média datores de pH na superficie do agar MacConkey no

estudo de CONFIRMAGCAO DA VALIDADE.

IDENTIFICACAO pH final
01 6,97

02 6,97

03 6,95

MEDIA 6,96

4.1.3.2.3 Aspecto da desidratacéo

As placas separadas para o estudo de confirmac&alidade foram pesadas antes e

apos o término do periodo de incubacado. Os vaestE® descritos na TABELA 14:
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TABELA 14 - Peso e perda de dgua do meio agar Miak&§oem placas antes e ap0s a manutencdo dos meios

refrigerados a 5°C + 3 por 30 dias.

IDENTIFICACAO Peso das unidades Peso das unidades PERDA DE
antes da refrigeracao apos 30 dias de AGUA (g)
(9) refrigeracao

Placa 01 47,12 47,01 0,11

Placa 02 47,30 47,23 0,07

Placa 03 51,76 51,66 0,1

Placa 04 39,93 39,81 0,12

Placa 05 41,59 41,39 0,2

Placa 06 46,28 46,07 0,21

Foram calculadas a média e o desvio padrao, e loesadoram transformados em

porcentagem para facilitar a analise dos dados$pouoe descrito na TABELA 15:

TABELA 15 — Média e desvio padrdo dos pesos do ragay MacConkey em placas antes e apos a manutengdo

dos meios refrigerados a 5°C + 3 por 30 dias.

Célculos Valores antes da Valores ap6s 30 dias  Valores da perda
refrigeracéo refrigeragao de agua
MEDIA /Desvio padrio 45,66+4,28 45,53+4,30 0,13+0,05
% 100,00+9,37 99,71+9,42 0,28+0,11

A perda de peso total das placas foi de 0,28+Gh#isinferior ao valor estabelecido
de 5% que é considerado como desidratacéo sigiificdo meio de cultuPadessa forma o
lote foi aprovado. Nao foi necessario verificaragenca de algum dado discrepante, uma vez

gue os valores encontrados foram coerentes.
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4.1.3.3 Aspecto microbiolégico

4.1.3.3.1 Promocéao de crescimento

4.1.3.3.1.1 Controle da diluicao

ApOs a contagem das coldnias em meio padrdo Agar p&a controle das diluicbes
foi calculada a média das contagens da diluicd® déssa forma foi obtido o inoculo <100
UFC/mLpara uso nos testes de promocéo de crescimentmntAgem obtida esta descrita na
TABELA 16.

TABELA 16 -- Numero total e média de unidades fodoras de colénias (UFC) no meio Agar TSA, para
controle da diluicdo utilizada para teste do megarAMacConkey no ESTUDO DE CONFIRMACAO DA
VALIDADE.

Micro- ATCC Controle Controle Controle MEDIA
organismo diluicdo diluicdo diluicdo

Placa01 Placa02 Placa 03

UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Escherichia coli 8739 60 60 60 60

Staphylococcus 6538 60 50 60 57

aureus

4.1.3.3.1.2 Teste de promocéao de crescimento do anée cultura

As colonias do micro-organismo descherichia coliapresentaram-se rosas e a
contagem das placas do meio A. Mac teve resultadiosa de 10 UFC/placa. O crescimento
do micro-organismdStaphylococcus aureusi inibido nas placas do meio A. Mac. Dessa
forma o lote foi considerado aprovado. A contagerm placas e a média obtida esta descrita
na TABELA 17:
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TABELA 17 - Numero total de unidades formadorascd#énias (UFC) em triplicata e a média obtida dos

valores, no meio agar MacConkey:

Micro- ATCC Contagem Contagem Contagem MEDIA
organismo Placa01 Placa02 Placa03
UFC/mL  UFC/mL  UFC/mL

Escherichia coli 8739 40 50 50 47
Staphylococcus 6538 00 00 00 -
aureus

4.1.2.3.2 Teste de esterilidade

A analise visual das placas ndo apresentaram @&saou contaminacdo apos o

periodo de incubacéo, dessa forma o lote foi cenasttb aprovado.
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4.2 Agar Sabouraud

4.2.1 TEMPO ZERO

4.2.1.1 Andlise da identificac&o e registros de piacéo

A avaliacdo da identificacdo do meio de cultura conome, numero de lote,
fabricagcéo, validade e condi¢cbes de armazenambato, como verificacdo das fichas de
producdo e de controle visual entregues ao LCQ-UBHbram considerados aprovados,

todos os registros e rotulos estavam com as infgiasacorretas.
4.2.1.2 Aspectos fisico-quimicos
4.2.1.2.1 Aspecto fisico

A analise das caracteristicas fisicas como corficggldo e homogeneidade foi
realizada visualmente. As placas apresentaram agdlorhomogénea, sem precipitados, e
gelificacdo adequada. Dessa forma o lote com essasteristicas foi considerado aprovado.
4.2.1.2.2 Verificacdo de potencial de hidrogénio Kf final do meio de cultura

A média dos valores aferidos foi 5,6 e atendenaéervalo estabelecido no rétulo do
fabricante que é de 5,6 + 0,2, dessa forma o loiecédnsiderado aprovado para esse
parametro.

A verificacdo de potencial de hidrogénio (pH) fimil meio de cultura foi realizada

em triplicata, conforme descrito na TABELA 18:
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TABELA 18 — Determinacdo em triplicata e média dadores de pH na superficie do agar Sabouraud no
TEMPO ZERO.

IDENTIFICACAO pH final
01 5,6

02 5,6

03 5,6

MEDIA 5,6

4.2.1.2.3 Aspecto da desidratacéo

No Tempo zero ndo tem possibilidade de avaliaresapde peso e consequente

desidratacdo uma vez que 0s meios sdo testadoe &% loras apds o preparo.

4.2.1.3 Aspecto microbiolégico

4.2.1.3.1 Promog&o de crescimento

4.2.1.3.1.1 Controle da diluicao

ApoOs a contagem das coldnias em meio padrdo Agar p&a controle das diluicbes
foi calculada a média das contagens da diluicé6, dessa forma foi obtido o inoculo <100
UFC/mL para uso nos testes de promocéo de cresmm@rncontagem obtida esta descrita na
TABELA 109.
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TABELA 19 — Numero total e média de unidades forarad de colonias (UFC) no meio Agar TSA, para
controle da diluigéo utilizada para teste do mej@aSabouraud no TEMPO ZERO.

Micro- ATCC Controle Controle Controle MEDIA
organismo diluicdo diluicdo diluicdo

Placa0l1 Placa02 Placa 03

UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Candida 10231 36 42 40 39

albicans

4.2.1.3.1.2 Teste de promocéao de crescimento do anée cultura

O crescimento do micro-organisriandida albicansapresentou colbnias brancas e a
contagem e somatorio das placas do meio A. SDA resegitados acima de 10UFC. Dessa

forma o lote foi considerado aprovado. A contagéiida esta descrita na TABELA 20.

TABELA 20 - Numero total de unidades formadorascdénias (UFC) em triplicata e a média obtida dos
valores, no meio agar Sabouraud, inoculadas at®@% apds o preparo:

Micro-organismo ATCC Contagem Contagem Contagem MEDIA
Placa01 Placa02 Placa 03
UFC/mL  UFC/mL  UFC/mL

Candida albicans 10231 63 63 66 64

4.2.1.3.2 Teste de esterilidade

A analise visual das placas ndo apresentaram @&saou contaminacdo apos o
periodo de incubacéo, dessa forma o lote foi cenasttb aprovado.
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4.2.2 ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA

Todos os parametros avaliados no TEMPO ZERO forgpetidos nas placas que
foram expostas em condi¢cbes extremas, permanechmdnte 15 dias de incubacdo, em
estufa com temperatura de 25°C + 2.

4.2.2.1 Andlise da identificacéo e registros de piacéo

As identificacbes das etiquetas e os formulariosnfio confirmados nas placas
separadas para o estudo. A verificacdo foi aprqwadas os registros e rotulos estavam com

as informacdes corretas.

