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RESUMO
Para locais onde ocorre a producdo de medicamentos ndo estéreis, as farmacopeias
mundiais recomendam que se faca a monitoracdo de particulas viaveis e nao viaveis.
Este procedimento ndo € capaz de garantir que o produto final esteja livre de
contaminantes, porém nos fornece informacdes a respeito de possiveis riscos a que
possam estar expostos. Sendo assim, 0 presente estudo tem como obijetivo
qguantificar as particulas viaveis e caracterizar os microrganismos encontrados em
areas limpas de grau D de uma industria farmacéutica, assim como identificar
influéncias climéticas sazonais sobre estes ambientes. As amostragens ocorreram
através de monitoracdo de ar ativa e de superficie em meios TSA e SWAB,
respectivamente. As amostras foram incubadas, as unidades formadoras de col6nias
(UFC) quantificadas e, posteriormente identificadas utilizando testes bioquimicos no
caso de bactérias e/ou leveduras e analises morfologicas para fungos filamentosos.
Os dados foram organizados mensalmente e em periodos sazonais (seco e chuvoso),
de acordo com a metodologia de amostragem, o local e o0 microrganismo encontrado.
A dispersao dos dados foi expressa em diagramas de caixa e as comparacoes feitas
através dos testes estatisticos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. N&o foram
encontradas diferencas estatisticas significativas na quantidade de UFCs de bactérias
e fungos entre os meses e entre os periodos sazonais, em ambos 0s métodos de
amostragem. Comparando as metodologias, a amostragem de ar demonstrou
recuperar mais microrganismos em relacdo a amostragem de superficies. Entre os
microrganismos de maior incidéncia se destacaram as bactérias Staphylococcus
epidermidis (15%) e Micrococcus spp. (13%), comuns na microbiota humana, e os
fungos Cladosporium sp. (23%) e Penicillium sp. (21%), frequentemente encontrados
em areas limpas. Em concluséo, os niveis microbianos nas areas de grau D estiveram
dentro do estabelecido para os niveis maximos nessas areas e mantiveram-se
semelhantes ao longo do ano, ndo sendo influenciados de maneira relevante pelo tipo
de amostragem ou pelo periodo sazonal. Com base nos resultados, fica evidente que
o controle de qualidade microbiologico nas areas limpas é eficiente e sua manutencao

se faz necessaria para manter um nivel de biocarga controlado.

PALAVRAS-CHAVE: medicamentos nao estéreis, monitoracdo ambiental,

microbiota, areas limpas.
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1 INTRODUCAO

A industria farmacéutica € responséavel por transformar intermediarios quimicos,
extratos vegetais e microrganismos em principios ativos que sdo empregados na
producéo de medicamentos utilizados para o tratamento e prevencdo de doencas.
Mundialmente o setor é composto por mais de 10 mil empresas e tem se destacado
como um dos mais inovadores entre 0s setores produtivos, com empresas
multinacionais de grande porte capazes de estimular e incorporar aos seus produtos
0S principais avancgos tecnolégicos e cientificos nas areas de ciéncias biomédicas,
biolégicas e quimicas (CAPANEMA, 2006).

Os produtos farmacéuticos sao controlados de acordo com parametros de
gualidade fisico-quimicos e microbiologicos, que os classificam em produtos estéreis
ou nao estéreis. Os niveis maximos de carga microbiana permitida ou a total auséncia
destes esta diretamente relacionada a via de administragdo desses produtos. A
aplicacao dos estéreis pode acontecer por via parenteral ou entdo de maneira topica
em tecidos sensiveis. Desta forma, estes produtos possuem um alto risco de
contaminar o paciente caso deixem de ser estéreis, visto que patdégenos indesejados
podem estar entre 0os contaminantes e, com o objetivo de minimizar ao maximo este
risco, todo 0 seu processo produtivo necessita estar submetido a métodos que
possam garantir a eliminacdo de qualquer biocarga presente no produto final
(UNITED STATES PHARMACORPEIA, 2019). No caso dos produtos ndo estéreis, sua
administracdo ocorre em locais onde existem defesas fisicas e imunolégicas do corpo
atuando na prevencdao de uma possivel infeccdo, como por exemplo a pele e a
cavidade oral. Por este motivo, € permitido que estes produtos apresentem um nivel
controlado de biocarga que varia de acordo com a origem do farmaco e sua via de
administracdo, expresso em unidade formadora de colénia (UFC). Pesquisas por
patdogenos também devem ser feitas com base na via de administracdo do produto
(ANVISA, 2019).

Independente do ramo de atuacao e da forma de administracdo dos farmacos, a
esséncia da légica industrial preza tanto pela qualidade de seus produtos como
também pela reduco do custo de producio (STAL & CAMPANARIO, 2010). Diversos
orgaos sao responsaveis por fiscalizar a qualidade dos medicamentos e produtos
através de exigéncias que variam de acordo com o pais em que estdo situados. O

Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, o European Medicines



Agency (EMA) na Unido Europeia, Ministry of Health, Labour and Welfare of Japan
(MHLW) no Japéo, a Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) no México e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no
Brasil, sdo exemplos de agéncias reguladoras (BRITO & FLEXA, 2019).

