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INTRODUCAO:

O presente relatdrio foi realizado no &mbito da unidade curricular de Estagio Profissional |
pela aluna Silvia Filipa Loureiro Lopes, a frequentar o 1° semestre do 4° ano do curso de Farmacia — 1°
ciclo, da Escola Superior de Saude (ESS) do Instituto Politécnico da Guarda (IPG).

O estagio foi realizado no ramo de Industria Farmacéutica, na empresa Labesfal — Fresenius
Kabi Portugal, localizada em Santiago de Besteiros, na unidade de controlo de qualidade, no
laboratério de Microbiologia, entre os dias 1 de outubro de 2015 e 8 de janeiro de 2016, perfazendo
um total de 500 horas. Teve ainda a orientagdo do docente da ESS-IPG Maximiano Ribeiro e a
supervisdo no locar de estagio da Dr.2 Joana Amado.

Os objetivos gerais deste estadgio foram o densenvolvimento de competéncias técnicas que
permitam ao estudante a realizagdo de atividades subjacentes a profissdo de Técnico de Farmécia, no
enquadramento das diversas areas de integracéo profissional como:- a aplicagdo dos principios éticos e
deontoldgicos subjacentes a profissdo;- a identificagdo, desenvolvimento e avaliagdo de planos de
intervengdo adequadamente integrados numa equipa multidisciplinar;- e dar resposta aos desafios
profissionais com inovagcao, criatividade e flexibilidade. *

De forma a cumprir os objetivos gerais do estagio foi elaborado um plano individual de
estagio, definindo as atividades a realizar no laboratério de microbiologia da empresa Labesfal. Como
tal, de acordo com as tarefas desenvolvidas pelo laboratério de microbiologia, e sob a orientacdo do
supervisor foi planeado a realizacéo de:

o Preparacdo de meios de cultura e materiais necessarios para ensaios a realizar;
o Monitorizagdo microbiolégica ambiental;

o Registo das atividades;

o Ensaio de Bioburden;

o Ensaio de qualidade microbiol6gica de agua;

o Ensaio de qualidade microbiol6gica dos produtos ndo obrigatoriamente estéreis;
o Ensaio de quantificacdo de endotoxinas bacterianas;

o Repicagem, identificacdes e preservacdo de microrganismos;

o Esterilizacdo e descontaminagdo de materiais e meios de cultura;

o Limpeza e gestdo de residuos do laboratorio.

Por motivos de confidencialidade exigidos pela empresa, este relatério ndo contém anexos ou
fotografias do laboratorio de microbiologia e restantes instalagfes. Assim como a informacg&o, que em
alguns casos se encontra restringida pela mesma razéo.

O relatorio segue uma estrutura fisica baseada no Guia de Elaboragdo e Apresentacdo de
Trabalhos Escritos da ESS-IPG 2 e este baseia-se principalmente na reflexdo individual da
aprendizagem efetuada durante o periodo de estagio. Com este pretende-se avaliar a descricdo e
analise das atividades realizadas, tendo elas sido ou ndo planeadas, bem como a apresentacdo de

sugestdes pertinentes.



1. LABESFAL — FRESENIUS KABI PORTUGAL

A Labesfal teve a sua genese no laboratorio de uma farmécia fundada em Campo de Besteiros
no inicio da década de 50 pelo farmacéutico Dr. Jodo Almiro, fundador e dirigente de uma importante
obra social sedeada na regido de Campo de Besteiros.

Durante toda a década de 80, a Labesfal direcionou-se estrategicamente para o mercado
externo, tirando partido da sua ampla gama de producdo e da sua capacidade competitiva junto de
grandes centrais de compra no estrangeiro, tendo conguistado importantes posi¢cdes de mercado em
varios paises e a ocupar um lugar destacado no panorama das exportacfes portuguesas de produtos
farmacéuticos.

Adgquirida a projecdo internacional, a Labesfal colocou o crescimento no mercado interno na
primeira linha das suas opcdes estratégicas enquanto optava pela internacionalizacdo como forma de
consolidar o seu posicionamento alcangado no mercado externo.

Apostando forte numa estratégica de crescimento, a Labesfal deu inicio a importantes projetos
de investimento em Portugal e no estrangeiro, visando a inovagdo e a modernizag&o tecnoldgica da sua
infraestrutura industrial, a introducdo de novos produtos, bem como a criagdo e aquisicdo de
participacfes sociais em novas empresas no estrangeiro.

No @mbito destes investimentos, a Labesfal iniciou a constru¢do em Santiago de Besteiros de
um novo complexo industrial, situada na Zona Industrial de Lagedo, no concelho de Tondela e distrito
de Viseu.

No inicio de 2005 a Empresa deu um passo determinante no seu processo de
desenvolvimento, ao ser adquirida pela multinacional alema Fresenius Kabi, subsidiaria do Grupo
Fresenius SE. O novo acionista instalou no complexo industrial da Labesfal um centro de
competéncias para o desenvolvimento e producdo de solugdes injetaveis e iniciou um novo ciclo de
investimentos locais. Em Julho de 2013, a Labesfal alienou a marca Labesfal Genéricos a qual se veio
a constituir como uma nova entidade legal. No essencial, esta operacdo traduziu-se na alienacdo das
Autorizagdes de Introdugdo no Mercado que a Labesfal comercializava no mercado ambulatorio e na
transferéncia dos colaboradores afetos a esta unidade de negdcio para a nova empresa.

Como misséo a Labesfal — Fresenius Kabi realiza sistematicamente um enorme esforgo de
valorizagdo em recursos humanos, orientados pela inovagdo, sentido de mudanca e destacada atencéo
ao cliente, assumindo como missdo “Baseados na nossa competéncia em terapia de infusdo e nutri¢do
clinica com os nossos produtos farmacéuticos e dispositivos médicos e com o comprometimento e
dedicacdo dos nossos colaboradores, iremos gerar 0s recursos necessarios que nos permitam ser lideres
globais na terapia e tratamento de doentes criticos e crénicos, tanto em ambiente hospitalar como fora
dele”. Como valores enquadram-se 0 foco no cliente, qualidade, integridade, colaboracdo, criatividade,
paixdo e compromisso. No que diz respeito a sua visdo e tendo como base a sua experiéncia e

compromisso na area dos medicamentos e tecnologias essenciais a vida, em 2020 espera ter construido



uma empresa de 10 mil milhGes de euros, reconhecida pela sua verdadeira dedicagdo as pessoas que

cuidam de doentes crénicos e criticos.



2. LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

2.1.MICROBIOLOGIA

A microbiologia é a ciéncia que estuda os organismos de dimensGes microscopicas
incluindo eucariontes unicelulares e procariontes, como as bactérias e fungos e outros organismos
que possuem durante a sua evolugdo alguma forma microscépica, como sdo ovos ou formas
larvares. Sendo que os microrganismos sdo organismos microscopicos, dotados de individualidade,
com organizacdo bioldgica simples, capazes de executar 0S processos Vitais e multiplicar-se
independentemente de outras células ou organismos. *

A microbiologia farmacéutica ¢ um ramo aplicado da microbiologia, ligado a industria
farmacéutica, responsavel por assegurar a seguranca do paciente e a qualidade do produto, desde o
controlo de qualidade, desenvolvimento de produtos e métodos, producéo e estabilidade. °

Uma érea fundamental da microbiologia farmacéutica é o controlo de qualidade, pelo estudo
dos microrganismos contaminantes, associados a producao de produtos farmacéuticos, uma vez que, a
contaminagdo microbioldgica torna-se um grave problema quando resulta em efeitos indesejaveis
devido a utilizacdo desses produtos. Esta preocupacdo diz respeito tanto a produtos farmacéuticos
estéreis como ndo estéreis, e por isso, a microbiologia farmacéutica esta envolvida: na compreenséao da
probabilidade do aumento de contaminagfes no produto e da severidade dos seus efeitos; no
desenvolvimento de métodos de detecdo de contaminac@es; sendo para isso, necessario perceber o tipo
de produto, 0 seu objetivo e a natureza e nimero de contaminantes, procurando assim formas de
minimizar essas contaminacdes. °

A microbiologia farmacéutica, foca-se também na monitorizacdo do ambiente em que o
produto é fabricado através da recolha de dados que indicam se as salas limpas estdo a laborar
corretamente, se a limpeza efetuada é eficiente e se os operadores estdo a executar as suas atividades,
de forma correta. °

As Good Manufacturing Practice (GMPs) contribuem para a garantia de qualidade que
asseguram que os produtos sdo produzidos e controlados com padrdes de referéncia adequados na area
da producdo do controlo de qualidade. O controlo de qualidade trata da amostragem, especificagdes e
ensaios. Trata também da organizacdo, documentacdo e procedimentos que asseguram que nenhum
dos materiais utilizados na producdo e que nenhum dos medicamentos aprovados para venda ou
distribuicéo serdo dispensados, até que a sua qualidade seja satisfatoria. ’

No laboratério de microbiologia existem varios procedimentos, instrucGes técnicas e
protocolos como também as suas metodologias aplicadas de acordo com a legislacdo, nomeadamente,
as Farmacopeias de referéncias, European Pharmacopoeia (EP), da qual a Farmacopeia Portuguesa
(FP) é baseada, e United States Pharmacopoeia (USP), que fornecem uma base legal e cientifica para

0 controlo de qualidade de medicamentos durante o processo de desenvolvimento e producéo,
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estabelecendo a composicdo qualitativa e quantitativa e os ensaios a efetuar sobre os medicamentos,
matérias-primas utilizadas na producdo e intermediérios da sintese.

As monografias da EP e da FP, obrigam a que a presenca de microrganismos seja limitada
para todas as preparacdes, sendo que em algumas delas é obrigatdrio que esta seja mesmo nula, para
assim o produto estar conforme, e estar em condigdes de ser comercializado. E como tal de extrema
importancia o controlo microbiolégico de todo o processo de producao, das matérias-primas utilizadas,
do meio envolvente, dos analistas, para que haja garantias de que o produto apresente os parametros de
qualidade desejada. E, portanto, necessario garantir que quando um produto é colocado no mercado se
encontra microbiologicamente conforme, tendo em conta os parametros microbioldgicos de cada um.

Na industria farmacéutica, os microrganismos com maior relevancia sdo as bactérias e fungos.

Bactérias: sdo células procariodticas unicelulares com estrutura e morfologia especifica, ndo
apresentando membrana nuclear, mitocdndria, e complexo de Golgi ou reticulo endoplasmatico, e
reproduzem-se assexuadamente & As bactérias podem apresentar varios tipos morfolégicos, sendo os
mais vulgares os cocos (forma esférica), os bacilos (forma de bastonete), os espirilos (forma
espiralada) e os vibrides (forma de virgula). Os cocos sdo redondos, mas podem ser ovais, alongados
ou achatados numa das extremidades. Quando os cocos se dividem, as células podem permanecer
unidas umas as outras, surgindo em decorréncia cocos aos pares (diplococos), cadeias (estreptococos)
e cachos (estafilococos). A morfologia das bactérias € uma caracteristica genética e geralmente as
bactérias sdo monomorficas, isto é, mantém uma Unica forma. No entanto, certas condi¢6es de cultivo
e ambientais podem fazer com que estes microrganismos apresentem formas ou arranjos diferentes.
Alguns microrganismos séo pleomorfos. °

Fungos: sdo organismos eucariotas que contém um nucleo bem definido e outros organelos
como mitocondria, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico. Os fungos podem existir na forma
unicelular (leveduras) que se replicam assexuadamente ou na forma filamentosa (fungos filamentosos)
que se podem replicar sexuada e assexuadamente. 8

Meios de cultura: os microrganismos tal como outros organismos necessitam de obter os

nutrientes apropriados do seu meio ambiente. Assim se queremos cultivar e manter microrganismos
vivos no laboratério, necessitamos de meios de cultura que, contém nutrientes apropriados para o seu
crescimento. Para além de nutrientes é igualmente necessario que as condi¢des de oxigénio (presenca
ou auséncia), pH e pressdo osmotica sejam adequadas ao crescimento desses microrganismos. Na
preparacdo dos meios e na manutengdo das culturas de microrganismos € importante observar as
necessarias condicBes de assepsia, de modo a se evitarem contaminagdes com outros microrganismos.
Os meios de cultura definem-se como conjunto de nutrientes, fatores de crescimento e outros
componentes que possuem as condi¢Oes necessarias para 0 desenvolvimento dos microrganismos.
Dada a variedade de meios de cultura, é facil compreender que ndo had um meio de cultura universal.
Muitas vezes, 0 que é necessario para o crescimento de uma determinada bactéria inibe totalmente o

crescimento de outras; é 0 que sucede com a matéria organica necessaria ao crescimento de bactérias
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heterotréficas que, na maioria das vezes, inibe totalmente o crescimento de bactérias autotréficas °.
Permitem assim o crescimento, isolamento, identificacdo e manutengdo de microrganismos no
laboratério como também verificar suscetibilidades a antibiéticos e outros compostos quimicos. Os
meios de cultura dividem-se primeiramente em meios solidos, aqueles que contém agar, e meios
liquidos, sem agar. Os meios solidos permitem a individualizagdo das coldnias por outro lado, os
meios liquidos permitem melhor difusédo de metabolitos, mas nao o isolamento de colénias. 4

Esterilizacdo e Desinfecdo: dadas as condigdes a que o produto estd sujeito durante o seu

fabrico e durante o seu circuito dentro do laboratério de Microbiologia, a esterilizacdo e desinfecdo
sdo dois conceitos com maxima relevancia. A esterilizacdo compreende a destruicdo ou remogao
completa de todas as formas de vida, sendo patogénicas ou ndo patogénicas, sendo que a desinfecdo
apenas consiste na remocao de parte ou da totalidade de microrganismos, patogénicos ou ndo, de um
objeto ou superficie.