4.2.2.2 Aspectos fisico-quimicos

4.2.2.2.1 Aspecto fisico

As caracteristicas organolépticas como cor, gatiio e homogeneidade foram
mantidas estaveis, sem alteracdes visiveis. Aaplestavam com coloracdo homogénea, sem
precipitados, gelificacdo adequada. Dessa formaote tom essas caracteristicas foi
considerado aprovado.

4.2.2.2.2 Verificacdo de potencial de hidrogénio Kf final do meio de cultura

A média dos valores aferidos foi 5,54 e atende@mmtérvalo estabelecido no rotulo
do fabricante que é de 5,6 = 0,2, dessa forma e fluit considerado aprovado para esse
parametro.

A verificacdo de potencial de hidrogénio (pH) fimil meio de cultura foi realizada
em triplicata, conforme descrito na TABELA 21.:
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TABELA 21 — Determinacdo em triplicata e média dadores de pH na superficie do agar Sabouraud no
ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA.

IDENTIFICACAO pH final
01 5,55

02 5,55

03 5,53

MEDIA 5,54

4.2.2.2.3 Aspecto da desidratacéo

As placas separadas para o estudo de estabilatzderada foram pesadas antes e

apos o término do periodo de incubacado. Os vagstE® descritos na TABELA 22:

TABELA 22 - Peso e perda de a4gua do meio agarBahd em placas antes e apds a incubag¢édo dos meios

incubados em estufa a 25°C * 2 por 15 dias.

Identificacéo das placas Peso das unidades Peso das unidades Perda de agua (g)
de A.SDA antes da incubacéo apos 15 dias
peso (g) incubacdo em

condicdo extrema

Peso (g)
01 41,98 40,03 1,95
02 34,79 33,28 1,51
03 33,00 30,94 2,06
04 37,64 36,01 1,63
05 36,63 34,40 2,23
06 31,07 27,92 3,15
07 36,06 35,04 1,02
08 32,81 31,92 0,89
09 30,83 30,06 0,77
10 34,33 33,26 1,07
11 32,07 30,98 1,09
12 35,37 33,92 1,45
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Foram calculadas a média e o desvio padrao, e loesdoram transformados em

porcentagem para facilitar a analise dos dados$pouoe descrito na TABELA 23:

TABELA 23 — Média e desvio padrao dos pesos do ragay Sabouraud em placas antes e apés a incuthagdo

meios incubados em estufa a 25°C + 2 por 15 dias.

Célculos Valores antes da Valores ap6s 15 dias  Valores da perda
incubacédo incubacéo de agua
MEDIA /Desvio padréo 34,71+3,15 33,14+3,15 1,56+0,68
% 100,0+9,07 95,48+9,07 4,49+1,95

A perda de peso total das placas foi de 4,49+P@8 verificar se existe a presenca
de algum dado discrepante, uma vez que o desvi@@arhlculado foi alto, @utlier foi
pesquisado de acordo com os critérios de Grubldfsrrna descrito na TABELA 24:
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TABELA 24 — Critério de Grubbs para identificacée alitlier, nos valores da perda de agua do meio Agar

Sabouraud em placa no Estudo de Estabilidade Axcider

Identificagcdo Perda de agua &/ G, Valor G tabelado N = 6

G tabelado 2,285*
X 0,77 1,15 G1 < Giapelado
X, 0,89 0,98 G1 < Giabelado
X3 1,02 0,80 G1 < Giabelado
X, 1,07 0,72 G1 < Giapelado
Xs 1,09 0,69 G1 < Gravelado
Xe 1,45 0,17 G1 < Gtabelado
X 1,51 0,08 G1 < Gtabelado
Xg 1,63 0,09 G1 < Grabelado
Xo 1,95 0,55 G1 < Grabelado
X10 2,06 0,71 G1 < Gtabelado
X11 2,23 0,96 G1 < Gtabelado
X12 3,15 2,289 G1 > G avelado

Foi evidenciado que os resultados da média e doadpadréo foram distorcidos pelo
valor de 2,289 encontrado na placa 06(Hue apresentou-se maior do que o valor tabelado
2,285. O valor tabelado foi retirado da tabela medacritico para G1 e Gn dos critérios de
Grubbs. Ele foi considerado unuitlier. Uma vez identificado outlier o valor foi retirado da

tabela e os valores foram calculados, conformerides@a TABELA 25:
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TABELA 25 — Média e desvio padrdo dos pesos do rager Sabouraud em placas antes e apods a incubagéo

dos meios incubados em estufa a 25°C + 2 por X5 s a retirada dautlier.

Célculos Valores antes da Valores apds 15 dias  Valores da perda
incubacéo incubacao de agua
MEDIA /Desvio padrio 35,4 +3,07 33,62+2,81 1,4240,49
% 100,00+8,76 95,94+8,02 4,05+1,39

A perda de peso total das placas foi de 4,05+1p88endo ser superior ao valor
estabelecido de 5% que é considerado como desidcasignificativa do meio de cultra

dessa forma o lote foi reprovado.
4.2.2.3 Aspecto microbiolégico
4.2.2.3.1 Promog&o de crescimento
4.2.2.3.1.1 Controle da diluicao
ApoOs a contagem das coldnias em meio padrdo Agar p&a controle das diluicbes
foi calculada a média das contagens da diluicd® d@ssa forma foi obtido o inoculo <100

UFC/mLpara uso nos testes de promocéo de crescimentmntAgem obtida esta descrita na
TABELA 26.

38



TABELA 26 — Numero total e média de unidades forarad de colonias (UFC) no meio Agar TSA, para

controle da diluicdo utilizada para teste do meigaA Sabouraud no ESTUDO DE ESTABILIDADE
ACELERADA.

Micro-organismo  ATCC Controle Controle Controle MEDIA
diluicdo diluicdo  diluicéo
Placa01 Placa02 Placa 03
UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Candida albicans 10231 42 36 37 38

4.2.2.3.1.2 Teste de promogéao de crescimento do anée cultura

O crescimento do micro-organisn@andida albicansapresentou col6nias
brancas e a contagem e somatério das placas doAneS®A teve resultados acima de

10UFC. Dessa forma o lote foi considerado aprovddocontagem obtida esta descrita na
TABELA 27.

TABELA 27 - Numero total de unidades formadorascdénias (UFC) em triplicata e a média obtida dos
valores, no meio agar Sabouraud:

Micro- ATCC Contagem Contagem Contagem MEDIA
organismo Placa01 Placa02 Placa03

UFC/mL  UFC/mL  UFC/mL

Candida 10231 46 40 43 43
albicans

4.2.2.3.2 Teste de esterilidade

A analise visual das placas ndo apresentaram gi&saou contaminacdo ap0s o
periodo de incubacéo, dessa forma o lote foi cenasttb aprovado.

39



4.2.3 CONFIRMACAO DA VALIDADE

Todos o0s parametros avaliados no TEMPO ZERO e ndUb® DE
ESTABILIDADE ACELERADA foram repetidos nas placasugy foram mantidas nas
condicdes ideais de armazenamento, em geladeww&%° durante 30 dias ap0s o preparo.

4.2.3.1 Andlise da identificac&o e registros de piacéo

As identificacbes das etiquetas e os formulariosnfio confirmados nas placas
separadas para o estudo. A verificacao foi aprqwadas os registros e rotulos estavam com

as informacdes corretas.

4.1.3.2 Aspectos fisico-quimicos

4.1.3.2.1 Aspecto fisico

As caracteristicas organolépticas como cor, gatiio e homogeneidade foram
mantidas estaveis, sem alteracdes visiveis. Aaplestavam com coloracdo homogénea, sem
precipitados, gelificacdo adequada. Dessa formaote tom essas caracteristicas foi
considerado aprovado.

4.1.3.2.2 Verificacdo de potencial de hidrogénio Kf final do meio de cultura

A média dos valores aferidos foi 5,62 e atendenservalo estabelecido no rétulo do
fabricante que é de 5,6 + 0,2, dessa forma o loiecédnsiderado aprovado para esse
parametro.