A garantia do cumprimento das exigéncias de qualidade é realizada através de
resolucbes desenvolvidas pelas préoprias instituicbes, como por exemplo as
Resolucdes de Diretoria Colegiada (RDC) e as Instru¢des Normativas (IN) emitidas
pela ANVISA ou o estabelecimento de normas padrdes de reconhecimento mundial,
como a Organizacao Internacional de Normatizagéo (ISO). Além disso, muitos paises
utilizam compéndios contendo monografias de medicamentos, métodos de andlises
validados e recomendacdes importantes para qualidade dos produtos e insumos
farmacéuticos, denominados farmacopeias (BRITO & FLEXA, 2019).

A cadeia produtiva de um medicamento € composta por diferentes areas
controladas que possuem um sistema de Aquecimento, Ventilagéo e Ar-Condicionado
(AVAC) controlado, restricbes no acesso de pessoas, procedimentos de sanitizacao
especificos e exigem o uso de Equipamentos de Protecdo Individual (EPI),
conhecidas como areas limpas (SANDLE, 2006; GEBALA & SANDLE, 2013).
Utilizando como referéncia os parametros internacionais da ISO (2015), a Associacao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) estabelece diferentes classificacbes para
estas areas de acordo com o grau de exposicéo do produto ao ambiente e o tamanho
das particulas suspensas no ar (Tabela 1), havendo uma quantidade especifica para
cada grau de classificacdo (ABNT NBR ISO 14644-1, 2019).

Tabela 1. Concentragbes maximas permitidas (particulas/m®) para particulas iguais ou
maiores que os tamanhos considerados

Classificacdo da Tamanho das particulas

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

Adaptado da ABNT NBR I1SO 14644-1, 2019



Utilizando os pardmetros do guia de Boas Préticas de Fabricacdo emitido pela
EMA, o Brasil através da IN n° 35 (2019) referente a RDC 301 (2019) estabelece outro
critério de classificagdo similar a ISO e um pouco mais abrangente, especificando
critérios a respeito do uso das areas (“em repouso” e “em operagao”) e dos limites de

contaminacao microbiolégica permitidos (Tabela 2 e 3).

Tabela 2. NUumero méaximo de particulas por m3 iguais ou maiores que o tamanho tabulado

G Em repouso Em operacao
rau 0,5 um 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 nao definido nao definido

Adaptado da Instrugdo Normativa n° 35, 2019

Tabela 3. Limites maximos de particulas viaveis recomendados para areas limpas.

Placas de Testagem em
. ~ Placas de contato
Grau Amostra de ar _Asedlmentagao (diametro de 55 mm) luvas
(UFC/m3) (didmetro de 90 mm) (UFC/placa) (5 dedos)
(UFC/4 horas) b (UFC/luva)
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 50 25 -
D 200 100 50 -

Adaptado da Instrugdo Normativa n°® 35, 2019

Para garantir a efetividade dos métodos de controle de particulas viaveis nas
areas limpas e uma biocarga minima nos produtos, deve ser realizado o
monitoramento ambiental (GORDON et al., 2014; BRASIL, 2019a). Através dos dados
obtidos, € possivel identificar tendéncias de crescimento microbiano e examinar suas
causas e origem, um dos fatores de impacto na proliferacdo de microrganismos em
produtos (ASHOUR et al., 2011; GEBALA & SANDLE, 2013; MAHNERT et al., 2015).
O monitoramento ambiental é uma importante ferramenta para identificar a microbiota
local, contribuindo em tomadas de decisbes como a busca de possiveis fontes de
contaminacdo em casos de desvios de qualidade ou a escolha de sanitizantes para
uso em uma determinada area (PINTO et al., 2015).

Além do controle de qualidade realizado durante o processo de fabricacéo, caso

ocorra a deteccdo de alguma irregularidade que possa causar danos a saude do



paciente apos a liberacdo da comercializacdo de um medicamento, o fabricante é
responsavel por realizar o recolhimento de todos os lotes envolvidos, através do
procedimento conhecido como recall (ALVES & KALLAS, 2017). Situa¢gbes como esta
resultam em prejuizos financeiros e danos a reputacdo das empresas, evidenciando
a importancia em assegurar a qualidade e o controle microbiol6gico durante todo o
processo produtivo (NAGAICH & SADHNA, 2015). Segundo o FDA (2020), nos
Estados Unidos foram recolhidos do mercado 211 tipos de medicamentos diferentes
entre os anos de 2018 e 2019. Deste total, aproximadamente 13% ocorreram devido
a contaminagao microbioldgica.

Deste modo, dada a importancia do controle de qualidade e do monitoramento
ambiental na producdo de medicamentos, o presente estudo avaliou o perfil da
microbiota nos ambientes produtivos de uma industria farmacéutica, identificando
tendéncias sazonais e determinando os principais contaminantes presentes nas areas

avaliadas.

2 OBJETIVOS GERAIS
O presente estudo teve como objetivo avaliar a microbiota e o0s niveis de
contaminacao em areas produtivas de grau D (ISO 8) de uma industria farmacéutica,

verificando a possivel influéncia da sazonalidade na contaminac&o microbiana.