Os processos de desinfecdo sdo categorizados em processos de alto nivel, nivel intermédio e
baixo nivel. A desinfecdo de alto nivel pode, de forma geral, aproximar-se da esterilizacdo em
eficiéncia, entretanto os esporos podem sobreviver na desinfecdo de nivel intermédio e alguns
microrganismos podem permanecer vidveis quando expostos & desinfecdo de baixo nivel. A eficiéncia
desses processos € influenciada pela natureza do produto a ser desinfetado, nimero e resisténcia dos
organismos contaminantes, natureza do artigo a ser desinfetado, nimero e resisténcia dos organismos
contaminantes, quantidade de material organico presente (que pode inativar o desinfetante), tipo e
concentracdo do desinfetante, além da duracdo e temperatura da exposicdo. Os desinfetantes de alto
nivel, como o perdxido de hidrogénio, sdo utilizados para artigos envolvidos com procedimentos
invasivos que ndo suportam os procedimentos de esterilizacdo. Os desinfetantes de nivel
intermediario, como os alcoois, sdo utilizados para a limpeza de superficies ou de instrumentos nos
quais é improvavel a contaminacdo com esporos bacterianos ou por outros organismos altamente
resistentes. Os desinfetantes de baixo nivel, como os compostos de aménio quaternario, sao utilizados
para tratar dispositivos ndo criticos. Os desinfetantes que exterminam as bactérias, sdo chamados de
bactericidas e o0s que inibem o seu crescimento, sem inviabilizar a bactéria, chamam-se
bacteriostéticos 8

Os meios de esterilizagdo podem ser fisicos ou quimicos. Na Labesfal, como meio de
esterilizagdo fisico utiliza-se o calor humido, recorrendo a autoclaves em que através do seu vapor sob
pressdo procede de forma muito eficiente a esterilizacdo devido as altas temperaturas que causam a
desnaturacdo das proteinas microbianas. A taxa de morte bacteriana durante o processo de
autoclavagem é alta, mas é influenciada pela temperatura e pela duragdo do ciclo, pela taxa de fluxo do
vapor, densidade e tamanho da carga e pala colocacéo da carga na cAmara. Deve evitar-se a formacao
de bolsas de ar que inibem a penetracéo do vapor na carga 8. Os materiais e meios contaminados que
tém origem em ensaios de validagdo onde se utilizam estirpes, ensaios de esterilidade positivos,

contagem em placa, identificacdes, doseamentos microbioldgicos, placas de monitorizacdo ambiental,

12



as agulhas resultantes dos ensaios de esterilidade e de outros ensaios ou procedimentos que resultem
em desenvolvimento microbiano com a contaminacdo de meios e materiais. Recorre-se também ao
calor seco onde 0s microrganismos morrem por oxidacdo, processo realizado em estufas e a
temperaturas mais elevadas (250°C durante 30 minutos), para despirogenar frascos de vidro,
nomeadamente os que sdo utilizados no ensaio de quantificacdo de endotoxinas bacterianas, e ainda as
radiagdes ndo-ionizantes, compreendendo estas as radiagbes ultravioleta (UV), utilizadas
nomeadamente na esterilizagdo de material necessario para a realizacdo de ensaios de esterilidade. As
radiacBes ndo-ionizantes tém comprimento de onda longo e a mais utilizada é a luz ultravioleta. A luz
ultravioleta provoca a formacdo de ligagdes quimicas entre as timinas adjacentes e estes dimeros
alteram a replicacdo do DNA (&cido desoxirribonucleico) ho momento da reproducdo. As lampadas
germicidas sdo usadas para o controlo dos microrganismos do ar °.

Como meios quimicos de esterilizagéo utiliza-se principalmente alcoois, nomeadamente etanol
a 70% que é mais ativo do que o alcool a 95%, uma vez que este apresenta maior eficacia tanta
antissética como desinfetante, pela sua alta solubilidade tanto em 4gua como em lipidos. Na auséncia
de &gua, as proteinas ndo sdo desnaturadas tdo rapidamente quanto na sua presenca e isto explica
porgue o alcool etilico absoluto é menos ativo do que as misturas de alcool e agua. A atividade
germicida dos alcoois € intensificada com o aumento do comprimento da cadeia (maximo de 5 a 8
carbonos) °. Utilizam-se também derivados halogéneos, como o hipoclorito de sddio, utilizado
principalmente como desinfetante, e peréxido de hidrogénio, um antissético de largo espectro em
concentracdes que o permitem ter também acdo esporicida, e tem ainda aplicacdo na sua forma gasosa
em esterilizacdo de material a usar em ensaios de esterilidade, principalmente quando estes sdo

realizados no isolador.

2.2.REGRAS DE HIGIENE E SEGURANCA

O acesso ao laboratdrio de microbiologia é restrito, sendo a entrada reservada aos analistas
que trabalham no mesmo e a visitas esporadicas, nomeadamente auditorias. Assim sendo é necessario
0 uso de equipamento pessoal (vestuario) adequado, que engloba uma touca, um fato-macaco e
calcado de cor branca. No caso das auditorias, mesmo que os auditores estejam equipados com um
fato descartavel, ao entrar no laborat6rio de microbiologia é necessario colocar outro por cima do ja
usado, e mais um par de protecdo de calcado. Para isso existe uma antecamara a entrada do laboratério
com cacifos para guardar o vestuario. Dentro do laboratério de microbiologia, deve ser sempre que
possivel, evitado o contacto direto com as amostras e outros produtos, bem como os meios de cultura,
usando-se para o efeito barreira primario luvas e méscara.

A limpeza das salas do laboratério de microbiologia deve ser realizada de modo a
eliminar/diminuir a contaminacdo microbiana para niveis aceitaveis.

A limpeza/desinfecdo das superficies devem ser sempre efetuadas de cima para baixo, nunca

voltando a passar no mesmo local no sentido inverso (de baixo para cima).
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A limpeza/desinfecdo das superficies (chdo e teto) deve ser iniciada na zona oposta da entrada
da sala, e sempre da classe mais alta para a classe mais baixa (por exemplo: de classe B para a classe
C). A limpeza/desinfecdo destas superficies deve ser sempre efetuada no mesmo sentido, evitando
assim o arrastamento de residuos.

