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Resumo

A inovacdao tecnolégica acompanha a qualidade na industria farmacéutica. A Cabine
de Seguranca Biologica esta dando lugar a tecnologia de isoladores nos testes de
esterilidade em imunobiolégicos ao retirar a maior fonte de contaminagdo que € o
operador. O isolador minimiza a possibilidade de contaminacdo da amostra uma vez
gue toda a area de trabalho e o material utilizado nos testes sdo descontaminados
com gas de peréxido de hidrogénio por todo o ambiente. O presente estudo teve por
objetivo avaliar os monitoramentos ambiental referente aos resultados das
amostragens: ativa do ar, passiva do ar (sedimentacdo em placas de Petri) e de
contato em superficies e operadores de areas limpas (Classe A) no periodo de 2010
a 2012 em um Laboratoério Publico Federal no Rio de Janeiro. De acordo com o0s
resultados obtidos dos monitoramentos durante os testes de esterilidade, observou-
se que na cabine de seguranca biolégica ocorreram variagdes consideraveis durante
os trés anos de estudo, enquanto os monitoramentos realizados no isolador as
variacfes dos resultados foram minimas. Estes resultados reforcam que o isolador
apresenta seguranca, eficiéncia e confiabilidade ao reduzir contaminagcdo no

ambiente de trabalho, garantindo alta qualidade em seu processo.

Palavras — chave: Cabine de Seguranca Bioldgica, Isolador, Monitoramento
Ambiental.



Abstract

The technological innovation monitors the quality in the pharmaceutical industry. The
biohazard cabinets is giving way to technology in isolators in the sterility testing in
immunobiological to remove the major source of contamination, that is the operator.
The isolator minimizes the possibility of contamination of the sample since all the
work area and the material used in the test are together decontaminated by sterilizing
gases such as ethylene oxide or hydrogen peroxide vapor, which act on the entire
surface of the environment. The present study aimed to evaluate the environmental
monitoring on the results of sampling: active air; passive air (sedimentation in petri
dishes) and contact of clean surfaces and operators in the period 2010 to 2012 in a
public federal laboratory in Rio de Janeiro. In accordance with the results of the
environmental monitoring during sterility tests, it was observed that the biohazard
cabinets there were considerable variations during these three years of study, while
monitoring accomplished in isolator the variation results were minimal. These results
reinforce that the isolators has security, efficiency and flexibility to reduce potential

contamination of the environment and assures high quality in your process.

Keywords: Technological Innovation, Biohazard Cabinets, Isolators, Environmental

Monitoring.
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1- INTRODUCAO

1.1 PROGRAMA NACIONAL DE IMUNIZACAO.

Surgido no final de 1973 na esteira do éxito da Campanha de Erradicagcao da
Variola (CEV) e sob o estimulo internacional a utilizagdo crescente de imunizantes, o
programa nao contava com instrumentos apropriados para assegurar 0 cumprimento
dos principais objetivos para os quais fora criado: manter a erradicacdo da variola;
estender as vacinacdes as areas rurais; ampliar e aperfeicoar o sistema de vigilancia
epidemioldgica das doencgas alvo (sarampo, tuberculose, difteria, tétano, coqueluche
e poliomielite); capacitar os laboratorios oficiais para produzir diagnésticos confiaveis
sobre as doencas transmissiveis; instituir pelo menos um laboratério de referéncia
para o controle da qualidade de vacinas; racionalizar a aquisicdo de vacinas e sua
distribuicdo; uniformizar as técnicas de imunizagcdo e promover a educacao em
saude com vistas a aumentar a receptividade da populacdo aos programas de
vacinacdo (AZEVEDO, 2007).

No tocante aos imunobioldgicos, estas iniciativas estavam tradicionalmente
com o Ministério da Saude (MS), por intermédio dos programas nacionais de
controle de doencas especificas. As vacinas que ndo faziam parte destes programas
ficavam a cargo das secretarias estaduais de Saude, intervindo o Ministério da
Saude apenas ocasionalmente, sobretudo quando ocorriam epidemias de doencas.
A Central de Medicamentos incorporou ao seu orcamento o suprimento de
imunobiolégicos, mas se deparou com a dificuldade de programar as necessidades,
devido a fragmentagdo de comando e a dispersao de iniciativas existente no setor
de saude. Dois outros aspectos devem ser considerados: o fato de o pais dispor de
poucos especialistas em imunobioldgicos, o que dificultava o desenvolvimento dos
aspectos mais técnicos da programacao; além da baixa expressdo econdmica
apresentada pelos imunobioldgicos diante do volume de recursos mobilizados na
aquisicao de medicamentos (HOMMA, 2003).

As autoridades sanitarias nacionais tém a obrigacdo de assegurar que 0s

imunobiolégicos disponiveis no Brasil, importados ou de producdo nacional, sejam
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seguros, de qualidade e eficacia comprovadas. Essas caracteristicas sao
particularmente dificeis de comprovar, ja que a seguranca, a qualidade e a eficicia
ndo podem ser determinadas exclusivamente por testes laboratoriais. Assim, é
preciso que as autoridades sanitarias adotem uma série de medidas técnico-
administrativas e laboratoriais que garantam que o fabricante de imunobiolégicos
cumpra com as normas nacionais ou internacionais para esses produtos, e que cada
lote produzido esteja de acordo com os requerimentos estabelecidos no processo de
registro aprovado (BUSS et al, 2005).

A institucionalizacdo do Programa Nacional de Imunizacbes (PNI), a
progressiva implementacdo e dinamizagdo de suas atividades e 0 sucesso
alcancado pela adocdo de estratégias de imunizagdo em massa proporcionada
pelas campanhas, aumentaram em muito a utilizacdo de imunobiologicos e
trouxeram consigo a necessidade de garantir a qualidade dos produtos empregados,
tanto pelo programa como pelas demais atividades de vacinagdo colocadas fora de
sua esfera de atencao (PONTES, 2003).

