CARMEN LUCIA ROCHA

UTILI;AQAO DA ANALISE DO PERFIL DE FRAGMENTACAO DO DNA
GENOMICO POR ELETROFORESE EM GEL DE CAMPO PULSADO P ARA
AUXILIAR NA INTERPRETACAO DO ENSAIO DE ESTERILIDADE

MESTRADO PROFISSIONAL
PPGVS/NCQS
FIOCRUZ
2008



UTILIZACAO DA ANALISE DO PERFIL DE FRAGMENTACAO DO DNA
GENOMICO POR ELETROFORESE EM GEL DE CAMPO PULSADO P ARA
AUXILIAR NA INTERPRETACAO DO ENSAIO DE ESTERILIDADE

Carmen Lucia Rocha

Mestrado Profissional
Programa de Pés-Graduacao em Vigilancia Sanitaria
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Fundacdo Oswaldo Cruz

Orientadora: Veronica Viana Vieira

Rio de Janeiro
2008



UTILI;AQAO DA ANALISE DO PERFIL DE FRAGMENTACAO DO DNA
GENOMICO POR ELETROFORESE EM GEL DE CAMPO PULSADO P ARA
AUXILIAR NA INTERPRETACAO DO ENSAIO DE ESTERILIDADE

Carmen Lucia Rocha

Dissertacdo submetida a Comissdo Examinadora composta pelo corpo
docente do Programa de Pés Graduacdo em Vigilancia Sanitaria do Instituto
Nacional De Controle de Qualidade em Saude da Fundag¢do Oswaldo Cruz, e por
professores convidados de outras instituicbes, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do grau de Mestre

Aprovada:

(UFRJ)

Prof. Dra. Lucia Martins Teixeira

(INCQS/FIOCRUZ)

Prof. Dra. Maria Helena Simdes Villas Bbas

(INCQS/FIOCRUZ)

Prof. Dra. Paola Cardarelli Leite

(INCQS/FIOCRUZ)

Orientadora: Veronica Viana Vieira

Rio de Janeiro

2008



FICHA CATALOGRAFICA

Rocha, Carmen Lucia

Utilizacdo da Analise do Perfil de Fragmeéatado DNA
Genobmico por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado p
auxiliar na Interpretacdo do Ensaio de EsterilidBdeteriana e
Fungica/ Carmen Lucia Rocha. Rio de Janeiro:
INCQS/FIOCRUZ, 2008

X1ll, 62 p., il., tab.

Dissertacao (Mestrado Profissional) - Fundacédo @snw@ruz,
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em $akdograma
de Po6s-Graduacao em Vigilancia Sanitaria, Rio deida 2008.
Orientador: Verdnica Viana Vieira

1. PFGE 2. Ensaio de esterilidade 3. Imundbicbs 4.
Controle Ambiental. |. Titulo

Use of Pulsed-Field Gel Eletrophoresis method to assist Sterility assay
interpretation



A0S meus pais
José Belem (in memaoriam)
Eduarda Esther e Ricardo



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora Verénica Viana Vieira por todo conhecimento transmitido, pelo
apoio e dedicagéo para realizacado de mais esse trabalho.

Aos colegas do SIDB, Joao, Paulo, Mariana e Caroline pelo incentivo.

Aos colegas da biblioteca do INCQS, Maria Luisa, Vinicius e Alexandre pelo
coleguismo e ajuda inestiméavel.

Ao colega Sergio Alves do Departamento de Quimica pela grande ajuda e incentivo.
A Priscila por todos os sufocos que passamos juntas.

A querida colega Vanda que fez parte desse caminho e certamente torce por mim
mesmo ausente.

Aos meus colegas do mestrado profissional pela vitria que estamos obtendo.
Aos colegas do DM gue de alguma forma me ajudaram a concluir mais essa etapa.

Aos meus queridos amigos extra trabalho pela torcida, incentivo, carinho, dedicacao
e paciéncia em ouvir meus desabafos.

A Dra. Célia Romdo chefe do Depto. de Microbiologia, pelo apoio durante a
realizacdo desse trabalho.

Aos profissionais da SECA pela boa vontade e gentileza sempre prontos a ajudar.

Vi



RESUMO

O ensaio de esterilidade € utilizado para avaliar a qualidade microbiolégica de
produtos farmacéuticos que requeiram esta caracteristica. A Farmacopéia Brasileira
recomenda a realizacdo de até trés testes para este ensaio e a caracterizagdo dos
contaminantes dos testes e do ambiente onde estes sdo realizados. Nesse estudo
utilizamos a analise do perfil de fragmentacdo do DNA gendmico por eletroforese em
gel de campo pulsado (PFGE) para avaliar 72 amostras bacterianas provenientes de
testes de esterilidade de dois imunobiolégicos (A e B) e do controle ambiental da
area limpa onde os testes séo realizados. Vinte e quatro 24 amostras de
Enterobacter cloaceae provenientes de ensaios de esterilidade de 10 lotes do
imunobiolégico A analisados no periodo de 1998 a 2007 apresentaram trés grupos
clonais a, b, c. Dois lotes foram considerados insatisfatorios segundo a interpretacéo
do ensaio de esterilidade recomendada pela Farmacopéia Brasileira. O grupo clonal
a foi encontrado na maioria dos lotes analisados e considerados satisfatorios e em
um dos lotes considerados insatisfatorios pela Farmacopéia Brasileira. A espécie E.
cloaceae nao foi isolada do controle ambiental das areas limpas onde séo realizadas
as analises. Os bastonetes Gram positivos esporulados (BGPE) analisados foram
provenientes de testes de esterilidade do imunobiolégico B e de areas limpas
identificados no periodo de 2005 a 2007. A anélise das amostras de BGPE mostrou
que apenas trés grupos clonais estavam presentes em lotes diferentes. O grupo
clonal 3 foi encontrado em dois lotes considerados insatisfatorios no ano de 2006 e o
grupo clonal 14 nos lotes 22 e 23 produzidos no ano de 2007 e considerados
satisfatorios. Apenas um grupo clonal, o 10 foi encontrado em amostras bacterianas
provenientes do imunobiolégico B e no controle ambiental. A metodologia de PFGE
mostrou ser uma ferramenta valiosa para auxiliar as interpretacdes do ensaio de
esterilidade e avaliar lotes de produtos analisados pelo INCQS/FIOCRUZ permitindo

a emissao de laudos mais seguros para respaldar as acdes de vigilancia sanitaria.
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ABSTRACT

The sterility test is applied to evaluate the microbiological quality of pharmaceutical
products. The Brazilian Pharmacopoeia recommends up to three tests for this assay
and the characterization of contaminants eventually isolated from the tests and the
environment where the assay was performed. In this study, we used pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) to evaluate 72 bacterial isolates from sterility tests of two
imunobiologicals (A and B) and from clean room environments where the tests were
carried out. Twenty four Enterobacter cloacae isolates from sterility tests of 10
batches of the immunobiological A, carried out on the period from 1998 to 2007,
showed three clonal groups a, b and c. Two batches were considered unsatisfactory
in according to interpretation of the sterility test recommended by Brazilian
Pharmacopoeia. The clonal group a was found in the majority of the analyzed
batches and one of the batch considered unsatisfactory by Brazilian Pharmacopoeia.
This bacterial species was never isolated from clean room environments where tests
are performed. Endospore-forming Gram positive rods (BGPE) were isolated from
sterility tests of the immunobiological B and from clean room environments identified
during 2005 to 2007. The analysis of the BGPE isolates showed only three clonal
groups were present in different batches. The clonal group 3 was found in two
batches considered unsatisfactory in 2006 and the clonal group 14, in the batches 22
and 23 produced in 2007 which were considered satisfactory. Only one clonal group,
10, was found in bacterial samples from immunobiological B and in clean room
environmental. The PFGE analysis seems to be a valuable tool to assist the
interpretation of sterility tests and to evaluate batches of products analyzed at
INCQS/FIOCRUZ, allowing the release of safer results to support the procedures of

the sanitary surveillance.

viii



LISTA DE ABREVIATURAS

AFLP —Amplified Fragment Length Polimorfism

Anaero — Anaerobico

ANVISA — Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BAN — Bastonete anaerobico

BGPE — Bastonete Gram positivo esporulado

BGPNE — Bastonete Gram positivo ndo esporulado

BGNN — Bastonete Gram negativo ndo fermentador da glicose
BGNF — Bastonete Gram negativo fermentador da glicose
BGP — Bastonete Gram positivo

BSA — Builting Automation Systems

CAS - caseina soja

CDC - Centers for Disease Control and Prevents

CGPN — Coco Gram positivo ndo fermentador da glicose
CGPF — Coco Gram positivo fermentador da glicose

CHEF DR III = Contour — clamped homogeneous eletric field
CT — controle do teste

CF — Controle do fluxo

DNA — Acido desoxirribonucléico

DM — Departamento de Microbiologia

EDQM — European Directore for Qualoty of Medicines & Helth Care
EDTA - Acido etileno diamino tetra acético

FDA — Food Drug Administration

FIOCRUZ — Fundagéao Oswaldo Cruz

Ft3— pé cubico

HVAC — Heating, Ventilation and Air Condition

INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
Mg - miligrama

mL — mililitro

Hg — micrograma

Mm - micrometro

MLST — Multilocus Sequence Typing



LISTA DE ABREVIATURAS

no — namero

ND — N&o determinado

Nacl — Cloreto de sodio

NP — Nao preconizado

NOTIVISA - Sistema de Notificacdo em Vigilancia Sanitaria
OMS - Organizacao Mundial de Saude

PFGE — Pulsed Field Gel Eletroforeses / eletroforese em gel submetido a campo
pulsado/alternado

PGD — Pharmacopoeial Discusion Group

POP — Procedimento Operacional Padronizado

RAPD — Random Amplification of Polimorphic DNA ( polimorfismo de DNA de
amplificagéo randomica

Ret — reteste

RFLP — Restriction Fragment Length Polimorphism

RNA — &cido ribonucléico

rpm — rotacdes por minuto

SGA - Sistema de Gerenciamento de Amostra

SIDB — Setor de identificacdo bacteriana

SLST - Single Locus Sequence Typing

SUS - Sistema Unico de Satde

T1O — Fluido tioglicolato

TSA — Tryptic Soy Agar / Agar tripticaseina soja

TBE — tampao tris borato EDTA

U — unidade

VISA - Vigilancia Sanitaria



Lista de figuras

Figura 1 — Perfis de fragmentacdo do DNA cromossomico de Enterobacter cloacae
representantes dos grupos clonais a, b, e c isolados do imunobiolégico A apds
digestdo com as enzimas de restricdo Xbal La5e Spel5a9....cccccceeveviviviiiiiinnnnnnn. 32
Figura 2. Perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico de E. cloacae
representantes do grupo clonal a isolados do imunobiolégico A apds digestdo com a
enzima de reStriCA0 XDal.........uuu i 33
Figura 3. Perfis de fragmentacdo do DNA cromossomico de representantes do grupo
clonal 3 proveniente do imunobiolégico B apos digestdo com a enzima de restricdo
1Y 1 0= | PP PR 37
Figura 4. Perfis de fragmentacdo do DNA cromossOmico dos representantes dos
grupos clonais 14, 17 e 20 provenientes do imunobioldgico B apo6s digestdo com
enzimas de restricdo Notl (1 a4) e Spel (5@ 8)..ccuveiiiiiiiiiiiiiiiiieiii e 38
Figura 5. Perfis de fragmentacdo do DNA cromossomico de representantes dos
grupos clonais 8, 9, 10,13, 15 e 16 provenientes do imunobioldgico B apds digestdo
com a enzima de reStriCA0 SPEL. ....ccceviieiiiiiie e ——————— 39
Figura 6. Perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico de representantes dos
grupos clonais 1, 4, 6, 7 e 21 provenientes do imunobiolégico B e 24, 27 e 29
isolados do controle ambiental apds digestdo com as enzimas de restricdo Smal (1
=N I = Lo § (- T TSP 40
Figura 7. Perfis de fragmentacdo do DNA cromossOmico de representantes dos
grupos clonais 8, 10, 11 e 12 provenientes do imunobiologico B e 25 isolado do

controle ambiental apds digestdo com enzima de restricao Spel...........ccoeeeeeiiiinnnnns 41

Xi



Lista de tabelas

Tabela 1. Interpretacdo da Farmacopéia Brasileira e Farmacopéias Harmonizadas
(Européia, Japonesa € AMEIICANA). ......uuuuuuuunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnannnnnnnnnnnnnnnensnnnnsnnnnsnnnnnnnnnnns 9
Tabela 2. Ocorréncia dos grupos bacterianos provenientes dos imunobioldgicos A e
B, dos outros imunobiolégicos e o total dos imunobiolégicos analisados. ................ 25
Tabela 3. Ocorréncia dos grupos bacterianos provenientes do controle ambiental ..26
Tabela 4. Namero de amostras dos imunobiolégicos A e B que foram analisadas no
INCQS/FIOCRUZ no periodo de 2005 a 2007 e resultados finais. ..............cccceeeenes 28
Tabela 5. Data do isolamento das amostras de BGPE provenientes do
imunobiolégico B e do controle ambiental nos anos de 2005 a 2007...............cc....... 29
Tabela 6. Dados referentes ao numero, lote, data, material e perfil de fragmentacéo
obtido por PFGE das amostras bacterianas provenientes do Imunobioldgico A. ...... 31
Tabela 7. Dados referentes ao niumero, data de producdo de lote, material, lote,
identificacdo, enzima utilizada para fragmentacdo do DNA e perfil de fragmentacao
das amostras bacterianas provenientes do Imunobiol0gico B............cccoeeiiiiiiiiinnnnns 35
Tabela 8. Dados referentes ao numero, ano de isolamento da amostra, origem,
material, identificacdo da enzima utilizada para fragmentacdo do DNA e perfil de

fragmentacao das amostras bacterianas provenientes do controle ambiental. ......... 42