A verificacdo de potencial de hidrogénio (pH) fimil meio de cultura foi realizada
em triplicata, conforme descrito na TABELA 28:
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TABELA 28 — Determinacdo em triplicata e média dadores de pH na superficie do agar Sabouraud no
estudo de CONFIRMAGCAO DA VALIDADE.

IDENTIFICACAO pH final
01 5,62

02 5,62

03 5,62

MEDIA 5,62

4.1.3.2.3 Aspecto da desidratacéo

As placas separadas para o estudo de confirmac&alidade foram pesadas antes e

apos o término do periodo de incubacado. Os vagstE® descritos na TABELA 29:

TABELA 29 — Peso e perda de agua do meio agar $abdiem placas antes e apés a manutencao dos meios

refrigerados a 5°C + 3 por 30 dias.

IDENTIFICACAO Peso das unidades antes Peso das unidades ap6s PERDA DE
da refrigeracao (g) 30 dias de refrigeracao AGUA (g)

Placa 01 43,53 43,38 0,15
Placa 02 39,31 39,19 0,12
Placa 03 36,41 36,21 0,2
Placa 04 43,14 42,98 0,16
Placa 05 39,23 39,13 0,1
Placa 06 44,66 4451 0,15
Placa 07 37,57 37,45 0,12
Placa 08 37,09 36,88 0,21
Placa 09 37,33 37,16 0,17
Placa 10 40,95 40,78 0,17
Placa 11 39,25 39,13 0,12
Placa 12 30,32 30,18 0,14
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Foram calculadas a média e o desvio padrao, e loegadoram transformados em

porcentagem para facilitar a analise dos dados$pruoe descrito na TABELA 30:

TABELA 30 — Média e desvio padrdo dos pesos do ragar Sabouraud em placas antes e apds a maratenca

dos meios refrigerados a 5°C + 3 por 30 dias.

Célculos Valores antes da Valores ap6s 30 dias  Valores da perda
refrigeracao refrigeragao de agua
MEDIA /Desvio padrio 39,06+3,86 38,91+3,86 0,15+0,03
% 100,00+9,88 99,61+9,88 0,38+0,07

A perda de peso total das placas foi de 0,38+tGs@dcs inferior ao valor estabelecido
de 5% que é considerado como desidratacéo sigivficdo meio de cultuPadessa forma o
lote foi aprovado. Nao foi necessario verificarasenca de algum dado discrepante, uma vez

que os valores encontrados foram coerentes.

4.1.3.3 Aspecto microbiolégico
4.1.3.3.1 Promogéo de crescimento
4.1.3.3.1.1 Controle da diluicao
ApoOs a contagem das coldnias em meio padrdo Agar p&a controle das diluicbes
foi calculada a média das contagens da diluicd® d@ssa forma foi obtido o inoculo <100

UFC/mLpara uso nos testes de promocéo de crescimentmntAgem obtida esta descrita na
TABELA 31.
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TABELA 31 — Numero total e média de unidades forarad de coldnias (UFC) no meio Agar TSA, para

controle da diluicdo utilizada para teste do meigaA Sabouraud no ESTUDO DE COFIRMACAO DA
VALIDADE.

Micro-organismo  ATCC Controle Controle Controle MEDIA
diluicdo diluicdo diluicdo
Placa0l1 Placa02 Placa 03
UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Candida albicans 10231 37 32 32 34

4.1.3.3.1.2 Teste de promocéao de crescimento do anée cultura

O crescimento do micro-organisr@@ndida albicansapresentou colbnias brancas e a
contagem e somatorio das placas do meio A. SDA resegitados acima de 10UFC. Dessa

forma o lote foi considerado aprovado. A contagéiida esta descrita na TABELA 32.

TABELA 32 - Numero total de unidades formadorascdénias (UFC) em triplicata e a média obtida dos
valores, no meio agar Sabouraud:

Micro-organismo ATCC Contagem Contagem Contagem MEDIA
Placa01 Placa02 Placa 03
UFC/mL  UFC/mL  UFC/mL

Candida albicans 10231 72 60 75 69

4.1.2.3.2 Teste de esterilidade

A analise visual das placas ndo apresentaram @&saou contaminacdo apos o
periodo de incubacéo, dessa forma o lote foi cenasttb aprovado.
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5 DISCUSSAO

A analise da identificacédo e registros de prodw@dois lotes de meios de cultura
Agar MacConkey e Agar Sabouraud foi satisfatériodds as unidades avaliadas estavam
identificadas com nome, namero de lote, fabricagalidade e condi¢gbes de armazenamento,
além disso as fichas de producéo e de controlaMesiavam preenchidas corretamente. Essa
etapa é determinante para o prosseguimento de&s,tegtalquer desvio deve ser corrigido,
pois dessa forma esta garantida a rastreabilidageadiuto e testes realizados.

As caracteristicas fisicas como cor, gelificacdboenogeneidade foram mantidas
inalteradas em todos os tempos de estudo (TEMPQOZESTUDO DE ESTABILIDADE
ACELERADA e CONFIRMACAO DA VALIDADE) para os doisotes de meios de cultura
utilizados Agar Sabouraud e Agar MacConkey, dessad os lotes foram aprovados para
esse parametro. A analise visual dos aspectosdigientifica a precipitacdo de corantes, a
alteracéo do valor de pH pois essa ocorréncia plidear a coloragdo do meio, entre outras
ocorréncias.

O meio de cultura pronto deve ter valor de pHalfidentro da faixa aceitavel. E
importante ressaltar que ndo ha agentes tamponaateesmposi¢cdo dos meios utilizados
nesse estudo.

Para o meio de cultura agar MacConkey o valor ftiéecia € de 7,1 + 0,2, a média
dos valores aferidos no TEMPO ZERO foi de 7,00,B®TUDO DE ESTABILIDADE
ACELERADA foi de 6,92 e no ESTUDO DE CONFIRMA(;AO DXALIDADE foi de
6,96. No ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA foi obseada a queda no valor de
pH em relacdo ao encontrado no TEMPO ZERO e o mestooeu de maneira mais
acentuada no ESTUDO DE CONFIRMACAO DA VALIDADE mada assim as variaces
dos valores encontrados apresentaram-se dentrdetgalo estabelecido, dessa forma o lote
foi considerado aprovado para esse parametro. Brienge ressaltar que ndo ha agentes
tamponantes na composi¢ao dos meios utilizadog esssdo.

Para o meio de cultura agar Sabouraud o valoef@eéncia é de 5,6 £ 0,2, a média
dos valores aferidos no TEMPO ZERO foi de 5,6, ®TEDO DE ESTABILIDADE
ACELERADO foi de 5,5 e no ESTUDO DE CONFIRMAQAO DWALIDADE foi de 5,6.

No ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA foi observadacqueda no valor de pH em
relacdo ao encontrado no TEMPO ZERO e no ESTUDO GMBNFIRMACAO DA
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VALIDADE néo foi observada variacdes, dessa formlate foi considerado aprovado para
esse parametro.

As unidades pesadas ndao devem ter perda de agemaosup 5% do peso inicial. A
agua é o solvente dos nutrientes no meio promovassion 0 uso pelos micro-organismos. O
valor do peso encontrado entre as placas foi w@riamna vez que o volume de meio de
cultura é distribuido manualmente por placa, valoate 23 a 25mL.

Para o meio agar MacConkey no ESTUDO DE ESTABILIRBCELERADA a
perda de peso total das placas foi de 2,77+0,8% apetirada do outlier, no ESTUDO DE
CONFIRMACAO DA VALIDADE a perda de peso total dasgas foi de 0,28+0,11 e ndo
foi necessario verificar a presenca de algum dadorepante Gutlier’, uma vez que os
valores encontrados foram coerentes. A perda da AQUESTUDO DE CONFIRMACAO
DA VALIDADE quando as unidades permanecerdao 30 diesrigeradas foi
consideravelmente menor do que a perda no ESTUD@&®EABILIDADE ACELERADA
qguando as unidades permanecerédo durante 15 diastafa. Esses dados confirmam que a
temperatura adequada de armazenamento das plaeasedesobre refrigeracdo, mantendo-se
adequada pelo menos durante 30 dias.