Problemas com a qualidade das vacinas utilizadas pelo PNI vinham ocorrendo
desde o final dos anos 70. A ocorréncia de alguns episodios de reacdo vacinal
introduz a questdo do controle de qualidade, que até ali se limitava ao controle
interno dos préprios produtores. Em 1981, constatou-se que frascos da vacina
contra a poliomielite importada do laboratério Torlak estavam contaminados com
fungos, o que levou ao adiamento do dia nacional de vacinacdo daquele ano. O MS
buscou apoio externo, e uma auditoria realizada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) detectou vérias irregularidades. O envio de amostras de vacinas para
os Estados Unidos da América (EUA) levou a reprovacdo de varias delas. Os
problemas atingiam todos os laboratérios produtores nacionais, publicos e privados.
A partir de entéo, foi estruturado em 1981, na Fundagé&o Oswaldo Cruz (Fiocruz), o
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) cuja atividade,
naquele momento, centrou-se no controle da qualidade dos imunobiologicos. A partir
dos problemas enfrentados surge uma tendéncia que predominara a partir de entao:
a producao de vacinas no Pais como atividade exclusivamente estatal. A criacdo do
Programa de Auto - Suficiéncia em Imunobiologicos (PASNI) foi criado para fazer
frente a uma séria crise de oferta, viabilizando o fortalecimento dos produtores
estatais (TEMPORAO, 2002).
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A caréncia de recursos, a falta de planejamento, a auséncia de dados
epidemiologicos e de instrumentos para aferir a qualidade das vacinas
representaram apenas parte das dificuldades enfrentadas pelo PNI durante os
primeiros anos de funcionamento para assegurar as acdes de saude, preventivas e
coletivas, em ambito nacional (AZEVEDO et al, 2007).

Os eventos que cercaram a concepcado e desenvolvimento do PNI (que
passou a articular sob um dnico comando o conjunto de praticas anteriormente
dispersas em varios 6rgdos e instancias de governo) e os desdobramentos que
levaram a época a hegemonia de uma vertente mais tradicional, traduziram conflitos
que persistem até hoje no sistema de saude brasileiro. Mas o sucesso do PNI e,
naquele momento, da hegemonia da abordagem campanhista, ao criar um mercado
importante para o consumo de vacinas, criou uma nova demanda: a da garantia da
oferta em quantidade e qualidade, das vacinas necessarias a sua consolidacao e
expansdo em meados da década de 80 (TEMPORAO 2002).

O PNI comemora 40 anos no dia 18 de setembro de 2013. Ao longo de quatro
décadas, o PNI consolidou-se como o coordenador de uma relevante intervencéo de
Saude Publica de carater universal, a vacinacao, contribuindo sobremaneira para a
reducdo da morbidade e mortalidade por doencas transmissiveis no Brasil (SILVA
JUNIOR, 2013).

Os éxitos alcancados pelo PNI renderam reconhecimento e respeitabilidade
por parte da sociedade brasileira e fizeram dele um programa de Saude Publica de
referéncia para varios paises. O apoio da populacdo as acdes de vacinacao foi
indispensavel para o sucesso das acGes do programa, sendo diretamente
responsavel pelo alcance de coberturas vacinais adequadas, tanto nas acdes de
rotina quanto nas campanhas de vacinacdo. Em 2012, a campanha de vacinacao
contra a poliomielite para menores de cinco anos de idade alcangcou uma cobertura
de 98,9% da populacdo-alvo, apesar de a doenca ja haver sido eliminada no pais.
Outras campanhas exitosas, em anos recentes, foram a da rubéola, em 2008,
guando foram vacinados 67 milhdes de pessoas, e a da influenza pandémica, no
ano de 2010, responsavel pela vacinagdo de 97 milhdes de brasileiros. A ultima
campanha de seguimento para manter o sarampo eliminado, realizada em 2011,
alcancou uma cobertura de 98,5% com a vacinacao de 16,7 milhdes de criancas de

um a sete anos de idade. Nas campanhas contra a influenza sazonal, as coberturas
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alcancadas pelo Brasil sdo bastante elevadas, comparativamente as de outros
paises. Em 2011, a cobertura dessa vacina atingiu 86% da populagédo-alvo (SILVA
JUNIOR, 2013).

1.2 CONTROLE DA QUALIDADE DOS IMUNOBIOLOGICOS

A evolucdo tecnoldgica no desenvolvimento e producdo de medicamentos,
cosmeéticos e fitoterapicos exige o cumprimento de diretrizes regulamentadas para
evitar e prevenir 0s riscos na qualidade e seguranca dos produtos. A garantia da
qualidade é um importante aspecto a ser considerado desde o projeto até a
liberacdo do produto ao consumidor. A qualidade microbiolégica de produtos
constitui um dos atributos essenciais para o0 seu desempenho adequado,
principalmente em relacdo a seguranca, eficacia e aceitabilidade destes produtos. A
falha nas medidas preventivas e de controle do processo de fabricacdo pode resultar
em produtos inadequados ao consumo. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) exige que as empresas produtoras tenham implantado as normas de boas
praticas de fabricacdo, conforme as normas técnicas oficialmente estabelecidas
(YAMAMOTO et al, 2004).

1.2.1 O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude - INCQS

Em 1954 foi criado o Laboratério Central de Controle de Drogas e
Medicamentos (LCCDM), que logo foi transformado em LCCDMA (por se tornar
responsavel também pelo controle de alimentos); deveria funcionar como vigilancia
sanitaria (como hoje € compreendido). Em 1979 foi criada uma comissao
interministerial para analisar os problemas enfrentados pelo PNI. O resultado foi uma
forte critica pela conducdo do programa e a precariedade dos sistema nacional de
saude (que deveria dar suporte ao programa), demonstrou-se ser imprescindivel que
0 pais contasse com uma estrutura laboratorial capaz de avaliar a qualidade dos

produtos adquiridos - de forma independente dos produtores - e mantivesse um
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trabalho continuo e integrado ao PNI, garantindo autonomia, conforme os preceitos
da OMS. Com o decreto 82.201, de 30/08/1978 ocorre a transferéncia do LCCDMA
para a Fiocruz e em 1981 altera o nome para INCQS que assume a
responsabilidade pelo controle de qualidade dos imunobiolégicos com a
implementacdo dos ensaios bioldgicos, microbiolégicos, quimicos e fisico-quimicos
nos soros e vacinas. Desde o final de 1985 ja eram realizadas analises laboratoriais
de todas as vacinas virais e dos soros hiperimunes adquiridos pelos programas
oficiais de imunizacdo. Essas avaliacfes vém sendo fundamentais a fim de garantir
gque somente produtos que demonstrem requisitos de qualidade e conformidade
sejam aplicados na populagéao (BUSS, 2005).

