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ANALISE MICROBIOLOGICA DE TRES FORMULACOES MAGISTRAIS.
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RESUMO

O controle da qualidade microbioldgico é importantissimo para avaliacao
de pontos criticos de contaminacdo e estabelecer normas, a fim de se obter
produtos de excelente qualidade, estabilidade e confianca. E definido como
conjuntos de procedimentos que asseguram que ensaios necessarios e
relevantes sejam executados e que 0s materiais ndo sejam liberados para uso,
até que a qualidade dos mesmos seja garantida. Produtos contaminados
podem causar danos a saude do consumidor, comprometimento do produto
final, como degradacdo da formulacdo, inativacdo e oxidacdo dos
componentes. No presente trabalho realizou-se a analise microbiologica de trés
produtos magistrais produzidos por discentes de uma instituicdo de poés-
graduacéo, na cidade de Curitiba-PR, a fim de obter-se um resultado sobre a
gualidade dos mesmos. Realizou-se a contagem de bactérias e fungos em
meios ndo seletivos e pesquisa de microrganismos patogénicos em meios
seletivos. ApoOs realizacdo dos ensaios foram plotados dados em tabelas para
possiveis discussfes dos resultados encontrados. Onde um dos produtos foi
reprovado por ndo atender as especificacdes; a qual determina auséncia de
microrganismos patogénicos, e 0 mesmo apresentou-se contaminado por

Salmonella sp.

PALAVRAS-CHAVE

Controle de qualidade; forma farmacéutica; estabilidade farmacia magistral.
MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF THREE MAGISTRAL FORMULAS.
ABSTRACT

The microbiological quality control is important for evaluating critical points of

contamination and establish standards in order to obtain products of excellent
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quality, stability and confidence. It is defined as sets of procedures that ensure
that the necessary and relevant tests are performed and the materials are not
released for use until their quality is guaranteed. Contaminated products can
cause damage to the health of consumers, damage to the final product, such as
degradation of the formulation, inactivation and oxidation of the components. In
the present work is the microbiological analysis of three masterful products
produced by students from a graduate institution in the city of Curitiba-PR, in
order to obtain a result on the quality. We carried out the count of bacteria and
fungi in non-selective and research of pathogens on selective media. After the
tests were plotted data in tables for discussion of possible results. Where a
product has failed for not meeting the specifications, which determines the
absence of pathogenic microorganisms, and it had become contaminated with

Salmonella sp.

KEYWORDS

Quiality control; dosage form; stability teaching pharmacy.

INTRODUCAO

O controle da qualidade em farmacias magistrais € extremamente
importante para produtos acabados e matérias-primas utilizadas no processo
de producao, tendo como objetivo garantir a qualidade e seguranca do produto
final. Controle da qualidade é definido como conjunto de procedimentos que
asseguram gue ensaios necessarios e relevantes sejam executados e que 0s
materiais ndo sejam liberados para uso, até que a qualidade dos mesmos seja
garantida @.

Os testes da qualidade avaliam as caracteristicas microbiolégicas e
fisico-quimicas de matérias-primas e produtos acabados. Os resultados
encontrados devem estar de acordo com especificacbes farmacopeicas,
legislacdes vigentes e artigos cientificos .

Buscando estabelecer rigidos parametros da qualidade em todas as

etapas de fabricacdo dos produtos manipulados, a Agéncia Nacional de
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Vigilancia Sanitaria (ANVISA), determina que seja cumprida a Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) N° 67, de 8 de outubro de 2007; a qual dispde sobre
as boas préaticas de manipulacdo das preparacdes magistrais e oficinais para
uso humano em farmécia @.

As contaminagfes dos produtos manipulados causam alteracdes dos
requisitos técnicos como as caracteristicas sensoriais, degradacdo de
componentes da formulacéo, alteracdes fisicas e da aparéncia do produto ©.
Dessa forma os tornam impréprios para o uso devido a perda da eficacia e
seguranca, podendo até mesmo causar danos a saude dependendo do tipo do
microrganismo presente, da via de administragdo utilizada e do estado de
satide do usuario do produto .

