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DESINFETANTES
Requisitos para áreas de processamento asséptico incluem pisos, paredes e tetos de fácil 

limpeza que tenham superfícies lisas e não porosas; controles de partículas, temperatura e 

umidade; e procedimentos de limpeza e desinfecção para produzir e manter condições 

assépticas.  

Esses controles, combinados com uma avaliação cuidadosa e completa dos agentes químicos 

usados para o programa de limpeza e desinfecção, devem levar à obtenção dos padrões de 

limpeza especificados e ao controle da contaminação microbiana dos produtos.  

A avaliação de eficácia de desinfetantes em instalações farmacêuticas, de biotecnologia, de 

dispositivos médicos e ambientes controlados associados, juntamente com a validação do 

processo de limpeza e desinfecção, está prevista nos documentos das agências reguladoras 

ao redor do mundo e são motivo de inúmeros apontamentos em auditorias.



EFICÁCIA DOS DESINFETANTES
As soluções desinfetantes são usadas para inibir ou eliminar os microrganismos de forma 

indiscriminada ou seletiva, quando aplicados em objetos inanimados ou ambientes. 

Diferentes substâncias químicas, de grupos químicos distintos são utilizadas para esta finalidade, 

porém poucas são ativas contra todos os tipos de microrganismos, o que leva à necessidade de 

escolher os agentes químicos mais apropriados para o uso pretendido.  

O estudo de avaliação da eficácia tem como objetivo comprovar a eficiência da solução 

desinfetante, na concentração de uso em diferentes superfícies contra os microrganismos e em 

tempos de contato desafiados. A adequação, eficácia e limitações dos agentes e procedimentos 

desinfetantes devem também ser avaliados. A eficácia desses desinfetantes e procedimentos deve 

ser medida por sua capacidade de garantir que os contaminantes em potencial sejam 

adequadamente removidos das superfícies.



ASPECTOS REGULATÓRIOS

IN 35/2019 - Boas Práticas de Fabricação complementares a Medicamentos Estéreis 
Art. 86.Sempre que desinfetantes forem usados, deve ser empregado mais de um tipo em 
esquema rotacional. 
Parágrafo único. O monitoramento da efetividade da sanitização deve ser realizado 
regularmente, com o fim de detectar o desenvolvimento de cepas resistentes. 
  

O novo draft do Annex 1 do PIC/S traz que: 
4.37 The disinfection process should be validated. Validation studies should demonstrate 
the suitability and effectiveness of disinfectants in the specific manner in which they are used 
and should support the in-use expiry periods of prepared solutions.



WARNING LETTERS (Form FDA 483)
Ausência de formalização de Controle de Contaminação “Your firm has not established 
procedures designed to prevent microbiological contamination of drug products purporting to be 
sterile.” Warning Letter dated February 22, 2012  

 Uso de desinfetantes não qualificados “Your disinfectant qualification for (b)(4) and (b)(4) bi-spore 
disinfectants documented that the log reduction criteria (Bacteria>4, Fungi>3) was not met when 
challenged with multiple organisms in a variety of surfaces. After disinfection, you recovered 
Micrococcus luteus on vinyl, (b)(4), stainless steel, glass and wall laminate and Enterobacter cloacae, 
Rhodococcus sp, Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa, Methylobacterium mesophilicum 
and, Acinetobacter lwoffi on glass. However your procedures for routine cleaning of the aseptic 
manufacturing area continue to require the use of unqualified disinfectants during days (b)(4) through 
(b)(4) of your disinfection program.” Warning Letter dated October 7, 2011  

Teste não realizado em superficies “The qualification of your disinfectant (b)(4) failed to 
demonstrate that it is suitable and effective to remove microorganisms from different surfaces. 
Specifically, this disinfectant failed to meet the qualification criteria when challenged with multiple 
organisms.” Warning Letter dated October 7, 2011.  

Falha de execução do teste de eficácia “We note that the cGMP violations listed in this letter 
include similar violations to those cited in the previous inspection in February 2008 […] 3) failure to 
adequately conduct disinfectant efficacy studies, and 4) inadequate quality control unit oversight.” 
Warning Letter dated July 14, 2011. 



PRINCIPAIS GUIAS
USP <51> - Antimicrobial Effectiveness Testing -  AMPET 
O Teste de Desafio do Preservativo é o método mais comum utilizado para avaliar a eficácia de 

conservantes (preservativos) em cosméticos, produtos de higiene pessoal e medicamentos.  