1.2.2 Teste de Esterilidade

Os micro-organismos encontram-se em varios ambientes do nosso planeta
(no ar, na agua e no solo). As matérias-primas que servem para a producdo de
medicamentos ndo estdo isentas deste fato. Assim, o controle microbiolégico torna—
se muito importante para a qualidade final dos produtos farmacéuticos. A total
auséncia de formas viaveis dos micro-organismos capazes de se reproduzir refere-
se ao conceito de esterilidade. Segundo as farmacopeias, a condicéo de esterilidade
de um produto deve ser considerada com base no fato que o mesmo tenha sido
processado em condi¢des 6timas e que o resultado de uma amostra representativa,
submetida ao teste, indique a auséncia de micro-organismos viaveis. Os produtos
gue devem passar por testes de esterilidade sdo insumos farmacéuticos,
medicamentos e correlatos descritos nas farmacopeias (SOUZA et al, 2007).

As amostras coletadas para o0 ensaio de esterilidade devem ser
representativas da totalidade do lote, devendo ser dada atencao especial as partes
do lote que representem maior risco de contaminagéo, como por exemplo:

| - produtos que tenham passado por processo de envase asséptico - as
amostras devem incluir os recipientes do inicio e do fim do lote, e ainda apos

qualquer interrupcao significativa do trabalho; e
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Il - produtos que tenham sido esterilizados por calor em sua embalagem final -
as amostras devem incluir recipientes das zonas potencialmente mais frias de cada
carga.

O teste de esterilidade realizado no produto final deve ser considerado
apenas como uma das Ultimas medidas de controle utilizadas para assegurar a
esterilidade do produto (BRASIL, 2010).

O teste de esterilidade pode ser realizado utilizando os métodos de filtracao
em membrana ou de inoculacdo direta conforme a natureza do produto, exceto
guando um dos métodos for especificado na monografia individual. Os controles
negativos apropriados sempre devem ser incluidos. Se, ao final do teste ndo for
constatado crescimento microbiano, a amostra cumpre com 0s requisitos e é
aprovada (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

1.2.2.1 Método de Filtracdo em Membrana

Sao utilizadas membranas filtrantes com porosidade nominal ndo superior a
0,45 pm cuja eficiéncia em reter micro-organismos tenha sido estabelecida. Filtros
de nitrato de celulose, por exemplo, séo utilizados para solu¢des aquosas, oleosas e
fracamente alcodlicas e filtros de acetato de celulose para solucdes fortemente
alcoodlicas. Filtros especialmente adaptados podem ser requeridos para
determinados produtos, como antibiéticos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

1.2.2.2 Inoculacgéo Direta

As amostras sao transferidas direta e assepticamente para os meios de
cultura. O volume do produto ndo deve ser maior que 10% do volume do meio de
cultura, a menos que especificado de maneira diferente na monografia individual
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Os meios de cultura utilizados no teste de esterilidade s&o: meio fluido de
tioglicolato e caldo de caseina-soja. O primeiro é utilizado primariamente para
cultura de bactérias anaerdbias, embora, também, possa detectar o crescimento de
bactérias aerdbias. O segundo € adequado para a cultura de leveduras, fungos e
bactérias aerdbias (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

1.3 CABINES DE SEGURANCA BIOLOGICA

As cabines de seguranca bioldgica (CSB) comumente conhecidas como
cabine de biosseguranca, constituem um grupo de equipamentos destinados a
remover ou minimizar exposi¢cdes aos materiais biolégicos perigosos. A CSB é o
dispositivo principal utilizado para proporcionar a contengéo de borrifos ou aerossois
infecciosos provocados por inimeros procedimentos microbiolégicos (MARTINS et
al, 2006).

1.3.1 Historico da cabine de seguranca bioldgica

Fabricadas em 1909, as primeiras cabines de seguranca biol6gica
caracterizavam- se como caixas de isolamento microbiolégico. O ar pré-filtrado era
arrastado através da cabine que era mantida sob pressdo negativa. O ar era entédo
exaurido através de um frasco contendo desinfetante. A primeira cabine de
seguranca biolégica "moderna” foi desenvolvida por Van den Ende em 1943. Um
bico de gas no duto de exaustdo criava um movimento circular do ar no interior da
cabine e incinerava a exaustdo. O projeto foi aperfeicoado, e por volta de 1953 a
predecessora da atual cabine Classe | estava em uso, embora com filtros de
exaustdo de baixa eficiéncia. O ar de exaustdo tinha que ser incinerado e a
recirculaco do ar era inconcebivel (FERREIROS, 2001).

Em 1962 filtros de ar de alta eficiéncia de particulas (HEPA) foram aplicados.

Isto permitiu que o ar filtrado pudesse ser exaurido diretamente para fora do
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laboratério ou recirculado, conduzindo ao estabelecimento de trés classes de
cabines existentes atualmente (FERREIROS, 2001).

1.3.2 Tipos de CSB

As cabines de seguranca biologica classe | e Il, possuem a frente aberta, séo
barreiras primarias que oferecem niveis significativos de protecéo para a equipe do
laboratério e para o0 meio ambiente quando utilizado com boas técnicas
microbiolégicas. A cabine de seguranca biolégica classe Il também oferece uma
protecdo contra a contaminagdo externa de materiais (por exemplo, cultura de
células, estoque microbiolégico) que s&o manipulados dentro das cabines
(MARTINS et al, 2006).

A CSB classe Il permite proteger o operador, o produto e 0 meio ambiente.
Para a protecdo do operador a cabine trabalha com uma taxa de fluxo de ar que vem
do laboratério, passa através da abertura frontal de acesso para a area de trabalho e
previne que contaminantes que estejam sendo gerados no interior da cabine
escapem para o laboratério através da abertura. Para a protecdo do produto o ar de
insuflacdo passa por filtros HEPA e a zona de trabalho possui fluxo unidirecional.
Para a protecdo do meio ambiente o ar exaurido passa previamente por filtro HEPA
antes de deixar a cabine (Quadro 1). Sdo adequadas para utilizacdo com agentes
que requerem Biosseguranca Nivel 1, 2 ou 3 (FERREIROS, 2001).