Xii



SUMARIO

RS0 51 07X T 1
1.1 Breve histérico da relacao entre microrganismos, vigilancia sanitaria e saude
PUDBIICAL .o 1
D2 (o [=T g 1] o= Tot=To N o T= Tox (=] = o - 4
1.3 Ensaio de Esterilidade Bacteriana € FUNQICa .........cccooeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 6
1.4 Controle AmbIental .........ooooiiiiiiii 10
1.5 Tipagem MOIECUIAT .........oeeiiii ettt eeeeaeeees 13
1.6 JUSHIFICALIVA ..o 14

2. OBUIETIVOS ...ttt £ s 17
2.1 ODBJELIVO GEIAL......cciiieeieieiie et 17
2.2 ObjetiVOS ESPECITICOS. ..uuuuiiiiiiiiiieeii e e e 17

S. METODOLOGIA ..ottt s s 19
3.1 Levantamento de DadOoS.........coooviiiiiiiiiiiiieeee 19
3.2 AMOSLIas DACLEIIANAS ......coeiiieeiiiiiie e e 20
3.3 Determinacao dos Perfis de Fragmentacdo do DNA Cromossomico obtidos
pela separacéo por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)................... 21

3.3.1 Bastonetes Gram Negativos Fermentadores da glicose (BGNF).............. 21
3.3.2 Bastonetes Gram Positivos Esporulados (BGPE)..........cccoovvvviiiiiiinneeenen. 22

A, RESULTADOS ..o et et e e e e e et et e et e e et e e e e e eaan s 24
4.1. Levantamento de dadOS ...........uuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 24
4.2 Andlise dos Perfis de Fragmentacédo do DNA Cromossémico por Eletroforese
em Campo PUulSado (PFGE) .......cooiiieiiiie et 30

4.2.1 Analise do ImunobiolOgICO A .........uu e 30
4.2.2 Analise do ImunobiolOgiCO B .........ccoeeviiiiiiei e 34
4.2.3 Analise das Amostras Provenientes do Controle Ambiental ..................... 42

5. DISCUSSAD ....ouiiiieieie ettt ettt ettt s e e b s e s s ne e e e 43

B. CONCLUSOES ...ttt ettt ettt eese s e 53

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooveiteeeeeeeeeeeeeeeeees eeeeteeeee e, 55

Xiii



1. INTRODUCAO

1.1 Breve histérico da relacdo entre microrganismos , Vigilancia sanitaria e
saude publica.

A histéria mostra que muitas questdes referentes as doencas, a vigilancia
sanitaria e a saude publica estiveram relacionadas de alguma forma com o0s
microrganismos. Mesmo antes de serem descobertos, 0S microrganismos
permeavam as a¢des de saude publica. Os surtos epidémicos e endémicos, que ao
longo da histéria tantas vidas ceifaram, sempre foram motivo de preocupacdes das
autoridades, que tentavam de alguma forma minimizar seus efeitos devastadores,
buscando solucbes através de algum tipo de acdo sanitaria, que pudesse fazer
frente aos desafios enfrentados pelas sociedades de todas as épocas (ROSEN,
1994; ROZENFELD, 2000; COSTA, 2004).

Os povos antigos ja se preocupavam empiricamente com questdes de saude
publica e vigilancia sanitaria. Os cuidados com o suprimento de agua e os dejetos
datam de muito antes da era cristd. Na india, 300 a.C., existiam leis proibindo a
adulteracado de cereais, medicamentos e perfumes (ROZENFELD, 2000; COSTA,
2004). Na antiguidade classica os gregos se destacavam como grandes médicos e
tentavam entender as relacbes do homem com a natureza, dando énfase as
questdes relacionadas a higiene. Eles atribuiam a falta de satdde a desarmonia entre
0 homem e 0 meio ambiente (ROSEN, 1994).

No império romano, ha evidéncias de cidades construidas com ruas largas,
pavimentadas, com banheiros e drenagem de esgotos cobertos mostrando a
preocupacdo com a saude comunitaria. Em Roma, existia um sistema publico de
saude, hospitais publicos, controle da higiene dos alimentos, inspec¢do dos mercados
e o direito de proibir a venda de géneros estragados. Os romanos se preocupavam
com a relacédo entre pantanos e doencas e diziam que “nesses lugares encharcados,
diminutas criaturas que os olhos ndo podem ver entram no corpo através da boca e

do nariz e causam sérias doencas”. Os relatos sugerem que as doencas a que se



referiam eram a variola, a difteria, a tuberculose e as infec¢Bes estreptocécicas
(ROSEN, 1994).

Na ldade Média, aceitava-se que a peste era uma doenca “comunicavel”, isto
€ transmissivel, mas muitas dlvidas existiam quanto a origem e a natureza das
epidemias. Os médicos medievais achavam que o “elemento comunicavel” era
alguma alteracédo ou alguma “corrup¢céo” do ar. Eles diziam que a matéria organica
em decomposicdo, aguas estagnadas e putridas “corrompiam” o ar e traziam as
doencas (ROSEN, 1994). Procurava-se atraves do tratamento das &guas, da
drenagem dos esgotos e da quarentena evitar o contagio, que acreditavam que

ocorria através do ar atmosférico, dando origem a teoria do miasma.

Doencgas como a lepra, peste bubdnica, variola, difteria, sarampo, influenza,
ergotismo, tuberculose, e outras também foram identificadas na ldade Média e o
medo das pestes estava sempre presente. A idéia do contagio se fortalece e fornece
a base para o isolamento de pessoas, notificacdo de doencas “comunicaveis” e
quarentena visando o cuidado com a entrada das doencas nas cidades. Neste
periodo, comeca a nascer a pratica da vigilancia epidemioldgica considerada um
ramo da vigilancia sanitaria (ROSEN, 1994).

Em 1546, Giralamos Fracastoro, médico famoso, cientista, poeta italiano,
apresentou uma teoria da infecgcdo baseando seus estudos em doencas epidémicas.
Ele afirmou que as doencas eram causadas por diminutos agentes infecciosos,
transmissiveis e que se reproduziam por si mesmos e foram denominados de
“sementes” ou “seminaria”, que ao se instalarem alteravam os “humores corporais e
0s principios vitais do corpo”. Através de seu estudo chegou a natureza particulada
do elemento contagioso, sobre a maneira de agir das “sementes” e dizia que eram
especificas para cada doenca. Giralamos Fracastoro elaborou a primeira teoria

cientifica com alguma consisténcia sobre o contagio das doencas (ROSEN, 1994).

Na ldade Moderna, nos séculos XVI a XVIII, houve uma grande evolucdo da

ciéncia com o reconhecimento mais preciso das doencas e a aplicacdo da ciéncia na



saude da comunidade. Apesar do avanc¢o da ciéncia, as comunidades dos séculos
XVI, XVII e XVIII lidavam com as epidemias, assisténcia médica, saneamento,
suprimento de agua, quase do mesmo modo que a medieval e persistiu até o século
XIX (ROSEN, 1994).

Com o advento do microscopio no século XVI foram observadas formas de
vida microscépicas. O primeiro a observar as bactérias e outros organismos
microscopicos foi Antony van Leeuwenhoek que em 1676 descreveu as formas hoje
conhecidas como cocos, bacilos e espirilos, mas néo lhe ocorreu fazer uma conexao
entre as doencgas e 0s pequenos animais denominados por ele de “animalcula”. Ele
0S encontrou em agua de chuva, solo e excrecdes de pessoas sadias. Naquela
época muitos acreditavam na teoria da geracdo espontanea ou em germes
preexistentes ja que esses organismos diminutos eram encontrados em substancias
em decomposi¢cao tais como: leite, carne e caldo de carne. O fato desses
organismos aparecerem onde antes ndo eram encontrados levou a suposicdo da
geracdo dos “animalculas” a partir da matéria inanimada. A teoria da geracéo
espontanea representou um obstdculo a aceitagdo da teoria dos germes
preexistentes. Mesmo apds a descoberta dos microrganismos, decorreu um periodo
para se perceber a ligacdo deles com as doencas, e s6 a partir de 1850 foram
considerados causadores de enfermidades (ROSEN, 1994; TORTORA, FUNKE &
CASE, 2000).

Pasteur no final do século XIX destruiu experimentalmente o mito da geracéo
espontanea a partir do cultivo de microrganismos em meio de cultura liquido. Neste
periodo, Robert Koch introduziu em seus estudos, o meio de cultura sélido que
possibilitou o isolamento de microrganismos em cultivo puro, que permitiu o
desenvolvimento de sistemas de diferenciacdo e identificacdo destes organismos
(TORTORA, FUNKE & CASE, 2000; KONEMAN et al., 2001).

Durante os trés séculos decorridos desde que Antony Von Leeuwenhoek

observou pela primeira vez as bactérias e os protozoarios com seu microscopio



primitivo acumularam-se inimeros conhecimentos sobre os animalculos agora
conhecidos como microrganismos. Atualmente sabe-se que 0S microrganismos Sao
encontrados em todos 0s ambientes e em associagdo com organismos Vivos e que
participam de diversos ciclos biolégicos e ecoldgicos que mantém o equilibrio em
nosso meio ambiente (KONEMAN et al., 2001).

1.2 ldentificacdo bacteriana

Ha pouco mais de cem anos tornou-se necessario desenvolver sistemas
padronizados para agrupar os microrganismos. Os sistemas de classificacdo sao
baseados numa variedade de caracteristicas que permitem a comparagcdo e
identificacdo de microrganismos. Estes podem ser baseados em caracteristicas
fenotipicas e/ou filogenéticas, entretanto outras propriedades dos microrganismos
tais como: a origem, as caracteristicas ambientais e a patogenicidade podem ser
considerados como parte do processo de identificacdo e classificagdo (MURRAY et
al., 1999; HURST et al., 2002).

Os microrganismos sao identificados com finalidades praticas, como por
exemplo, a determinagcdo de um tratamento apropriado de uma infeccéo,
determinacdo de cepas produtoras de substancias de interesse industrial, controle
microbiolégico de produtos de consumo humano entre outras. A microbiologia
meédica, ramo da microbiologia que trata de patégenos humanos, tem dominado o
interesse nesta area, entretanto, dentre mais de 2.600 espécies relacionadas nas
Listas Aprovadas de Nomes Bacterianos menos de 10% das bactérias séo
patdgenos humanos (EUZEBY, 2008).

As bactérias ndo possuem caracteristicas morfoldégicas que permitem a sua
distingdo, por isso os microbiologistas desenvolveram uma variedade de métodos
que determinam as reacdes metabodlicas, determinam a composicdo quimica de
estruturas, além de outras que permitem determinar as caracteristicas fenotipicas
possibilitando desse modo agrupar e identificar os microrganismos (TORTORA,
FUNKE & CASE, 2000). O “Bergey ‘s Manual of Systematic Bacteriology” (KRIEG &



HOLT, 1984) tem sido uma referéncia amplamente utilizada para identificagao
bacteriana.

Os procedimentos convencionais para identificacdo bacteriana sdo baseados
nas caracteristicas fenotipicas tais como: reacfes bioquimicas (fermentacdo de
acucares, deteccdo quimica de subprodutos metabdlicos...), caracteristicas coloniais
e morfologia celular determinada pelo método de Gram. Embora eficazes sao
procedimentos considerados laboriosos e demorados e podem ser influenciados
pelas condi¢gbes de cultivo celular. Contrastando com as provas convencionais que
sdo dependentes de crescimento bacteriano e incluem principalmente meios de
cultura seletivos e/ou diferenciais para a determinacdo do resultado, os testes com
substratos cromogénicos de enzimas detectam enzimas pré-formadas nas bactérias
(KONEMAN et al., 2001).

A combinacdo de provas convencionais e provas enzimaticas rapidas com
substratos cromogénicos numa unica embalagem levou ao desenvolvimento de
sistemas de identificacdo comerciais compactos. Nestas embalagens também
denominadas de galeria ou cartéo, diferentes conjuntos de substratos sdo utilizados
e proporcionam resultados rapidos que permitem a identificacdo dos principais
grupos bacterianos de importancia clinica. Os sistemas compactos surgiram também
por necessidade pratica. Os cartdes requerem pouco espago para armazenamento,
apresentam reacdes quimicas de facil visualizacdo, possuem vida util longa e
controle de qualidade padronizado fornecido pelos fabricantes (KONEMAN et al.,
2001). Muitos estudos realizados em laboratorios clinicos e de pesquisa
demonstraram uma correspondéncia de aproximadamente 95% a 97% entre as
identificagcbes realizadas por sistemas compactos e 0s sistemas convencionais de
identificacdo de varios grupos de microrganismos de origem clinica. Sendo assim, 0s
sistemas compactos encontraram uma ampla aceitacdo nos laboratérios clinicos

como um meétodo confiavel para identificacdo rapida (EIGNER et al., 2005).

Estes sistemas podem ser semi-automatizados ou automatizados tais como:

API, VITEK, BIOLOG, etc. O sistema automatizado consiste num aparelho que



possui basicamente um colorimetro e um leitor/incubador que esta acoplado a um
computador, possibilitando a comparacdo dos perfis metabdlicos obtidos com os
perfis estabelecidos no banco de dados do software. O resultado da identificacao
bacteriana ocorre no maximo em 16 horas (BIO MERIEUX, 2000; 2002; 2003).

As metodologias moleculares tém sido empregadas amplamente na
identificacdo e classificacdo dos microrganismos por oferecerem maior precisdo e
reprodutibilidade, quando comparados aos méetodos baseados nas caracteristicas
fenotipicas (CLARRIDGE, 2004). Dentre estas metodologias, a analise da sequéncia
do gene 16S rRNA tem contribuido para a identificagdo bacteriana, uma vez que
este gene é conservado, universal para bactérias e uma grande quantidade de
sequéncias deste esta disponivel em banco de dados permitindo assim a
comparacao das sequéncias de cepas desconhecidas (WOESE, 1987; CLARRIDGE,
2004). A dificuldade na identificacdo de varios géneros bacterianos por metodologias
fenotipicas tem sido relatada em varios estudos que mostram a necessidade de
metodologias moleculares para conclusdo da identificacdo (BOSSHARD et. al. 2003;
BLACKWOOD et al; 2004, PATEL et. al, 2004; PETTI, POLAGE &
SCHRECKENBERGER, 2005).