Os produtos manipulados em farmacias magistrais sao classificados
como produtos ndo estéreis. Para essa classificacdo admite-se a presenca de
carga microbiana, cujo objetivo € a quantificacdo e analise das bactérias
vidveis, comprovando auséncia de microrganismos patogénicos ©. A
determinacdo dos microrganismos patogénicos varia de acordo com a via de
administracdo do produto (nasal, oral, topico e via respiratéria) ©.

Atravées da RDC N° 481, de 23 de setembro de 1999, a ANVISA
determina os valores permitidos de microrganismos nao patogénicos, e
determina auséncia dos microrganismos patogénicos em produtos néo
estéreis. Além do cumprimento das boas préaticas de manipulacdo .

A resolucdo acima citada estabelece que produtos do tipo |,
denominados como produtos de uso infantil; produtos para area dos olhos e
gue entram em contato com mucosas, tenham os seguintes limites de
aceitabilidade na contagem de microrganismos:

a) Contagem de microrganismos mesofilos totais aerébios, ndo mais
que 10°UFC/g ou mL.

b) Auséncia de Pseudomonas aeruginosa em 1g ou mL;

C) Auséncia de Staphylococcus aureus em 1g ou 1 mL;

d) Auséncia de coliformes totais e fecais em 1g ou 1 mL;

e) Auséncia de Clostridios sulfitos redutores em 1g (exclusivamente
para talcos).

Produtos classificados como do tipo II, denominados como demais
produtos cosméticos susceptiveis a contaminacdo microbiolégica apresentem

0s seguintes limites de aceitabilidade:
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a) Contagem de microrganismos mesofilos totais aerdbios, ndo mais
que 10° UFC/g ou mL;

Limite maximo: 5 x 10° UFC/g ou mL.

b) Auséncia de Pseudomonas aeruginosa em 1g ou mL;

C) Auséncia de Staphylococcus aureus em 1g ou 1 mL;

d) Auséncia de coliformes totais e fecais em 1g ou 1 mL;

e) Auséncia de Clostridios sulfitos redutores em 1g (exclusivamente
para talcos) )

De acordo com os inumeros artigos relacionados a farméacias de
manipulacdo, acredita-se que as principais causas da contaminacéo
microbioldgica sejam as seguintes: a agua que € utilizada tanto no processo de
fabricacdo como na lavagem dos materiais e na limpeza de ambientes da sala
de producéo; a matéria-prima levando em consideracdo o prazo de validade e
sua origem como natural ou sintética, pois matérias primas de origem natural
favorecem o desenvolvimento dos microrganismos devido a capacidade de
reter agua. Acredita-se que a higiene do manipulador, como lavagem adequada
das maos, uniforme e ndo adequacao as boas praticas de fabricacdo também
estejam relacionados a contaminacéao.

De acordo com Rebello (2001), a agua é a principal matéria-prima das
industrias farmacéuticas e das farmacias magistrais: alopatica e homeopatica.
Portanto, é importante controlar a qualidade da agua do processo, seja do
ponto de vista quimico e fisico e microbiolégico ©.

Na analise microbiolégica da agua deve-se determinar a carga total
microbiana, bem como a determinacdo das espécies contaminantes. Os
valores determinados para a agua utilizada no processo € de 100UFC/g para
microrganismos totais aerébios, com auséncia de Pseudomonas aeruginosa e
coliformes totais e fecais em 100 mL @

O shampoo de cetoconazol € uma forma farmacéutica muito utilizada
devido as caracteristicas do ativo como a acdo de agente antimicotico e
antifangico de amplo espectro, ativo contra Candida, Cryptococus, mallassezia,
Epidermophyton, Microsporum e Trichophytum, entre outros. A concentracao
utlizada em  shampoos varia de 1 a 2 % @

Seu mecanismo de acdo esta associado em danificar a membrana dos

fungos, através da inibicdo da esterol 14-a-desmetilase, alterando a sintese do
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ergosterol presente na membrana dos fungos. Impedindo assim a formacao da
caspa, que origina através do acumulo de gordura e células do tecido onde o
fungo Malassezia furfur, transforma essas substancias em acidos graxos livres
levando a formac&o de escamas, denominadas como caspa ‘2,

A dermatite seborréica € causada pelo mesmo fungo, quando ocorre
producdo excessiva de sebo pelas glandulas sebaceas localizadas no couro
local ™V

O farmaco peroxido de benzoila estd em uso desde 1930, sendo
utilizado até hoje como um dos principais medicamentos bactericidas no
tratamento da acne. E uma substancia com atividade anti-acnéica,
frequentemente utilizada em veiculos para aplicacéo tépica dermatoldgica 2.