De modo a evitar o desenvolvimento de espécies resistentes a um determinado
detergente/desinfetante, é praticada uma rotacdo mensal de dois detergentes/desinfetantes tornando-se

efetiva no primeiro dia util de cada més.

2.3.INSTALACOES DO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

O laboratério de microbiologia encontra-se localizado dentro do laboratério de controlo de
qualidade, em espaco adjacente ao laboratério de controlo fisico-quimico, devidamente isolado dos
restantes espacos. No laboratdrio é seguido um circuito de “marcha em frente”, que se efetua das salas
mais limpas para as salas mais sujas. Seguindo este circuito, encontramos quatro salas esterilizadas,
trés delas com cdmara de fluxo laminar e outra com isolador. Seguindo em frente, encontramos uma
sala de preparacdo de amostras, e um corredor de acesso ao armazém do laboratorio, a sala de ensaios
de qualidade de produtos ndo estéreis e de qualidade microbioldgica de aguas, a sala de pesquisa de
endotoxinas bacterianas e a sala de pesagem. Continuando o percurso, existe uma sala de estufas, para
a incubacdo de meios e leitura dos seus resultados, e seguidamente a sala de identificacdo de
microrganismos. Este circuito termina na sala de lavagem considerada como a sala mais suja do

laboratorio.

2.4 REGRAS DE FUNCIONAMENTO DO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

O registo de tudo o que é realizado é muito importante na industria farmacéutica dada a
responsabilidade das operagdes que sdo realizadas.

Por esta razdo existem os “Logbook” que sdo cadernos de laboratdrio nos quais sdo descritos
todos os ensaios efetuados, bem como os resultados obtidos, tendo estes de ser assinados e datados
pelos analistas/operadores.

Para ensaios e operages especificos, como sdo exemplo os ensaios de esterilidade e
Bioburden, e acBes como a abertura de porta de estufas e frigorificos, a rececdo de amostras no
laboratorio, entre outras. Os equipamentos tém um caderno associado onde se descreve a atividade
realizada, data e assinatura do analista.

Os lotes dos produtos e materiais utilizados, bem como o seu prazo de validade deve ser
também sempre tido em conta, e registado nos locais destinados para tal. Os meios de cultura
requerem uma atencao especial no que respeita ao prazo de validade, uma vez que quando este é

ultrapassado o crescimento microbiol6gico pode estar comprometido.
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

3.1.MONITORIZACAO MICROBIOLOGICA AMBIENTAL:

O controlo microbioldgico é dos processos primordiais e mais importantes a realizar sendo
que, o ar é definitivamente 0 meio onde ocorre maior dispersdo dos microrganismos, desta forma pode
ocorrer facilmente a contaminacdo entre salas. Quando 0s microrganismos se encontram no ar
facilmente as superficies, e os produtos gue se encontram a ser fabricados. Sendo o analista a maior
fonte de contaminacdo num ensaio é importante monitorizar as barreiras que existem entre o analista e
0 produto, isto é, o fato e as luvas. Com esta monitorizacdo é possivel avaliar se o fardamento foi
realizado de forma correta. Entre os varios tipos de salas existem evidentemente barreiras e medidas
para diminuir a contaminagdo entre estas, comegando pela troca de fardamento dos operadores,
passando pelo uso de antisséticos, pelo sistema diferencial de pressdo entre estas, pelas exigéncias
especificas do fardamento e comportamento a adotar em certas areas restritas, entre outras, que faz
com que tudo remonte para uma diminuicdo do risco de contaminagédo cruzada.

A frequéncia da amostragem depende do grau de assepsia/desinfecdo exigido para o local,
consoante as operacOes que ocorrem na mesma. Sendo que ha salas que sdo verificadas diariamente,
sempre que se encontram em producdo, ha outras que sao verificadas semanalmente, mensalmente ou
trimestralmente, isto nos diversos pontos previstos ja estipulados.

Todas as unidades de producdo sdo submetidas ao controlo ambiental e desta forma, de um
modo geral, sdo efetuadas amostragens de ar sedimentado, de ar centrifugado, de contacto de
superficies através de placas prdprias ou zaragatoas. Ao operador, sempre que aplicavel é efetuada
uma amostragem ao fato (em zonas criticas como luvas, capuz, cotovelos, nadegas, joelhos e sapatos).
Da mesma forma sdo de igual forma realizadas amostragens as superficies consideradas mais criticas.

As amostras de ar sedimentado e centrifugado sdo realizadas em meio de Tripticase de soja
agar (TSA), para pesquisa de bactérias, e de Sabouraud Dextrose agar (SDA) para pesquisa de fungos
(leveduras ou pluricelular). As amostras de ar sedimentado estdo expostas num periodo maximo de 4
horas. O meio TSA é um meio de cultura ndo seletivo onde crescem diferentes bactérias. O meio é rico
em triptona e peptona, fonte de hidratos de carbono, proteinas e lipidos para o desenvolvimento dos
microrganismos verificados. O meio SDA é um tipo de &gar que contém peptonas. E utilizado para
cultivo de dermatofitos e outros tipos de fungo podendo ser usado também para bactérias filamentosas.
O pH do &gar é de 5,6 que permite a inibicdo do crescimento bacteriano e tendo uma concentracdo
mais neutra vé-se reduzida a concentracdo de dextrose para que seja possivel o crescimento de mais
fungos.

No que diz respeito a monitorizacdo de superficies por contacto esta pode ser realizada com
zaragatoas, que sdo inoculadas depois em meio de TSA. Nas zonas de producdo de antibioticos, as

placas com meio de crescimento preferencialmente bacteriano tém adicionado no proprio meio um
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inibidor do efeito antibittico, o B-lactamase que inibe os antibidticos da familia das B-lactaminas
(penicilinas, cefalosporinas 1, 11, 111, monobactames, carbapenemas).

Todos os dias é rececionado no laboratorio de microbiologia placas que se encontram
separadas por unidade, dia e turnos respetivos, e por tipo de meio em sacos estéreis. Estas encontram-
se devidamente identificadas com o lote de producdo, a data e o operador, e em casos aplicaveis, 0
horério de exposi¢do ao ar, 0 nimero do ponto de amostragem quando se trata de fatos, a identificacdo
da mdo, e o codigo do ponto de amostragem da sala.

Os resultados séo obtidos ap6s a incubagdo previamente determinada. Estes resultados obtidos
resultam da contagem de u.f.c (unidade formadora de colénia) visiveis e registam-se no impresso
préprio que vem sempre acompanhado das placas. Quando se observa a contaminacao e a quantidade
de u.f.c é superior ao nivel de alerta ou acdo estipulado, é necessario efetuar identificacdo de
microrganismos, aplicando-se também para salas estéreis.