2.1 Objetivos especificos

e Coletar e compilar os dados mensais registrados de monitoramento ambiental
de salas de producéo, durante o periodo de janeiro a dezembro de 2019;

e Auvaliar tendéncias de crescimento microbiano através de amostragens do ar
(UFC/m3) e de superficies (UFC/25cm?) ao longo dos meses do ano e durante
os periodos seco e chuvoso.

e Identificar os tAxons de fungos e bactérias de maior incidéncia na microbiota

das areas produtivas.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Metodologias de amostragem de ar e superficies
Durante o periodo de janeiro a dezembro de 2019 foram realizadas

mensalmente amostragens do ar e das superficies das areas onde produtos e



matérias-primas estiveram expostos ao ambiente. A fabrica em que as amostras
foram obtidas fica localizada na regido metropolitana de Campinas, interior de S&o
Paulo. O local possui diferentes prédios onde h& producao de medicamentos liquidos
de via oral e de sdlidos do tipo comprimido, salas de classificacdo ISO 8 ou grau D.
Estes prédios estdo divididos em salas que alocam os processos de dispensacao,
granulacdo, mistura, formulacdo, compressao, revestimento, envase, embalagem e
amostragem de matéria-prima. Foram estabelecidos 34 pontos de amostragem de ar
e 66 pontos de superficies, distribuidos entre 33 salas localizadas em 5 prédios
produtivos da empresa. Os monitoramentos foram realizados somente durante fluxo
produtivo, ou seja, enquanto as salas estiveram em operacao.

Para a realizacdo da monitoracéo de superficie, amostras foram coletadas das
superficies utilizando placas de contato do tipo RODAC® (Laborclin, Brasil) contendo
0 meio SWAB, composto de TSA (Trypticase soy agar, Difco, EUA), lecitina de soja
(Thermo Fisher Scientific, EUA) e Tween 80 (INLAB, Brasil). O teste consiste em
posicionar delicadamente o meio de cultivo sobre a superficie plana desejada, girando
a placa trés vezes suavemente para garantir que todo o agar contate o local
amostrado. A monitoracéo de ar ocorreu atraves do metodo ativo, realizado em areas
produtivas onde o produto ou a matéria-prima apresentaram algum grau de exposi¢cao
ao ambiente. Para este método utilizou-se o amostrador de ar para particulas viaveis
AIR IDEAL® 3P® da empresa BioMérieux (Crapone, Franca), que amostra 1000 L de
ar do ambiente desejado e o deposita em placa de Petri contendo o0 meio de cultivo
TSA (Difco, EUA). Todas as placas obtidas em ambos os processos foram incubadas
em temperatura de 20 a 25 °C por 3 a 5 dias e, apos este periodo, foram retiradas e
incubadas novamente em outra estufa na faixa de 30 a 35 °C por mais um periodo de
2 a 3 dias.

3.2 Quantificacao e identificacdo microbiana

Apbs o término do periodo de incubacao, as placas de Petri foram analisadas
e havendo crescimento microbiolégico, a quantidade de unidades formadoras de
colénias (UFCs) eram contabilizadas e registradas de acordo com a data da coleta, o
tipo de amostragem, o tipo de microrganismo (bactéria ou fungo), o prédio e o ponto
em que foram encontradas. Para as amostragens de ar, os registros foram feitos em
UFC/m? enquanto que os dados de amostragem de superficie foram registrados como

UFC/25cm?. Feita a contagem, as UFCs eram distinguidas morfologicamente antes
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de serem submetidas ao processo de identificacdo. Nos casos em que bactérias ou
leveduras apresentaram morfologia similar na mesma placa de Petri, apenas uma das
colénias era selecionada para repique, coloracdo de Gram (Laborclin, Brasil) e
posterior identificacdo através de kits bioguimicos (API®, BioMérieux, Crapone,
Franca). A mesma metodologia para selecdo de coldnias se aplicou aos fungos, que
eram encaminhados a uma empresa terceira que os identificava através de andlises
morfolégicas. Os microrganismos foram identificados e ranqueados anual e

mensalmente, de acordo com sua incidéncia.

3.3 Organizacao dos dados coletados

Os resultados obtidos atravées das amostragens e das identificacbes
microbianas foram organizados e tratados através do software Excel® (2019). Para
os dados de UFC obtidos das informacfes foram registrados: tipo de monitoragao,
prédio, ponto, més e o numero de coldnias de bactérias e fungos contabilizados. Para
compreender ainfluéncia das condi¢cdes climaticas externas na microbiota encontrada
nas areas produtivas, os resultados das amostragens foram agrupados em diferentes
periodos. O primeiro agrupamento foi de acordo com os meses de coleta, dando
origem a doze grupos distintos (janeiro a dezembro). O segundo agrupou os dados
de acordo com a temperatura e o volume historico de chuvas (dados de precipitacao
pluvial) da regido de Campinas (Figura 1), originando dois grupos denominados de
periodo seco (abril a setembro) e periodo chuvoso (outubro a marco). Para avaliar a

disperséo dos dados foram utilizados diagramas de caixa.

Precipitacdo —e— Maxima —e— Minima

e

15 —] - i '
10 | |

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Figura 1. Média mensal da temperatura maxima (em graus Celsius °C), minima (em graus
Celsius °C) e da precipitacdo (em milimetros) em Campinas registrados pela estacao
meteoroldgica do CEPAGRI/UNICAMP, no periodo de 1990 a 2019. Fonte: CEPAGRI, 2020.
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As identificagBes foram registradas de acordo com o0 més, o prédio, o ponto, 0
tipo de amostragem e o microrganismo identificado em cada amostra coletada. Para
tracar um perfil geral da microbiota da fabrica, os microrganismos foram agrupados
por tipo (bactérias e fungos) e os dez mais incidentes de cada grupo foram obtidos.
Para analisar o padrao de incidéncia mensal em relacao ao perfil geral da fabrica, os
dados foram separados por més e organizados da mesma maneira citada
anteriormente. Desta forma, 0s cinco microrganismos mais incidentes a cada més

foram obtidos.