Os testes de esterilidade devem ser realizados sob condi¢cdes assépticas,
utilizando cabine de seguranca biologica classe 1l tipo A (Figuras 1 e 2). Para testes
de esterilidade de farmacos oncogénicos, mutagénicos, antibioticos, hormdonios,
esteroides e outros, os testes devem ser realizados em cabine classe Il tipo B2, que
possui sistema de exaustdo externo ao ambiente do laboratério (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).



Quadro: 1 Classificacao de cabines de seguranca bioldgica

Classe |

Classe Il

Classe lll

Similar as Capelas de Laboratério, ndo requer protecdo ao
produto,100% de exaustédo através de filtro HEPA

Tipo A: 70% de recirculacdo no interior da cabine; 30% de exaustao
através de filtro HEPA,; plenum de configuragdo comum; ar que sai do
filtro HEPA de exaustdo pode retornar para o laboratorio;

Tipo B;: 30% de recirculacdo no interior da cabine; 70% de exaustao
através do filtro HEPA, plenum de configuracdo separada, deve ter
exaustdo externa;

Tipo B,: 100% de exaustao através de filtro HEPA para o exterior;

Tipo Bs: 70% de recirculagcdo no interior da cabine; 30% de exaustado
através do filtro HEPA; plenum de configuracdo comum; deve ter
exaustao externa;

Aplicacdes especiais; 100% de exaustdo através de filtro HEPA; para
0 exterior; manipulacédo reservada de materiais através de barreiras
fisicas (luvas)

Fonte: Ferreirés, 2001
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Figura 1 — Cabine de Seguranca Bioldgica Classe Il A

@- Heal Forg

Fonte: Heal Force Laboratory Equipment

18



19

Figura 2 — Esquema do funcionamento da CSB classe Il tipo A

Fonte: Fiocruz

1.4 ISOLADOR

O sistema isolador (Figura 3) € definido como ambiente controlado por possuir
parametros de temperatura, umidade, pressdo e barreira fisica eficiente contra a
penetracdo de micro-organismos na area de trabalho. O equipamento é classificado
segundo suas caracteristicas ambientais como classe A, ou seja, a zona para
operacbes de elevado risco possui fluxo laminar que proporciona um deébito
homogéneo de ar entre 0,36 a 0,54 m/s (metro por segundo) na area de trabalho.
Cada operagéao executada no isolador requer uma limpeza adequada em seu interior
de modo a minimizar os riscos de contaminagdo por particulas ou por células
microbianas, do produto ou dos materiais manuseados (CYRANKA, 2011).

Na area dos testes de esterilidade, isoladores estdo suplantando cada vez

mais as CSB tradicionalmente utilizadas para tal. A vantagem 0Obvia, mais uma vez,
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€ a seguranca microbioldgica, com todas as manipulacdes efetuadas mediante luvas
(Figura 4) ou sistemas manga/ luva integrados nas paredes do isolador (Figura 5),
torna-se quase impossivel a contaminagdo microbiolégica durante a execucdo do
teste (PAZ, 2012).

Em isoladores, o ar entra através dos filtros integrais de qualidade HEPA, ou
melhor, e seu interior &, tipicamente, esterilizado com um nivel de garantia de 107°.
Portanto, isoladores que contém ar estéril ndo trocam ar com o ambiente ao redor e
sao livres de operadores humanos. Entretanto, quando o isolador esta em um
ambiente controlado, o potencial de produto contaminado é reduzido na
eventualidade de um vazamento nas luvas ou vestimentas (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Somente apos a qualificacdo e validacdo do isolador, com carga maxima de
amostras e material para a realizacdo dos testes de esterilidade, € que se pode ter
nocdo da quantidade de amostras que poderdo ser processadas a cada
descontaminacao por peroxido de hidrogénio (Figura 5). Na validacdo deve-se
considerar todos os fatores criticos da tecnologia de isoladores como, por exemplo,
a qualidade interna e externa do isolador, sanitizacdo, processo de transferéncia de
materiais e integridade do isolador. O monitoramento deve ser realizado
rotineiramente e deve incluir testes de vazamento do isolador e das luvas/mangas.
Todos os processos devem ser claramente definidos e sistematicamente revisados

em funcdo da experiéncia adquirida (BRASIL, 2010).



Figura 3 — Operadores realizando teste de esterilidade no isolador

Fonte: Bio-Manguinhos

Figura 4: Isolador rigido

Fonte: Portal Boas Praticas
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Figura 5 — Operadores introduzindo material a ser sanitizado

Fonte: Portal Boas Praticas

1.5 AREA LIMPA

Area com controle ambiental (Figura 6) definido em termos de contaminacao
por particulas viaveis e ndo viaveis, projetada, construida e utilizada de forma a
reduzir a introducao, geracao e retencdo de contaminantes em seu interior (BRASIL,
2010).
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Figura 6: area limpa

Fonte: Divisérias sala limpa

As areas limpas utlizadas na fabricacdo de produtos estéreis sao
classificadas em quatro diferentes graus (quadro 2), sendo eles:

| - grau A: zona de alto risco operacional, por exemplo, envase e conexdes
assépticas. Normalmente estas operacdes devem ser realizadas sob fluxo
unidirecional. Os sistemas de fluxo unidirecional devem fornecer uma velocidade de
ar homogénea de aproximadamente 0.45m/s + 20% na posic¢ao de trabalho;

Il - grau B: é&reas circundantes as de grau A para preparacdes e envase
assépticos; e

IIl - graus C e D: areas limpas onde séo realizadas etapas menos criticas na
fabricacao de produtos estéreis (BRASIL, 2010).
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Quadro 2 — Comparacéo entre os diferentes sistemas de classificacdo para &reas limpas, em repouso

OMS - GMP Estados Unidos ABNT NBR ISO EC-GMP
(habitual) 14644-1
Grau A Classe 100 1ISO 4,8 Grau A
Grau B Classe 100 ISO 5 Grau B
Grau C Classe 10.000 ISO 7 Grau C
Grau D Classe 100.000 ISO 8 Grau D

Fonte: EU Guidefines to Good Manufacturing Products for Human and Veterinary Use.