Para o meio agar Sabouraud no ESTUDO DE ESTABILIBARCELERADA a
perda de peso total das placas foi de 4,05+1,3% apetirada do outlier, no ESTUDO DE
CONFIRMACAO DA VALIDADE a perda de peso total dagas foi de 0,38+0,07 e ndo
foi necessério verificar a presenca de algum daddorapante Outlier”, uma vez que 0s
valores encontrados foram coerentes. A perda da AgUESTUDO DE CONFIRMACAO
DA VALIDADE quando as unidades permanecerdo 30 diesfrigeradas foi
consideravelmente menor do que a perda no ESTUD@&®EABILIDADE ACELERADA
guando as unidades permanecerdo durante 15 diastafa. A média com o desvio padrdo
dos valores obtidos no ESTUDO DE ESTABILIDADE ACHREDA foi insatisfatoria pois
pode ultrapassar o percentual de 5% do peso ii@daksa forma comprometer o crescimento
de micro-organismo.

O resultado insatisfatério obtido no ESTUDO DE ESNADADE ACELERADA
demonstra a importancia da manutencéo do meio ewhgies refrigeradas e a necessidade
de cuidados durante o transporte do produto. Edades confirmam que a temperatura
adequada de armazenamento das placas deve seraigeracdo, mantendo-se adequada

pelo menos durante 30 dias.

45



Em relacdo ao aspecto microbiolégico para o meiw BtacConkey foram utilizados
dois micro-organismoEscherichia colicomo controle positivo para analise da difererémac
de fermentacdo de lactos&taphylococcus aurew®mo controle negativo para a analise da
seletividade do meio.

No TEMPO ZERO, ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA EXIDO DE
CONFIRMACAO DA VALIDADE as colénias do micro-orgasmo deEscherichia coli
apresentaram-se rosas e a média das contagem atas glo meio foi de 57 UFC/mL
(controle da diluicdo 67 UFC/ mL), 43 UFC/mL (caér da diluicdo 63 UFC/ mL) e 47
UFC/mL (controle da diluicdo 60 UFC/ mL), respeatiente.

No TEMPO ZERO, ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA e
CONFIRMACAO DA VALIDADE ndo houve crescimento do end-organismo
Staphylococcus aureus média do controle da diluicdo utilizada foi @@ UFC/ mL;
60UFC/mL; 57 UFC/mL respectivamente.

No ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA a média do n@m de unidades
formadoras de colbnias foi menor do que o encootred TEMPO ZERO. No ESTUDO DE
CONFIRMACAO DA VALIDADE a média do nimero de unidzsiformadoras de coldnias
foi menor do que o encontrado no TEMPO ZERO, comorga proximos do obtido no
ESTUDO ACELERADO, mas ainda assim o0 crescimentoajmiovado, uma vez que a
diferenciacdo e seletividade foram mantida, poisioro-organismoS. aureuscontinuou
sendo inibido.

O micro-organismdescherichia colié fermentadora de lactose e dessa forma produz
acidos mistos e precipitacdo dos sais biliaresgdo, s quais levaram a reducéo do pH para
valores abaixo de 6,8 modificando a cor do indicgohra vermelho e assim as colénias
apresentaram tonalidade rosada. As bactérias quesatd capazes de fermentar a lactose
mantém-se incolores ou transparentes, para essdhimando foi utilizado micro-organismo
nao fermentador de lactose, sendo assim esse as@dectoi avaliado.

A lactose é um dissacarideo composto por moléddagicose e galactose unidas por
ligacdop-galactosidica. A habilidade da bactéria de ferareatlactose vai depender da sua
capacidade de sintetizarfegalactosideo permease, proteina responséavel peltbransporte
através da parede celular bacteriana, e pela enxigaactosidase, capaz de hidrolisar a
lactose em glicose e galactose. Estes acucaresat#twlizados pela via Embden-Meyerhof

(EMP) a acido piravico, e este, dependendo da wvabdlica presente na bactéria, €
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posteriormente metabolizado por meio de um processdermentacdo acidos mistos ou
fermentac&o de butileno glicol. B colifermenta a lactose pela via acida mista

A esterilidade foi mantida em todos os tempos dedes(TEMPO ZERO, ESTUDO
DE ESTABILIDADE ACELERADA e CONFIRMA(;AO DA VALIDADE) para os dois
lotes de meios de cultura utilizados Agar Sabousdar MacConkey, dessa forma os lotes
foram aprovados para esse parametro em todas @E@set® auséncia de contaminacdo é
importante para evitar a inibicdo do crescimenten@o-organismo de interesse.

Em relagdo ao aspecto microbiologico para o mear &abouraud foi utilizado o
micro-organismo£andida albicansomo controle positivo para analise do crescimantta
vez que o meio nao foi suplementado com antibigt&m foi necessario avaliar a seletividade
com um controle negativo.

No TEMPO ZERO, ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA EXIDO DE
CONFIRMACAO DA VALIDADE a média das contagem dadérvas do micro-organismo
Candida albicansias placas do meio foi de 64 UFC/mL (controle idlagdio 39 UFC/ mL),

43 UFC/mL (controle da diluicdo 38 UFC/ mL) e 69@HmML (controle da diluicdo 34 UFC/
mL), respectivamente. O controle da diluicdo aprese contagem menor em relacdo aos
testes de promogdo de crescimento. Esse fato é-sdeva meio utilizado para o
plagueamento, para o controle da diluicdo é utibza meio Agar TSA padrdo ndo especifico
para o crescimento fungico e a promocéo de crestinfei realizada no meio A. SDA que
promove o crescimento de fungos.

No ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA a média do numeede unidades
formadoras de col6nias foi menor do que o encoaotradTEMPO ZERO, mas ainda assim o
crescimento foi aprovado. Nessa etapa as unidadearh perda de agua superior a 5%, mas
nao houve comprometimento do crescimento do miggaromo. No ESTUDO DE
CONFIRMACAO DA VALIDADE a média do nimero de unidzsiformadoras de coldnias
foi bem préxima do que o encontrado no TEMPO ZER®smo apos o periodo de 30 dias
de refrigeracao.

Apods as analises dos resultados de todos os paodndets estudos de estabilidade dos
meios Agar Sabouraud e Agar MacConkey fica comgtava garantia da estabilidade dos
produtos durante 30 dias, desde que as placas s#ga@mdamente armazenadas sobre

refrigeracdo em temperatura 2-8°C.
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6 CONCLUSAO

O protocolo elaborado mostrou-se adequado paraam@ dos objetivos propostos,
sendo possivel analisar a performance do meio Hera&wsolido em placa de Petri sobre
varios parametros.

Foi possivel definir, nesse momento, a conformiddaielotes para uso com validade
definida dentro de um més. E desejavel que o polmaseja aplicado com frequéncia anual,
para garantir a reprodutibilidade e repetibilidates testes. E possivel estender o prazo de
validade de acordo com a necessidade desejadecar ayd estudos para a verificacao.

Os resultados obtidos para um determinado meialtiera pode ser extrapolado para
outros meios de cultura que possuam as mesmadar#sticas, formando assim grupos de
estudo, ndo sendo necessério realizar estudo @s ¢sdneios existentes no laboratorio.

As validades confirmadas e definidas aplicam-sdeate de estabilidade realizado
pelo laboratério de controle de qualidade dos meidles cultura produzidos pela
FUNED/UHPMC utilizando embalagens, metodologia deppro, marcas de fabricantes de
meios de cultura desidratados e condi¢ces de gswcproprias. Para a definicdo de prazo de
validade fora dessas condicdes a metodologia slaggrode ser utilizada e diferentes

resultados podem ser obtidos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Diante das diversas possibilidades de utilizacé®eyancia dos meios de cultura para
o ambiente laboratorial torna-se imprescindivel sabgrar a qualidade do produto e
confiabilidade do fornecedor. Com a aplicacao paatio protocolo em dois lotes de meios de
cultura foi possivel concluir que é de fundamemtgdortancia para a realizacdo dos estudos
de estabilidade em meios de cultura ter compronegtionpara o cumprimento dos prazos,
insumos disponiveis, area fisica adequada, equiptasigualificados e aprovados mas acima
de tudo recursos humanos qualificados.