3.4 Analises estatisticas

A comparacao dos dados foi feita entre a variavel dependente (nimero de
UFCs) e as variaveis independentes (tipo de amostragem, periodo mensal e sazonal).
Para compreensdo a respeito da normalidade dos dados utilizou-se o teste de
Shapiro-Wilk. Com base nas distribuicdes observadas, foram utilizados os testes de
Mann-Whitney para comparacfes entre dois grupos e o de Kruskal-Wallis para
comparacdes envolvendo trés ou mais comparacoes. O nivel de significancia adotado
foi de 5% (a=0,05). Desta forma quando o valor de p>0,05, aceita-se a hipotese Ho,
pelo qual pode-se dizer ndo existir diferencas estatisticas entre os grupos. Caso
p<0,05 se aceita a hipdtese alternativa em que se pode dizer que as diferencas entre
0S grupos ndo sao ao acaso e sim diferencas reais. Todos os calculos foram

realizados com o software GraphPad Prism versao 8.0 (San Diego, California, EUA).

4 RESULTADOS

O numero de amostragens de ar e superficie variou durante o ano, sendo de
27 a 33 pontos de coleta mensais para as amostragens de ar e de 50 a 65 pontos
para as amostragens de superficie. Essa variacdo no niumero ocorreu devido a ndo
utilizacdo dessas areas, ou seja, areas nao utilizadas nao foram amostradas para a
guantificacdo de particulas viaveis e/ou identificacdo microbiana.

Segundo o teste de normalidade (Shapiro-Wilk), todos os meses apresentaram
distribuicdo ndo paramétrica em ambos os métodos de amostragem. Em funcao
disso, o teste de Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos foi realizado para
identificar diferencas no nimero de UFCs encontrados. Quanto as amostragens de ar
e a comparacdo mensal ao longo de 12 meses dos dados de UFC/m? totais (bactérias

e fungos) (Figura 2), os valores de mediana mensais oscilaram entre 0,5 e 4, sendo
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0 menor valor encontrado referente ao més de dezembro e o maior valor referente
aos meses de marco e maio. Houve pequena variagdo entre as medianas, porém com
alguns pontos discrepantes, que de forma geral configuraram em uma néo diferenca

estatistica entre os meses amostrados (p = 0,1596; Kruskal-Wallis).

nGO ...:
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Figura 2. Dispers&o da contagem total de microrganismos amostrados no ar (UFC/m?®) dos
ambientes fabris ao longo do ano. Diagrama de caixa representando a mediana, 0 1° e o 3° quartil,
os limites superior e inferior, e os outliers. O valor de n representa 0 nimero de amostragens
realizadas no més. A comparacao dos dados foi feita por teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).

Ao analisar os grupos de microrganismos individualmente, foi possivel
observar que, na quantificacdo total de bactérias (Figura 3A), as medianas oscilaram
entre 0 e 3, com o menor valor no més de dezembro e o maior valor nos meses de
marco, abril e maio. Nao foram detectadas diferencas significativas durante o periodo
analisado (p = 0,0506; Kruskal-Wallis). J4 no que diz respeito a contagem de fungos
(Figura 3B), a mediana de todos os meses foi igual a 0. Ndo foram detectadas

diferencas significativas durante o periodo analisado (p = 0,8318; Kruskal-Wallis).



13

A) Bactérias

80
60
®
(]
£
8 40
[
®
= a® o
®
20 : ® @ °
T 'Y T o0 & o ®
o _0
& £ &
0 1 ] T T ]
jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez
n=28 n=33 n=30 n=31 n=33 n=29 n=30 n=32 n=28 n=32 n=27 n=28
B) Fungos
80
60
(3]
E
O 40
LL
-

20

jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez
n=28 n=33 n=30 n=31 n=33 n=29 n=30 n=32 n=28 n=32 n=27 n=28

Figura 3. Dispersdo dos grupos de bactérias (A) e fungos (B) amostrados no ar (UFC/m?®) dos
ambientes fabris ao longo do ano. Diagrama de caixa representando a mediana, os 1° e 0 3°
quartis, os limites superior e inferior, e os outliers. O valor de n representa o nimero de amostragens
realizadas no més. A comparacao dos dados foi feita por teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).

A dispersdo das UFC/25cm? totais obtidas através da monitoracdo de

superficie (Figura 4) apresentou mediana no valor de 1 para o més de julho e 0 para
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0s outros onze meses. Nao foram detectadas diferencas estatisticas significativas (p
= 0,1396; Kruskal-Wallis). Individualmente, tanto as bactérias quanto os fungos
apresentaram medianaigual a O (Figura 5). Para a quantificagao total dos fungos, vale
ressaltar que o 3° quartil de todos os meses foi igual a zero, ou seja, em 75% das
amostragens de superficie a presenca deste grupo de microrganismos nao foi
detectada. Ndo foram detectadas diferencas significativas entre o grupo das bactérias
(p = 0,1521; Kruskal-Wallis) e dos fungos (p = 0, 0,2835; Kruskal-Wallis) durante o

periodo analisado.