O teste de esterilidade deve ser efetuado dentro de uma zona de fluxo de ar
unidirecional protegido, de grau A ou CSB (certificada), que deve estar localizada
dentro de sala limpa circundada com grau B. Como alternativa, os testes podem ser
efetuados dentro de um isolador de barreira (Figura 7). Deve-se tomar cuidado com
o projeto do layout de instalacdes e padrdes do fluxo de ar ambiente, para garantir
que os padrdes de fluxo de ar unidirecional ndo sejam interrompidos (OMS, 2012).

Figura 7: Sala do isolador em ambiente classe D

Fonte: Portal Boas Praticas
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1.5.1 Roupas utilizadas em Areas Limpas

A entrada para sala limpa deve ser através de sistema de antecamaras e
oferecer disponibilidade de ambiente para a troca, onde os operadores vistam
roupas adequadas para a area limpa. A Ultima antecdmara para troca da vestimenta
deve ter quando em repouso, a mesma classe da sala de analise. O ambiente para
troca da vestimenta deve ser de tamanho adequado para facilitar a troca. Deve
existir demarcacéo clara das diferentes areas (OMS, 2012).

As roupas utilizadas devem ser apropriadas ao processo e a classificacdo da
area limpa onde o pessoal estiver trabalhando, devendo ser observado:

Graus A/B: é utilizado capuz que cubra totalmente o cabelo, a barba e o bigode; sua
borda inferior deve ser colocada para dentro da vestimenta. Deve ser utilizada
mascara de rosto, a fim de evitar que sejam espalhadas gotas de suor. Devem ser
usadas luvas esterilizadas de borracha, sem po, além de botas desinfetadas ou
esterilizadas. As barras da calca devem ser colocadas para dentro das botas, assim
como as mangas colocadas para dentro das luvas. A roupa protetora ndo deve soltar
nenhuma fibra ou particula e deve reter as particulas liberadas pelo corpo de quem a

esteja utilizando (Figura 8).
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Figura 8 — Operador com vestimenta apropriada para area limpa

Fonte: SBCC

1.6 PROGRAMA DE MONITORAMENTO AMBIENTAL PARA SALAS LIMPAS E
AMBIENTES CONTROLADOS

O monitoramento de particulas totais em suspensao no ar em salas e zonas
limpas (quadro 3) ndo fornece informagcdo sobre o conteddo microbiolégico do
ambiente. A limitacdo basica dos contadores de particulas é que normalmente
medem particulas de 0,5 ym ou maiores e os micro-organismos carreados pelo ar
nao sao células que flutuam livremente, ndo estdo sozinhas e frequentemente se
associam com particulas de 10 a 20 ym. Contagens de particulas, bem como,
contagens microbianas dentro de salas e zonas limpas, variam com as atividades

conduzidas durante a amostragem e a sua localizagdo. O monitoramento do
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7z

ambiente para particulas ndo vidveis e micro-organismos € importante porque
ambos s@o necessérios para alcancar as exigéncias relativas ao material particulado
e esterilidade estabelecida para os produtos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Quadro 3 - Classes de limpeza do ar para particulas em suspenséo, selecionadas para salas e zonas
limpas.
Classificacdo | Limites méaximos de concentracdo (particulas/m® de ar) para

ISO particulas iguais ou maiores que os tamanhos considerados

(N) 0,1 ym 0,2 um 0,3 um 0,5 um 1pm 5um
ISO Classe 1 10 2
ISO Classe 2 100 24 10 4
ISO Classe 3 1.000 237 102 35 8
ISO Classe 4 10.000 2.370 1.020 352 83
ISO Classe 5 100.000 23.700 10.200 3.520 832 29
ISO Classe 6 | 1.000.000 @ 237.000 102.000 35.200 8.320 293
ISO Classe 7 352.000 83.200 2.930
ISO Classe 8 3.520.000 832.000 29.300
ISO Classe 9 35.200.000 | 8.320.000 293.000

Fonte: Farmacopéia Brasileira, 2010

O monitoramento ambiental microbiolégico deve refletir a instalacdo utilizada
(sala ou isolador) e incluir a combinacdo dos métodos de amostragem do ar e
superficie. Devendo ser realizado durante cada sessado de trabalho nas condicbes
de funcionamento (OMS, 2012).

1.6.1 Tipos de Monitoramento

O ambiente deve ser amostrado durante operagbes normais para possibilitar
a coleta de dados significativos e a amostragem microbiana deve ocorrer quando 0s

materiais estiverem na area, as atividades de processamento estiverem ocorrendo e
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todos os funcionarios estiverem em operagdo no local. O monitoramento
microbiolégico de salas e zonas limpas deve incluir a quantificacdo do conteudo
microbiano do ar ambiental; do ar comprimido que entra na area critica; das
superficies; dos equipamentos; dos recipientes; dos pisos; das paredes e das
vestimentas das pessoas. O objetivo pretendido com o programa é obter estimativas
representativas da carga microbiana do ambiente e, uma vez compilados e
analisados, quaisquer tendéncias devem ser avaliadas por pessoas treinadas. O
controle microbiologico de ambientes controlados, também, pode ser avaliado com
base nos dados de tendéncia. Relatérios ou resumos periédicos devem ser emitidos
para alertar o responsavel pela area (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Micro-organismos viaveis do ar podem influenciar a qualidade microbioldgica
dos produtos fabricados em salas e zonas limpas. A quantificacdo destes micro-
organismos pode ser influenciada por instrumentos e procedimentos utilizados nos
ensaios. O emprego dos métodos, ou equipamentos alternativos deve ser precedido
da verificacdo quanto a equivaléncia dos resultados. Ha diferentes formas de
monitoramento e tipos de equipamentos disponiveis para quantificar micro-
organismos Vviaveis, incluindo amostradores de sedimentacdo, de impacto e
centrifugos. A selecdo e adequacao do método a ser utilizado é responsabilidade do
usuario (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

1.6.1.1 Quantificacdo da Amostragem Ativa do Ar

Uma das principais limitacbes dos amostradores de ar mecéanicos é o
tamanho da amostra de ar que esta sendo testada, pois o nivel de micro-organismos
no ar de um ambiente controlado € normalmente reduzido e um grande volume de ar
deve ser testado para que o resultado seja preciso e exato, 0 que, muitas vezes, nao
€ pratico. Para demonstrar que as contagens microbianas no ambiente ndo estao
aumentando, depois da amostragem, ela pode ser estendida para determinar se o
tempo de amostragem é um fator limitante para obter uma amostra representativa.