As formulacdes com perdxido de benzoila estdo indicadas no tratamento
de todas as formas ligeiras e moderadas de acne vulgar ™

Utilizado principalmente na forma de géis, nas concentracdes de 2 a 10
%. Apresenta acdo bactericida, por liberar oxigénio gradualmente,
principalmente contra bactérias anaerobicas ou microaerofilicas. Supde-se que
atue também reduzindo as enzimas bacterianas, do tipo lipase, que séo
responsaveis pela formacdo de acidos graxos livres, irritantes. Também tem
acdo querolitica e antiseborréica © Atuando como esfoliante, devido ao
desprendimento (peeling) da camada mais superficial da pele ™.

A fluocinolona é um derivado de glicocorticoide usado topicamente no
tratamento de varios transtornos dérmicos. Geralmente € empregada como
creme, gel, locdo ou pomada. Também tem sido usada topicamente no
tratamento de olhos e orelhas inflamadas e transtornos nasais. ¥

De acordo com a concentracdo utilizada classifica-se sua potencia,
onde 0,2 % é classificada como extremamente potente 0, 025 % potente e de

potencia intermediaria 0,01 % ©.
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MATERIAIS E METODOS

1. Amostras

As formas farmacéuticas foram produzidas por alunos discentes de uma
instituicdo de p6s graduacdo, na cidade de Curitiba- Parana. A escolha dos
produtos procedeu-se apdés uma pesquisa dos produtos manipulados mais
utilizados nos estados de Parana e Santa Catarina.

As analises das formas farmacéuticas foram realizadas nas dependéncias do
Laboratério de Quimica Farmacéutica e Microbiologia das Faculdades
Integradas do Brasil (Unibrasil).

Analisou-se as amostras de shampoo de cetoconazol 2 %, gel peréxido de
benzoila 2 % e solugdo nasal de fluocinolona 0, 025 %. Para cada uma das
amostras realizou-se o procedimento de acordo com a forma farmacéutica,

conforme descrito abaixo.

. MANUSEIO E PREPARO DAS AMOSTRAS

Primeiramente as embalagens foram desinfetadas com alcool 70 % e de
acordo com a forma farmacéutica procedeu-se de forma diferente a
amostragem do material. O procedimento descrito foi utilizado para pesquisa
de bactérias e fungos, utilizando-se os respectivos meios de cultura: BHI para
pesquisa de bactérias e agar sabouraud-dextrose para pesquisa de fungos.

3.1 Gel peréxido de benzoila: eliminou-se a camada superficial,
homogeneizando o restante do conteddo. Apdés a homogeneizagdo pesou-se
10 g do material e transferiu-se para 90 mL de solucédo tampéao fosfato estéril
pH 7,2, em seguida adicionou-se a solucéo inativante do conservante, neste
caso polissorbato 80 (Tween 80%). Agitou-se a diluicdo até completa dissolucdo
e ajustou-se o pH, (diluicdo 1:10). Transferiu-se 1 mL desta diluicdo, para 9 mL
de agua destilada (diluicdo 1:100), novamente transferiu-se 1 mL da diluicdo
anterior para 9 mL de agua destilada (diluicdo 1:1000), e a partir da diluicéo
anterior transferiu-se 1 mL para 9 mL de 4gua destilada (diluicdo 1:10000).

3.2 Shampoo de cetoconazol: desprezou-se a primeira aliquota do

material, homogeneizou-se o restante do contetdo, e apds a homogeneizagéo
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pesou-se 10 g do material em recipiente identificado e adicionou-se 90 mL de
solucdo tampdo fosfato pH 7,2 e inativante do conservante (Tween 80°).
Agitou-se até dissolucdo e ajustou-se o pH (diluicdo 1:10). Transferiu-se 1 mL
desta diluicao, para 9 mL de 4gua destilada (diluicao 1:100), a partir da diluicdo
anterior transferiu-se 1 mL para 9 mL de &gua destilada (diluicdo 1:1000),
novamente a partir da diluicdo anterior transferiu-se 1mL para 9 mL de agua
destilada (diluicdo 1:10000).