Para garantir a qualidade final do meio preparadoetapas produtivas devem ser
realizadas por pessoal treinado, utilizar vidradaquada, insumos de qualidade comprovada,
além da qualidade da agua, esses fatores sdomsvaara a determinacdo do prazo de
validade.

Portanto, ao utilizar um meio de cultura o probssi precisa estar ciente da
importancia do meio de cultura para a realizacacamiise e das consequéncias que a

utilizacdo de um produto inadequado ou de qualidddeidosa pode trazer ao seu
diagndstico.
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1. OBJETIVO

Estabelecer o prazo de validade e verificar ascteniaticas fisico-quimicas, microbiologicas
e de esterilidade dos meios de cultura, atravéstlelo de estabilidade.

2. CAMPO DE APLICACAO
Aplica-se ao controle de qualidade dos meios dermeuproduzidos pela UHPMC.

3. FUNDAMENTOS

O teste de estabilidade é baseado nas legislagbestddo de estabilidade para produtos
farmacéuticos.

4. DEFINICOES

Para efeito deste procedimento aplicam-se as gegulefinicoes:

— Estudo de Estabilidade:Conjunto de testes projetados para obter inforesg0bre a
estabilidade de produtos quanto aos limites presmaenespecificados, visando definir
seu prazo de validade e periodo de utilizacdo erbalxgem e condicbes de
estocagem determinadas.

- Prazo de Validade: Data limite para a utilizagdo de um produto definipelo
fabricante, com base nos seus respectivos testestat@lidade, mantidas as condi¢des
de armazenamento e transporte estabelecidos.

- Tempo Zero: Realiza¢do dos testes apds o preparo do meignmaotmaximo de 24
horas para analise da amostra.

- Estabilidade Acelerada Realizacdo dos testes ap0s as amostras tereraxgidstas a
condi¢cbes extremas. Estudos projetados para acedemegradacdo quimica ou
mudancas fisicas de um produto em condi¢cbes deagsim forcadas. E iniciada
juntamente com a andlise feita no TEMPO ZERO.

- Confirmacdo da Validade: Realizacdo dos testes ap0s as amostras terem sido
expostas nas condicdes ideais e terem atingidonpaeale validade estabelecido. E
estabelecido de acordo com a validade previamafitgidh ou aquela que se pretende
estabelecer. Ex.: 30 ou 60 dias. O produto sem@casdd nas condi¢cdes ideais de
armazenamento.

- Lote: E uma quantidade definida de um produto terminabiido em um Unico
processo ou seérie de processos, cujas caractsisssenciais sdo a homogeneidade e
quantidade dentro dos limites especificados?.

- Embalagem Primaria: Embalagem que esta em contato direto com o praslgfioe
pode se constituir em recipiente ou envoltérioidadb a enxaguar ou manter, cobrir
ou empacotar matérias-primas, produtos semi-eldbsrau produtos acabados.

- Embalagem SecundariaEEmbalagem que ndo entra em contato direto conoduf
e que pode se constituir em recipiente ou envoltdestinado a acondicionar o
produto acabado.

— Meio de Cultura: Mistura de compostos organicos e inorganicos, oolaeigar ou
nao, destinado ao cultivim-vitro de micro-organismos, fornecendo 0s principios
nutritivos indispensaveis ao seu crescimento.
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- ATCC: A AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION (ATCC) é um insuto,

sem fins lucrativos, dedicado a conservacao eildligtfio de auténticas culturas de
micro-organismaos Vivos.

— Limites de Especificacdo:Variagcdo permitida para o teor de ativo e propiksds
fisico-quimicas e microbioldgicas e/ou organolégsicda formulacdo estabelecidas

pelo fabricante que assegura as caracteristicaggleanca e de eficacia durante o
prazo de validade preconizado.

5. RESPONSABILIDADES
UHPMC- Producéo

— Produzir os meios de cultura conforme o procedim@iOM-UHPMC-MET 0019 e
outros especificos como, por exemplo, IAL, LJ;

— Realizar o controle visual e enviar amostras paréabmratorio de controle de
qualidade conforme o procedimento DIOM-UHPMC-METOB0com acréscimo de
aliquotas para o estudo de estabilidade.

NOTA: As aliquotas para os testes de estabilidade seg@yadas durante o controle visual e
na quantidade descrita nesse procedimento.

UHPMC- Laboratério de Controle de Qualidade

— Avaliar os meios conforme os limites de especificacestabelecidos nos
procedimentos;

— Monitorar as amostras na referéncia futura;

— Realizar os testes de estabilidade dos meios derautonforme descrito neste
procedimento.

UHPMC- Coordenacao e Referéncia Técnica

- Realizar andlise critica dos resultados dos telgtestabilidade;
— Elaborar relatorios e definir prazo de validade.

6. SIGLAS
ATCC A AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION
BOD Demanda Bioquimica de Oxigénio
CSB Cabine de Seguranca Bioldgica
DIOM Diretoria do Instituto Octavio Magalhaes

DPGQ Divisao de Planejamento e Gestéo da Qualidade
FUNED Fundao Ezequiel Dias

MC Meio de Cultura
MET Metodologia
UFC Unidade Formadora de Colbnia
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UHPMC Unidade de Higienizacéo e Producdo de Meto&ultura

7. INSTRUMENTAL

— Densimat (turbidimetro ou escala 0,5 de MCFARLAND)
— Refrigerador industrial

— Estufa bacteriologica

— Estufa BOD

- Phmetro

— Agitador de tubos

— Cabine de seguranca biologica.

8. REAGENTES E MATERIAIS
8.1 Reagentes

- Cepas ATCC
— Salina 0,9% OU APT 0,1%

8.2 Materiais

— Alga Descartavel 1y OU 10 p
- Gaze estéril

— Alga Drigalsk

— Tubo de ensaio estéril.

— Pipeta estéril

— Tubo de Hemdlise

9. PROCEDIMENTOS
9.1Cuidados
Uso de EPI (mascara touca, luvas de procedimejalec).

9.2 Prazo de validade

O prazo de validade caracterizado como o periodadieutil durante o qual o produto
mantém suas caracteristicas originais antes devseequisito legal €, sobretudo um requisito
técnico de qualidade, pois um produto instavel dmt@ de vista fisico-quimico e
microbiolégico, além da perda de eficacia podemdbtam causar algum dano e comprometer
a confiabilidade frente aos resultados microbiadgia serem obtidos com o0 uso do meio de
cultura.

— O prazo de validade € garantido com as embalagawds, a partir do momento em que
a embalagens séo violadas a performance do prpdd®ser comprometida.

— Todos os testes serdo realizados com as amostrezeradas de forma adequada e
monitoramento continuo das embalagens e tempe@ddaemazenamento.
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— O prazo de validade é estimado por meio do Ested&slabilidade que esta descrito
nesse procedimento.
NOTA: Os meios de cultura sdo preparados, armazenaestsados conforme recomendado

nos manuais dos fabricantes de meios de culturandasas Difco, Merck, Oxoid, Prodimol,
Acumedia e Himedia, no manual da ANVISA- Descrig@s Meios de Cultura Empregados
nos Exames Microbioldgicos e recomendacdes da PHARDPEIA BRASILEIRA.

O prazo de validade e condi¢c6es de armazenamdétwesabelecidos no formulario DIOM-
UHPMC-FM 0353.

9.3Amostragem

Todos 0s meios de cultura produzidos na UHPMC osex@aliados quanto a
estabilidade, de acordo com cronogramas elabordoscordo com a Chefia, RT, producao
de meio de L.C.Q.