Ha equipamentos capazes de amostrar altas taxas de volume de ar, mas deve
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considerar-se a ruptura do fluxo de ar em é&reas criticas ou a criagdo de turbuléncia
que possa aumentar a probabilidade de contaminacdo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

1.6.1.2 Quantificagdo da Amostragem Passiva do Ar (Sedimentacédo em Placas de
Petri)

O método utilizando placas de sedimentacdo é ainda o mais amplamente
disseminado devido a sua simplicidade, baixo custo e fornece informagdes
qualitativas sobre o ambiente de exposicdo por tempo prolongado, porém, a
exposicao de placas de Petri abertas e contendo meio de agar ndo € para avaliacao
guantitativa dos niveis de contaminagcdo microbiana de ambientes criticos
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

1.6.1.3 Quantificacdo da Amostragem de Contato em Superficies Limpas e
Operadores

A amostragem de superficies de equipamentos, de areas e de funcionarios é
um componente do programa de controle microbiol6gico de ambientes controlados.
Para minimizar a ruptura de operacfes criticas, normalmente a amostragem &
realizada no final das operacdes. A amostragem pode ser feita usando placas de
contato ou swab (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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1.6.2 Limites Microbioldgicos de Alerta e Acdo em Salas e Zonas Limpas

As especificacdes frente a contaminacdo microbiana devem estar descritas,
incluindo os limites apropriados de alerta e acdo (OMS, 2012).

O nivel de alerta no monitoramento microbiolégico ambiental evidencia nivel
de contaminacdo significativamente superior as condicdes de operacdo normais.
Exceder o nivel de alerta ndo necessariamente deve exigir agdo corretiva, porém, ao
menos levar a uma investigacdo de acompanhamento documentada, que pode
incluir modificac6es no plano de amostragem (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O indicativo de acao (Quadro 4) em monitoramento microbiolégico ambiental,
quando excedido, requer acompanhamento imediato e, se necessario, acao

corretiva.

Quadro 4 — Limites para contaminac¢ao microbioldgica

Graus | Amostra dse Placas de Placas de Contato Teste de Contato
ar (UFC/m°) | Sedimentac&o (55mm) (UFC/placa) | das luvas (5 dedos)
(90mm) (UFClluva)
(UFC/4 horas)*

A <1 <1 <1 <1

B 10 5 5 5

C 100 50 25 -

D 200 100 50 -

'As placas individuais de sedimentac&do podem ser expostas por menos de 4 horas

Fonte: ANVISA — RDC 17 de 16/04/2010

Niveis de alerta se baseiam normalmente em informacdes histéricas obtidas
de operacbes de rotina do processo em um ambiente controlado especifico
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

As areas sdo desenhadas para atingir certos niveis especificados de pureza
do ar na condicdo "em repouso”. A condi¢cdo "em repouso” € definida como aquela
onde a instalacdo estd finalizada, os equipamentos e producgdo instalados e em
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funcionamento, mas ndo existem pessoas presentes; também deve ser alcancada
apos a conclusdo das operagbes de trabalho, seguida de breve recuperagédo
(Quadro 5). A condicao "em operacao” € definida como aquela em que a area esta
em funcionamento para uma operacao definida e com um numero especificado de
pessoas presentes (BRASIL, 2010).

Quadro 5 — Sistema de classificagdo do ar para a producéo de produtos estéreis

Grau Em repouso Em operacéao
N° méaximo de particulas/m? N° méaximo de particulas/m?®
0,5 pum 5,0 um 0,5 um 5,0 um
A 3.520 20 3.520 20
B 3.520 29 352.000 2.900
C 352.000 2.900 3.520.000 29.000
D 3.520.000 29.000 Néo Néo
definido definido

Fonte: ANVISA — RDC 17 de 16/04/2010

1.6.3 Treinamento de funcionarios

O gerenciamento da instalacdo deve garantir que todas as pessoas
envolvidas em operacfes nas salas e zonas limpas conhecam principios
microbioldgicos relevantes, incluindo principios basicos do processamento asséptico
e a relacdo dos procedimentos de fabricacdo e manipulacdo com fontes potenciais
de contaminacdo do produto. Também, devem ter conhecimento sobre principios
basicos de microbiologia; fisiologia microbiana; limpeza, desinfeccao e esterilizacéo;
selecdo e preparagdo de meios de cultura; de acordo com o envolvimento dos
funcionarios no processo. As pessoas envolvidas na identificacdo microbiana
requerem treinamento especializado nos métodos laboratoriais aplicaveis.
Conhecimento e compreensdo dos procedimentos operacionais padrao aplicaveis

sdo criticos, especialmente aqueles relacionados com as medidas corretivas que
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sdo tomadas quando as condicbes ambientais exigirem. A compreensao das
politicas de adesdo as exigéncias regulatorias e a responsabilidade de cada
individuo, relativas as Boas Praticas de Fabricacdo devem ser parte integrante do
programa de treinamento (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

1.7 JUSTIFICATIVA

Levando em consideragcédo que a contaminagao por micro-organismos pode acarretar
graves problemas de saude publica, se faz necessario o continuo aprimoramento
dos testes de esterilidade, neste contexto o uso do isolador surge como uma
ferramenta de grande flexibilidade, rapidez e de alta qualidade nos testes
empregados. Garantindo um controle mais efetivo dos processos de fabricacdo dos

imunobiolégicos fornecidos a populagéo.



