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DEFINICAO

O Programa de Monitoramento Ambiental destina-se a
avaliar a conformidade de particulas viaveis e nao viaveis do
ambiente de manufatura usando uma combinagdo de,”

diferentes métodos de amostragem.
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FINALIDADE

« (Garantir que nao ha risco de contaminacao do produto proveniente do ambiente.

* O programa de monitoramento ambiental visa a deteccao da condicao microbiologica da area,

sendo amostrados os pontos criticos ao processo do produto.

 Monitorar o ar, superficie e operadores envolvidos de forma direta ou indireta na prdglugéo,;’;

controle e envase de produtos.
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CONSIDERACOES DO TESTE

Amostras microbiolégicas nao devem nunca ser armazenadas em estado de

congelamento antes da realizacao dos testes ja que essa pratica pode levar a perda de

viabilidade celular.

Devem ser documentados e rastreados o horario de amostragem e as condicoes de

transporte e armazenamento das amostras antes de se iniciarem os testes.

As amostras de monitoramento ambiental como Ar Viaveis, plagueamento, superficies e-.

de pessoal devem ser incubadas o mais rapido possivel apos a amostragem.

Se, devido a motivos organizacionais, o transporte e incubacao imediatos das amostras

Nnao sao possiveis, o tempo maximo de retencao sob circunstancias controladas dep\lloesﬂgbeog O

definido baseando-se em propositos organizacionais.



CONSIDERACOES DO TESTE

 As amostras devem ser retidas pelo menor tempo possivel e posteriormente validadas
com estudos experimentais. Por exemplo, um tempo de retencao de amostra de 5 dias é

aceitavel se validado.

 Nao espera-se que a quantia de UFC’s originalmente localizadas nas placas apods a
amostragem do ambiente mude apos certo tempo. Entretanio, a capacidade desses,
microorganismos de crescer e multiplicar (fase lag/log) até apresentarem deteccao visuél
das colonias pode ser impactada se as amostras nao sao incubadas imediatamente e em

temperaturas ideais.

« Como por exemplo, placas podem secar e haver diminuicao das propriedades promotoras

de crescimento se armazenadas por muito tempo sob condicoes extremas. olastiabor O



CONSIDERACOES DO TESTE

 Nao e permitido de forma alguma o armazenamento de amostras do monitoramento
ambiental em temperaturas entre 2 a 8°C, ja que a fase lag de alguns microorganismos

se estenderia, resultando em contagens de colonias menor que as esperadas apos O

tempo de incubacao definido.

* Deve ser validado com estudos experimentais para demonstrar que o0 crescimento~

microbiano nao € comprometido pelo tempo de retencao extendido das amostras ante;fS

da incubacao. N

-
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PROTOCOLO

A embalagem de placas do monitoramento ambiental em sacos permeaveis ( por

exemplo, reduzir o risco de contaminacao secundaria) deve fazer parte da validacao.

« O estudo deve demonstrar que, para diferentes tipos de placas do monitoramento
ambiental testadas, propriedades de promocao de crescimento sao comparavels,

iIndependentemente de terem sido retidas por um tempo (e embaladas) ou imediatamente,

incubadas (e desembaladas).

» Testar todos os tipos de material de amostra do monitoramento ambiental usados (por

exemplo, placas de Petri de 90mm, placas de contato, meios TSA ou SDA, etc.).
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PROTOCOLO

 Usar numero adequado de replicas (por exemplo, testes de hipoteses, como T-tests sao
usados, pelo menos 6 réplicas por condicao testada devem ser incluidas). Para testes

que n3o sao aplicadas as condicoes estatisticas fazer em duplicata.

 Usar pelo menos mais de um lote de meio de cultura na validagao para cobrir a,

variabilidade entre os lotes dos melos.

 Microorganismos testados sao Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Aspergillus brasiliensis, Candida albicans
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PROTOCOLO

* - |Inocule o meio com menos de 100 UFC de microorganismos teste usando, por exemplo,
0 metodo de espalhamento em placa. Devem ser tomados cuidados durante os estudos
para que as placass ressecadas nao sejam reidratadas com o volume de Inoculo

adicionado.Para isso, e recomendado que o volume utilizado seja no maximo de 100ul.

» - Depois da inoculagao, incube imediatamente as placas de controle nas condigoes de

incubacao definidas de monitoramento ambiental.

« As placas de teste inoculadas sao primeiramente embaladas (se incluido no
procedimento), armazenadas durante o periodo de retencao definido e sob as mesmas
condicoes de retencao usadas na rotina do monitoramento ambiental. Elas entao sao

iIncubadas nas mesmas condi¢coes definidas pelo monitoramento ambiental. olostiabor O
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Exposicao De Placa
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Superficie



INOCULO

SUPERFICIE ESTERIL
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CUIDADO COM O
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INOCULO

SUPERFICIE ESTERIL
5CM X 5CM
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Controles



CONTROLES

Controle Positivo:

Para o Controle Positivo, utilizar placas que nao sofreram nenhum processo de
amostragem. Inocular com a mesma quantidade utilizada no grupo teste, em duplicata,
para cada microorganismo.

Controle Negativo:

- Para cada lote de placa, realizar a amostragem conforme o grupo teste, sem a adicao
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AVALIACAO

- ApOsS a Iincubacao, oS microorganismos sao enumerados em ambas as placas de
controle e teste.