80

UFC/25¢cm?
B »

N
o

jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez
n=52 n=64 n=54 n=60 n=65 n=57 n=59 n=60 n=51 n=60 n=50 n=52

Figura 4. Dispersdo da contagem total de microrganismos amostrados nas superficies
(UFC/25cm?) dos ambientes fabris ao longo do ano. Diagrama de caixa representando a
mediana, os 25° e 75° quartis, os limites superior e inferior, e os outliers. O valor de n representa o
ndmero de amostragens realizadas no més. A comparacédo dos dados foi feita por teste de Kruskal-
Wallis (p>0,05).
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Figura 5. Dispersdo dos grupos de bactérias (A) e fungos (B) amostrados nas superficies
(UFC/25c¢m?) dos ambientes fabris ao longo do ano. Diagrama de caixa representando a
mediana, os 1° e o 3° quartis, os limites superior e inferior, e os outliers. O valor de n representa o
ndamero de amostragens realizadas no més. A comparacao dos dados foi feita por teste de Kruskal-
Wallis (p>0,05).
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Para a avalicdo sazonal, os dados de amostragem de ar e superficie foram
agrupados de acordo com o periodo de chuva e o periodo seco (seco — meses de
abril, maio, junho, julho, agosto e setembro — e chuvoso — meses de outubro,
novembro, dezembro, janeiro, fevereiro e margo). Foram realizadas 352 amostragens
durante o periodo seco e 332 durante o periodo chuvoso no método de superficie
(Figura 6). J& no que diz respeito a monitoracao de ar (Figura 7), foram realizadas
183 amostragens durante o periodo seco e 178 durante o periodo chuvoso.

A) Totais B) Bactérias C) Fungos

100 100 100

80 80 80

60

60 60

40

40 40

UFC/25cm?

20

20 20

0 0
Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso

Figura 6: Dispersdo da contagem total de microrganismos amostrados nas superficies
(UFC/25cm?) dos ambientes fabris ao longo dos periodos seco (abril, maio, junho,
julho, agosto e setembro) e chuvoso (janeiro, fevereiro, marco, outubro, novembro e
dezembro). Totalizaram-se 352 amostragens para o periodo seco e 332 para o chuvoso. A
comparacao dos dados foi feita por teste de Mann-Whitney (p>0,05). A mediana dos trés
grupos em ambos os periodos foi igual a 0.
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Figura 7: Dispersdo da contagem de microrganismos amostrados no ar (UFC/m?®) ao longo
dos periodos seco (abril, maio, junho, julho, agosto e setembro) e chuvoso (janeiro,
fevereiro, marco, outubro, novembro e dezembro). Totalizaram-se 183 amostragens para o
periodo seco e 178 para o chuvoso. A comparacao dos dados foi feita por teste de Mann-Whitney
(p>0,05). A) Mediana igual a 2 em ambos os periodos. B) Mediana igual a 1 durante o periodo
seco e 2 no periodo chuvoso. C) Mediana igual a 0 em ambos os periodos.

Quando analisados os dados de amostragem de ar, verificou-se que as

medianas do periodo seco nado diferiram do periodo chuvoso em nenhum dos trés
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grupos analisados, UFCs totais (p<0,0890), bactérias (p<0,0836) e fungos (p<0,9195)
(Mann Whitney). O mesmo perfil foi encontrado para as amostras de superficie, onde
as comparacdes nao diferiram entre os periodos sazonais das UFCs totais
(p<0,8505), das bactérias (p<0,6170) e dos fungos (p<0,5854) (Mann Whitney).

Ao longo do ano houve um total 684 amostras de superficies e 361 amostras
de ar. Em comparacao entre as medianas dos tipos de amostragem (ar e superficie)
foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre elas para os trés grupos
analisados, UFCs totais (p<0,0001), bactérias (p<0,0001) e fungos (p<0,0001) (Mann-
Whitney). Constatamos em sequéncia, que nas UFCs totais (Figura 8A) a mediana e
a amplitude interquartil (IQR) das amostragens de ar (mediana = 2 e IQR = 8) foram
superiores as de superficie (mediana = 0 e IQR = 2). No grupo das bactérias (Figura
8B) é possivel observar o mesmo, ambos os pardmetros com valores superiores nas
amostragens de ar (mediana = 1 e IQR = 4,5) em relac&o as de superficie (mediana
=0 e IQR = 1). Nos fungos (Figura 8C), as amostragens de ar (mediana =0 e IQR =
1) obtiveram resultados similares as de superficie (mediana = 0 e IQR = 0), havendo

diferenca apenas no valor de IQR.
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Figura 8: Dispersdo da contagem de microrganismos amostrados nas superficies
(UFC/25cm?) e no ar (UFC/m?®) dos ambientes fabris ao longo do ano. 684 amostragens de
superficies e 361 amostragens de ar. A comparacédo dos dados foi feita por teste de Mann-Whitney
(p>0,05).