33

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOGERAL

Avaliar o monitoramento ambiental referente aos testes de esterilidade, no
periodo de 2010 a 2012 no Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos — Bio-
Manguinhos/Fiocruz, para comparar o desempenho da Cabine de Seguranca

Bioldgica e do Isolador.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Comparar os resultados do monitoramento ambiental realizado no isolador e
na cabine de seguranca bioldgica no periodo de 2010 a 2012 para avaliar o
perfil microbioldgico dessas areas;

e Verificar qual o melhor equipamento para a realizacdo dos testes de
esterilidade.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram consultados os resultados do monitoramento ambiental (em operacéo
e repouso), contidos na base de dados do Departamento de Controle da Qualidade
de Bio-Manguinhos, realizados durante cada sessédo de trabalho dos testes de
esterilidade em imunobioldgicos, no isolador e na CSB, no periodo de 2010 a 2012.
Foram considerados os monitoramentos ativo, passivo e de contato (no isolador e na
CSB).

3.1 PRECAUCOES NAS REALIZACOES DOS TESTES

As atividades realizadas na CSB foram testes de esterilidade por inoculacao
direta. Antes de proceder ao teste, foi realizada assepsia das superficies externas
dos frascos e ampolas, mergulhando-os em solucéao alcool 70%. No caso de artigos
cujas embalagens ndo permitissem esse tratamento, foi realizada a assepsia das
amostras por meio de tecido nao liberador de particulas embebido em solucdo de
alcool 70%.

No isolador foram realizados os testes de filtracdo em membrana. Antes dos
testes todos os materiais e amostras foram esterilizados por vapores de peréxido de
hidrogénio com posterior aeracao, para retirar residuos do gas, evitando assim um
resultado falso negativo nas andlises dos produtos como no monitoramento
ambiental. Durante o monitoramento microbioldgico do ar, foram usados volumes de

1.000 litros na amostragem ativa.

3.2 MEIOS UTILIZADOS NO MONITORAMENTO AMBIENTAL

Todas as placas de meios de cultura utilizados no monitoramento ambiental
foram adquiridas prontas para uso. Para o monitoramento ativo e passivo foi

utilizado o agar Triptona de Soja - TSA (BioCen) que é um meio de cultivo de uso
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geral para contagem de uma ampla variedade de micro-organismos. Para o
monitoramento ativo em isoladores foi utilizado o meio Tryp Soy agar (anti-H202
Merck Millipore), este tipo de placa recebe um tratamento com agentes
neutralizantes evitando concentracdo de H,O, no agar (pode detectar até mais de
100 ppm de H,0,) ap6s amostragem de ar. Essa condigédo pode inibir o crescimento
dos micro-organismos, incluindo os esporos. Contudo, os meios de cultura
embalados podem suportar o processo de esterilizagcdo sem perder a fertilidade do
agar, porém devem ser examinados durante as operacfes de amostragem
propriamente ditas (HORN, 2002).

Para o monitoramento de contato (luvas e superficie) foi utilizado o agar
Triptona de Soja Modificado - TSARM (BioCen).

3.3 UTILIZACAO DAS PLACAS

Em area de grau A, a amostragem volumétrica, a exposicdo de placas de
sedimentacdo (realizadas durante os testes de esterilidade e em condicdo de
repouso) e a coleta de impressdes digitais de luvas de operadores e da superficie
limpa foram realizadas apds o término dos testes de esterilidade, sendo que na
condicdo em repouso somente a coleta da superficie foi realizada. Os

monitoramento foram realizados no isolador e na CSB.

3.3.1 Amostragem ativa do ar

Para monitorar as bactérias e fungos em suspensao no ar que circula no
ambiente de trabalho, foram coletadas durante os testes de esterilidade, amostras
no inicio, meio e fim do processo por dez minutos em cada amostragem. Foram
utilizados os equipamentos: MAS 100 (MERCK) (Figura 9) e M AirT™ Pump
(Millipore) (Figura 10), para o isolador. Os pontos para a realizacédo dos testes foram

0 mais proximo possivel dos testes de esterilidade.



Figura 9: amostrador MAS 100 (Merck)

Fonte: Merck Millipore

Figura 10: amostrador M AirT (Millipore)

Fonte: INTERFACE - Equipamento e Técnica, Lda.
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3.3.2 Amostragem passiva do ar

Para monitorar bactérias e fungos que sedimentam na coluna de ar acima da
placa. As placas ficaram expostas, em areas proximas do produto analisado durante
todo o periodo de operacdo. A placa foi substituida a cada 2 horas, para evitar o
ressecamento do agar. Os pontos para a realizagdo dos testes foram o mais proximo

possivel dos testes de esterilidade.

3.3.3 Amostragem por contato

Foram utilizadas para detectar micro-organismos em superficies e luvas do
operador, que podem levar a contaminacdo do produto. Foram coletadas apés a
finalizacdo dos testes de esterilidade e antes da higienizacédo da area para aumentar
a possibilidade de deteccdo de micro-organismos. Foram dois operadores tanto no
isolador quanto na CSB, portanto foram pelo menos dois pontos de amostragem na

superficie.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar o desempenho da Cabine de Seguranca Bioldgica e do Isolador,

foram utilizados os resultados do Monitoramento Ambiental Referente a
Quantificacdo da Amostragem Ativa do Ar, Amostragem Passiva do Ar e da

Amostragem de Contato no periodo de 2010 até 2012 (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 — Resultado do monitoramento ambiental ativo, passivo e de contato da cabine de seguranga
biolégica no periodo de 2010 a 2012.

Monitoramento ano Nivel de Nivel de Insatisfatorio Satisfatorio
Alerta (%) Acéo (%) (%) (%)
Ativo 2010 - - - 102 (100%)
2011 - - 5 (6,17%) 76 (93,83%)
2012 - - 1 (2%) 49 (98%)
Passivo 2010 - - 2 (1,6%) 123 (98,4%)
2011 - - 6 (4,88%) 117 (95,12%)
2012 - - 2 (2,90%) 67 (97,10%)
Contato 2010 1 (0,46%) - 48 (22,12%) 168 (77,42%)

2011 1 (0,48%)
2012 -

32 (15,24%)
4 (3,36%)

177 (84,28%)
119 (96,64%)