Os lotes que forem preparados pela UHPMC na Féod&zequiel Dias serdo
amostrados aleatoriamente durante a realizacdoalsevisual do lote preparado seguindo
os critérios determinados no formulario DIOM-UHPNFGF 0183, e entdo separadas por
embalagem secundaria com rétulo de identificacaestibilidade.

Apos analise do controle visual as amostras seré@iadas para o laboratorio de controle de
qualidade (LCQ) da UHPMC acompanhadas da ficharadugdo do meio e o formulario de
controle visual realizado.

No LCQ as amostras serdo recebidas, identificadamrme modelo no ANEXO A e
separadas de acordo com os testes a serem realifasloados referentes a amostra, teste e
resultados serdo registrados, para posterior anéglitica dos resultados no formulario
DIOM-UHPMC-FM 0376.

Durante todo estudo de estabilidade as amostiasatepermanecer armazenadas nas
embalagens primarias e secundarias originais.

Sera elaborado um protocolo de estudo especificgada meio de cultura em estudo
de estabilidade. A quantidade de amostras necasgaia cada estudo sera de no minimo 15
amostras estudo. O numero de amostras necessaioastudo podera variar, dependendo
do meio de cultura estudado.

9.4 Testes

Para o desenvolvimento do estudo de estabilidadansostras serdo testadas em
tempos e condigOes definidas.

« TEMPO ZERO: Realizacdo dos testes ap0s o preparneim, no tempo maximo de
24 horas para analise da amostra.

« ESTUDO ACELERADO: Realizacdo dos testes ap0s as@asoterem sido expostas
a condi¢cOes extremas.
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« VERIFICACAO DA VALIDADE: Realizacio dos testes apas amostras terem sido
expostas nas condi¢des ideais e terem atingidmpaee validade estabelecido.

Para cada estudo de estabilidade Tempo zero, Eatederado e Verificacdo da validade as
analises serdo realizadas em triplicata para dsesdisicas, quimicas e microbioldgicas. Os
estudos serao detalhados na sequencia abaixo.

9.4.1Plano de estudo para TEMPO ZERO

Neste plano de estudo, serdo avaliados 0s asg&sitos, quimicos e microbioldgicos
do meio de cultura entre 12-24 horas ap0s 0 s@amre

Serdo necessarias aproximadamente 18 amostrasa paadizacdo do teste no Tempo Zero
em triplicata. Conforme descrito na TABELA 01:

TABELA 01- Numero total de amostras avaliadas mop@ zero.

PH ESTERILIDADE PROMOCAO DE TOTAL
CRESCIMENTO

3 3 12 18

Os resultados obtidos a partir desse estudo déadts para a liberacao do lote para
uso e definem sobre a continuidade dos outros @studie estdo contemplados nesse
procedimento.

9.4.2 Plano de estudo para ESTABILIDADE ACELERADA

Neste plano de plano de estudo, serdo avaliadogsjpsctos fisicos, quimicos e
microbiolégicos do meio de cultura apds a expose@ocondicdes extremas. As amostras
serdo armazenadas em estufa ou geladeira assiforgue recebidas no LCQ da seguinte
maneira:

Meios de cultura armazenados temperatura ambiente:

— Exposicao na temperatura de 37°C = 2 em estufa;
— Exposicao na temperatura de 5°C = 3 em geladeira.
Meios de cultura armazenados geladeira (5°C + 3):

— Exposicao na temperatura de 25°C * 2.

Os lotes permaneceram nas condigOes extremastdesactima durante a metade do
prazo de validade estabelecido. Ex.: exposicaontird5 dias para meios com prazo de
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validade até 30 dias. A validade para cada meioultera esta estabelecida no formuléario
DIOM-UHPMC-FM 0353.

Serdo necessérias aproximadamente 18 amostrasmapdaxnente, para a realizacao do teste
de ESTABILIDADE ACELERADA em triplicata. Conformeedcrito na TABELA 02:

TABELA 02- Numero total de amostras avaliadas riadsacelerado

PH ESTERILIDADE PROMOCAO DE TOTAL
CRESCIMENTO

3 3 12 18

Os resultados obtidos a partir desse estudo d&adtis em conjunto com o estudo no
TEMPO ZERO bem como CONFIRMACAO DA VALIDADE, paraaliar alteracbes que
possam interferir em condi¢cdes ndo aceleradasaegpatiar o impacto de curtas exposicoes a
condicOes fora daquelas estabelecidas para o praglug podem ocorrer durante o transporte
por exemplo.

9.4.3 Plano de estudo para VERIFICACAO DA VALIDADE

Neste plano de estudo, serdo avaliados 0s aspg&sitos, quimicos e microbiologicos
do meio de cultura apos o prazo de validade. Ossreggio mantidos nas condi¢oes ideais de
armazenamento, sugerida previamente.

Serdo necessarias aproximadamente 18 amostras, apaealizacdo do teste para a
CONFIRMACAO DA VALIDADE em triplicata. Conforme desto na TABELA 03:

TABELA 3 - Numero total de amostras avaliadas garsirmacéo da validade

PH ESTERILIDADE PROMOCAO DE TOTAL
CRESCIMENTO

3 3 12 18
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Os resultados obtidos a partir desse estudo saparados com os dados no TEMPO
ZERO bem como ESTUDO ACELERADO e sao utilizadosapafirmar ou avaliar o prazo
de validade de um determinado meio de cultura.

NOTAS:

— A quantidade de amostras para a promoc¢éao de cresttmpode variar de acordo com
0S micro-organismos que sao testados. Serdo ethisoanos de estudo para cada
tipo de meio de cultura, considerando suas espigities.

— O que definira a quantidade exata de amostrassteta@ o tipo de meio de cultura
amostrado.

9.5 Metodologia e Critérios de Avaliacdo

Os meios de cultura serdo avaliados quanto aostaspigsicos, quimicos e microbiolégicos
descritos abaixo:

9.5.1 Aspectos fisicos

Andlise do rétulo e formularios: sera avaliada a identificacdo do meio de culturdeo
determine nome, numero de lote, fabricacéo, vaidadondicbes de armazenamento, bem
como verificacdo da ficha de controle visual enteego LCQ-UHPMC onde sera realizado o
estudo de Estabilidade.

Metodologia: Analise visual e técnica.

Critérios de aceitabilidade: Apresentacdo de todos os documentos e rotulos m a
informagdes corretas - APROVADO.

Critérios de rejeicdo: Falta de qualquer documento ou erro no preenchomeius
formularios e rétulo sem as informagfes necessarRiSPROVADO.

NOTA: Os resultados encontrados nao interferem no dekemento do estudo. Serao
utilizados para a melhoria do processo.

9.5.1.2 Caracteristicas organolépticasavaliacdo de cor, gelificagdo e homogeneidade.

Metodologia: Andlise visual.

Critério de aceitabilidade: meio homogéneo, sem precipitados, gelificacao looa & cor
dentro do estabelecido pelo fabricante —~APROVADO.

Critério de rejeicdo: presenca de precipitados, gelificacdo insatistatodissolucdo e
homogeneizacéo inadequada e cor fora do estabeleeld fabricante - REPROVADO.

9.5.1.3 Aspecto da desidratacdoSera avaliada a perda de agua nos meios de cultura
distribuidos em placas.

Metodologia: Pesagem das placas em balanca calibrada antes esapstudos realizados
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Critério de aceitabilidade: Perda de peso inferior a 5% - APROVADO.

Critério de rejeicdo: Perda de peso superior a 8¥finira a desidratacdo do meio de cultura
— REPROVADO.

9.5.2 Aspecto quimico

Verificacdo de potencial de hidrogénio (pH)pH final do meio de cultura.
Metodologia: Uso de potencidmetro calibrado com soluc¢des asatifis 4,0 7,0 e 9,0;
Critério de aceitabilidade: dentro do intervalo estabelecido no rétal8PROVADO.
Critério de rejeicao: fora do intervalo estabelecido no rotel®REPROVADO.

9.5.3 Aspecto microbioldgico

Aspecto microbioldgico: promocdo de crescimento com micro-organismos clentSera
avaliado o cultivo de micro-organismos padrao d$ipecpara cada tipo de meio de cultura
determinando a seletividade e diferenciacdo dasiad, bem como crescimento satisfatorio.