1.3 Ensaio de Esterilidade Bacteriana e Fungica

O ensaio de esterilidade € um teste de seguranca bioldgico que se aplica a
insumos farmacéuticos, medicamentos e correlatos que requerem a condi¢do de
esterilidade, isto é, a auséncia de formas microbianas viaveis capazes de
reproducdo. Sendo o teste destrutivo, ndo € possivel que todas as fracdes de um
lote sejam submetidas ao ensaio. No ensaio de esterilidade, o resultado satisfatorio
indica que nao foram encontrados microrganismos na amostra examinada, 0O
resultado pode ser estendido ao restante do lote, uma vez que deve ser realizado
numa amostra representativa do produto e estatisticamente calculada para os
exames necessarios a sua liberacdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

Este ensaio visa verificar a qualidade do processo esterilizante empregado

durante a fabricacdo de produtos estéreis, bem como manipulacbes assépticas.



Segundo o sub-item 17.19.2 da RDC no. 210 (BRASIL, 2003), o ensaio de
esterilidade é considerado a ultima de uma série de medidas de controle para
garantir a esterilidade do produto, e o resultado do ensaio somente pode ser
interpretado em conjunto com os registros relativos as condicdes ambientais e a

fabricacao do lote.

A Farmacopéia Brasileira, 42. edicdo (1988), estabelece alguns critérios para
a interpretacdo do ensaio de esterilidade e considera a possibilidade de até trés
testes antes de liberar o resultado de uma amostra como satisfatoria ou
insatisfatoria. Quando ocorre crescimento microbiano no primeiro teste, o
contaminante pode n&o corresponder ao produto analisado e sO deve ser
considerado se for detectado por reteste. O reteste deve ser feito de maneira
idéntica ao teste inicial. Se ndo houver evidéncia de crescimento no reteste, a
amostra € considerada satisfatoria para o teste de esterilidade. Se houver
crescimento no primeiro reteste é recomendado que seja realizado o isolamento e
identificacdo dos contaminantes microbianos do primeiro reteste e comparado com o
do teste de esterilidade original. Se os dois contaminantes forem diferentes, deve ser

realizado um segundo reteste.

O segundo reteste deve ser feito com o dobro das unidades da amostra
utilizadas no teste inicial. Os volumes de cada unidade devem ser os mesmos
indicados para o teste inicial. Se ndo houver evidéncia de crescimento microbiano, a
amostra € considerada satisfatéria e caso haja crescimento de qualquer

microrganismo, a amostra € considerada insatisfatéria para o ensaio de esterilidade.

As recomendacdes para a interpretacdo do ensaio de esterilidade bacteriana
e fungica dadas pela Farmacopéia Brasileira, (1988) sdo as mesmas adotadas pela
Farmacopéia Européia 32. edicdo que indicam a realizacdo de até trés testes antes
da liberacdo da amostra como satisfatoria ou insatisfatoria como descrito acima
(PHARMACOPEE FRANCAISE,1991; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 1997).

Entretanto, a Farmacopéia Européia, na 32 edicio (EUROPEAN



PHARMACOPOEIA, 1999) sofreu uma alteracdo na interpretacdo do ensaio de
esterilidade e passou a recomendar a realizacdo de apenas um teste de esterilidade.

Uma das funcdes das Farmacopéias € estabelecer os requisitos de qualidade
que os medicamentos devem obrigatoriamente obedecer, incluindo todos os
componentes empregados na fabricacdo destes. De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude, existem mais de 50 Farmacopéias no mundo. Os paises que nao
possuem este Codigo Oficial pode adotar o elaborado por outro pais (ANVISA,
2007). A Farmacopéia Européia foi elaborada inicialmente pelos paises da
Comunidade Européia com o objetivo de uniformizar os requisitos de qualidade dos
medicamentos. Atualmente, a Farmacopéia Européia, criada em 1967 possui 37
paises europeus como membros efetivos e mais 22 paises incluidos como
observadores, entre eles estdo paises europeus, ndo europeus e a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) (EDMQ, 2008).

Em 1991, o PGD (Pharmacoppoeial Discussion Group) elaborou programas
de trabalho para harmonizar o conteddo das trés principais farmacopéias do mundo,
as farmacopéias da Europa, do Japédo e dos Estados Unidos (EUA) (EDQM, 2008).
O documento harmonizado também recomenda apenas a realizagdo de um teste de
esterilidade e estabelece em que situacdes o teste deve ser invalidado e um novo
teste deve ser realizado para verificar as condicoes de esterilidade de um produto. O
teste deve ser considerado invalido se preencher uma ou mais das seguintes
condicdes: a) os dados relacionados ao controle ambiental do teste de esterilidade
mostrem falha; b) uma revisdo dos procedimentos utilizados durante o teste
revelaram alguma falha; ¢) quando qualquer crescimento bacteriano for encontrado
nos controles negativos; d) a identificacdo dos microrganismos isolados no teste for
decorrente a falhas do teste e de procedimentos (EUROPEAN PHARMACOPOEIA,
1999; UNITED STATE PHARMACOPOEIA, 1999; JAPANESE PHARMACOPOEIA,
2000). Todas as farmacopéias estabelecem os cuidados que devem ser tomados
durante a realizacdo do ensaio, a necessidade da deteccdo de falhas de
procedimento no que diz respeito a técnica, aos operadores e a realizacdo do

monitoramento ambiental.



Tabela 1. Interpretacdo da Farmacopéia Brasileira e Farmacopéias Harmonizadas
(Européia, Japonesa e Americana).

Teste 1°. Reteste 2°. Reteste Interpretacao

Farmacopéia - X X Satisfatorio
Brasileira

+ - X Satisfatorio

+ + X Insatisfatorio @

+ + + Insatisfatdrio P
Farmacopéias - NP NP Satisfatorio
Harmonizadas

+ NP NP Insatisfatorio

+ crescimento bacteriano; - auséncia de crescimento bacteriano; x nao realizado; NP nao
preconizado

4 insatisfatorio se espécies iguais nos dois testes; b insatisfatorio se espécies diferentes no teste
e retestes.

O ensaio de esterilidade bacteriana e fungica apresenta algumas limitacdes
que tém sido discutidas em alguns estudos. As limitagbes séo referentes ao tamanho
da amostragem, escolha do meio de cultura, tempo e temperatura de incubacéo dos
testes e identificacdo e caracterizacdo dos microrganismos contaminantes dos testes
(PINTO, 2003; MOLDENHAUER & SUTTON, 2004; SUTTON & CUNDELL, 2004).

Com relacdo a identificacdo e caracterizacdo dos microrganismos
contaminantes dos testes de esterilidade, alguns estudos (SUTTON & CUNDELL,
2004; CUNDELL, 2006) mostram a necessidade de metodologias moleculares para
a identificacdo de alguns grupos bacterianos provenientes do controle ambiental e
de produtos farmacéuticos. A  Farmacopéia Européia (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2005) e a Farmacopéia Britanica (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2007) mencionam que as técnicas bioquimicas convencionais
sdo geralmente satisfatorias para identificagdo de microrganismos recuperados pelo
teste de esterilidade, mas indicam testes moleculares para fornecer evidéncia
inequivoca que dois isolados sdo da mesma fonte. Cundell (2006) realizou uma
revisdo sobre estratégias de identificacdo e caracterizacdo microbiana em produtos
farmacéuticos e em programas de monitoramento microbiano. Ele considera

necesséria a utilizagdo de metodologias moleculares para anélise mais efetiva das



iInvestigagcdes sobre os contaminantes de produtos e ambientes farmacéuticos, com

objetivo de identificar a origem e determinar a¢des preventivas na industria.

1.4 Controle Ambiental

Para que o ensaio de esterilidade seja valido, a qualidade do ambiente de
execucdo do teste é importante, devendo a microbiota ser bem controlada e
conhecida, a fim de evitar resultados falso-positivos. Segundo os sub-itens 17.1.5 e
18.2 da RDC no. 210 (BRASIL, 2003), os ensaios de esterilidade devem ser
realizados em areas limpas com controle ambiental, definidas em termos de
contaminacao por particulas vidveis e ndo viaveis atendendo aos niveis apropriados
de classificacdo segundo as normas vigentes, que deve ser projetada, construida e
utilizada de forma a reduzir a introducédo, a geracéo e a retencédo de contaminantes

em seu interior.

A natureza termolabil de muitos produtos farmacéuticos tem conduzido a uma
grande demanda de areas controladas (LA DUC et al., 2007). A producdo de
farmacos e biofarmacos estéreis assim como o ensaio de esterilidade devem ser
realizados em um equipamento de flluxo unidirecional vertical ISO classe 5 (classe
100) que deve ser mantido em areas limpas ISO classe 7 (classe 10.000)
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988; BRASIL, 2003).

Na natureza as fontes potenciais de contaminag¢ao sao ilimitadas sendo que
as principais para uma area limpa séo o ar, a agua, 0s operadores e 0s materiais. O
ar é microbiologicamente contaminado e considerado provavelmente como primeira
fonte e vetor da contaminacdo microbiana onde a maioria destas contaminacdes
esta associada a particulas ndo-viaveis, (HALLS, 2004a). Devido a esta condi¢do as
areas limpas requerem grandes volumes de ar condicionado, pressurizado e filtrado
por filtros de alta eficiéncia conhecidos como HEPA (High Efficiency Air Filters) ou
fitros ULPA (Ultra Low Particulate Air) que ndo sao considerados filtros
esterilizantes, mas sdo capazes de remover a grande maioria dos microrganismos.

Estes filtros apresentam uma eficiéncia de 99,9997% e 99,9998% para particulas de
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0,3 ym e 0,12 ym respectivamente. O movimento do ar filtrado possibilita a remocéo
da contaminacgéo de particulas da rea (WHITE, 1986).

Para manter a qualidade do ar da area limpa € necessario um sistema de
tratamento do ar, que é formado por um conjunto de dispositivos e equipamentos
qualificados, necessarios para manter um ambiente com variaveis sob controle. Este
sistema é denominado HVAC (Heating Ventilation Air Conditoning) e controla varios
parametros de areas limpas, tais como: filtracdo do ar insuflado, vazdo do ar
insuflado, presséo diferencial, trocas de ar, temperatura, umidade, velocidade e
direcdo do fluxo do ar, concentragdo de particulas, contencdo e extracdo de
contaminantes gerados no ambiente entre outros. O controle do ambiente é
realizado por um sistema automatizado, o BSA (Builting Automation Systems)
(WHITNEY, 2005).

Outra fonte importante de contaminacdo de areas limpas € o operador. Os
microrganismos presentes na pele, cabelos, nariz, boca dos individuos podem ser
dispersos pela respiragdo, tosse, espiro, movimentacdo e contato das méos. A
contaminacdo proveniente do operador é controlada através da utilizagcdo de
vestimentas esterilizadas e fabricadas com material apropriado e do treinamento
quanto as técnicas assépticas, os principios basicos da microbiologia, da fisiologia
microbiana, treinamento em desinfeccéo e sanitizacdo (HALLS, 2004a). Além destes
requisitos os operadores devem cumprir rigorosamente os procedimentos de limpeza
e higiene pessoal, e somente individuos saudaveis podem ter acesso a estas areas
(BRASIL, 2003; UNITED STATE PHARMACOPOEIA, 2008).

O monitoramento ambiental é fundamental para avaliar a qualidade de uma
area limpa e tem como finalidade determinar a eficacia de todos os sistemas e
processos utilizados nessas areas, tais como: a eficacia do sistema de ar (HVAC),
das condicbes assépticas durante a producdo ou o0 ensaio de esterilidade, dos
processos de limpeza e sanitizacdo, determinacdo da contagem de particulas viaveis

e ndo viaveis entre outros. O programa de monitoramento ambiental possibilita a
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identificacdo de rotas de contaminagdo permitindo a implementacdo de corregdes
para evitar contaminacdes (FDA, 2004; HALLS, 2004b).

Nas industrias farmacéuticas ha uma grande preocupacdo com a contagem
de particulas viaveis e o0 monitoramento microbioldgico € realizado para
determinacdo quantitativa e qualitativa da microbiota da &rea monitorada. A
composi¢cdo da microbiota, isto é a determinacdo dos géneros e/ou espécies de
microrganismos de uma area limpa proporciona informacdes vitais para o programa
de monitoramento ambiental, podendo indicar a rota de contaminag¢ao na producgéo

ou ensaio de esterilidade (BRASIL, 2003).

O monitoramento microbiologico deve ser realizado durante o periodo de
atividade e apdés sanitizacdo, contemplando amostras de ar, das superficies da area
limpa (bancadas, equipamentos) e dos operadores (BRASIL, 2003; USP, 2008). O
monitoramento de superficies e dos operadores pode ser realizado pelo método de
placas de contato ou por “swabs” (hastes flexiveis com material absorvente na
extremidade). O monitoramento microbioldégico do ar das areas limpas pode ser
realizado pelo método passivo ou ativo. O método ativo € realizado por sistemas
comercialmente disponiveis para quantificar as particulas viaveis que funcionam
succionando um volume de ar conhecido e impactando o mesmo sobre um meio de
cultura que é posteriormente incubado e depois analisado quanto ao crescimento
microbiano (FDA, 2004). O método passivo é uma amostragem feita através da
exposicao de placas contendo meio de cultura, por tempo determinado. Ambos os
meétodos possuem limitacdes relacionadas a recuperagcdo dos microrganismos,
acuracia e precisdo e podem ser considerados meétodos qualitativos que
proporcionam informacdes sobre o estado relativo do controle de uma area verso o
conteado microbiano absoluto (ANDON, 2006). A Farmacopéia Americana néao
recomenda 0 método passivo para avaliar qualitativamente a contaminacao
microbiana em ambientes criticos e existem estudos que mostram que a precisédo da
contagem de particulas utilizando o método ativo € superior ao passivo (ANDON,
2006; UNITED STATE PHARMACOPOEIA, 2008). Apesar disto, agéncias
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regulatérias da Europa e o FDA citam a utilizacdo do método passivo como opcional
e este é amplamente usado na Europa (FDA, 2004; HALLS, 2004b).