Durante todo o periodo analisado foram contabilizadas através de ambos os
métodos de amostragem um total de 3558 UFCs, somando tanto bactérias quanto
fungos. Deste total, 1339 microrganismos foram identificados, nos fornecendo
informacdes a respeito de aproximadamente 37,6% da microbiota destes ambientes
(Tabela 4). Do total de identificagBes microbianas, 975 foram referentes a bactérias e

364 a fungos. Com base nestes dados, 0os microrganismos mais incidentes na fabrica
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foram ranqueados por grupo (Figura 9 e 10). Entre as bactérias mais comuns estédo
Staphylococcus epidermidis (174; 15%), Micrococcus spp. (131; 13%) e Bacillus
megaterium (48; 5%). No grupo dos fungos os mais recorrentes foram Cladosporium
sp. (85, 23%), Penicillium sp. (76, 21%) e Curvalaria sp. (52; 14%). A incidéncia de
microrganismos também foi observada ao longo dos meses para ambos 0s grupos de

microrganismos (Tabelas 5 e 6).

Tabela 4. Porcentagem de identificacbes em relacdo ao total de UFCs contabilizadas.

Total Bactérias Fungos
UFCs IDs % UFCs IDs % UFCs IDs %

JANEIRO 265 100 37, 7% 202 79 39,1% 63 21 33,3%
FEVEREIRO 351 106 30,2% 223 74 33,2% 128 32 25,0%
MARCO 453 132 29,1% 321 88 27,4% 132 44 33,3%
ABRIL 373 105 28,2% 235 96 40,9% 138 9 6,5%
MAIO 562 138 24,6% 385 115 29,9% 177 23 13,0%
JUNHO 292 126 43,2% 159 82 51,6% 133 44 33,1%
JULHO 279 111 39,8% 189 76 40,2% 90 35 38,9%
AGOSTO 282 130 46,1% 192 97 50,5% 90 33 36,7%
SETEMBRO 188 112 59,6% 133 75 56,4% 55 37 67,3%
OUTUBRO 200 126 63,0% 118 85 72,0% 82 41 50,0%
NOVEMBRO 156 88 56,4% 118 63 53,4% 38 25 65,8%
DEZEMBRO 157 65 41,4% 127 45 35,4% 30 20 66,7%
TOTAL 3558 1339 37,6% 2402 975 40,6% 1156 364 31,5%

IDs: numero de identificacbes. %: porcentagem de identificacdes em relacdo ao nimero de
UFCs contabilizados no periodo.

W Staphylococcus epidermidis

B Micrococcus spp.

144;15% [ B Bacillus megaterium
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42 49, Bacillus firmus
; 4%

) 42; 4%
34, 3% 11%2a0 75°

Sphingomonas paucimobilis

Figura 9: Bactérias de maior incidéncia ao longo do ano. Foram identificadas no total 75
microrganismos diferentes.
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Figura 10: Fungos de maior incidéncia ao longo do ano. Foram identificadas no total 19 géneros

de microrganismos diferentes.

Tabela 5: Bactérias de maior incidéncia ao longo dos meses.

Més Microrganismo IDs % Més Microrganismo IDs %
Micrococcus spp. 13 16,5% Micrococcus spp. 16 21,1%
Staphylococcus hominis 7 8,9% Staphylococcus epidermidis 12 15,8%
. Staphylococcus haemolyticus 7 8,9% Staphylococcus warneri 6 7,9%
Janeiro . e Julho . .
Staphylococcus epidermidis 7 8,9% Bacillus firmus 4 5,3%
Staphylococcus capitis 5 6,3% Bacillus megaterium 4 5,3%
6° em diante 40 50,6% 6° em diante 34 44,7%
Staphylococcus simulans 12 16,2% Staphylococcus epidermidis 21 21,6%
Bacillus pumilus 10 13,5% Bacillus firmus 11 11,3%
. Micrococcus lylae 9 12,2% Micrococcus spp. 9 9,3%
Fewvereiro X - Agosto X
Staphylococcus epidermidis 6 8,1% Staphylococcus warneri 8 8,2%
Staphylococcus warneri 5,4% Staphylococcus xylosus 6 6,2%
6° em diante 33 44,6% 6° em diante 42 43,3%
Staphylococcus epidermidis 13 14,8% Staphylococcus epidermidis 13 17,3%
Micrococcus lylae 11 12,5% Micrococcus spp. 13 17,3%
Staphylococcus simulans 6 6,8% Bacillus circulans 8 10,7%
Marco . . Setembro . . .
Bacillus megaterium 5 5,7% Sphingomonas paucimobilis 5 6,7%
Bacillus sphaericus 4,5% Bacillus lentus 5 6,7%
6° em diante 49 55,7% 6° em diante 31 41,3%
Micrococcus spp. 20 20,8% Micrococcus spp. 14 16,5%
Staphylococcus epidermidis 12 12,5% Staphylococcus epidermidis 13 15,3%
) Staphylococcus capitis 4 4,2% Staphylococcus xylosus 8 9,4%
Abril . ] Outubro ) ) L
Bacillus megaterium 4 4,2% Sphingomonas paucimobilis 6 7,1%
Staphylococcus cohnii spp cohnii 4 4,2% Staphylococcus hominis 5 5,9%
6° em diante 52 54,2% 6° em diante 39 45,9%
Staphylococcus epidermidis 18 15,7% Staphylococcus epidermidis 11 17,5%
Micrococcus spp. 16 13,9% Micrococcus spp. 10 15,9%
. Bacillus circulans 10 8,7% Bacillus megaterium 6 9,5%
Maio Novembro o
Staphylococcus xylosus 10 8,7% Staphylococcus hominis 5 7,9%
Bacillus lentus 9 7,8% Bacillus circulans 5 7,9%
6° em diante 52 45,2% 6° em diante 26 41,3%
Staphylococcus epidermidis 13 15,9% Micrococcus spp. 11 24,4%
Bacillus megaterium 11 13,4% Staphylococcus epidermidis 5 11,1%
Staphylococcus warneri 5 6,1% Bacillus lentus 5 11,1%
Junho X Dezembro .
Micrococcus spp. 4,9% Staphylococcus capitis 4 8,9%
Staphylococcus xylosus 4 4,9% Bacillus firmus 3 6,7%
6° em diante 45 54,9% 6° em diante 17 37,8%
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Tabela 6: Fungos de maior incidéncia ao longo dos meses.