Metodologia: Serdo utilizadas cepas da AMERICAN TYPE CULTURE QECTION
(ATCC) que € um instituto, sem fins lucrativos, idado a conservacao e distribuicdo de
auténticas culturas de micro-organismos vivos.

Critério de aceitabilidade: crescimento microbiano superior a 10 UFC.
Critério de rejeigdo: Crescimento microbiano inferior a 10 UFC.

9.6 Relatdrios de Resultados da Estabilidade dos Me de Cultura
Ao término dos estudos de estabilidade serd eldbotan relatério com as seguintes
informacoes:

— Identificacdo do produto;

— Material de acondicionamento utilizado no teste;

— Condicdes do estudo (condicbes de armazenamentordesras, periodo de tempo do
teste e periodicidade das avaliacfes)

- Resultados (poderao ser registrados na forma adatablacionando as condicdes de
armazenamento, tempo e periodicidade das analises)

— Concluséo (avaliar resultados, relatar se o profhutaprovado ou ndo, condi¢cdes em
que o teste foi conduzido e estimar o prazo deladé).

— Assinatura do responsavel pelo estudo.

10. REGISTRO

- FORMULARIO DIOM-UHPMC-FM 0183
- FORMULARIO DIOM-UHPMC-FM 0376
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11. ANEXOS
ANEXO A

77] N [OM

Fundagé (d0 INSTITUTO
7|7| Ezeqmel Dias 0CTAVIO

MAGALHAES
ESTUDO DE ESTABILIDADE

OTEMPO ZERO OACELERADO [0 CONFIRMAGAO DA VALIDADE

OPH OPC O ESTERILIDADE
Meio de cultura amostrado:
Lote:

Fabricacdo: __ / |/

Validade: _ / /|

Data de inicio do estudo: /[

Término do estudo: /|
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APENDICE 2

Fichas de producéo e controle visual dos meiosilera Agar Sabouraud e Agar
MacConkey

2.1 Ficha de producdo do meio de cultura Agar Saloou

/50\[\/\
FUNDAGAO EZEQUIEL DIAS
A ‘771 FUNED INSTITUTO OCTAVIO MAGALHAES 10 M
mfa Fundacao Unidade de Higienizag&o e Produgdo de Meios de Cultura ]\ STITURG
m Ezequiel Dias Rua Conde Pereira Carneiro, 80 Belo Horizonte — MG MAGALTATS

CEP: 30510-010 Tel: (31) 3371-9468 ou 3371 -8862

TITULO: FICHA DE PRODUGAO DO MEIO DE CULTURA AGAR |NUMERO:
SABOURAUD - PLACAS UHPMC 0054

Nome do Meio de Cultura: Agar Sabouraud - P!acas Lote: {2041953-1 —|
Data: O/ v/ T - Marea:_ACIL s Q d{L : ey
Lote: 10952“\3— % Validade: [AQ ¢ M5 Téenico: Gc.;\ U@

FINALIDADE: Utilizado para o cultivo de fungos dermatofitos e fungos patogénicos e ndo patogénicos de
.amosiras clinicas ou de outra origem.
INSTRUCOES DE PREPARO:
©  Para o preparo deste meio deve-se proceder de acordo com UHPMC - MET 0019;
Pesar e hidratar conforme instrugGes do fabricante;
Adicionar 0,1g de cloranfenicol a cada litro produzido, quando este for solicitado pelo cliente;
Homogeneizar;
Verificar o pH de preparo, ajustando se necessario com écido cloridrico p/ abaixar e hidréxido sédio
p/ aumentar;
Aquecer agitando frequentemente até a dissolugdo do &gar;
Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos por autoclavaciio;
Esfriar em torno de 45 a 50 °C;
Identificar as placas sempre que possivel;
Distribuir em placa de petri estéril evitando bolhas;
Separar uma aliquota em copo descartavel para verificagdo do pH final;
Apos a solidificag8o do meio, inverter as placas;
Manter as placas na sala de envase (dentro da cabine) para o controle visual;
Armazenar de acordo com o procedimento UHPMC — MET 0005.
Quantidade do Preparo- Pesagem:
Volume Total:

Caleulo(s): @b% Al AOOO Ll ¢
O B e Y L"‘%&Z %rimﬁnio da balanga:
= 2423644-6 () 2423645-4
€ = 935 : O 14989 O 14910

pH ideal: £ 6 T O, ;7 pH prep'aro Co Oj pH final: S8
([ 4cido cloridrico ¥ () hidréxido de sodio A Q245 4b5-+

Patriménio pHimetro: (1 24165832 [)2423547-4 (032433735 2~ 15839 -F ‘((hj:\(
Distribuiciio:

Placas: ﬁJ 90 x 15 mm Volume Unitdrio: 23 a 25 mL Lote das placas: % 9] %76

Aditive:

Antibiotico: (] Cloranfenicol Marca: ~— Lote:
LIBERACAO DO MEIO DE CULTURA PELO CONTROLE DE QUALIDADE

Lé Aprovado M [J Reprovado
Técnica Responsavel: Data:, 3 lOgl{ P

FUNED
Fundagdo
| Ezequiel Dias
USO PARA DIAGNOSTICO "IN VITRO"
AGAR e aoum\un

Fab.: QCJ|'G<I ' Iii ?
Val.: {‘@,‘] D912 Lot 1853-] Revisao 04 | 18/05/2009 . | P2gina 1de 1|

Temperatura Armazenamento: 2 a §C
Resp.Técnico: Maria Aparecida Galvao
Bislogo - CRBio 48775.24-D

@ o ¢ & & O @ © @

Quantidade: Oﬂ- ,5— gramas

Val:

ETIQUETA:
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2.2 Etiqueta de pesagem do meio de cultura Agan8abd

====== Relatorio de Formulacao F¥DEY Lo
BEHAKARL 23 oty fy —& BK3060
89/08/4i2 09:20

Nr. de Serie ........ = 07022301001005 \)“
Firmware Versao ... .. =1.03 ow,
Componente 1§ 97.50 gw

Peso Total 97.56 g

=== e }J@)«E

St 65 ”}\.
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2.3 Ficha de controle visual do meio de culturarAgbouraud

717] FuneD

Fundacao
7|7'| Ezequiel Dias

TITULO: CONTROLE VISUAL DOS MEIOS DE CULTURA NUMERO: _
DIOM-UHPMC-FM 0183

Meio de Cultura: oot SO lowa ol Lote: /20 ¥ JU5>_)
Data de Fabricagdo: 05/ 0 ¢/ (2. | Data de Validade: 09/.09/ 12
Temperatura de armazenaFem (J2as8°C U] Temperatura Ambiente

v Volume Produzido: oD  mi= | 00, ___unidades

¥ Numero de Unidades Produzidas: 70 [Uaan. 4 0247k of 47

() Tubos _—— mL §)) Placas () Frascos _— mL (J Qutras

¥ Iniciar Rastreabilidade (] Sim (=*Nao

Analise Critica:

PARAMETROS DO CONTROLE VISUAL

¥ Consisténcia [Adequada (OInadequada. Quantos?
¥ Volume Adequada OInadequada. Quantos?
v Bolhas Ausente (OJPresente. Quantos?
v Impurezas Ausente [JPresente. Quantos?
v" Coloragéo /Adequada Clnadequada. Quantos?
v’ Esterilidade IAdequada Ulnadequada. Quantos?
v’ Precipitado Ausente CJPresente. Quantos?
v Grumos GdAusente (JPresente. Quantos?
¥" Homogeneidade (FAdequada Ollnadequada. Quantos?
¥ Outro DAdequada Ollnadequada. Quantos?