Durante o processo de incubacao e da leitura dos resultados é importante ter em atencdo ao
prazo de validade das placas, uma vez que é durante este periodo de tempo gue se garante que 0 meio
de cultura se encontra em condicdes fisicas, quimicas e bioquimicas ideias para promover o

crescimento microbiolégico.

3.2.QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE AGUAS:

A 4gua é um meio de facil contaminagdo para microrganismos com necessidades nutritivas
pouco exigentes. Assim sendo, é do interesse de toda a industria farmacéutica que toda a agua
utilizada no fabrico de produtos e ensaios seja previamente tratada.

O controlo de qualidade da agua é fundamental visto que para além de ser utilizada no
processo de producdo de medicamentos € utilizada também em lavagem de equipamentos, instalacdes
criticas e em ensaios de controlo fisico-quimico e microbioldgico.

Devido a importancia da qualidade a agua na producdo de medicamentos na Labesfal eram
utilizadas dois tipos de aguas, a agua purificada e a &gua WFI (Water for Injection) sendo esta descrita
como agua para preparagdes de injetaveis.

As amostras de dgua eram colhidas em diversos pontos do circuito de tratamento de aguas, em
frascos de vidro esterilizados e despirogenados (uma vez que as aguas WFI sofrem também um ensaio
de quantificacdo de endotoxinas), sendo esta colheita realizada com uma frequéncia previamente
estabelecida, podendo ser diaria, semanal e bi-semanal dependendo do local de colheita.

Apos a sua colheita era-lhes atribuido um nimero interno sendo depois separadas tendo em
conta o tipo de &gua e a quantidade a filtrar. Estas eram entdo filtradas com recurso a funis adaptados
as placas com o meio e uma bomba de vacuo, em que a membrana filtrante incorporada no funil é
aplicada numa cassete com um meio apropriado para contagem de microrganismos (meio R2A). O
meio R2A foi desenvolvido para estudar as bactérias que normalmente estdo presentes em &gua

potéavel e estas bactérias tendem a ser espécies de crescimento lento e rapidamente seria suprimida por
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espécies de crescimento mais rapido num meio de cultura mais rico. No final do ensaio as cassetes vao
a incubar a temperatura favoravel estipulada entre os 30-35°C num periodo minimo de cinco dias.

Este ensaio € realizado em condicBes de assepsia, utilizando-se para garantir tal condigéo,
peréxido de hidrogénio, alcool a 70%, bico de Bunsen pois visa a diminuicdo de microrganismos no
campo de trabalho através do calor e barreiras fisicas priméarias por parte do analista, como luvas
estéreis e mascara.

Terminado o seu periodo de incubacdo estabelecido, sdo entdo observados os resultados
depois de se proceder a contagem de u.f.c total, sendo que se ndo se observar crescimento microbiano
o resultado é inferior a um (<1), e a amostra esta conforme.

Sempre que fosse observado crescimento microbiano, procedia-se obrigatoriamente a
identificacdo de microrganismos, de modo a identificar-se se eram ou nao microrganismos que

poderiam colocar em causa a qualidade do produto.

3.3.ENSAIO DE BIOBURDEN:

O ensaio de Bioburden é o mais comum na andlise microbiolégica realizado na indudstria
farmacéutica. E realizado ndo s6 em matérias-primas e produtos acabados fabricados, mas também em
varias fases durante o processo de fabrico — por exemplo, imediatamente antes da esterilizagdo por
calor himido ou filtragcdo esterilizante, a fim de confirmar que a carga microbiana existente se
encontra dentro da capacidade do processo de esterilizagdo em questdo. Este método tem como
principal vantagem ser adaptado para medir a carga microbiana em materiais oleosos utilizando
solventes ndo aquosos e como desvantagem ser um método relativamente mais lento e dispendioso. 1°

Durante o ensaio procede-se a filtracdo de uma quantidade definida no procedimento técnico
da amostra através de uma bomba de vacuo, em condi¢des de assepsia. A cada conjunto de ensaios ha
também a realizagdo de um ensaio branco, com fluido de lavagem. As amostras relativas a cada
produto sdo incubadas em cassetes com os funis que permitem a incorporagdo da membrana de
filtracdo diretamente no meio TSA. Em alguns produtos previamente definidos a incubacdo é realizada
também em anaerobiose, selando-se a placa a incubar num involucro com um absorvente de oxigénio.
A sua incubacdo é feita durante trés dias na estufa de 20-25°C e trés dias na estufa de 30-35°C sendo 0
resultado obtido ap6s 6 dias de incubacdo repartidos nas diferentes incubadoras, sempre que existia
crescimento microbiano era necessario identificar os microrganismos.

O ensaio de Bioburden compreende a contagem de microrganismos viaveis totais. As amostras
devem também ser sujeitas ao ensaio de quantificacdo de endotoxinas apenas quando se trate de

amostras de validacdo do processo de producdo.
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3.4.ENSAIO DE QUANTIFICACAO DE ENDOTOXINAS BACTERIANAS:

3.4.1. Endotoxinas Bacterianas

O mecanismo de toxicidade que as endotoxinas desencadeiam é causado pela fragéo lipidica
dos lipopolissacéridos. Por exemplo, ao dar-se a lise das bactérias dentro de um organismo, a resposta
face aos lipidos que passam & corrente sanguinea pode dar-se através da ativacdo do sistema de
complemento. Esta fracdo lipidica origina a libertacéo de diferentes citoquinas como as interleucinas 1
e 8, ativando-se também o fator de necrose tumoral. A infecdo desencadeada estd associada a
processos inflamatdrios e pode representar grande perigo para o organismo infetado. As interleucinas
1 sdo uma série de citoquinas que o organismo liberta como resposta imune e face a inflamacéao. Este
sinal promove a migracdo de neutréfilos ao local onde ocorreu a infecdo, desencadeando-se a
guimiotaxia. Isto facilita a ocorréncia da fagocitose, no entanto em alguns casos, dependendo do
estado do sistema imunitario do individuo e do grau da infe¢éo, as bactérias podem chegar a provocar
uma sépsis generalizada, com todos 0s riscos que isto representa. Conhecem-se muitos casos em que
as bactérias Gram-negativas causaram a morte por infecdo sistémica em mamiferos superiores. °

Entre as bactérias Gram-negativas encontram-se algumas mais conhecidas como a Salmonella

e a Escherichia coli e outras do género da Neisseria.