Fonte: Bio-Manguinhos

Para utilizar a CSB em sala limpa classe B, em testes de esterilidade, sé&o
consideradas algumas variaveis como o sistema de tratamento de ar (principal
ferramenta, mas ndo a Unica para protecdo de produtos e operadores, devido ao
diferencial de pressao entre a sala de troca de vestimenta - antecamara - para a sala
classe B); treinamento de pessoal e paramentacdo adequada; validacdo de
procedimentos de limpeza e sanitizacdo. A concentracdo de particulas no ar é
controlada pela diluicdo ou pela substituicdo do ar através do insulflamento
unidirecional de ar tratado na sala limpa. Devem ser monitoradas a temperatura e a

umidade relativa que visam o fornecimento das condicfes necessarias a qualidade
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dos materiais e produtos ao correto funcionamento de equipamentos e ao conforto
dos operadores (ANVISA, 2013). Ao verificar os monitoramentos insatisfatorios
percebeu-se uma reducdo nos testes de esterilidade realizados no decorrer dos
anos com baixa na taxa de monitoramento tido como insatisfatorio, porém no
monitoramento de contato ocorreu uma alta variagdo na taxa observada como
monitoramento insatisfatério e o surgimento do nivel de alerta nos anos de 2010 e

2011, este monitoramento levou em consideracéo as luvas e superficie da CSB.

Tabela 2 - Resultado do monitoramento ambiental ativo, passivo e de contato do isolador no periodo
de 2010 a 2012.

Monitoramento ano Nivel de Nivel de Insatisfatério  Satisfatério
Alerta (%) Acéao (%) (%) (%)
Ativo 2010 - - - 101 (100%)
2011 - - 2 (1,06%) 187 (98,94%)
2012 - - - 202 (100%)
Passivo 2010 - - 1 (1,06%) 122 (99,19%)
2011 - - 2 (0,97%) 205 (99,03%)
2012 - - 1 (0,49%) 204 (99,51%)
Contato 2010 1 (0,46%) - - 145 (100%)
2011 1 (0,48%) - 2 (0,98%) 203 (99,02%)
2012 - - 2 (0,99%) 201 (99,01%)

Fonte: Bio-Manguinhos

O isolador é uma barreira fisica entre o operador e 0 ambiente de trabalho,
nota-se que ocorreu um aumento, nos testes realizados no isolador no decorrer dos
anos, porem ndo houve significativa variacdo na taxa de resultados insatisfatorios
dos monitoramentos, mesmo quando ocorreu nivel de alerta nos anos de 2010 e
2011 no monitoramento por contato ao término da operacdo. Deve-se considerar
gue sao realizados varios testes de esterilidade, onde as amostras podem estar
contaminadas.

Ao ser avaliada a representacao grafica dos resultados obtidos nos diferentes

tipos de monitoramento ambiental pode-se observar que no monitoramento ativo em
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2010 ndo houve taxa de insatisfacdo nas areas de monitoramento, porém em 2011
houve valor insatisfatério no monitoramento em maior grau no ambiente da CSB em
relacdo ao isolador e em 2012 ocorreu reducdo na taxa de monitoramento tida como
insatisfatoria, porém ainda assim a taxa do monitoramento com resultado
insatisfatorio no ambiente da CSB ainda foi maior quando comparado ao isolador
(Figura 11).

Figura 11 - Comparacdo do monitoramento ativo na CSB e no Isolador no periodo de 2010 a 2012

ativo

% de insatisfacdao

2010 2011 2012

ano
=@==cabine =fll=isolador

Fonte: Bio-Manguinhos

No monitoramento passivo ano de 2010 o resultado insatisfatorio percebido
no monitoramento do ambiente CSB foi alto se comparado com o ambiente isolador;
no ano de 201locorreu um aumento drastico nos resultados do monitoramento tido
como insatisfatorios ha CSB e apesar do isolador ter aumentado, este aumento foi
sensivel; em 2012 os resultados insatisfatorios resultante do monitoramento no
ambiente da CSB foram reduzidos juntamente com o ambiente do isolador, mas a
diferenca no resultado insatisfatorio do monitoramento ainda foi alto quando

comparado o ambiente CSB x isolador (Figura 12).
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Figura 12 - Comparacdo do monitoramento passivo na CSB e no Isolador no periodo de 2010 a 2012
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Fonte: Bio-Manguinhos

No monitoramento de contato, o resultado insatisfatorio do monitoramento em
2010 no ambiente CSB comecou alto e foi reduzindo drasticamente no decorrer do
periodo em comparacdo com o0 ambiente isolador, que apresentou resultado
insatisfatério no monitoramento a partir de 2011 tendo um aumento pequeno em
2012 e mesmo assim, o resultado insatisfatorio do monitoramento ficou abaixo do
ambiente da CSB (Figura 13).
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Figura 13 - Comparacéao do monitoramento por contato na CSB e no Isolador no periodo de 2010 a
2012.
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Fonte: Bio-Manguinhos

A quantidade de testes realizados no isolador foi superior, em nimero, aos
testes realizados em CSB, esta afirmacéo foi verificada nos dados apresentados. No
isolador foi possivel processar varias amostras em um Unico ciclo, pois todo o

material sofreu acéo de gas esterilizante de forma continua e uniforme.

A reducdo da atividade de monitoramento ambiental em CSB foi percebida,
durante o periodo de analise, em contraste com o aumento no isolador, isto é, os
testes de esterilidade por filtracdo tiveram um aumento (ampliacdo na producéo e a
criacdo e desenvolvimento de novos produtos que sao filtraveis) em contraste a
reducado da producao de produtos com inoculacao direta realizados na CSB.

Observa-se que ndo houve variagdo nos monitoramentos realizados no
isolador em comparacdo a variagdo nos monitoramentos com resultados
insatisfatorios realizados na CSB, conforme tabela e graficos acima.

Com o advento da tecnologia de isoladores a tendéncia é a substituicdo das
CSB para os testes de esterilidade minimizando a possibilidade de ocorréncia de
falsos positivos dos produtos em analise devido a existéncia de muitas variaveis que
influenciam os testes em CSB sem contar a atuacdo diretamente do operador com o

produto.



43

5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos do monitoramento ambiental durante os
testes de esterilidade, foi verificado que o isolador demonstrou em seu desempenho
seguranca, eficiéncia e flexibilidade ao reduzir possivel contaminacdo do ambiente
em consequéncia do grande numero de amostras analisadas garantindo alta

qualidade em seu processo.
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