USP <1072> - Disinfectants and Antiseptics – Disinfectant Challenge Test  
O capítulo trata do uso de substâncias que levam a eliminação, inativação, remoção e redução de 

microorganismos contaminantes em níveis considerados seguros por padrões e regulamentos da 

indústria farmacêutica. O Teste de eficácia de sanitizantes é o método mais comum utilizado pela 

Indústria Farmacêutica para garantir que os produtos utilizados na sanitização de superfícies 

tenham capacidade de manter estado de controle das áreas de fabricação de medicamentos 

estéreis e não estéreis. Porém não  há um guia claro de como conduzir os estudos e há citação do 

teste proposto pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists) como referência. 



PRINCIPAIS MÉTODOS
• AOAC - Use-dilution Test Methods (955.14, 955.15, 964.02) 

• AOAC - Hard surface carrier test method  

• AOAC - Sporicidal Activity of Disinfectants (966.04) 

• AOAC - Germicidal Spray Products  

• ASTM (American Society for Testing and Materials) E2614-15 (2020) - Standard Guide for 
Evaluation of Cleanroom Disinfectants 

• ASTM E2111, Standard Quantitative Carrier Test Method to Evaluate the Bactericidal, 
Fungicidal, Mycobactericidal, and Sporicidal Potencies of Liquid Chemical Microbicides  

• ASTM E2197 Standard Quantitative Disk Carrier Test Method for Determining the 
Bactericidal, Virucidal, Fungicidal, Mycobactericidal and Sporicidal Activities of Liquid 
Chemical Germicides  

• ASTM E2315 Standard Guide for Assessment of Antimicrobial Activity Using a Time-Kill 
Procedure  

• ASTM BS EN13697 Chemical Disinfectants and Antiseptics. Quantitative Non-Porous 
Surface Test for the Evaluation of Bactericidal and/or Fungicidal Activity of Chemical 
Disinfectants used in Food, Industrial, Domestic and Institutional Areas 



SERVIÇOS DISPONÍVES
• AOAC Use Dilution Test (955.14, 955.15, and 964.02) Disinfectant Testing 
• AOAC Use Dilution Tests Modified for Spray Products ( 961.02) Disinfectant Testing 
• AOAC Chlorine (Available) in Disinfectants Germicidal Equivalent Concentration Test 955.16 

Disinfectants Testing 
• AOAC Fungicidal Activity Tests (955.17) Disinfection Testing 
• AOAC Sporadically efficacy test (966.04) Disinfectant Testing 
• AOAC Germicidal Spray Products Test Disinfectant Testing 
• AOAC Germicidal and Detergent Sanitizing Action of Disinfectants Test (960.09) Disinfectant 

Testing 
• AOAC Tuberculocidal Activity Test (965.12) Disinfectant Testing 
• AOAC Disinfectants (Water) for Swimming Pools 965.13 Disinfectant Testing 
• Contact lenses disinfectant test 
• Disinfectant Kill Time Test 
• EPA Pre-Saturated Towelettes Test Disinfection Testing 
• EPA Quantitative Suspension Method for Tuberculocides Disinfection Testing 
• EPA submission, DIS/TSS Disinfectant Testing 
• Minimum Inhibitory or lethal Concentration (MIC) Disinfectant Testing 
• Bactericidal Efficacy Testing 
• Tuberculocidal Efficacy Testing 
• Fungicidal Efficacy Testing



USP <1072>
Para demonstrar a eficácia de um desinfetante é necessário realizar os seguintes testes:  

1. Use dilution test (Concentrações e tempos de contato x microrganismos 

farmacopeicos e isolados ambientais) 

2. Surface challenge test (Concentração e tempo de contato x microrganismos 

farmacopeicos e isolados ambientais x superfícies de uso – coupon de 25 cm2). 

Citação de uso de métodos de swabs, rinsagem ou placas de contato para 

recuperação dos microrganismos do teste 

3. Comparação estatística da frequência de isolados (número e tipo de 

microrganismos) antes e depois da implementação de um novo desinfetante 



USP <1072>

Outras citações relevantes: 

1. Necessidade de redução de no mínimo 3 logs para bactérias vegetativas e 2 log para 

esporos bacterianos 

2. Avaliar a eficácia do neutralizante e sua habilidade de recuperar os microrganismos 

utilizados nos testes  podem ser demonstrados utilizando ambos os métodos 



USP <1072>



USP <1072>
Determinação dos microrganismos residentes / “in house” / isolados ambientais 
1. Necessidade de conhecimento da microbiota proveniente de isolados de 

monitoramento ambiental  
Incluir achados de outros tipos de monitoramento? Tem sazonalidade? Programa de Monitoramento Ambiental 

é robusto? Tem procedimentos precisos de identificação? Somente achados em OOS são identificados? 