3.4.2. Ensaio de lisado de amebdcitos de Limulus

O caranguejo Limulus polyphemus é um dos animais mais antigo na terra, as suas origens
datam de ha mais de 200 milhdes de anos. Este animal téo resistente é capaz de sofrer coagulacdo da
sua hemolinfa devido a presenca de endotoxinas bacterianas. Ao descobrir-se este acontecimento na
década de 60, continuaram-se as investigacdes até ser possivel aproveitar esta reacdo para realizar
ensaios in vitro de detecdo de endotoxinas em diferentes meios. O Limulus polyphemus pertence ao
grupo dos caranguejos ferradura. Este caranguejo habita na costa atlantica, desde a parte mais a norte
do continente americano até ao golfo do México. 1

Os responsaveis pela coagulacdo da hemolinfa dos caranguejos Limulus polyphemus sdo os
amebdcitos, os principais componentes da hemolinfa deste animal. Os amebdcitos cumprem nos
invertebrados um papel semelhante ao dos glébulos brancos dos vertebrados, defendendo o organismo
de agentes patogénicos e libertando uma série de enzimas como resposta a endotoxinas provenientes
das bactérias. Os investigadores estudaram este fendbmeno até conseguirem comprovar que ao diluir
um lisado dos amebdcitos extraidos do caranguejo ferradura em meio aquoso, podiam ser detetadas
quantidades muito pequenas de endotoxinas. *

Os amebdcitos contém enzimas pré-coagulantes que desencadeiam uma cascata de reacdes. O
produto final destas reacfes em cadeia € um gel composto por proteinas coaguladas. A resposta

enzimatica é produzida ao contato dos amebécitos com as endotoxinas. *
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O ensaio de lisado de amebdcitos de Limulus (LAL) sé é valido para a detecdo de endotoxinas
e ndo de qualquer outro pirogénio. Apesar das endotoxinas bacterianas serem dos pirogénios que mais
prevalecem ap6s aplicacdo de medidas de sanitizagdo comuns nas inddstrias, por serem muito
resistentes ao calor e aos diferentes reagentes quimicos utilizados na esterilizagdo, um ensaio LAL
negativo apenas indica a auséncia de endotoxinas, ndo a de outros pirogénios. A realizacdo deste
ensaio apenas conduz a confirmacdo de que o meio se encontra livre de pirogénios quando é
acompanhado de outras andlises e medidas sanitarias especificas para erradicar o resto dos
microrganismos contaminantes.

O ensaio de LAL pode ser realizado utilizando diferentes métodos para avaliar o processo de
gelificacdo que ocorre como resposta dos amebdcitos as endotoxinas. Estas técnicas sdo chamadas de
Gel-Clot, turbidimetria e métodos cromogénicos.

Na Labesfal, o ensaio era efetuado segundo o método cinético cromogénico como referido na
FP.

3.4.3. Método cinético cromogénico

O método de detecdo de endotoxinas bacterianas que utiliza o LAL foi desenvolvido na
década de 60, desde esse momento, tem-se vindo a confirmar uma ferramenta muito Util na
investigacdo e na industria. J& desde principios do século conhecia-se que a hemolinfa do caranguejo
Limulus Polyphemus sofria um processo de coagulagdo. Mais tarde descobriu-se que a coagulacéo da
hemolinfa era causada por bactérias Gram-negativas que provocam o desencadear de uma série de
reacOes enzimaticas em cascata. Estas reagdes enzimaticas ocorrem nos amebdcitos, devido a presenca
de endotoxinas que constituem a parede celular das bactérias Gram-negativas e originam, como
resultado, a formacdo de coagulina, proteina causadora do processo de coagulagdo.

Posteriormente, as investigacGes sobre a cascata de reacdes enzimaticas que se produz nos
amebdcitos de Limulus concluiram que estas reacdes sdo capazes de cisar ligagdes de péptidos que se
encontram unidos a moléculas de p-nitroanilina. Ao libertar-se a p-nitroanilina, que é um corante
amarelo, altera-se a tonalidade da solucdo. Adicionando um péptido unido a p-nitroanilina ao lisado de
amebdcitos de Limulus, reagente do ensaio de LAL, quando ha endotoxinas no meio, a solugdo toma
uma certa tonalidade, pelo que se pode detetar a presenca de endotoxinas através de um método
cromogénico. Neste caso torna-se necessario a utilizacdo de um espectrofotometro para quantificar a
concentracéo de corante libertado como produto da reacdo enzimatica. 1

O ensaio é efetuado segundo o método cinético cromogénico que consiste em determinar a
quantidade de cromoforo libertado por um peptideo cromogénico formado aquando a reagdo das
endotoxinas com o lisado. Através da colorimetria pretende-se determinar o tempo necessario para a
reacdo atingir uma absorvéncia previamente definida na velocidade de desenvolvimento de coloragao.
Estes parametros sdo medidos através de um espetrofotometro especifico para leitura no comprimento

de onda da cor amarela, cor esta que se forma na reacdo da endotoxina com o lisado de amebdcitos.
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Para o ensaio ser valido tem de apresentar uma taxa de recuperacdo dentro de um intervalo
especifico, e o valor do declive da curva padrdo deve ser superior a um valor previamente
determinado. A amostra esta conforme se a quantificacdo de endotoxinas estiver de acordo com a sua
especificagdo para o respetivo produto. Este ensaio é realizado em condicdes especificas de modo a
evitar qualquer contaminacdo possivel por endotoxinas, estando assim toda a aparelhagem, material de
acondicionamento e reagentes utilizados sujeita a condi¢Oes especificas de esterilidade, sendo
importante a despirogenagdo dos mesmos, para deste modo evitar contaminagoes.

A despirogenacéo do material de vidro reutilizavel é realizada em estufa de ar quente a 250°C
durante cerca de 30 minutos. Aquando a realizacdo do ensaio, sdo aplicadas numa microplaca as
amostras a verificar em quadruplicado, os padrées com duas dilui¢Ges diferentes em duplicado e um
branco, igualmente aplicado em duplicado. Estas ultimas irdo servir de meio de comparacéo e controlo
do ensaio.

E ainda importante a validacdo do método, que é realizada previamente para as varias
substancias a analisar. Entre outros parametros, na validagdo avalia-se também a diluicdo aplicavel a
amostra para que ndo haja interferéncias na quantificagao.

O ensaio de quantificagcdo de endotoxinas é aplicado a amostras de produtos obrigatoriamente
estéreis, como sdo exemplo as formas farmacéuticas injetaveis, as matérias-primas utilizadas para tal,
material de embalagem primario, como por exemplo rolhas, aguas WFI e ainda a amostras de produtos

em que, estando em validacao, este ensaio se aplique, como foi referido anteriormente.

3.5.ENSAIO MICROBIOLOGICO DE PRODUTOS NAO ESTEREIS

A presenca de alguns microrganismos em preparacfes ndo estéreis pode ter a capacidade de
reduzir ou mesmo inativar a atividade terapéutica do produto e afetar de modo adverso a satde do
consumidor.