- Como requisito minimo, nao devem haver desvios (50-200% de recuperacao) na taxa
media de recuperacao das placas de teste comparadas as placas de controle, conforme
USP <61>.

- Por exemplo, para ar viaveis, em placas de Petri controle de 90mm contendo E. Coli, a
contagem media de controle € 90 UFC e das placas de teste € 70 UFC, assim, umaw

recuperacao adequada de 78% ¢ alcancada.

- Se réplicas suficientes estiveram disponiveis, métodos estatisticos adicionais podem ser
usados para avaliar a informacao como por exemplo em testes de hipoteses estatisticas

(exemplo, T-testes) ou testes de nao inferioridade com limite nao inferior a 50% e superior

9 200% olastiabor IO



AVALIACAO

O estudo esta considerado validado se os resultados obtidos atenderem aos seguintes

criterios de aceitacao:

- As placas do grupo teste devem apresentar recuperacao de 50% a 200% para todos os

microorganismos;
Os controles positivos devem apresentar contagem inferior a 100UFC;

Os controles negativos nao devem apresentar crescimento microbiano;
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CAUSAS DE FALHAS NOS TESTES

Uso de método inadequados

Planejamento inadequado

Geral
Tempo de retencao prologado

Temperatura de armazenamento inadequada

Baixa viabilidade de suspensoes de inéculo

Inoculo Método de quantificagao nao validado

Suspensoes de esporos fungicos e bacterianos preparadas incorretamente

Superficies porosas

Supetficle Coupons nao passiveis de esterilizacao a vapor E—

Inoculacao ou cobertura irregular

Letalidade apos secagem ( por exemplo, P. Aeruginosa

Recuperagao | pj5cas com meio de cultura ressecado

Placas com quantidade insuficiente de meio de cultura
olastiabor




QUANTIFICACAO DO MICROORGANISMO |

,/'1’5\-“‘;?«3 bactérias devem ser repicadas de 18 a 24 horas de antecedéncia, ja os fungos de 2 a 7 dias.
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diluicao seriada. jolastiaoor

3° - Método de Spread plate em
duplicata para as diluicoes de acordo
com Bacterias ou fungos

4° - Incubacao de bacterias 30-35°C pelo
periodo de 18-24 horas e os fungos 30-35 °C
pelo periodo de 24-48 horas.

5° - Eleger a diluigao que possul 9 DIAS DE
crescimento medio entre 20 e 100 PREPARO
colonias por placa .




\EXEMPLO OTIMIZAGAO DO TESTE

CONTROLE QUANTITATIVO DA POPULACAO DO INOCULO

Microrganismos Epower™ - Microbiologics®

Sao preparacoes de microrganismos liofilizadas e quantitativas para serem utilizadas
em l|aboratorios industriais para fins de controle de qualidade. Um unico
microrganismo Epower pode ser utilizado como inoculacao individual ou diversas

espéecies podem ser combinadas e utilizadas na inoculagao de populacoes mistas.

Essas preparacoes de micro-organismos sao rastreaveis na Colecao Americana de

Tipos de Cultura (American Type Culture Collection, ATCC®) ou outra referéncia
auténtica de colegdo de cultura. N IO



EMPLO OTIMIZACAO DO TESTE

Antes da utiizagdo, aqueca os fludos de diluigdo e hidratagdo a 34°C
- 38°C. Recomenda-se um tampao fosfato esténl com pH 7,2 para a
hidratacdo da preparacdo liofilizada.

—
.
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Remova o frasco de pilulas do
armazenamento refrigerado e
deixe-0 se equilibrar com a
temperatura ambiente.

_—

Coleque a suspensdo de micro-organismos em uma incubadora de
34°C -~ 38°C por 30 minutos para garantir uma hidratacac completa.

L

Com um forceps estéril, transfira
a(s) pilula(s) de
micro-organismos Epower™
para o fluido hidratante. Nao
remova o dessecante do frasco.
Recoloque a rolha e a tampa no
frasco imediatamente e retorme a
temperatura de 2°C - 8°C.

Prossiga com a inoculagao de acordo com o protocolo do laboratério. A
inoculagac deve ser completa em até 30 minutos do processo de

hidratlac&o para evitar uma alleragao na concenlracao da suspensao de
inoculacao.

Imediatamente apos a incubacgao,
misture o malenal hidratado até
obter uma suspensao

homogénea.
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\EXEMPLO OTIMIZACAO DO TESTE

Os microrganismos Epower estao disponiveis em uma variedade de concentracoes
de inoculacao

Concentracdio Exemplos de concentragao (CFU/ml) no volume de fluido hidratante especificado
da pilula 1 mi 10 mi 100 ml

E2 100 - 999 10-99 1-9
E3 1000 - 9999 100 - 999 10-99
E4 10.000 - 99.999 1000 - 9999 100 - 999
E6 1.000.000 - 9.999.999 100.000 - 999.999 10.000 - 99.999
E7 10.000.000 - 99.999.999 1.000.000 - 9.999.999 100.000 - 999.999
ES8 100.000.000 - 999.999.999 10.000.000 - 99.999.999 1.000.000 - 9.999.999
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Espessura do Plastico uitlizado;

Temperatura dentro da embalagem;

Relatério incluir certificados de analise de meios, reagents e quipamentos;

Testes de Promocao de Crescimento;
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