Varias fontes oficiais sugerem frequéncias minimas e limites maximos para
varios tipos de monitoramento. A escolha dos limites a serem adotados depende dos
requisitos regulatérios que o produto deve atender. No Brasil a legislacdo regulatoria
vigente é a RDC no. 210 (BRASIL, 2003).

1.5 Tipagem Molecular

Métodos de genotipagem sdo atualmente reconhecidos como os métodos
mais precisos para a tipagem de microrganismos (TENOVER et al., 1995). Esses
meétodos, por analisarem diretamente o material genético dos microrganismos,
apresentam melhor poder discriminatério, isto é, habilidade de diferenciar entre
amostras bacterianas nao relacionadas epidemiologicamente, do que os métodos
fenotipicos (TENOVER, ARBEIT & GOERING, 1997; SINGH et al., 2006). Estes
métodos podem detectar amostras bacterianas geneticamente relacionadas,
indistinguiveis uma das outras por métodos de caracterizacdo genética também
denominadas como clones, que presumem-se serem derivados de um precursor
comum (TENOVER et al., 1995). Sendo assim, é possivel avaliar a disseminacao de
um determinado isolado. Esses métodos incluem, ribotipagem, AP-PCR (“Arbitrarity
Primed PCR”), AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorfism”), MLST (“Multilocus
Sequence Typing”), SLST (“Single Locus Sequence Typing”), andlise dos perfis de
fragmentacdo do DNA cromossomico por eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE) entre outros (SINGH et al., 2006; SOLL, PUJOL & LOCKHART, 2007).

A andlise dos perfis de fragmentagdo do DNA cromossémico por PFGE foi
uma metodologia desenvolvida por Schwartz e colaboradores (1983) a partir de uma
variacdo da eletroforese convencional e permite a analise direta do DNA
cromossOmico. Essa técnica possibilita a separacao efetiva de grandes fragmentos
de DNA gerados apoOs digestdo do cromossomo bacteriano com enzimas de
restricio que clivam o cromossoma menos frequentemente. Neste tipo de

eletroforese sdo utilizados campos elétricos alternados onde as moléculas de DNA
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sdo forcadas a mudarem continuamente de diregcdo, num angulo de 120°. A
separacdo é baseada na diferenca de tempos de reorientacdo das moléculas e
alcanca grande eficiéncia na separacéo de fragmentos grandes de DNA (SING et al.,
2006). Os fragmentos obtidos originam um numero relativamente pequeno de
bandas no gel que facilitam a interpretacdo do mesmo e permitem a comparacao
dos genomas bacterianos em questdo (TENOVER, ARBEIT & GOERING, 1997).

A analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico por PFGE tem
sido amplamente utilizada em investigagbes de suspeitas de surtos e epidemias de
infeccbes e € uma das metodologias recomendadas por Cundell (2006) para
determinar relacionamento clonal e a origem dos contaminantes bacterianos de
testes de esterilidade e do monitoramento ambiental. Apesar desta metodologia ter
sido recomendada, ndo ha relatos na literatura sobre a utilizacdo desta nos ensaios
de esterilidade ou em orientagbes de Vigilancia Sanitdria. Sendo assim, neste
estudo sera empregada analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico
por PFGE para avaliar alguns tipos de contaminantes oriundos de testes e retestes
de produtos submetidos ao ensaio de esterilidade e do controle ambiental com

intuito de auxiliar a interpretacéo deste ensaio.

1.6 Justificativa

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) é a
unidade técnico-cientifica da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) com atuacao
direta em Vigilancia Sanitaria. E referéncia nacional para as questdes analitico-
laboratoriais relativas ao controle da qualidade de Alimentos; Medicamentos; Soros e
Vacinas, Saneantes domissanitarios; Conjuntos, reagentes e insumos diagnosticos;
Cosméticos; Artigos e insumos de saude, Artigos e insumos para dialise; Sangue e
Hemoderivados; ambientes; e servicos, no contexto do Sistema Unico de Salde
(SUS) constituindo-se num dos alicerces do Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Estabelece e executa programas de analise para o controle de qualidade
em parceria com os servigos de vigilancias sanitarias federal, estadual e municipal.
Executa acOes analitico-laboratoriais previstas na legislacdo sanitaria ou por

demanda de 6rgéos do SUS, em suporte aos programas oficiais de saude.
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O desenvolvimento da pesquisa aplicada buscando novas tecnologias para
analise é respaldado em diferentes legislacfes. A lei 8080 em seu capitulo | que
trata dos Objetivos e Atribuicdes, no artigo 6, inciso X menciona a importancia de
buscar o desenvolvimento cientifico e tecnolégico e no capitulo IV da mesma lei que
trata da Competéncia e das Atribuicdes na Secao | das Atribuicdes Comuns, no art.
15, inciso XIX, a importancia de realizar pesquisa e estudos na area da saude (
BRASIL, 1990). Esta questdo também é corroborada na Constituicdo Federal, no
artigo 200 inciso |, que cita o controle e fiscalizacdo de procedimentos, produtos e
substancias de interesse para a saude, e no inciso V, a atuagdo e desenvolvimento
cientifico e tecnologico (BRASIL,1988). O INCQS fazendo parte da rede de
laboratorios de saude publica, participando das acbes como 6rgédo de referéncia
nacional para as questfes “normativas” e tecnoldgicas de controle de qualidade de
insumos, produtos e servicos tem que estar a frente tentando sempre dar as
respostas nas demandas nacionais sempre que essas se apresentarem investindo

nas tecnologias de ponta no que diz respeito a sua area de atuacao.

O Setor de Identificacao Bacteriana (SIDB) do Departamento de Microbiologia
(DM / INCQS/ FIOCRUZ tem entre as atividades a identificacdo de bactérias
contaminantes de diversos produtos, provenientes de diferentes Programas
desenvolvidos pelo Instituto, que sdo submetidos ao Ensaio de Esterilidade
Bacteriana e Fungica e de bactérias contaminantes ambientais oriundas do controle
de testes e das areas limpas onde o ensaio é realizado, e também auxiliar os
Servigos de Vigilancias Sanitarias (VISAS) nas ac0es cabiveis frente a situagcdes que
possam trazer risco ou dano para saude de pessoas expostas a algum produto com
contaminacdo microbiana em que haja necessidade da identificagdo de bactérias

presentes nesses materiais.

A utilizacdo da analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico por
PFGE, para avaliar os contaminantes oriundos de testes e retestes de produtos
submetidos ao ensaio de esterilidade bacteriana e fungica encaminhados ao Setor

de Identificacdo Bacteriana, tera o intuito de auxiliar a interpretacéo deste ensaio e
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avaliar lotes de produtos analisados pelo INCQS/FIOCRUZ permitindo a liberacdo de
laudos com mais seguranca para respaldar as acdes da Vigilancia Sanitaria.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar o relacionamento genético de amostras bacterianas provenientes
de testes e retestes de dois imunobiol6gicos submetidos ao ensaio de esterilidade e
do controle ambiental empregando a andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA
gendmico por PFGE com intuito de respaldar e/ou fornecer subsidios adicionais a
interpretacdo do ensaio de esterilidade e também de avaliar lotes de produtos
analisados pelo INCQS/FIOCRUZ.

2.2 Objetivos Especificos

- Realizar um levantamento de dados para determinar a ocorréncia dos grupos
bacterianos provenientes de testes e retestes dos imunobiolégicos analisados no
periodo de 2005 a 2007 no INCQS/FIOCRUZ.

- Realizar um levantamento de dados para determinar a ocorréncia de bastonetes
Gram positivos esporulados (BGPE) provenientes de placas do controle ambiental
realizado no periodo de 2005 a 2007 no INCQS/FIOCRUZ.

- Realizar um levantamento de dados para determinar a ocorréncia de BGPE
provenientes de testes e retestes do imunobiolégico B e do controle ambiental do
periodo de 2005 a 2007 correlacionando com a data da realizacao do teste.

- Realizar a analise dos perfis de fragmentacdo do DNA gendmico por PFGE de
amostras de Enterobacter cloacae identificadas desde o periodo de 1998
pertencentes a colecédo do SIDB e de BGPE contaminantes de testes e retestes de

esterilidade do imunobiolégicos A e B respectivamente.
- Realizar a analise dos perfis de fragmentacdo do DNA gendmico por PFGE para

amostras de BGPE contaminantes de placas do controle ambiental de areas limpas

onde o0s testes e retestes sao realizados.
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- Determinar o relacionamento das amostras bacterianas provenientes de testes e
retestes utilizando os perfis eletroforéticos obtidos pela metodologia de PFGE e

correlacionar com os resultados dos testes e/ou retestes.
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3. METODOLOGIA

3.1 Levantamento de Dados

Neste estudo foram realizados levantamentos de dados a partir das
informacdes presentes nos cadernos de registro de entrada e saida de materiais e
no caderno de andlise dos isolados bacterianos do SIDB referentes ao periodo de
2005 a 2007. De acordo com as normas da garantia da qualidade, seguidas pelo
INCQS, todas as analises e dados referentes a estas devem ser devidamente

registrados em cadernos. Os dados obtidos foram organizados em tabelas.

Apenas o0s imunobiolégicos do Programa Nacional de Imunizacdo do
Ministério da Saude (soros hiperimunes, vacinas e diluentes das vacinas) foram
incluidos neste estudo. O levantamento referente a essas andlises proporcionou a
determinacdo da ocorréncia dos grupos bacterianos de acordo com a origem do
material em que foram isolados. No SIDB, bactérias sdo isoladas e identificadas a
partir de tubos contendo meio de cultura com crescimento microbiano provenientes
dos ensaios de esterilidade de diferentes produtos farmacéuticos, devido a
problemas técnicos, ambientais ou do proprio produto e a partir de placas
contaminadas provenientes dos fluxos laminares e é&reas limpas referentes ao
controle ambiental e ao controle dos testes de esterilidade onde sé&o realizados os
ensaios. As bactérias identificadas foram agrupadas de acordo com a morfologia
celular, caracteristicas morfotintoriais (coloracdo de Gram) e capacidade de
fermentar a glicose, como: bastonetes Gram positivos esporulados (BGPE),
bastonetes Gram positivos ndo esporulados (BGPNE), cocos Gram positivos nao
fermentadores da glicose (CGPN), cocos Gram positivos fermentadores da glicose
(CGPF), bastonetes Gram negativos nao fermentadores da glicose (BGNN),
bastonetes Gram Negativos fermentadores da glicose (BGNF), bastonetes

anaerobicos (BAN).

Outro levantamento realizado foi a ocorréncia de BGPE isolados a partir de
ensaios de esterilidade do imunobiolégico B e do controle ambiental relacionando as
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datas de realizacdo deste teste visando determinar possiveis fontes de

contaminag¢do ambiental do imunobioldgico B.

O Sistema de Gerenciamento de Amostras (SGA), um programa que acessa
um banco de dados de registro de amostras analisadas no INCQS/FIOCRUZ
também foi utilizado para verificar dados relacionados ao nimero de amostras
analisadas pelo INCQS no periodo de 2005 a 2007 referentes aos dois

imunobiolégicos (A e B) avaliados neste estudo.

3.2 Amostras bacterianas

As amostras bacterianas foram isoladas a partir de tubos contendo os meios
de cultura provenientes de teste e/ou reteste(s) de produtos submetidos ao ensaio
de esterilidade ou a partir de placas relativas ao controle ambiental e ao controle dos
testes que apresentaram crescimento microbiano. O controle ambiental foi realizado

pelo método de amostragem passiva do ar.

O isolamento e a identificacdo das amostras bacterianas foram realizados
segundo os procedimentos operacionais padronizados (POP) do INCQS (MANUAL
DA QUALIDADE, 2005; 2006a; 2006b). A identificacdo foi realizada utilizando
metodologias convencionais e sistemas de identificacdo semi-automatizado (API
bioMérieux) e automatizado (VITEK 32  bioMerieux). As cepas isoladas e
identificadas recebiam uma numeracdo exclusiva no Setor de Identificacao

Bacteriana (SIDB) e esta foi utilizada neste trabalho.

Foram incluidas neste estudo 72 amostras bacterianas. Deste total, vinte e
quatro eram amostras de Enterobacter cloacae provenientes de testes e/ou retestes
do imunobiolégico A do periodo de 1998 a 2007 e quarenta e oito eram BGPE.
Sendo que do total de BGPE, 36 foram provenientes de testes e/ou retestes do
imunobiolégico B do periodo de 2005 a 2007 e 12 eram do controle ambiental das
areas limpas, do fluxo e do controle de teste de esterilidade do periodo de 2005 a
outubro de 2007. Estas amostras bacterianas foram identificadas com a numeracgéo

do SIDB acrescidas da letra A para as relacionadas ao imunobioldgico A, da letra B
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para o imunobiolégico B, da letra C para os fluxos laminares (area classe 100) e a
letra D para a sala limpa (area classe 10.000).