A avaliacdo microbioldgica de produtos ndo estéreis (matéria-prima e produto final) permite
verificar a presenca ou auséncia de microrganismos patogénicos e determinar o numero de
microrganismos viaveis, em fungdo do tipo de utilizacdo do produto.

Através de um procedimento rigoroso onde sdo utilizados 10g ou 10ml da amostra, pesa-se ou
pipeta-se esta quantidade para um meio de TSA. Este meio é incubado a 30-35°C durante 24 horas. Ao
realizar-se a pesquisa normal de fungos e bactérias, passado o periodo de incubacdo, é transferido 1ml
do meio liquido para meio de TSA e de SDA em duplicado. Estas placas sdo incubadas durante o
tempo necessdrio para que ocorra crescimento microbiano, sendo de trés dias e cinco dias,
respetivamente.

Além deste processo, para a grande parte dos produtos é obrigatéria a pesquisa de
microrganismos especificos, nomeadamente Escherichia coli, entre outros. Como tal recorrem-se a
meios seletivos para a pesquisa de Escherichia coli transfere-se 1ml do meio inicial para meio liquido

de Mac Conkey para 0 meio solido. Utilizam-se outros meios como Cetrimida agar para pesquisa de
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Pseudomonas, Chapman 2 agar para Staphylococcus, XLD agar para Salmonela, e VRBGL agar para
Enterobactérias. Estes sdo incubados cerca de 24 horas a 30-35°C.

Os resultados sdo observados e avaliados apds o término do periodo de incubagdo. Quando
ocorre crescimento microbioldgico procede-se a identificacdo de microrganismos, e da avaliagdo dos

resultados finais ha a aprovacao ou rejei¢do do produto.

3.6.IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

A identificacdo de microrganismos € realizada sempre que se encontre crescimento
microbiano nos meios de crescimento relativos aos ensaios realizados, quando ocorre é definido em
procedimento técnico, e quando os resultados ultrapassam os limites definidos. A pesquisa de
microrganismos no laboratorio de microbiologia da Labesfal baseia-se unicamente nas caracteristicas
fenotipicas dos mesmos, tendo em conta 0s seus aspetos macroscépicos e microscopicos, as
caracteristicas de crescimento e caracteristicas bioquimicas e propriedades metabdlicas.

A identificacdo de microrganismos contaminantes tem enorme importancia na inddstria
farmacéutica pois permite identificar a origem dos organismos, permitindo assim que se atue sob o
foco de contaminagdo.

A identificacdo de microrganismos deve ser realizada em condigdes de assepsia e na camara
de seguranca biologica para evitar a contaminacdo do analista.

O laboratério possui um sistema automatizado baseado num método fenotipico: 0 VITEK®2
Compact que se destina a identificacdo de bactérias e leveduras. Este sistema combina tarefas de
inoculagédo, incubacéo e leitura de cartas. O VITEK®2 Compact executa as analises de identificacao
através da monitorizacdo continua do crescimento e da atividade dos microrganismos no interior dos
pocos das cartas. Este sistema destina-se a identificacdo de bactérias e leveduras e a realizacdo de

testes de sensibilidade de bactérias.

3.6.1. Repicagem e isolamento

A primeira fase de uma correta identificacdo € caracterizar individualmente um
microrganismo e para isso € necessario que este se encontre em cultura inicial. Assim sendo, procede-
se a transferéncia de material microbiano do meio de origem, podendo ser uma placa contaminada ou
um meio liquido, utilizando-se a técnica de espalhamento ou 0 método riscado. O processo inicia-se
com o retirar de uma amostra do in6culo e é transferido para uma placa com um meio de TSA quando
se trata de bactérias, ou com meio de SDA quando se trata de fungos e leveduras. Todo este processo é
realizado numa camara bioldgica de fluxo laminar com as respetivas normas de assepsia. O processo
continua com a incubacdo durante o tempo necessario para se obter crescimento microbiano das placas
anteriormente repicadas.

Porém, a simples observacdo da morfologia das colénias é muitas vezes insuficiente para a

identificacdo das espécies, recorre-se por isso a sua observagao ao microscopico.
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3.6.2. Testes de diferenciacdo macroscopica e microscopica e morfologicos

A diferenciacdo inicial entre as bactérias pode ser realizada pelas caracteristicas do
crescimento em diversos meios nutrientes e seletivos. As bactérias crescem em col6nias que sdo
normalmente compostas por milhGes de microrganismos. A soma das suas caracteristicas determina as
caracteristicas diferenciais como a cor, tamanho, forma e odor. Utilizando meios de cultura adequados,
podem ser determinadas a capacidade de resistir a certos antibidticos, de fermentar acUcares
especificos (por exemplo, a lactose na diferenciacdo entre E.coli de Salmonella), de lisar heméacias
(propriedades hemoliticas) ou de hidrolisar lipidos. 8

Para facilitar a pesquisa do grupo a gue pertencem 0s microrganismos sdo realizados alguns
testes simples com o intuito de recolher informacédo para a identificacdo realizada pelos equipamentos
disponiveis.

O teste de coloracdo de Gram em bactérias sendo este dos testes mais relevantes a realizar, ja
gue permite a diferenciacdo entre as duas mais importantes classes de bactérias: Gram-negativo ou
Gram-positivo.

A técnica de Gram ou coloracdo de Gram é uma técnica de coloragdo para observacdo ao
microscopio Gtico, utilizada para corar diferencialmente microrganismos com base na composi¢do
quimica e integridade da sua parede celular. As bactérias séo fixadas pelo calor na superficie de uma
lamina e consoante a cor que adquirem, os microrganismos sdo classificados em Gram-positivos
(roxo) ou Gram-negativos (rosa). A diferente coloracdo obtida deve-se a diferenca na espessura da
camada de peptidoglicano existente na parede bacteriana. Assim, a camada espessa das Gram-
positivas, depois de colapsar sob o efeito desidratante do etanol, ndo permite a saida do corante, um
complexo formado pelo cristal violeta e pelo iodo. Contrariamente, a camada fina das Gram-negativas
mesmo colapsada ndo evita a saida do corante, ficando a célula incolor, e por isso a necessidade de
usar um segundo corante contrastante — a safranina.