Microrganismos de classe C e D entram nas rotinas de identificação? Quantos microrganismos são 

necessários? 

2. Contínua avaliação de tendência para garantir validade dos estudos de eficácia que 

pode ser readequados em razão de mudanças no cenário microbiológico  

3. Capacidade de garantir o microrganismo em condições fisiológicas adequadas para a 

realização dos testes de eficácia e em outros testes do CQ  
Avaliação da capacidade / custo do laboratório em manter os isolados em slants /  placas versus aquisição de 

serviço de liofilização com população quantificada e identificação em laboratório creditado



SELEÇÃO DOS MICRORGANISMOS IN HOUSE



ELABORAÇÃO DO PROTOCOLO
Os fatores a serem considerados ao planejar um estudo de desinfetante 

incluem: 

 1. Qual agente químico usar, Desinfetante? Esporicida? Ambos? 

 2. Quais e quantos microrganismos usar para o teste de desafio? Culturas de 

referência? Isolados ambientais? Ou ambos?  

3. Como ter disponíveis os isolados ambientais? 

4. Quais e quantas superfícies testar? 5x5 cm ou  2x2 cm? 

5. Qual método de teste usar - Teste de suspensão? Teste de superfície? 



CONSIDERAÇÕES DO TESTE
Além das considerações relacionadas aos desinfetantes mencionadas anteriormente, os 
seguintes elementos técnicos, entre outros, devem ser considerados seriamente durante o 
desenvolvimento do escopo do estudo:  

• Preparação dos coupons (desenvolvimento, esterilização, disponibilização ao teste) 

• Preparação dos microrganismos (inóculo) e Inoculação de coupon 

• Condições de secagem para viabilidade ideal do microrganismo  

• Preparação do desinfetante 

• Determinação e teste do tempo de expiração para desinfetantes  

• Neutralização dos coupons e recuperação dos sobreviventes 

• Critérios de desempenho do desinfetante (por exemplo, tempo de contato e 

concentração) 



COUPONS

Fonte: Debates and Challenges Concerning Disinfectant Validation and Methods to Circumvent Them. PDA/ISPE Australia, September 20, 2019, Jim Polarine Jr. 
MA. Sr. Technical Service, Steris 



SUSPENSÃO versus SUPERFÍCIE
Em geral, as avaliações da eficácia do desinfetante são feitas usando métodos baseados em 

suspensão ou métodos baseados em coupons  / superfícies. 


Os métodos de suspensão avaliam a redução de uma população de organismos conhecida 
inoculada diretamente em uma amostra do desinfetante líquido. Após a inoculação e a 
observação de um tempo de contato predeterminado, as amostras da substância inoculada 
são removidas, neutralizadas e avaliadas quanto aos sobreviventes em comparação com 
uma suspensão de controle não tratada. 


Em contraste, os testes baseados em coupons / superfícies são mais rigorosos e envolvem a 
criação de um filme de organismo seco em tipos de superfície representativos que melhor 
simula o ambiente contaminado. As superfícies são então expostas com o desinfetante 
utilizando um procedimento de uso simulado. Após um tempo de contato pré-determinado, 
cada superfície é neutralizada e os organismos sobreviventes são enumerados de forma 
quantitativa para comparação com superfícies não tratadas.




PORQUE TESTAR SUPERFÍCIES?

	Dave	Rottjakob.	Disinfection	Qualification	Testing—Considerations	for	the	Aseptic	and	Cleanroom	Manufacturing	Environment,	Ats-Labs,	Dezembro,	2013.	



AOAC - USE-DILUTION TEST METHODS (955.14, 955.15, 964.02)
AOAC Hard surface carrier test method  

Este método de teste foi desenvolvido para uso no desenvolvimento de produtos e para a 

geração de dados de eficácia do produto. Este método de teste permite a recuperação em 

diferentes superfícies  com um volume conhecido do organismo de teste em diferentes 

tempos de contato com o desinfetante testado. A incorporação de controles também pode 

determinar a carga inicial de unidades formadoras de colônias (UFC) de organismos nos 

coupons de teste e qualquer perda em UFC após a secagem obrigatória do inóculo. 

Este método de teste deve ser realizado por pessoas com treinamento em microbiologia e em 

instalações projetadas e equipadas para trabalhar com agentes infecciosos no nível de 

biossegurança apropriado.  