3.3 Determinacéo dos Perfis de Fragmentacdo do DNA  Cromossémico obtidos

pela separacéo por Eletroforese em Gel de Campo Pul  sado (PFGE)

3.3.1 Bastonetes Gram Negativos Fermentadores da gl  icose (BGNF)

O DNA cromossomico das amostras bacterianas de Enterobacter cloaceae foi
preparado pela técnica de lise “in situ”, em blocos de agarose segundo o0s
procedimentos de Teixeira e colaboradores (1997) e Cipriano e colaboradores
(2007). Em resumo, as amostras bacterianas foram cultivadas em placas contendo
agar BHI (brain heart infusion) e incubadas por 18 a 24 horas a 37°C. Em seguida 2
a 3 colbnias foram repicadas para caldo BHI e incubadas a 37°C até a obtencéo de
crescimento bacteriano com turvacao correspondente ao padrdo 2 da escala de
McFarland. Uma aliquota de 2 mL daquele crescimento bacteriano foi centrifugada a
3000 g por 10 minutos (epperdorf modelo 5415 C). As células obtidas apos
centrifugacéo foram ressuspensas em 250 pL de salina estéril e posteriormente foi
adicionado um volume de 250 pL de agarose (low melting, NuSieve, BMA) a 2% em
salina 0,85% estéril a 50° C. A mistura foi homogeneizada e distribuida em moldes,
solidificada a 4°C por aproximadamente 15 minutos. Os blocos foram entéo
transferidos para tubos contendo 1,5 mL de solucdo de lise (NaCl 1M; TRIS-HCI
6mM pH 7,6; EDTA 100mM pH 8,0; BRIJ-58 0,5%; desoxicolato 0,2%; sarcosina
0,5% e lisozima 1mg/mL) e incubados a 37°C por 24 horas. Em seguida, o tampé&o
de lise foi substituido por 1,5 mL de tampdo ESP (EDTA 0,5 M pH 8,0; sarcosina
1%) contendo 0,1 mg/ml de proteinase K (Sigma) e os blocos incubados a 50°C por
24 horas. Em seguida, o tampao ESP foi substituido por 4 mL de tampéao TE (TRIS-
HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 0,1 mM pH 8,0) e os blocos foram lavados por dez vezes.

Para obtencdo dos fragmentos de DNA, 2 blocos contendo o DNA purificado
foram incubados com 15 U da enzima de restricdo Xbal (Promega) e Spel (15U -
Invitrogen) e diluida no tampao especifico segundo as instru¢cdes do fabricante a

37°C durante 24h. Os blocos foram fundidos a 68-70°C e aplicados no gel de
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agarose (NA, Amersham) a 1,1 % preparado em tampao TBE (TRIS 44,5 mM; acido
bérico 44,5 mM; EDTA 1mM pH final 8,3). Um padrdo contendo fragmentos de DNA
com pesos moleculares conhecidos também foi aplicado em um dos orificios do gel
para a avaliacdo do tamanho dos fragmentos de DNA. Os fragmentos de DNA foram
separados em um sistema de eletroforese de campo pulsado, CHEF-DR Il (Bio-Rad,
Richmond, USA), utilizando os seguintes parametros: pulso inicial de 5 segundos,
pulso final de 35 segundos, gradiente de voltagem de 6V/cm, temperatura de 13 °C,

tempo de corrida de 25 horas.

Apbs a eletroforese os géis foram corados em solugcédo de brometo de etidio
(0,5mg/ml) por 15 minutos, descorados por 30 minutos, observados e fotografados

no Image Master VDS (Pharmacia Biotech).

A andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico separados em
gel de agarose por eletroforese de campo pulsado foi realizada por inspec¢ao visual.
Os perfis obtidos foram comparados com o perfil obtido pela amostra bacteriana
A2477, pois é correspondente ao primeiro lote do Imunobiolégico A que apresentou
Enterobacter cloacae no teste de esterilidade. As interpretacfes foram realizadas de

acordo com as recomendacgdes de Tenover e colaboradores (1995).

3.3.2 Bastonetes Gram Positivos Esporulados (BGPE)

A preparacédo do DNA dos BGPE foi realizada conforme descrito no item
anterior com as seguintes modificacdes. As células bacterianas utilizadas para
obtencdo da suspensdo bacteriana com turvacdo correspondente ao padréo 2 da
escala de McFarland foram provenientes de culturas bacterianas obtidas a partir de
placas de TSA (tripticase soy agar) incubadas por 18 a 24 horas a 30°C. Apos a
centrifugacéo as células foram resuspensas em 250 puL de tampéo PIV (NaCl 1M;
TRIS-HCI 10 mM; pH 7,6) estéril e posteriormente foi adicionado um volume de 250
puL de agarose (low melting, NuSieve, BMA) a 2% preparado no mesmo tampao a
50°C. Ao tampao de lise foi adicionada a enzima lisostafina (concentracdo 1,5
pl/amostra) e para obtencdo dos fragmentos de DNA, foram testadas trés enzimas
de restricdo Smal (15U - PROMEGA), Spel (15U - Invitrogen) e Notl (10U -
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Invirogen) utilizando a temperatura para incubacdo conforme as instrucdes do
fabricante por 24 horas. A eletroforese de campo pulsado foi realizada utilizando-se
0S seguintes parametros: para a fragmentagcdo com a enzima Notl e Spel, pulso
inicial de 5 segundos, pulso final de 25 segundos, gradiente de voltagem de 6V/cm,
temperatura de 13 °C, tempo de corrida de 25 horas e com a enzima Smal, pulso
inicial de 5 segundos, pulso final de 30 segundos, gradiente de voltagem de 6V/cm,

temperatura de 13 °C, tempo de corrida de 24 horas.
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4. RESULTADOS

4.1. Levantamento de dados

Os dados referentes as identificacdes bacterianas permitiram verificar a
distribuicdo da ocorréncia dos grupos bacterianos de acordo com a origem (Tabela
2). Os imunobioldgicos A e B foram selecionados para um estudo mais aprofundado
uma vez que havia grupos bacterianos ocorrendo numa freqiiéncia maior. No
levantamento realizado foi observado que o0s bastonetes Gram negativos
fermentadores e ndo fermentadores da glicose raramente ocorreram em testes e
retestes de imunobiolégicos com exce¢do do imunobiolégico A. Para o
imunobiolégico B foi observado que os bastonetes Gram positivos esporulados
ocorreram em testes e retestes com uma frequiéncia maior principalmente nos anos
de 2006 e 2007 (Tabela 2).
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Tabela 2. Ocorréncia dos grupos bacterianos provenientes dos imunobiolégicos A e B, dos outros
imunobiolégicos e o total dos imunobioldgicos analisados.

Outros Imunobiologico Imunobiologico Total dos
GRUPOS? Imunobioldgicos A B Imunobioldgicos
BACTERIANOS
2005 2006 2007 2005 2006 2007 2005 2006 2007 2005 2006 2007
BGPE 6 9 9 22 22 2(2) 3(3)° 22(14) 11(10) 11 33 22
BGPNE 1 1 0 0 0 0 0 2(2) 5(5) 1 3 5
CGPN 2 1 0 1(1) 0 0 0 2(2) 2(2) 3 3 2
CGPF 1 0 0 0 0 0 22) 2(2) 1(1)0 3 2 1
BGNN 0 0 0 0 1(1) 6(5) 0 1(1) 0 0 2 6
BGNF 0 0 0 0 0 2(2) 0 0 0 0 0 2
BAN 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1
BGNI 0 1 0 0 0 1(1) 0 0 0 0 1 1
TOTAL 11 12 10 3(3) 3(3) 11(9) 5(5) 29(21) 19(18) 19 44 40

a BGPE - bastonetes Gram positivos esporulados, BGPNE - bastonetes Gram positivos ndo esporulados, CGPN - cocos Gram
posi-

tivos ndo fermentadores da glicose, CGPF - cocos Gram positivos fermentadores da glicose, BGNN - bastonetes Gram
negativos ndo

fermentadores da glicose, BGNF - bastonetes Gram negativos fermentadores da glicose, BAN — bastonetes anaerébicos, BGNI
- bastonetes Gram negativos cujo teste de fermentagéo da glicose néo foi realizado.

b () nimero de lotes, alguns lotes foram submetidos a retestes.
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Tabela 3. Ocorréncia dos grupos bacterianos provenientes do controle ambiental

Grupos @ 2005 2006 2007 TOTAL
bacterianos

Sala Fluxo Fluxo Sala Fluxo Fluxo Sala Fluxo Fluxo

(CT)P (CA) ¢ (CT) (CA) (CT) (CA)

BGPE 0 2 0 5 1 3 1 1 4 17
BGPNE 4 4 0 8 5 1 4 4 0 30
CGPN 13 2 4 6 11 1 5 5 7 54
CGPF 5 2 2 2 0 1 0 22
BGNN 0 2 0 2 0 0 0 0 04
BGNF 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 22 15 6 23 22 7 10 11 11 127

BGPE - bastonetes Gram positivos esporulados, BGPNE - bastonetes Gram positivos ndo esporulados, CGPN - cocos Gram
positivos ndo fermentadores da glicose, CGPF - cocos Gram positivos fermentadores da glicose, BGNN - bastonetes Gram
negativos ndo

fermentadores da glicose, BGNF - bastonetes Gram negativos fermentadores da glicose.

b CT Controle de teste

¢ CA Controle ambiental

4 Os grupos bacterianos predominantes est&o em negrito.
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Com relacdo aos dados referentes ao controle ambiental das éareas
limpas e dos fluxos onde os testes sdo realizados e do controle de testes
(controle realizado no decorrer dos testes de esterilidade) foi observada
principalmente, a ocorréncia dos bastonetes Gram positivos esporulados e néao
esporulados, e dos cocos Gram positivos fermentadores e nao fermentadores
da glicose. Os bastonetes Gram negativos raramente ocorreram neste ambiente
(Tabela 3).

O levantamento do nimero de imunobiolégicos A e B analisados pelo
INCQS/FIOCRUZ e submetidos ao ensaio de esterilidade bacteriana e fangica
nos anos de 2005 a 2007 esta apresentado na tabela 4. Estes dados mostraram
que uma pequena porcentagem dos lotes analisados apresentou resultado
insatisfatorio. No ano 2006 apenas 1,47% e 0,85% dos lotes dos
imunobiolégicos A e B, respectivamente. Nos anos de 2005 e 2007 todos os

lotes dos imunobioldgicos A e B tiveram laudos satisfatorios.

Dos lotes do imunobiolégico A submetidos ao ensaio de esterilidade,
alguns apresentaram contaminagao nos seus respectivos testes e retestes. Nos
anos estudados, 2005, 2006 e 2007 foram submetidas a reteste, 3 (2,08%), 3
(4,41%) e 9 (10,46%) lotes do imunobioldgico A, respectivamente, entretanto
apenas um destes lotes, em 2006, apresentou contaminacdo no reteste e foi
considerado insatisfatério de acordo com os critérios de interpretacdo da
Farmacopéia Brasileira (1988). Para o imunobiol6gico B observamos que o
namero de lotes que apresentaram contaminacao no teste foi maior do que os
valores encontrados para o imunobioldgico A. O namero de amostras que
apresentou contaminagao no teste sendo realizado o reteste foi de 5 (2,96%),
21 (8,97%) e 18 (7,79%) nos anos de 2005, 2006 e 2007 respectivamente.
Apenas dois desses, em 2006, apresentaram contaminacao no reteste e foram
considerados insatisfatérios pelo teste de esterilidade segundo os critérios de
interpretacdo da Farmacopéia Brasileira (1988). Em 2007, um lote (lote B21)
teve o teste e o reteste contaminados, mas a analise ndo pode ser concluida
(Tabela 4).
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Tabela 4. Niamero de amostras dos imunobiologicos A e B que foram
analisadas no INCQS/FIOCRUZ no periodo de 2005 a 2007 e resultados finais.

Resultados IMUNOBIOLOGICO A IMUNOBIOLOGICO B

2005 2006 2007 2005 2006 2007
No. de amostras

INSATISFATORIA - 1 - - 2 -
SATISFATORIA 144 67 84 169 232 230
NAO SE APLICA - - - - - 1
CANCELADA - - 2 - - -
TOTAL 144 68 86 169 234 231

A andlise dos dados relacionados aos BGPE provenientes de testes e
retestes do imunobiolégico B e do controle ambiental mostrou que nos anos de
2005 e 2007, na data da realizagc&o dos testes que apresentaram contaminacao
por estes microrganismos, nao houve contaminacdo de placas do controle
ambiental. No ano de 2006 houve contaminacao da placa do controle ambiental
(sala) e no teste da amostra 3406 no dia 12 de maio. No ano de 2007 houve
contaminacdo de um teste por BGPE sendo que uma respectiva placa
contaminou com BGPNE (Tabela 5).
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Tabela 5. Data do isolamento das amostras de BGPE provenientes do
imunobiolégico B e do controle ambiental nos anos de 2005 a 2007.

2005 2006 2007
Amostra  Controle 2 Amostra Controle Amostra Controle
Ambiental Ambiental Ambiental
Janeiro - - - - - 190 — 3501
23 - 3504 -
Fevereiro - 24 — 3301 - - - -
Marco - - - - 28 - 3551 -
Abril - - 17 -3400 e - - -
3399
19 - 3552
Maio 04 — 3404 - -
- - - 05 - 3401
- 10-3540 e
11 - 3405 3541 15-BX°®
12 — 3406 12 - 3408 A - 18 - BX
Junho 01 - 3325 - - 09 - 3411 - -
26 — 3417 -
Julho 04 — 3420 -
- 11 - 3428 - - -
14 - 3338 21 - 3423
28 — 3434 -
Agosto - 04 - 3435 -
15 - 3344 - - 10 - 3546
11 - 3439 A, 14 — 3547 e -
3439 Be 3568 -
3441 - 21 - 3548
30 - 3452 -
3458
3462G
3462P
Setembro 12 - 3456 - 17 - 3550 -
- - 3457 23 - 3560 -
3461 24 — 3549 -
28 - 3476 -
3477
Outubro - - - 03 - 3479 -
27 — 3467e - 08 — 3566
3468
Novembro - - 07 - 3492 - -
- 13 - 3541
30 - 3480
Dezembro 05 - 3370 - - - - -

aControle do fluxo, de teste e de sala

b Algarismo referente ao dia de realizagdo do teste.
¢ BX- Amostra bacteriana néo estocada
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4.2 Analise dos Perfis de Fragmentacdo do DNA Cromo ssbGmico por
Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE)

4.2.1 Andlise do Imunobiolégico A

Um total de 24 amostras bacterianas de Enterobacter cloacae
provenientes do imunobioldgico A foram submetidas a analise dos perfis de
fragmentacdo do DNA cromossOmico utilizando a enzima de restricao Xbal,
sendo que nesta analise foram verificados trés perfis de fragmentacao
denominados de grupos clonais a, b e ¢ de acordo com a comparacao do perfil
da amostra A2477, primeiro lote que apresentou contaminacao pertencente a
colecéo do SIDB. Das 24 amostras bacterianas de E. cloacae, 18 apresentaram
perfis de fragmentacdo com até 3 bandas de diferenca e foram consideradas
como pertencentes ao grupo clonal a, 4 amostras que apresentaram perfis com
mais de seis bandas de diferenga foram caracterizados como grupo clonal b, e
o grupo clonal ¢ compreendeu 2 amostras que apresentaram perfis de

fragmentacdo com 5 bandas de diferenca (Tabela 6 e Figuras 1 e 2).