Uma bactéria Gram-positiva tem uma camada de peptidoglicano espessa que contém acidos
teicoicos solivel em agua sendo essencial para a viabilidade celular e acidos lipoteicoicos que sdo
ancorados na membrana citoplasmatica. Possui uma parede celular espessa em mdaltiplas camadas
constituidas principalmente por peptidoglicano envolvendo a membrana citoplasméatica. O
peptidoglicano da célula é suficientemente poroso para permitir a difusdo de metabolitos para a
membrana plasmatica. O peptidoglicano é essencial para a estrutura, para a duplicagdo e para a
sobrevivéncia em condi¢cbes normalmente hostis nas quais as bactérias crescem. Uma bactéria Gram-
negativa tem uma camada fina de peptidoglicano e uma membrana externa que contém
lipopolissacaridos, fosfolipidios e proteinas que mantém a estrutura bacteriana e serve como barreira
de permeabilidade as grandes moléculas (como a lisozima que se caracteriza por ser uma enzima
presente na lagrima e no muco de humanos, mas também é produzida por bactérias e por outros
organismos que € capaz de degradar o peptidoglicano) e a moléculas hidrofébicas. O espaco

periplasmatico entre as membranas citoplasmatica e externa contém proteinas de transporte e sintese
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de parede celular. A membrana externa é acoplada & membrana citoplasmatica em pontos de adesdo e
é presa ao peptidoglicano por lipoproteinas de ligacdo. 8

Depois de realizado o teste de coloracdo de Gram, sdo entdo realizados ensaios
complementares, com base no resultado deste. Realiza-se assim a observacdo microscopica da
preparacédo realizada durante a coloragdo de Gram para a obtencdo de resultados fiaveis, e analisa-se
desta forma também a morfologia das bactérias em pesquisa, dada a sua aparéncia classificam-se
assim em trés grandes grupos: cocos, bacilos e cocobacilos.

E realizada ainda a colorag&o de esporos com solug&o de verde malaquita em bactérias Gram-
positivo, nomeadamente bacilos, e a coloracdo de fungos, depois de se recolher o material
microbioldgico com azul de lactofenol, igualmente para observacdo ao microscopico, sendo que ao
tratar-se de fungos a sua identificacdo microscopica efetua-se por comparacdo a imagens apresentadas

no procedimento técnico.

3.6.3. Diferenciacdo Metabdlica

Através do perfil metabdlico e caracteristicas bioguimicas dos microrganismos é possivel
identifica-los de forma mais rigorosa, e com uma taxa de incerteza baixa, nomeadamente no que
respeita a bactérias. A sua identificacdo é efetuada em equipamentos automatizados e especificos para
tal, sendo apenas necessaria a preparacdo do material biologico para colocar em microplacas
compativeis com os aparelhos, as quais possuem nos seus pogos nutrientes e substancias especificas. E
como tal necessario aquando a preparacdo do material a utilizar saber qual o tipo de microrganismo
em questdo (bactéria ou fungo), e qual a sua subdivisdo no caso de se tratar de pesquisa de bactérias,
para assim utilizar uma microplaca compativel com o microrganismo, uma vez que a utilizacdo
universal seria impraticavel, dadas as diferentes exigéncias dos varios tipos de microrganismos.

E na cAmara bioldgica que se procede a preparacdo da solucdo que posteriormente se ira
inserir na microplaca. O material bioldgico €é inserido num tubo de Falcon com uma solugéo de cloreto
de sodio, agitando-se, e lendo-se a absorvancia, tendo esta limites definidos no procedimento técnico,
que indica assim a quantidade de material viavel para que a identificacdo através do aparelho seja
realizada com sucesso.

O aparelho utilizado como referido anteriormente, baseia-se no principio do perfil bioquimico
dos microrganismos com uma base de dados. O Vitek® é um aparelho com tecnologia mais recente,
utilizado apenas para identificacdo de bactérias. Este equipamento transfere a solucdo de material
bioldgico para as microplacas, que sdo muito mais especificas para varios subgrupos de bactérias e
incuba as microplacas, rejeitando o material de preparacdo das mesmas. Tem uma base de dados mais
abrangente e completa, dando taxas de incerteza muito baixas. Por vezes, a identificacdo apresenta
mais que uma opcao de resultado para a identificagdo em questdo, sendo necessério realizar testes de
natureza bioquimica ou morfoldgica indicados pelo programa para completar a identificagéo.

No final de todos os testes envolvidos neste processo de identificagdo de microrganismos,

avaliam-se os resultados obtidos. Tem-se em conta a incerteza indicada pelo aparelho na identificacio
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pretendida, de forma a concluir se 0 microrganismo esta identificado, ou se os resultados ndo garantem
que se obtenha uma identificacdo fiavel. Quando ndo era possivel identificar o microrganismo, o
mesmo era enviado para uma entidade exterior que realiza a identificagao através da sua Genotipagem.

Sendo esta alternativa, usada também para identificacdo de fungos.
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CONCLUSAO

Com este relatério foi possivel a descri¢do e discussdo das principais atividades desenvolvidas
e competéncias adquiridas ao longo do estagio, bem como, a descricdo do importante papel do
operador e/ou analista na preparacéo, execucao e analise das mesmas.

Na inddstria farmacéutica, alguns pontos sdo fundamentais em todos 0s testes realizados no
que diz respeito ao controlo de qualidade microbioldgica. Os registos efetuados que sdo feitos antes,
durante e ap6s 0 ensaio sdo de grande importancia para a avaliacdo dos resultados, tal como a
monitorizacédo e controlo de qualidade dos mesmos nos ensaios realizados. Todos 0s ensaios devem ter
em conta os procedimentos e recomendaces mencionados nas farmacopeias, quer aquando a sua
execucdo, mas também na preparacdo dos materiais, reagentes e meios, e nas condi¢cdes ambientais em
que sdo realizados.

A anélise das metodologias executadas durante o estagio, mostra bem a importancia do
operador em todas as fases da analise microbiolégica na industria farmacéutica, e como é possivel com
este estudo, alterar e melhorar os procedimentos executados, para um maior rigor e confianga nos
resultados obtidos. O operador deve, por isso, ser o principal critico no que diz respeito ao trabalho
gue executa e as evidéncias observadas.

As principais limitagOes sentidas durante este percurso, prenderam-se com a impossibilidade
de execucéo de testes de esterilidade devido ao seu rigor de execucéo e sobretudo por s6 ser permitido
a sua realizagdo a analistas previamente avaliados.

Contudo, foi de extrema importancia a integracdo num grupo de trabalho empenhado e
competente que promoveu 0 interesse por esta area de atividade. Foram fundamentais no apoio
prestado em todas as fases do estagio. Foi importante contactar com dificuldades do dia-a-dia pois
permitiram que desenvolvesse e aprofunda-se as competéncias necessérias para a inser¢do numa
atividade profissional.

Em jeito de conclusédo, é possivel afirmar que os objetivos propostos aquando da realizagdo
deste estagio foram alcangados, ndo s6 pela aquisi¢do de conhecimentos e metodologias de trabalho
importantes no controlo de qualidade microbioldgica na industria farmacéutica, como também pelas
sugestBes propostas com a analise dos resultados obtidos, que no conjunto contribuiram para o

crescimento pessoal, cientifico e profissional.
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