3.3 Solugdo nasal de fluocinolona: homogeneizou-se o frasco e
com auxilio de uma pipeta estéril, transferiu-se 10 mL para recipiente
volumétrico identificado, adicionou-se 90 mL de solucdo tampé&o e solucdo
inativante (cisteina 0,1 %), agitou-se até dissolucdo e ajustou-se o pH (diluicao
1:10). Transferiu-se 1 mL desta diluicao, para 9 mL de agua destilada (diluicdo
1:100), novamente transferiu-se 1 mL da diluicdo anterior para 9 mL de agua
destilada (diluicdo 1:1000), a partir da ultima diluicdo transferiu-se 1 mL para 9
mL de &gua destilada (diluicdo 1:10000) ©.

Apos as diluicdes Com auxilio de uma alga de niquel cromo, semeou-se as
diluicbes através de estriamento em superficie no meio agar sabouraud-
dextrose, fez-se o controle negativo. As placas foram incubadas a 25° C
durante 7 dias para pesquisa de fungos. Também realizou-se o estriamento em
superficie no meio BHI para pesquisa de bactérias, incubou-se as pacas por 24

h a temperatura de 35° C, apds isso verificou-se o crescimento microbiano ©.

. PESQUISA DE PATOGENOS

Para pesquisa de patégenos utilizou-se meios de cultura seletivos: o
meio Agar Cetrimida para a pesquisa de Pseudomonas aeruginosa, 0 meio
Agar Manitol para pesquisa de Staphylococcus aureus, o meio Agar Verde-
brilhante para pesquisa de Salmonella sp. e 0 meio agar Mac Conkey para
pesquisa de Escherichia coli.

4.1 MANUSEIO E PREPARO DAS AMOSTRAS

4.1.1 Gel perdxido de benzoila: transferiu-se 1g do material para tubo
de ensaio, no qual adicionou-se 9 mL de tampao fosfato pH 7,2 e solucéo
inativante (polissorbato 80) em seguida agitou-se até dissolugéo.

4.1.2 Shampoo de cetoconazol: pesou-se 1g do shampoo e

transferiu-se para tubo de ensaio, no qual adicionou-se 9 mL de tampéao fosfato
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pH 7,2 e o inativante do conservante (polissorbato 80). Em seguida agitou-se
até dissolucdo.

4.1.3 Solugcéo nasal de fluocinolona: pipetou-se 1 mL da solucao
para tubo de ensaio e adicionou-se 9 mL de tampdo fosfato e solucéo
inativante (cisteina 0,1 %). Agitou-se o tubo para completa dissolugao.

Todas as diluicdes mae foram semeadas através de estriamento em
superficies nos meio de cultura seletivos acima citados, realizou-se o controle
negativo em todas as placas. O controle positivo foi realizado no meio Mac
Conkey com cepas de E. coli.

Incubou-se as placas em estufa por 48 horas a temperatura de 35° C de
acordo com especificagcbes da Farmacopéia Brasileira, 1988. Ap6s o tempo

decorrido da incubacé&o, observou-se o crescimento microbiano.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Para a contagem geral de microrganismos, utilizou-se o meio BHI para

pesquisa de bactérias e Agar Saubourad-dextrose para pesquisa de fungos e

leveduras, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1: contagem total de microrganismos e fungos

Shampoo Gel peréxido | Solucao
cetoconazol benzoila Fluocinolona
DILUICO | Meio BHI | Sauboura | Meio BHI | Saubour | Meio Saubour
ES (UFC) d (UFC) ad BHI ad
(UFC) (UFC) (UFC) (UFC)
10 250 1 15 2 6 2
10° 210 1 5 0 2 2
10° 150 0 2 0 2 0
10 78 0 0 0 0 0
O meio BHI é um meio ndo seletivo, nutritivo utilizado para

enriquecimento ou manutencado de bactérias *”. As placas apresentaram baixo

crescimento de colonias, ndo ultrapassando limites permitidos pela
farmacopéia brasileira, 42 ed; 1988, a qual determina limites maximo de
300/UFC de bactérias ndo patogénicas para produtos ndo estéreis. Para
pesquisa das coldnias que se desenvolveram, realizou-se o cultivo em meios
seletivos para crescimento.