O grupo clonal a mostrou 9 perfis de fragmentacdo denominados al, a2,
a3, a4, ab, a6, a7, a8 e a9. O perfil eletroforético al é o padrao representado
pela amostra A2477. O perfil de fragmentacéo a2 foi composto por 5 amostras,
A2799, A2802, A2803, A2806 e A2798 e o perfil de fragmentacdo a3 por 1
amostra bacteriana, A2800, o perfil de fragmentacdo a4 por 2 amostras
bacterianas, A2794 e A2797. As amostras A2796, A2989, A642 e A643
pertencem ao perfil de fragmentacdo a5 e a amostra A2801 ao perfil de
fragmentacdo a6. Os perfis de fragmentacdo a7 e a8 foram compostos pelas
amostras A641 e A3014, respectivamente, enquanto o perfil de fragmentacao
a9 pelas amostras A3526 e A3527 (Tabela 6, Figura 2). O grupo clonal b
também apresentou mais de um perfil, bl (amostra A2544) e b2 (A2551, A2555
e A2804). O grupo clonal ¢ pelas amostras A2795 e A2805 (Tabela 6, Figura 1).
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Tabela 6. Dados referentes ao numero, lote, data, material e perfil de
fragmentacdo obtido por PFGE das amostras bacterianas provenientes do
Imunobiologico A.

Numero Lote Data de produgao Material® Perfil de
do lote (més/ano) Fragmentagéo
A2477 A001 09/1998 CAS A (TESTE) al
A2544 A002 03/1999 TIO (TESTE) b1
A2551 A002 03/1999 CAS A (TESTE) b2
A2555 A002 03/1999 CAS B (1°RETESTE) b2
A2799 A003 09/2000 CAS (TESTE) az2
A2800 A003 09/2000 TIO A (TESTE) as
A2804 A003 09/2000 TIO B (TESTE) b2
A2802 A004 10/2000 CAS (TESTE) az2
A2803 A004 10/2000 TIO (TESTE) az2
A2794 A005 11/2000 CAS (TESTE) a4
A2795 A005 11/2000 CAS A (1°RETESTE) C
A2796 A005 11/2000 CAS B (1°RETESTE) as
A2797 A005 11/2000 TIO A (1°RETESTE) a4
A2805 A006 11/2000 CAS A (TESTE) c
A2806 A006 11/2000 CAS B (TESTE) a?z
A2801 A006 11/2000 TIO B (TESTE) a6
A2798 A006 11/2000 TIO A (TESTE) az2
A2989 A007 06/2002 CAS 1 (TESTE) as
Ab641 A008 06/2002 CAS 1 (TESTE) a7
A642 A008 06/2002 CAS 2 (TESTE) as
A643 A008 06/2002 TIO 1 (TESTE) as
A3014 A009 09/2002 CAS 2 (TESTE) as
A3526 A010 02/2007 CAS (TESTE) a9
A3527 A010 02/2007 TIO (TESTE) ao

@ Meios de cultura que sdo utilizados para a regizalo teste de esterilidade: CAS, caldo caseil@; T
meio de cultura tioglicolato.
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Figura 1 — Perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico de Enterobacter cloacae representantes
dos grupos clonais a, b, e ¢ isolados do imunobiolégico A apds digestdo com as enzimas de
restricdo Xbal 1 a5 e Spel 5a9.

PM — peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs); 1 - A2477 (al), 2 —
A2544 (bl), 3 — A2804 (b2), 4 — A2800 (a3), 5 — A2795 (c), 6 — A2477 (al), 7 — A2544 (bl), 8 —
A2800 (a3), 9 — A2795 (c).
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Figura 2. Perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico de E. cloacae representantes do grupo
clonal a isolados do imunobioldgico A apds digestao com a enzima de restricao Xbal.

PM — peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs); 1 — A2477 (al), 2 —
A2799 (a2), 3 — A2794 (ad), 4 — A2797 (a4), 5 — A2801 (a6), 6 — A641 (a7), 7 — A3014 (a8), 8 -

A3526 (a9).
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As 24 amostras de E. cloacae pertenciam a dez lotes do imunobiolégico
A, sendo que apenas os lotes A002 e A005 foram considerados insatisfatorios,
pois O reteste apresentou como contaminante a mesma espécie bacteriana.
Cinco lotes apresentaram mais de um perfil de fragmentacao e/ou grupo clonal,
entre eles o A002, A003, A005, AOO6 e A008. Os dados mostram que o perfil de
fragmentacdo a5 detectado no lote AOO5, que foi considerado insatisfatorio,
também foi encontrado nos lotes A0O07 e A008 que foram considerados
satisfatorios uma vez que néo foi observado crescimento bacteriano no reteste
realizado. O perfil de fragmentacdo b2 encontrado no lote A0OO2 considerado
insatisfatorio também foi encontrado no lote AOO3 considerado satisfatorio. O

grupo clonal a foi encontrado amplamente distribuido pelos lotes analisados.

Apés a andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico
utiizando a enzima de restricdo Xbal, amostras representantes dos grupos
clonais a, b e ¢ foram analisadas utilizando a enzima Spel (Figura 1). A analise
utilizando a enzima Spel mostrou que os perfis clonais considerados
geneticamente relacionados por apresentarem 4 a 6 bandas de diferenca
mostraram pertencer a um anico grupo clonal. Apenas o grupo clonal b
continuou sendo considerado nado relacionado geneticamente com 0s outros

grupos.

4.2.2 Andlise do Imunobiolégico B

Todos os BGPE analisados neste estudo foram submetidos a analise dos
perfis de fragmentacdo do DNA cromossomico utilizando-se a enzima de
restricio Smal. As amostras de BGPE que nao apresentaram perfil de
fragmentacao utilizando a enzima Smal foram analisadas utilizando a enzima
Spel e novamente as que nao apresentaram perfil de fragmentacéao utilizando
uma das duas enzimas citadas foi utilizada a enzima Notl. Algumas amostras
bacterianas ndo apresentaram perfil de fragmentacdo com as trés enzimas
testadas nas condi¢Oes de corridas de PFGE utilizadas nesse estudo (Tabela 7
e 8).
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Tabela 7. Dados referentes ao numero, data de producéo de lote, material, lote,
identificacdo, enzima utilizada para fragmentacdo do DNA e perfil de
fragmentacao das amostras bacterianas provenientes do Imunobioldgico B.

NUmero Data de Material 2 Lote Identificacdo ® Enzima Perfil de
fabricacédo do Fragmentacéo
lote (més /ano

B3405 12/05 Cas B 07 Bacillus sp. Small 1

B3420 04/06 Cas B 11 Bacillus sp. Small 2

B3462pq. © 05/06 Cas B 14 Bacillus sp. Small 3a

B3462grd 05/06 Cas B 14 Bacillus sp. Small 3b

B3458 05/06 Tio B 14 Bacillus sp. Sma | 3a

B3457 05/06 Tio 1°Reteste B 14  Bacillus sp. Small 3a

B3456 05/06 Cas 1°Reteste B 14 Bacillus sp. Sma | 3a

B3468 05/06 Tio 2°Reteste B 14  Bacillus sp. Small 3a

B3467 05/06 Cas 2°Reteste B 14 Bacillus sp. Sma | 3c

B3461 06/06 Cas B 15 Bacillus sp. Small 3a

B3476 06/06 Tio 1°Reteste B 15 Bacillus sp. Small 3d

B3477 06/06 Cas 1°Reteste B 15 Bacillus sp. Small 3a

B3541 11/06 Cas B 20 Bacillus sp. Small 4

B3551 02/07 Cas B 21 Bacillus sp. Sma | 5

B3550 05/07 Tio B 24 Bacillus sp. Sma | 6

B3549 06/07 Cas B 27 Bacillus sp. Sma | 7

B3344 05/05 Tio B 02 Bacillus sp. Spe | 8

B3417 03/06 Tio B 09 Bacillus sp. Spe | 9

B3452 04/06 Tio B 10 Bacillus sp. Spe | 10

B3492 07/06 Tio B 16 Paenibacillussp. Spel 11

B3480 07/06 Cas B 17 Bacillus sp. Spe | 12

B3504 08/06 Tio B 18 Paenibacillus sp. Spel 13

B3568 04/07 Tio B 22 Paenibacillussp  Spel 14

B3547 04/07 Cas B 23 Paenibacillus sp. Spel 14

B3560 05/07 Cas B 25 Bacillus sp. Spe | 15

B3566 05/07 Cas B 26 Paenibacillus sp. Spell 16

B3325 02/05 Cas B0l B.pumilus Not | 17

B3404 12/05 Tio B 06 Bacillus sp. Not | 18

B3406 12/05 Cas B 08 Bacillus sp. Not | 19

B3428 04/06 Cas B 12 B. jeotgali Not | 20

B3540 11/06 Cas B 19 Paenibacillus sp. Notl 21

B3399 11/05 Cas B 04 Bacillus sp. - ND ¢

B3400 11/05 Cas B 05 Bacillus sp. - ND

B3552 02/07 R Cas 1°Reteste B 21 Sporosarcina sp. - ND

B3434 04/06 Tio B 13 Bacillus sp. - ND

B3370 09/05 Cas B 03 BGPE - ND

a Meios de cultura que séo utilizados para a realizagdo do teste de esterilidade: CAS, caldo
caseina; TIO, fluido tioglicolato.
b |dentificacéo realizada pela andlise da seqiiéncia do gene 16S rRNA.

¢ Os lotes em negrito foram considerados insatisfatério

d ND- N&o determinado

¢ BGPE — bastonete Gram positivo esporulado
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As 36 amostras de BGPE provenientes do imunobioldgico B
apresentaram 21 perfis de fragmentacdo, como apresentado na tabela 7. Os
perfis de fragmentacdo foram identificados por nimeros de 1 a 21. A analise
dos perfis gerados revelou uma grande diversidade genotipica, como podemos
observar nas figuras 3, 4, 5, 6 e 7. Cinco amostras nao tiveram seus perfis de
fragmentacdo determinado com as 3 enzimas de restricdo utilizadas e nas

condicOes de corrida de PFGE empregadas neste estudo (Tabela 7).

O grupo clonal 3 foi composto de 10 amostras bacterianas que
apresentaram quatro perfis de fragmentacgédo distintos por até 3 bandas. O peffil
de fragmentacdo 3a composto pelas amostras B3456, B3457, B3458,
B3462PQ, B3468, B3461 e B3477. A amostra B3462GR apresentou duas
bandas diferentes e foi definido como pertencente ao perfil 3b enquanto a
amostra B3467 apresentou duas bandas diferentes do perfil 3a e 3b e foi
definido como perfil 3c. A amostra B3476 apresentou duas bandas diferentes
dos demais perfis de fragmentacéo e foi definida como pertencente ao perfil 3d
(Tabela 7, Figura 3). Outros dois grupos clonais contendo duas amostras
bacterianas foram observados nesta analise. O grupo clonal 14 foi composto
pelas amostras B3547 e B3568 e o grupo clonal 10 pela amostra B3452 e
C3479 (Figuras 4 e 5).

O grupo clonal 3 foi encontrado em dois lotes do imunobioldégico B no
ano de 2006, o B14 e B15 fabricados nos meses de maio e junho. Ambos os
lotes foram considerados insatisfatorios, pois 0 reteste apresentou
contaminacgéo. O grupo clonal 14 foi encontrado em dois lotes no ano de 2007,
B22 e B23 fabricados no més de abril, entretanto como o reteste nao
apresentou contaminacéo os lotes foram considerados satisfatérios segundo os
critérios da Farmacopéia Brasileira (Tabela 7, Figura 4). O grupo clonal 10 foi
encontrado no lote B10 e numa amostra do controle ambiental do fluxo laminar
(Tabela 7 e 8, figura 5).
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Figura 3. Perfis de fragmentagdo do DNA cromossémico de representantes do grupo
clonal 3 proveniente do imunobiolégico B apds digestdo com a enzima de restricdo
Smal.

PM — peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs); 1 —
B3462gr (3b); 2 — B3458 (3a); 3 — B3457 (3a); 4 — B3456 (3a); 5 — B3468 (3a); 6 —
B3467 (3c); 7 — B3461 (3a); 8 — B3476 (3d); 9 — B3477 (3a).
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Figura 4. Perfis de fragmentacéo do DNA cromossdmico dos representantes dos grupos clonais
14, 17 e 20 provenientes do imunobioldgico B apés digestdo com enzimas de restricdo Notl (1 a
4) e Spel (5 a 8).

PM — peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs); 1 — B3568 (14),
2 — B3547 (14), 3 - B3325 (17), 4 — B3428 (20), 5 — B3568 (14), 6 - B3547 (14), 7 — B3325 (17),
8 — B3428 (20).