PREPARAÇÃO DO TESTE

DESAFIOS: 

Considerar todas as variáveis de execução do teste na elaboração do protocolo 

Determinar e obter as superfícies estéreis para o teste 

Organizar a estrutura laboratorial necessária para a execução do teste 

Garantir o controle da população do inóculo inicial (Etapa crítica) 

Definir momento da realização dos controles (Depende estrutura do laboratório e 

experiência dos analistas) 



EXEMPLO OTIMIZAÇÃO DO TESTE

CONTROLE  QUANTITATIVO DA POPULAÇÃO DO INÓCULO 

Microrganismos Epower™ - Microbiologics® 

São preparações de microrganismos liofilizadas e quantitativas para serem utilizadas 

em laboratórios industriais para fins de controle de qualidade. Um único 

microrganismo Epower pode ser utilizado como inoculação individual ou diversas 

espécies podem ser combinadas e utilizadas na inoculação de populações mistas. 

Essas preparações de micro-organismos são rastreáveis na Coleção Americana de 

Tipos de Cultura (American Type Culture Collection, ATCC®) ou outra referência 

autêntica de coleção de cultura.



EXEMPLO OTIMIZAÇÃO DO TESTE

Os microrganismos Epower estão disponíveis em uma variedade de concentrações 
de inoculação 



EXEMPLO OTIMIZAÇÃO DO TESTE



EXEMPLO OTIMIZAÇÃO DO TESTE

Volume diluente de reidratação determina população inicial 

1 mL – 4,6 x 108 UFC/mL 

10 mL – 4,6 x 107 UFC/mL 

100 mL – 4,6 x 106 UFC/mL



EXEMPLO OTIMIZAÇÃO DO TESTE
Possibilidades de uso a partir de inóculo de população conhecida

4,6 x 108 UFC/mL 

Uso de 1 mL como 
fluido hidratante

Inóculo de 100 µL (0,1 mL) 

Diluição de 10x = redução de 1 log 

4,6 x 107 UFC (inóculo inicial)

Após filtração / incubação contar as colônias 

Ex. 225 UFC 
2,25 x 102 

Redução de 2,35 x 105 UFC  

5 logs – Atende critérios 



CONTROLES DOS TESTES
TESTE AVALIAÇÃO CALDO NEUTRALIZANTE 

- RECUPERAÇÃO SUPERIOR A 70% QUANDO COMPARADA AO TESTE DE PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO 

TESTE AVALIAÇÃO SOLUÇÃO DILUENTE DE ENXAGUE 

- RECUPERAÇÃO SUPERIOR A 70% QUANDO COMPARADA AO TESTE DE PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO 

TESTE PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO (FERTILIDADE) DOS MEIOS DE 

CULTURA (LAVAGEM COM SOLUÇÃO FISIOLÓGICA) 

- RECUPERAÇÃO SUPERIORA 70% QUANDO COMPARADA A POPULAÇÃO INICIAL 

TESTES DE ESTERILIDADE DOS INSUMOS DO TESTE 

- AUSÊNCIA DE CRESCIMENTO MICROCIANO



PASSO A PASSO DO MÉTODO

1º - Sobre uma placa de petri colocar a superfície teste e adicionar 100µL do microrganismo na 
concentração prevista no protocolo (Precisão nessa medida é determinante para o restante do teste)

2º - Espalhar e secar o inóculo

3º - Adicionar 5mL do desinfetante 
desafiado sobre a superfície a ser 

testada.

4º - Disparar o cronômetro até os tempos 
previstos no protocolo

5º - Adicionar 20 mL do caldo 
neutralizante sobre a superfície 

teste e agitar suavemente.



PASSO A PASSO DO MÉTODO
6º - Transferir a superfície teste para o conjunto de filtração, 
dispensar o neutralizante que estava na placa e completar o 

caldo até 200 mL.

7º - Aguardar 60 segundos acionar a filtração e enxaguar a 
placa com 3 x 200 mL de diluente de enxague.

8º - Ao final da filtração, retirar o coupon e colocar a 
membrana sobre o meio de cultura específico para 

bactérias e bolores e incubar conforme métodos 
específicos



CAUSAS DE FALHAS NOS TESTES



RELATÓRIO FINAL

• Garantir critérios de aceitação definidos no protocolo (3 logs para vegetativos e 2 logs para 

esporos) 

• Conformidade nos testes de controle (Neutralizante, Diluente, Fertilidade dos meios de cultura, 

Esterilidade dos insumos) 

• Avaliação técnica dos resultados considerando a extensa bibliografia disponível sobre 

sensibilidade dos microrganismos frente aos desinfetantes tipicamente utilizados pela indústria 

farmacêutica ao redor do mundo 

• Transferência dos resultados obtidos nos estudos para a rotina produtiva onde os sanitizantes 

estão inseridos (Principalmente tempo de contato)
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