ASPECTOS DE EMBALAGEM PRIMARIA

Legenda: (J Frouxa (1) (J Trincado (2) J Quebrado (3) CJ Sujo (4) -
Tampa (1), (2) (3) 4

Placa: (M1 N\ _ .- @ N_ @B S @ %

Tubes () N B N s e

Frascos (1) ___ N\ (2) N (3) \(4)

%

v Total de Unidades Recusadas: Descarte:
v" Abrir Rastreabilidade JSim (#Nao
Analise Critica:

4 /
v Aliquotas Enviad (Z(:Q 5,@{2{09 —+ EIIN /AP
v _Total Liberado: ?0/9 amq LV e

i INSPECAO DE ETIQUETAS
v Nome do Meio X Adequada Olnadequada
v Lote ¥ Adequada inadequada
v Data de Fabricacao (M¥Adequada Olnadequada
v Data de Validade - Z{Adequada Olnadequada
v’ Especificagdo do Volume (BAdequada JInadequada
CONCLUSAO: £0 APROVADO,,/ ) , .LJ REPROVADO

Técnico Responsavel: A4 1 A

Data da Liberagao: /(U -0 1 /2

[ Revisao 01 | 22/08/2011 | Pagina 1de 1 |
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2.4 Ficha de producgdo do meio de cultura Agar Mak€yp

i ‘ ;
A /—w
FUNED
; z Fundagao (\2

7|7| Ezequiel Dias T

TITULO: AGAR MACCONKEY - PLACAS NUMERO:
DIOM-UHPMC-FM 0038

Data: O /CP) /\2 .  Téenico: (= \VG D Lote UHPMC: {209 {950 -2 —

k. 2
Supervisdo: A

Marca: OO LT Lote: o652} . Validade: () !g(‘)_k&‘

FINALIDADE: Meio diferencial para isolamento de coliformes e patdgenos intestinais em agua, produtos
lacteos e amostras bioldgicas.
REFERENCIA: Manual Oxoid, 1° edi¢éo 2000.

INSTRUGCOES DE PREPARO:
e Para o preparo deste meio deve-se proceder de acordo com UHPMC — MET 0019;
Pesar e hidratar conforme instrugdes do fabricante;
Homogeneizar;
Verificar o pH de preparo, ajustando se necessirio;
Aquecer agitando frequentemente até a completa dissolugdo do agar;
Esterilizar por autoclavacio a 121°C durante 15 minutos;
Resfriar rapidamente em um recipiente com 4gua, homogeneizando sempre, observando se atingiu a
temperatura adequada para distribuiggo (40 a 45 °C);
Identificar as placas sempre que possivel;
Distribuir em placa de petri estéril evitando bolhas;
Separar uma aliquota para verificagéo do pH final;
Apos a solidificagdo do meio, inverter as placas;
Manter as placas na sala de envase (dentro da cabine) para o controle visual;
Identificar e enviar amostras para o Laboratério de Controle de Qualidade;
Armazenar de acordo com o procedimento UHPMC — MET 0005.

Quantidade do Preparo: Pesagem:

Volume Total: 1500 mL Quantidade: :i"}, ‘2 ) gramas
Calculo(s): 5\ .5 SO0 e Z}‘@f.

— l5comi—. Patrimonio da balanga:
y/ % 2423644-6 (O 2423645-4
Rt}j@‘ ,5@5@%( 14989 0 14910
Supervisor: .

pH ideal: zi A tO 7 L pH preparo: E Z/(Z pHfinal: _ 3 O

(3 Acido Cloridrico ¥ 60 Hidréxido de Sodio A s
Patriménio pHmetro: &) 28165832 (124235474 D32a3373-s  Q425%%6G -ﬂ-(A
T <

X

Distribuigiio: 94I5NE 5~
Placas: 90 x 15 mm Volume Unitério Aproximado: 23 a 25 mL Lote das placas: 3 0 3 75

Esterilizagdo: Ciclo_J21°C — S oM -
Patriménio da Autoclave: (] 2423375-7 ([ 1523075-9 ([ 2411136-8 (] Outros

LIBERACAO DO MEIO DE CULTURA PELO CONTROLE DE QUALIDADE
Aprovado () Reprovado

Técnica Responsével: @ Dat'a:l,iz Cﬁ_/ | 2

[ Révisao 07 | 101212010 | Pagina 1 de 2
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2.5 Ficha de pesagem do meio de cultura Agar Mak&on

zz FUNED

Fundagao
717| Ezequiel Dias

TITULO: AGAR MACCONKEY - PLACAS

NUMERO:
DIOM-UHPMC-FM 0038

| ETIQUETA:

mee,

M Uso diagnostico in vitro

Agar Mac conkey Lote 12081950 -2

P - 09/08 12

V - 09/09/12 Armazenar 2 a 8%
L
IMPRESSAO DE PESAGEM:

Supervisiio:
e
z===== Relatorio de Formulacao -—=f—-:==z
BK300

wes P304 6 MO
________________ 38
WABME e
Wr. de Serie .......:% ?'FOEESM(’JM@@'S yﬁ)}»’
Firmware Versao ..... :A:;?:E _______________
________________ 77.25 9 pooC
owonente. 4 TT22 R by

= 77.85 9 W\Uf
Peso Total gl oy
—ssss—gm=zoSSESESSSSSESEEETEET M@u

Observagio: oi\:ia, , RAX. 65 Do -
N N
Analise Critica:
Técnico:
| Revis#io 07 | 10/12/2010 | Pagina 2 de 2
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2.6 Ficha de controle visual do meio de culturarAgacConkey

z FUP:'ED
F -
7|7| Eggq‘gigealoDias

TiTULO: CONTROLE VISUAL DOS MEIOS DE CULTURA NUMERO:

DIOM-UHPMC-FM 0183

Meio de Cultura: (00 __[HOC Wwl(iU — Lote: /203 19502
o 7 g =

Data de Fabricagao: 09/07 /1 {] [Data de Validade: 091091 /2

Temperatura de armazenagem: (2.2 4 8°C () Temperatura Ambiente

v Volume Produzido: {50() ml = - 6P unidades

v Numero de Unidades Produzidas: _5¢ lacas + 02 o of <G nls
(JTubos ~  mL B0 Placas () Frascos _——mL (] Qutras

¥ Iniciar Rastreabilidade (J Sim >4 Nao
Analise Critica:

PARAMETROS DO CONTROLE VISUAL

¥ Consisténcia EAAdequada (Ulnadequada. Quantos?

v" Volume (JAdequada (Dlnadequada. Quantos?

v" Bolhas LJAusente (JPresente. Quantos?

v' Impurezas tJAusente (DPresente. Quantos?

v Coloragao dAdequada Ulnadequada. Quantos? |
v’ Esterilidade JAdequada (DInadequada. Quantos? |
v Precipitado JAusente (JPresente. Quantos?

v' Grumos (NAusente (JPresente. Quantos?

¥v" Homogeneidade (BAdequada OInadequada. Quantos? __ |
v Outro o, (JAdequada Olnadequada. Quantos?

ASPECTOS DE EMBALAGEM PRIMARIA

Legenda: (J Frouxa (1) (O Trincado (2) (O Quebrado (3) (O Sujo (4)
Tampa (1) (2 (3) (4)

Placa MmN\ ) 2\ @ _ N\ @_\

Tubos 132N - @ DN I N @)\

Frascos (1) 2 (3) ™ (4) ™
v" Total de Unidades Recusadas:  —— Descarte: ——— %
v Abrir Rastreabilidade (JSim >INao

Analise Critica: .

v Aliquotas Enviadas ao LCQ: 0 plazza + (04 o c)4ms

v Total Liberado: 40 placos
B INSPEGAO DE ETIQUETAS

v Nome do Meio (tJAdequada (OInadequada
¥ Lote XAdequada Olnadeguada
¥ Data de Fabricacao &JAdequada Olnadequada
¥ Data de Validade E&’]Adeq uada (JInadequada
v Especificagdo do Volume (“JAdequada Olnadequada

CONCLUSAO: (JAPROVADO ;| _ , L) REPROVADO
Técnico Responsavel: e ity

DatadaLiberagao: _Jj0 /| OY | {2

[ Revis&o 01 | 22/08/2011 | Pagina 1de 1 |
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