38



533.5-
339.5-
291.0-

194.0-

145.5-

Figura 5. Perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico de representantes dos grupos
clonais 8, 9, 10,13, 15 e 16 provenientes do imunobioldgico B apds digestdo com a
enzima de restricao Spel.

PM — peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs); 1 —
B3399 (NT); 2 — B3452 (10); 3 — C3479 (10); 4 — B3417 (9); 5 - B3504 (13); 6 — B3560
(15); 7- B3566 (16); 8 — B3552 (ND).
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Figura 6. Perfis de fragmentagdo do DNA cromossdmico de representantes dos grupos clonais
1, 4, 6, 7 e 21 provenientes do imunobiolégico B e 24, 27 e 29 isolados do controle ambiental
apos digestdo com as enzimas de restricdo Smal (1 a6) e Notl (7 a 9).

PM — peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs); 1 — B3541 (4), 2
—B3405 (1), 3 - B3550 (6), 4 — C3441 (27), 5 — D3408A (24), 6 — B3549 (7), 7 — B3540 (21), 8 -
C3439B (29), 9 — B3400 (ND).
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Figura 7. Perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico de
representantes dos grupos clonais 8, 10, 11 e 12 provenientes do
imunobioldgico B e 25 isolado do controle ambiental apds digestao
com enzima de restricdo Spel.

PM — Peso molecular (kilobase); lambda PFGE marker (New England
Biolabs); 1 -B3344 (08); 2 — B3492 (11); 3 — B3480 (12); 4 — B3452
(10); 5—C3479 (10); 6 — B3399 (ND)
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4.2.3 Anéalise das Amostras Provenientes do Controle Ambiental

A tabela 8 mostra os resultados referentes as amostras de BGPE

provenientes do controle ambiental, tanto do fluxo laminar como da area limpa

do Setor de Esterilidade onde sao realizados os testes de esterilidade. Do total

de 17 amostras de BGPE isoladas do controle ambiental no periodo de 2005 a

2007, doze foram analisadas e apresentaram 9 perfis de fragmentacdo que

foram identificados por algarismos arabicos dando seqiéncia a numeracéo

realizada para as amostras do imunobiologico B. Trés amostras ndo puderam

ser tipadas pela metodologia de fragmentacdo utilizando as trés enzimas

testadas. A amostra de BGPE C3479 recebeu a identificagcdo 10 uma vez que

apresentou o mesmo perfil de fragmentacdo da amostra B3452 proveniente do

imunobiolégico B (Figura 4)

Tabela 8. Dados referentes ao nimero, ano de isolamento da amostra,
origem, material, identificacdo da enzima utilizada para fragmentacdo do
DNA e perfil de fragmentacdo das amostras bacterianas provenientes do
controle ambiental.

NUumero Ano Origem? Material ® Identificacéo © Enzima Perfil de Fragmentagéo
C3338 2005 Fluxo-CT SAB4 Bacillus sp. Sma | 22
C3401 2006 Fluxo-CA SAB4 Bacillus sp. Smal 23
D3408A 2006 Sala TSA Bacillus sp. Sma | 24
D3411 2006 Sala SAB4 Bacillus sp. Sma | 25
C3439A 2006 Fluxo-CA TSA Bacillus sp. Smal 26
C3441 2006 Fluxo-CA TSA Bacillus koreensis Sma | 27
C3548 2007 Fluxo-CT SAB4 Bacillus sp. Sma | 28
C3439B 2006 Fluxo-CA TSA Paenibacillus sp. Not | 29
C3479 2006 Fluxo-CT TSA Bacillus sp. Spe | 10
C3301 2005 Fluxo-CT TSA Bacillus sp. - ND d
D3435 2006 Sala SAB4 Bacillus sp. - ND
C3546 2007 Fluxo-CA TSA Bacillus sp. - ND

a CT. Controle ambiental de teste; CA. Controle ambiental; ® Meios de cultura que séo

utilizados para a realizacdo do teste de esterilidade: SAB4. agar sabouraud 4% de glicose;

TSA tryptic soy Agar; ¢ Identificacdo realizada pela analise da seqiiéncia do gene 16S rRNA,;

d ND- N&o determinado.
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5. DISCUSSAO

A contaminacdo de produtos farmacéuticos estéreis tem sido pouco
relatada na literatura cientifica. Nos anos 70, alguns casos foram relatados,
onde ocorreram mortes por injetaveis contaminados por BGN, Enterobacter
cloaceae, Enterobacter agglomerans e Citrobacter freundii (FELTS et al., 1972;
CDC, 1973; MAKI et al.,1976). Em 1996, Fernandes e colaboradores
descreveram 46 casos de septicemia bacteriana atribuida a injecédo de ranitidina
contaminada com Burkholderia piketti (Ralstonia piketti). Jimenez (2007)
realizou uma analise dos produtos recolhidos pelo FDA no periodo de 1998 a
2006 e observou que 78% dos 193 produtos cancelados era devido a
problemas na embalagem. Este autor relatou também que em 7% dos casos de
cancelamento a causa foi contaminagcéo por fungos e leveduras, em 6% por
BGN, em 1% por BGP e em 8% devido a outros microrganismos incluindo
espécies de Micobacterium.

Apesar dos escassos relatos na literatura cientifica, as agéncias
reguladoras em todo o mundo, como o FDA (Food and Drug Administration),
Agéncia Européia (EMEA), Organizacdo Mundial de Saude (OMS), CDC
(Centers for Disease Control and Prevention), ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) entre outros notificam casos de suspeitas de contaminacéo
bacteriana e de cancelamentos de produtos farmacéuticos. No Brasil, a
ANVISA possui um sistema de notificacdes em vigilancia sanitaria (NOTIVISA)
gue recebe notificacbes de eventos adversos e queixas técnicas relacionadas a
produtos farmacéuticos. Entretanto os relatorios ndo discriminam os dados de
modo a se obter dados referentes aos produtos farmacéuticos que
apresentaram problemas de contaminacao bacteriana. No relatério referente ao
ano de 2007 foram registradas 65 notificacdes por efeito adverso de vacinas e
imunoglobulinas (ANVISA, 2007). Em dezembro de 2007, alguns lotes das
vacinas contra Haemophilus influenza type b (Hib), PedvaxHIB® (monovalent

Hib vaccine) e a conjugada contra a hepatite B, COMVAX® (Hib/hepatitis B

43



vaccine) foram recolhidas devido a contaminacéo por Bacillus cereus (CDC,
2007).

A determinacdo da condi¢cdo de esterilidade de um produto € uma etapa
essencial na fabricacdo de farmacos e produtos de saude. A deteccdo da
contaminacdo microbiana é baseada na realizacdo do ensaio de esterilidade.
Este ensaio é aplicado ao produto final e também em varias etapas da
producdo de produtos estéreis. Entretanto devido as limitacdes inerentes deste
ensaio, um resultado satisfatério ndo garante a esterilidade de um produto, é
importante a realizacdo da validacédo dos diferentes processos esterilizantes a
que estes sdo submetidos e a garantia de que esse produto tenha sido
produzido sob rigidas condi¢cdes de qualidade, com todas as precaucfes que
devem ser tomadas durante sua fabricagdo, em ambientes com monitoramento
frequente e controles adequados (BRASIL, 2003; UNITED STATE
PHARMACOPOEIA, 2008).

O ensaio de esterilidade foi oficializado na Inglaterra em 1932 e desde
entdo inimeras modificacdes foram feitas (PINTO, 2003). Dentre limitacdes
inerentes ao ensaio de esterilidade, podemos citar os meios de cultura
indicados, o tempo e a temperatura de incubagdo dos meios, amostragem do
produto analisado entre outros. Os meios de cultura utilizados nos testes de
esterilidade, o tempo e a temperatura de incubacéao destes estdo padronizados
nas farmacopéias. A Farmacopéia Européia harmonizada com a Americana e a
Japonesa recomendam 0s meios caldo caseina-soja e tioglicolato, e um periodo
de 14 dias de incubacdo nas temperaturas de 20 a 25° C e 30 a 35° C.
Entretanto, estes meios de cultura ndo detectam todas as espécies de
microrganismos que podem sobreviver ou contaminar um produto. Um estudo
realizado com o0s meios de cultura utilizados nos testes de esterilidade
demonstrou que o fluido tioglicolato apresenta toxicidade para algumas cepas
de Clostridium sp. e Bacillus sp. e sugere a troca do mesmo pelo meio de

Clausen, que ndo apresentou tal caracteristica (BUGNO & PINTO, 2002).
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Outro fator limitante do ensaio de esterilidade é a amostragem, que esta
relacionada ao numero de unidades que compdem o lote. De acordo com o
tamanho do lote, um numero determinado de unidades € utilizado para a
realizacdo do teste (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988; UNITED STATE
PHARMACOPOEIA, 2007). Segundo a Farmacopéia Brasileira (1988) e a OMS
(1973) o numero de unidades a serem submetidas ao teste de esterilidade é 20,
mas a OMS também recomenda a utilizagdo da férmula 0,4 Vn, para o célculo
das unidades. Nesta formula, n € o numero de unidades que compde o lote, e a
amostragem esta relacionada ao tamanho de unidades que compdem o lote.
Sendo assim, dependendo do tamanho do lote a amostragem aumenta
consideravelmente. A RDC 73 de 2004 (BRASIL, 2004) aprova o valor de 20
unidades para amostragem de vacinas de uso humano. Segundo o protocolo de
producdo dos produtores dos imunobioldgicos analisados neste estudo o
namero médio de unidades envasadas por lote desses produtos sao
respectivamente 40.000 (imunobiolégico A) e 9.000 unidades (imunobiolégico
B), sendo assim, a partir de 2004 a amostragem foi fixada no valor de 20
unidades e houve uma reducdo significativa no nimero de unidades testadas
para o imunobiolégico A, o que implica em tornar o ensaio de esterilidade

menos sensivel.

A literatura mostra que a probabilidade de deteccdo de contaminantes
microbianos usando uma amostragem de 20 unidades é muito baixa, exceto se
houver altos indices de contaminacdo no produto (BROWN & GILBERT, 1977;
SCHROEDER, 2005). Schroeder (2005) afirma que se um lote apresenta o
ensaio de esterilidade insatisfatério deve-se concluir que ocorreu alguma falha
no processo de producdo. Brown e Gilbert (1977) mostraram também que a
probabilidade de detec¢do de contaminantes microbianos no reteste é menor do
que no teste. Atualmente, a Farmacopéia Européia harmonizada com as
Farmacopéias Americana e Japonesa ndo recomendam o reteste. No
levantamento realizado neste estudo (Tabela 4), verificamos uma percentagem
muito baixa de amostras consideradas insatisfatorias pelo ensaio de

esterilidade, seguindo os critérios de interpretacdo da Farmacopéia Brasileira
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(1988), que preconiza ainda o reteste, porém se o critério de interpretacdo do
ensaio fosse o indicado pelas Farmacopéias harmonizadas estes valores

seriam maiores.

Na interpretacdo do ensaio de esterilidade pelas Farmacopéias
harmonizadas  (JAPANESE PHARMACOPOEIA, 2006; EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2008; UNITED STATE PHARMACOPOEIA, 2008;) ha a
recomendacdo da necessidade da identificagdo inequivoca das espécies do
microrganismo(s) isolado(s) no teste para que possam ser comparados com 0S
contaminantes provenientes de material ou de falhas na técnica empregada. A
Farmacopéia Européia (2008) acrescenta a interpretacdo dos resultados, que
para invalidar o teste de esteriidade e demonstrar que houve falha, a
identificagdo bioquimica n&o é suficientemente confiavel para fornecer
evidéncia inequivoca que dois isolados sédo provenientes da mesma fonte e
declara que ha necessidade de metodologias moleculares para verificar se
microrganismos isolados do teste e o proveniente da falha nos materiais e/ou
do ambiente sdo de uma fonte comum. Cundell (2006) também menciona a
necessidade da aplicacdo de metodologias moleculares para auxiliar na
investigacao da origem dos contaminantes. Este autor recomenda a analise dos
perfis de fragmentacdo do DNA cormossémico por PFGE como uma das
metodologias de tipagem molecular que podem ser utilizadas com a finalidade

proposta.

Neste estudo dois imunobioldgicos (A e B) foram selecionados para
realizacdo da andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico por
PFGE das amostras bacterianas envolvidas nas analises destes produtos. A
escolha foi baseada no levantamento de dados referentes a ocorréncia dos
grupos bacterianos nos imunobiolégicos realizados no periodo de 1997 a 2004
(dados ndo mostrados) e de 2005 a 2007 (Tabela 2). O imunobiolégico A
apresentou os bastonetes Gram negativos como grupo bacteriano mais
frequente, isolados de testes e retestes de esterilidade, no periodo de 1997 a
2004 (dados ndo mostrados). Uma colegao de bastonetes Gram negativos nao

fermentadores da glicose, identificados como Enterobacter cloaceae foi
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analisada no presente estudo pela metodologia de PFGE. No periodo de 2005 a
2007 esta espécie ocorreu apenas duas vezes em 2006. A espécie bacteriana
analisada ndo esteve presente fazendo parte da microbiota das areas
controladas do Setor de esterilidade, onde s&o realizados os testes de
esterilidade nos anos verificados (dados ndo mostrados), isto é ao longo de dez
anos, sendo assim ndao foi verificada nenhuma relacéo entre as amostras de E.
cloaceae contaminantes desse produto com 0s contaminantes ambientais. No
periodo de 1997 a 2007, nao foi identificada esta espécie bacteriana isolada de
testes de esterilidade do imunobiolégico B no ano de 2001 e no periodo de
2003 a 2006.

A analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico por PFGE
possibilitou a determinacdo do relacionamento das amostras de E. cloaceae
provenientes de testes e/ou retestes do imunobiolégico A. Esta analise mostrou
a presenca de trés grupos clonais denominados a, b e ¢ . Pela analise realizada
com a metodologia de PFGE utilizando duas enzimas diferentes, o grupo clonal
b mostrou nédo estar relacionado aos demais grupos encontrados, uma vez que
possui perfis de fragmentagdo bem distintos dos demais. O grupo clonal b foi
encontrado em dois lotes do imunobiolégico A, o A002 (03/1999) considerado
insatisfatorio e o AOO3 considerado satisfatério em (09/2000). Os grupos clonais
a e c parecem estar relacionados. Foi observado que utilizando a enzima Spel
apenas dois grupos clonais foram visualizados, pois os perfis de fragmentacao
das amostras pertencentes aos grupos clonais a e ¢ apresentam diferencas
apenas de até trés bandas. O grupo clonal ¢ também foi encontrado em dois
lotes diferentes A0O5, insatisfatorio e AOO6, satisfatorio, mas fabricados no més
de novembro de 2000. O grupo clonal a foi encontrado na maioria dos lotes
analisados e fabricados em anos diferentes, inclusive no lote AOO5 considerado
insatisfatorio. Observamos que os perfis do grupo clonal a apresentaram
algumas pequenas diferencas ao longo do tempo, entretanto alguns perfis
foram encontrados durante um longo periodo. O Perfil de PFGE a5 foi
encontrado no lote AO05 (11/2000) considerado insatisfatorio e nos lotes A007 e
A008 (06/2002). Em 2007 o lote A010 apresentou o perfil de fragmentacédo, a9
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gue difere em apenas duas bandas para o perfil a5. Apesar do perfil a9 ter sido
detectado 5 anos depois da Ultima amostra desta espécie ter sido identificada

parece que poucos eventos genéticos ocorreram nesta amostra.

A interpretacdo do ensaio de esterilidade foi realizada segundo
preconizado pela Farmacopéia Brasileira (1988). Por este critério apenas 0s
lotes A002 e AO005 foram considerados insatisfatorios, os demais foram
considerados satisfatorios pois ndo apresentaram contaminacdo no reteste. A
analise nesta colecdo de E. cloaceae realizada com a metodologia de PFGE
mostra o estreito relacionamento das amostras isoladas de diferentes lotes, que
indica a possibilidade de uma fonte comum de contaminacdo. A auséncia desta
espécie bacteriana no controle ambiental das areas controladas onde sao
realizados os testes de esterilidade no periodo desse estudo, e a presenca de
amostras bacterianas relacionadas geneticamente, nos leva a supor que essa
contaminacao esteja presente e se mantendo na producéo do imunobioldgico A.
A metodologia de PFGE mostra que lotes considerados satisfatorios deveriam
ter sido considerados insatisfatorios. Esta metodologia confirma o que a
literatura técnica e cientifica demonstrou e que outros paises vem adotando,
que a realizagdo do reteste ndo deve ser preconizada, pois estatisticamente
apenas lotes com um alto nivel de contaminacdo podem apresentar
contaminacao nos retestes (BROWN & GILBERT, 1977; SCHROEDER, 2005;
JAPANESE PHARMACOPOEIA, 2006; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008;
UNITED STATE PHARMACOPOEIA, 2008). Nossos resultados podem vir a
subsidiar alteracbes no capitulo referente ao ensaio de esterilidade da

Farmacopéia Brasileira.

O imunobiolégico B foi selecionado, em detrimento aos outros
imunobiolégicos, por apresentar maior incidéncia de BGPE como
contaminantes mais frequentes em testes de esterilidade nos periodos de 1997
a 2004 (dados ndo mostrados) e de 2005 a 2007 (Tabela 2). Os BGPE foram
encontrados numa propor¢ao muito significativa quando comparados aos outros

grupos bacterianos que também estiveram presentes como contaminantes
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desse produto. No ano de 2005, 60% dos contaminantes foram identificados
como BGPE, no ano de 2006 esta proporcao chegou a aproximadamente 76%
e em 2007 aproximadamente 58% de BGPE. Além deste dado, este grupo
bacteriano foi identificado em lotes do imunobiolégico B insatisfatérios pelo

ensaio de esterilidade.

O grupo bacteriano BGPE encontrado como o0 grupo bacteriano mais
frequente no imunobiolégico B é encontrado também fazendo parte da
microbiota da area controlada do Setor de Esterilidade (Tabela 3), ndo sendo no
entanto prevalentes. Interessante observar que, 0 grupo bacteriano mais
frequentemente isolado nas areas controladas sdo os cocos Gram positivos,
principalmente os ndo fermentadores da glicose que estdo relacionados ao
ambiente (Micrococcus sp., Kocuria sp e géneros relacionados). Os CGP
também sdo encontrados como contaminantes dos imunobioldgicos (Tabela 2),
porém numa proporcdo bem menor e no caso de possiveis contaminacdes
acidentais do ensaio de esterilidade este deveria ser o grupo bacteriano mais
frequente como contaminante dos imunobiolégicos, fato que ndo foi observado
no levantamento realizado. Cabe informar que o ensaio de esterilidade
realizado no Setor de Esterilidade do INCQS é acreditado pelo INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial),
seguindo, portanto todos os requisitos preconizados pelas de normas de

garantia da qualidade.

Outro levantamento realizado com amostras de BGPE isoladas do
imunobiolégico B e do controle ambiental realizado nas areas controladas do
Setor de Esterilidade mostrou que em 2005 e em 2007, quando as amostras do
imunobiolégico B foram submetidas ao teste de esterilidade, nenhuma amostra
de BGPE foi isolada das areas controladas (fluxo laminar e sala) na mesma
data de realizacao do teste. Apenas em 2006, no dia 12 de maio foi isolada uma
amostra de BGPE de teste de um lote de imunobioldgico B e outra amostra de
controle ambiental (Tabela 4). Estas observagbes mostram que na realizacao
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dos testes de esterilidade raramente ha isolamento de amostra bacteriana que
invalide o teste.

As evidéncias nos levaram a acreditar que os BGPE presentes no
imunobiolégico B poderiam ndo apresentar relacionamento genético com 0s
contaminantes presentes na microbiota do ambiente das areas controladas do
Setor de Esterilidade e realmente ser uma contaminacdo do produto. Sendo
assim as amostras de BGPE provenientes do imunobiolégico B e do controle
ambiental das areas controladas onde séo realizados os testes de esterilidade
foram analisadas pela metodologia de PFGE para determinar o relacionamento
genético destas amostras bacterianas. A analise das amostras de BGPE pela
metodologia de PFGE mostrou que estes microrganismos apresentam uma
grande diversidade genética. Algumas amostras ndo puderam ter seu perfil
clonal determinado por esta metodologia empregando-se as condigbes
eletroforéticas utilizadas neste estudo. Das 48 amostras de BGPE provenientes
dos testes de esterilidade do imunobiolégico B, apenas dois grupos clonais
estavam presentes em lotes diferentes. O grupo clonal 14 estava presente nos
lotes B22 e B23, produzidos em abril de 2007. Apesar destes lotes
apresentarem amostras bacterianas relacionadas geneticamente e isto
possivelmente indicar uma fonte comum de contaminacdo na produgdo, uma
vez que nao houve contaminacdo no controle ambiental quando estes ensaios
estavam sendo realizados, estes lotes foram liberados como satisfatorios de
acordo com os critérios de interpretacdo da Farmacopéia Brasileira (1988). Este
dado também reforca que na grande maioria das vezes o reteste €

desnecessario.

Outro grupo clonal presente em mais de um lote do imunobioldgico B foi
0 3. Este grupo clonal foi constituido por 10 isolados provenientes de testes e
retestes de 2 lotes distintos, B14 e B15 produzidos em maio e junho de 2006. A
identificacéo fenotipica ndo foi capaz de discriminar o género a que pertenciam
estas amostras e pelos critérios de interpretacdo da Farmacopéia Brasileira &
necessario determinar a espécie bacteriana do contaminante. As amostras

isoladas a partir dos testes e retestes do lote B14 foram submetidas a analise

50



pela metodologia de PFGE e foi verificado o relacionamento clonal destas. Este
lote foi considerado insatisfatorio. As amostras do lote B15 também foram
submetidas ao mesmo procedimento e o lote também foi considerado
insatisfatorio. Neste caso tivemos a oportunidade de empregar a metodologia
de PFGE para auxiliar a interpretacdo do ensaio de esterilidade. Esta
metodologia também foi utilizada com a mesma finalidade para analisar as
amostras do teste e reteste do lote B21. As amostras pertencentes a este lote
nao mostraram relacionamento genético, sendo assim, o lote foi considerado

satisfatorio.

Posteriormente, as amostras provenientes dos lotes B14, B15 e B21
foram submetidas a identificacdo pela metodologia da anédlise das sequéncias
do gene 16S rRNA que mostrou que as amostras provenientes dos lotes B14 e
B15 pertenciam a uma espécie do género Bacillus ainda ndo descrita (dados
nao mostrados). As amostras provenientes do lote B21 pertenciam ao género
Bacillus (B3551/teste) e ao género Sporosarcina (B3552/reteste). Estes géneros
nao foram diferenciados pelas metodologias fenotipicas indicadas na literatura
(dados n&o mostrados).

O grupo clonal 10 é constituido pela amostra B3452 proveniente de um
lote do imunobioldgico B detectado em um teste realizado em agosto de 2006 e
da amostra F3479 detectada no fluxo laminar, onde s&o realizados os testes de
esterilidade, em outubro do mesmo ano. Das amostras de BGPE do controle
ambiental da area de realizacdo dos testes de esterilidade esta foi a Unica
amostra que apresentou relacionamento clonal com amostra proveniente do
imunobiolégico B, sendo que este clone foi observado primeiramente no teste
do imunobiolégico B no més de agosto e depois foi detectado no controle do
fluxo laminar em outubro (esse controle foi relativo a um teste em que o produto
analisado ndo apresentou contaminacédo). Sendo assim, ha a possibilidade
deste contaminante do imunobiol6gico B ter contaminado o ambiente do fluxo

laminar.
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Os perfis de fragmentacao encontrados entre as amostras de BGPE do
controle ambiental sao diferentes dos apresentados nas amostras provenientes
do imunobiolégico B. A maioria das amostras isoladas do controle ambiental no
periodo de 2005 a 2007 foi incluida neste estudo, entretanto o método de
amostragem do ar utilizado foi 0 método passivo que pode subestimar o nimero
de microrganismos presentes neste ambiente. Varios questionamentos tem sido
realizados a respeito desta amostragem, entretanto este método € aceito até
por agéncias reguladoras internacionais, principalmente na Europa (HALLS,
2004).

Varias questdes tem sido abordadas em relacdo a determinacéo real da
microbiota de areas limpas. Nagarkar e colaboradores (2001) mostraram que as
bactérias oligotréficas ndo sdo detectdveis com o0s meios de cultura
recomendados nas farmacopéias para a realizacdo do controle ambiental. Estes
autores mostraram que, quando meios de cultura adequados para o
crescimento de bactérias oligotréficas foram utilizados, outros grupos
bacterianos também foram detectados tais como BGN, cocobacilos e BGPNE,
enquanto 0os meios de cultura indicados detectam uma microbiota constituida
por espécies de Micrococcus, Staphylococcus e BGPE. Isso poderia implicar
sobre os limites microbiologicos permitidos em ambientes controlados classes
100 e 10.000.

Os dados obtidos neste estudo nos levam a afirmar que a metodologia
de PFGE pode ser utilizada ndo sé para auxiliar a interpretacdo do ensaio de
esterilidade, mas também para avaliar lotes de produtos possibilitando o INCQS
ampliar suas atribuicdes para auxiliar os produtores na detecgao de falhas na

producéao.
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6. CONCLUSOES

O levantamento de dados realizado a partir dos registros das analises
realizadas pelo SIDB mostrou que a ocorréncia de grupos bacterianos nos
imunobiolégicos é diferente. A partir destes dados foram escolhidos dois
imunobiolégicos para a realizacdo da anélise das amostras bacterianas.

O grupo bacteriano predominante do imunobiolégico A foi o BGNF, que
nao foi idenfificado no controle ambiental das areas limpas onde séo realizados
0s ensaios de esterilidade e para o imunobioldgico B foi 0 BGPE que é também

encontrado nas areas citadas.

A analise dos perfis de fragmentacdo do DNA gendmico utilizando a
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) das amostras de Enterobacter
cloacae provenientes do imunobiolégico A mostrou que perfis encontrados em
lotes considerados insatisfatorios estavam presentes também em lotes
satisfatorios. Estes resultados mostram que a realizacdo do reteste pode
ocasionar interpretacdes equivocadas do ensaio de esterilidade. Esta conclusao
esta de acordo com as normas oficiais de diversos paises que n&o preconizam

mais o reteste no ensaio de esterilidade.

A analise dos perfis de fragmentacdo do DNA gendmico utilizando a
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) das amostras de bastonetes
Gram positivos esporulados (BGPE) ambiental demostra que ha uma grande
diversidade genética entre as amostras provenientes do imunobioldgico B e de

controle ambiental.

Com uma excecdao, foi observado que apenas uma amostra bacteriana
proveniente do imunobioldgico B era relacionada com o controle ambiental.
Além disso, ndo houve deteccdo de contaminacdo bacteriana em testes de
esterilidade concomitantemente aos controles de teste e das areas limpas.

Estes dados sugerem que a contaminacdo detectada apenas no teste de
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esterilidade do imunobiolégico pode estar relacionada a algum problema na

producdo deste imunobiolégico.

A determinacdo do relacionamento genético de amostras bacterianas
provenientes de testes e retestes de dois imunobiolégicos submetidos ao
ensaio de esterilidade empregando a andlise dos perfis de fragmentacdo do
DNA gendmico utilizando a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) pode
auxiliar e respaldar a interpretacdo do ensaio de esterilidade e também de

avaliar lotes de produtos analisados pelo INCQS/FIOCRUZ.
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