Més Microrganismo IDs % Més Microrganismo IDs %
Cladosporium sp. 7 33,3% Cladosporium sp. 7 20,0%
Penicillium sp. 5 23,8% Alternaria sp. 6 17,1%
. Aspergillus sp. 3 14,3% Penicillium sp. 5 14,3%
Janeiro i Julho X
Alternaria sp. 2 9,5% Curvularia sp. 5 14,3%
Neurospora sp. 1 4,8% Mycelia sterilia 3 8,6%
6° em diante 3 14,3% 6° em diante 9 25, 7%
Alternaria sp. 7 21,9% Penicillium sp. 9 27,3%
Neurospora sp. 5 15,6% Curvularia sp. 7 21,2%
X Curvularia sp. 5 15,6% Cladosporium sp. 6 18,2%
Fewvereiro ) o Agosto .
Mycelia sterilia 5 15,6% Alternaria sp. 3 9,1%
Penicillium sp. 4 12,5% Mycelia sterilia 2 6,1%
6° em diante 6 18,8% 6° em diante 6 18,2%
Cladosporium sp. 14 31,8% Curvularia sp. 7 18,9%
Penicillium sp. 8 18,2% Cladosporium sp. 7 18,9%
Mycelia sterilia 6 13,6% Penicillium sp. 5 13,5%
Margo i Setembro X
Aspergillus sp. 4 9,1% Aspergillus sp. 5 13,5%
Alternaria sp. 4 9,1% Mycelia sterilia 5 13,5%
6° em diante 8 18,2% 6° em diante 8 21,6%
Aspergillus sp. 2 22,2% Penicillium sp. 15 36,6%
Verticillium sp. 2 22,2% Cladosporium sp. 8 19,5%
. Alternaria sp. 2 22,2% Curvularia sp. 8 19,5%
Abril o Outubro .
Penicillium sp. 1 11,1% Alternaria sp. 6 14,6%
Curvularia sp. 1 11,1% Aspergillus sp. 2 4,9%
6° em diante 1 11,1% 6° em diante 2 4,9%
Cladosporium sp. 10 43,5% Penicillium sp. 9 36,0%
Penicillium sp. 4 17,4% Cladosporium sp. 6 24,0%
. Aspergillus sp. 2 8,7% Alternaria sp. 5 20,0%
Maio o Novembro .
Verticillium sp. 2 8,7% Trichoderma sp. 2 8,0%
Alternaria sp. 1 4,3% Aspergillus sp. 1 4,0%
6° em diante 4 17,4% 6° em diante 2 8,0%
Penicillium sp. 10 22,7% Cladosporium sp. 7 35,0%
Cladosporium sp. 10 22,7% Alternaria sp. 4 20,0%
Curvularia sp. 9 20,5% Curvularia sp. 4 20,0%
Junho K o Dezembro .
Mycelia sterilia 5 11,4% Trichoderma sp. 2 10,0%
Aspergillus sp. 3 6,8% Verticillium sp. 1 5,0%
6° em diante 7 15,9% 6° em diante 2 10,0%

5 DISCUSSAO

A distribuicdo das UFCs de bactérias e fungos evidenciam a baixa e constante
biocarga presente nos ambientes produtivos, em ambos os métodos de amostragem.
As medianas abaixo de 5 UFC para as amostragens de ar (m?3) e superficie (25cm?),
atendem as exigéncias da ANVISA em relacdo aos limites maximos de particulas
viaveis recomendados para areas limpas, conforme Tabela 3.

Em comparacfes entre os meses do ano e entre os periodos seco e chuvoso, 0s
guais apresentaram uma distribuicdo de microrganismos similar entre si, ndo foram
detectadas diferencas estatisticas significativas, evidenciando ndo haver influéncia
sazonal no que diz respeito a microbiota dos ambientes produtivos. Divergindo do

presente estudo, em analises feitas por Utescher (2007), areas limpas de grau D
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envolvidas na producdo de vacinas apresentaram tendéncias sazonais, havendo
maior incidéncia de microrganismos durante o periodo chuvoso. Em escritérios e
ambientes residenciais, Pastuszka (2000) e Bonetta (2010) também observaram
aumento no numero de UFCs de fungos e bactérias em meses chuvosos. A ndo
deteccdo de influéncias sazonais sobre a microbiota da industria analisada, pode
estar relacionada ao controle biolégico rigoroso realizado nas areas limpas através
de sistema AVAC, procedimentos de sanitizacdo, restricdo ao acesso de pessoas,
utilizagdo correta de EPIs e treinamento de pessoal, com o intuito de reduzir a
contaminacgao do local.