Houve baixo crescimento de fungos no cultivo das amostras em meio
Saubourad, respeitando os limites estipulados pela Farmacopéia Brasileira 42;
1988, que determina limite maximo de 100/UFC por placa.

Para a pesquisa de patogenos utilizou-se meios diferenciais conforme
descrito nas tabelas abaixo:

Tabela 2: pesquisa de patdgenos no shampoo de cetoconazol

PESQUISA DE PATOGENOS SHAMPOO DE CETOCONAZOL

MEIO MAC CONKEY 5 col6nias

MEIO AGAR CETRIMIDA Auséncia de crescimento

MEIO AGAR MANITOL Auséncia de crescimento

MEIO AGAR VERDE BRILHANTE | 8 colénias

Tabela 3: pesquisa de patdgenos no gel peroxido de benzoila
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PESQUISA DE PATOGENOS GEL PEROXIDO DE BENZOILA

MEIO MAC CONKEY Auséncia de crescimento
MEIO AGAR CETRIMIDA Auséncia de crescimento
MEIO AGAR MANITOL Auséncia de crescimento
MEIO AGAR VERDE BRILHANTE | Auséncia de crescimento

Tabela 4: pesquisa de patégenos na solugdo nasal de fluocinolona
PESQUISA DE PATOGENOS SOLUQAO DE FLUOCINOLONA

MEIO MAC CONKEY Auséncia de crescimento
MEIO AGAR CETRIMIDA Auséncia de crescimento
MEIO AGAR MANITOL Auséncia de crescimento
MEIO AGAR VERDE BRILHANTE | Auséncia de crescimento

Em relacdo a pesquisa de microrganismos patogénicos a amostra do
shampoo de cetoconazol apresentou-se contaminada com Salmonella sp.
Como teste confirmatdrio realizou-se a coloracdo de gram, o qual apresentou
bacilos gram negativos.

A Salmonella sp. € um microrganismo entérico, classificado como bacilo
gram negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae. Pode sobreviver em
aguas poluidas e fezes. Portanto a transmissdo se da a partir de agua
contaminada, alimentos e demais produtos ingeridos. A principal via de
transmissdo da Salmonella é oral-fecal, por se tratar de um produto de um
produto de uso externo ndo ha riscos maiores de contaminacdes desde que o
usuario ndo apresente a pele danificada e o shampoo ndo entre em contato
com mucosas. 9

No caso da contaminacao dos produtos manipulados, a mesma pode ser
oriunda da agua utilizada no processo da manipulacdo, ou por nao haver
correta higienizacdo das maos do manipulador apés utilizacdo de sanitarios.

A infeccdo por Salmonella em humanos pode ocasionar enterite,
gastrenterite e febre. Sendo que o sinal clinico mais comum é a gastrenterite
com nausea, vomito e diarréia com ou sem febre @9,

As amostras de gel peroxido de benzoila e solugdo nasal de fluocinolona

nao apresentaram crescimento de microrganismos patogénicos, o que garante
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a qualidade do produto acabado com relagdo a manipulacdo e agua utilizada,
ndo possibilitando riscos a satude do consumidor.

CONCLUSAO

O controle da qualidade microbiologico avalia pontos criticos de
contaminagao e estabelece normas de controle, a fim de obter produtos de
excelente qualidade.

Apenas uma das amostras analisadas que foi o shampoo de cetoconazol
encontrava-se fora dos padrdes estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira, 42
ed; 1988. A amostra apresentou-se contaminada por Salmonella sp.

Devido a contaminacdo pode haver comprometimento do produto final,
como degradacdo da formulacédo, inativacdo e oxidacdo dos componentes e
até mesmo causar danos a saude do consumidor.

Pode-se determinar que as bactérias que se desenvolveram em meio
nao seletivo (BHI) provavelmente sdo provenientes do ar, ou de alguma
contaminacao cruzada. Demonstrando que o sistema conservante utilizado foi
eficiente e adequado, impedindo assim o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos e crescimento de microrganismos viaveis dentro de limites
permitidos. Além do cumprimento das boas praticas de fabricacéo
estabelecidas pela ANVISA.
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