A amostragem de ar apresenta diferencas estatisticas significativas em relacéo a
amostragem de superficie, indicando que o método é capaz de detectar um maior
numero de UFCs por amostra. Um dos fatores que exerce influéncia sobre este
resultado € o processo dindmico (em uso) em que as salas estdo durante as
amostragens. A presenca dos operadores e dos equipamentos pode deslocar o ar e
carrear particulas até o amostrador de ar que, diferente das superficies amostradas
através de placas de contato, ndo depende que as particulas se assentem para que
entdo possam ser capturadas. Gebala e Sandle (2011) obtiveram resultados similares
em estudo onde observaram uma maior taxa de recuperacédo de fungos filamentosos
nas amostragens de ar quando comparadas as de superficie.

Com base no perfil tracado da microbiota local, as bactérias de maior incidéncia
foram os cocos gram-positivos Staphylococcus epidermidis e Micrococcus spp.,
representando juntos 28% das identificacées do grupo. Os resultados sdo similares
aos encontrados por Cundell (2006), Utescher (2007) e Sandle (2011) em areas
limpas de grau C e D, em que ambos os géneros de bactérias foram prevalentes.
Estudos realizados em ambientes hospitalares e escritérios administrativos
(BONETTA, 2010; PASTUSZKA, 2000; ASIF, 2018), areas nao classificadas que
possuem sistema AVAC, também identificaram ambos os géneros de bactérias entre
0s mais incidentes, constatando que a principal fonte de contaminacdo ambientes
controlados é de origem humana.

Entre os fungos, mais frequentes, destacaram-se Cladosporium sp. e Penicillium
sp., somando 44% das identificacdes do grupo. Resultados similares aos obtidos
eram esperados, uma vez que ambos 0s géneros estdo estre os fungos
predominantemente encontrados em ambientes produtivos farmacéuticos
(VIJAYAKUMAR et al., 2012; SANDLE, 2011). Mesmo se tratando de ambientes
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controlados, fica evidente que h& influéncia do meio externo na microbiota das areas
limpas, possivelmente através do carreamento de particulas por intermédio dos
operérios, materiais e/ou equipamentos de producdo. O uso correto dos EPIs e um
procedimento de sanitizacdo adequado sdo as melhores alternativas para mitigar o
problema (MISTRY et al., 2020).

O quinto fungo de maior incidéncia na fabrica e recorrente ao longo dos meses é
o0 Mycelia sterilia, nomenclatura utilizada quando o micélio ndo desenvolve 6rgaos
sexuais. Para a metodologia de identificacdo de fungos baseada em caracteristicas
morfolégicas essas estruturas sao esséncias para a classificacdo, o que demostra ser
uma grande limitacdo do método. Uma forma de reduzir a incidéncia deste tipo de
resultado seria a utilizacdo de meios de cultivo especificos durante as amostragens,
visto que sdo capazes de fornecer melhores condigcbes para o crescimento e a
diferenciacdo dos oOrgéos sexuais do fungo. Alternativas mais custosas, mas que
independem dos orgaos sexuais diferenciados, capazes de identificar os fungos no
nivel de espécie e também menos suscetiveis a erros em relacdo aos testes
bioquimicos, sdo as metodologias baseadas em biologia molecular, que utilizam o
material genético do microrganismo para sua classificacao (SIBLEY et al., 2012). Os
testes bioquimicos e as identificacbes morfologicas atendem as exigéncias das
agéncias reguladoras assim como as técnicas baseadas em biologia molecular, o que
torna o custo e o grau de especificidade os principais fatores a serem ponderados em
uma escolha entre os métodos.

De modo geral, as areas limpas de grau D utilizadas para a producao de
medicamentos ndo estéreis apresentam um perfil constante e muito abaixo das
especificacdes em relacdo as UFCs de bactérias e fungos, que nao sofre influéncias
climaticas sazonais. Com isso, fica evidente a importancia do controle de particulas
exercido sobre essas areas através do sistema AVAC, dos procedimentos de
sanitizacdo, dos controles de acesso e do uso correto dos EPIs. Apesar da
amostragem de ar possuir uma maior taxa de recuperacdo de microrganismos em
relacdo a amostragem de superficie, a utilizacdo de ambas as metodologias é
importante para assegurar a eficiéncia no controle da biocarga depositada sobre as
superficies e suspensa no ar. A microbiota identificada segue um perfil similar entre
0S meses, em que a maioria dos microrganismos sdo originarios do ambiente externo
e da pele humana. A fim de reduzir os riscos de contaminagdo, as industrias

farmacéuticas devem realizar manutengdes preventivas no sistema AVAC dos
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ambientes produtivos classificados e manter o pessoal treinado e capacitado a
respeito da importancia das medidas de prevencdo de contaminagdo microbioldgica.

6 CONCLUSAO

Em conclusdo, os niveis microbianos nas é&reas de grau D da industria
farmacéutica analisada estiveram dentro do estabelecido para os niveis maximos
nessas areas e mantiveram-se semelhantes ao longo do ano, ndo sendo
influenciados de maneira relevante pelo tipo de amostragem ou pelo periodo sazonal.
Ainda, os microrganismos de maior prevaléncia foram do género Staphylococcus e
Micrococcus para bactérias e Cladosporium e Penicillium, para os fungos.

Esses dados demonstram que medidas preventivas de contaminagcao, controle
microbiolégico e monitoramento ambiental adequados, contribuem para assegurar a

gualidade dos ambientes produtivos industriais.
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