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RESUMO

A correta identificagdo de micro-organismos isolados em areas classificadas é uma
exigéncia da Anvisa e de organismos internacionais, que auxilia no rastreamento
das possiveis origens de contaminacdo do processos e produtos. Entretanto, os
bancos de dados (BD) utilizados nos métodos de identificacdo quase nunca
contemplam a diversidade autoctone de cada unidade de producao farmacéutica. O
presente trabalho teve como objetivos propor modificacées na rotina de identificacéo
de micro-organismos pelo Controle de Qualidade (CQ) de Bio-Manguinhos por meio
do estudo da diversidade bacteriana (com a construcdo de uma Bacterioteca), da
avaliacdo de quatro metodologias de identificacdo (BBL Crystal, VITEK 2 Compact,
VITEK MS RUO e MicroSEQ) e da construcéo de um BD in house para identificacao
por MALDI-TOF MS. Assim como propor o uso da técnica de eletroforese em campo
pulsado (PFGE) e do banco de dados da Bacterioteca para investigacdo de origem
de contaminacgéo. Os resultados do presente trabalho permitiram a elaboracdo de
diversos documentos (instrucdes de trabalho, relatérios, catadlogo de identificacéo,
entre outros), a construcdo da Bacterioteca de Bio-Manguinhos, a avaliacdo da
microbiota autéctone por local de producédo e pelo processo de producdo de um
ingrediente farmacéutico ativo, o uso de estirpes autéctones como padrdes
secundarios, a mudanca do método de identificacdo do CQ de Bio-Manguinhos, a
expansdo do BD do VITEK MS RUO com estirpes autéctones, a verificacdo da
relacdo clonal entre estirpes num evento de contaminacédo e a elaboracdo de um
sistema exclusivo de identificacdo e de rastreamento de fontes de contaminacao.
Em conclusao, a avaliacdo e a incorporacao de metodologias a rotina do CQ de Bio-
Manguinhos foram relizadas com éxito e contribuiram para a melhoria dos
resultados de identificagdo de contaminantes, assim como a construgdo de um
catalogo de identificacdo e de um banco de dados in house. Além disso, 0 uso da
técnica de PFGE em conjunto com a Bacterioteca e seu BD foram empregados com
sucesso na investigacdo de um desvio da qualidade. Por fim, o sistema integrado de
identificacdo de micro-organismos e de investigacdo de origem de contaminagéao foi
avaliado e considerado viavel, podendo ser implementado em outras unidades
farmacéuticas.

Palavras-chave: MALDI-TOF MS; colecéo de culturas; controle de qualidade; areas
controladas; identificagdo microbiana.



ABSTRACT

The correct identification of microorganisms isolated in cleanroom is a requirement
of ANVISA and international organizations, which assist on tracking possible sources
of process and products’ contamination. However, the database (DB) used on the
identification methods rarely consider the native diversity of each pharmaceutical
manufacturing unit. This thesis aims to propose changes in the routine of
microorganism identification, by Bio-Manguinhos’ Quality Control (QC), by studying
the bacterial diversity (with the development of a bacterioteca), the evaluation of four
methodologies of identification (BBL Crystal, VITEK 2 Compact, VITEK MS RUO and
MicroSEQ) and an “in house” DB for identification by MALDI-TOF MS, as well as
propose the use of pulsed field gel electrophoresis technique (PFGE) and the
Bacterioteca’s data base for the contamination’s source research. The results of this
thesis allowed the elaboration of various documents (work instructions, reports,
identification catalog, etc), the development of Bio-Manguinhos’ Bacterioteca, the
evaluation of native microbial for a production place and process of an active
pharmaceutical ingredient, the use of native strains as secondary standards, the
change of identification method of Bio-Manguinhos’ QC, the expansion of VITEK MS
RUO DB with native strains, the verification of clonal relation between strains in a
contamination event and the development of an unique system of identification and
tracking of contamination sources. In conclusion, the evaluation and the incorporation
of methodologies to Bio-Manguinhos’ QC routine were successful and contributed to
the improvement of contaminants’ identification results, as well as the development
of an identification catalog and an "in house" database. Also, the use of PFGE
technique with the Bacterioteca and its DB were successfully employed in the quality
deviation research. Finally, the integrated microorganisms identification system and
the contamination source research were evaluated and considered feasible, and can
be implemented in other pharmaceutical units.

Keywords: MALDI-TOF MS; culture collection; quality control; cleanroom; microbial
identification.
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1 INTRODUCAO

1.1 VIGILANCIA SANITARIA E O CONTROLE DE QUALIDADE DE
PRODUTOS DE SAUDE

A obtencdo de produtos de saude que apresentem qualidade e
seguranca associadas é uma preocupacao nao so da Vigilancia Sanitaria, mas
de diversos setores da sociedade. Com a constante industrializacdo e a
incorporacdo de tecnologias ao processo produtivo, a necessidade de
programas e politicas de garantia e controle da qualidade se mostraram
imperiosas. A definicdo de parametros e limites auxilia a avaliacdo da
qualidade associada ao produto final, ndo sendo suficiente, no entanto, para
garantir/avaliar a eficiéncia e a seguranca de toda cadeia produtiva (PINTO et
al., 2010).

O conjunto de acgbes regulatérias denominadas Boas Préticas de
Fabricacdo (BPF), juntamente com o controle estatistico, a engenharia e as
ferramentas de qualidade, permitiu a elaboracdo do conceito de Controle Total
de Qualidade (ISHIKAWA, 1985), onde cada etapa e/ou segmento do processo
de fabricacédo deve ser otimizado e monitorado para a obtencdo de um produto
adequado. Este conceito de qualidade foi inicialmente idealizado para a
industria automobilistica. Entretanto, se estendeu para diversas areas, dentre
elas a industria farmacéutica.

Para auxiliar a implantacdo dos conceitos de qualidade na rotina de
producdo e de gestdo de produtos farmacéuticos, diversos guias e normas
foram elaborados, cada um com critérios e especificacdes determinados pelo
pais de origem. Esta pluralidade de niveis de exigéncia e de metodologias
analiticas ocasionou entraves ao comeércio internacional, sendo necesséria a
harmonizacdo destas normas, em especial as farmacopeias. No Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) € o 0rgao responsavel pela
elaboracdo de normas e regulamentos relacionados a industria farmacéutica.
Como outras agéncias reguladoras, a Anvisa € uma forma mais técnica e

menos politica de administracdo publica. Esta agéncia, sendo uma autarquia
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sob regime especial, possui autonomia juridica (competéncia regulatéria) e
poderes de intervencdo do dominio econémico (poder de policia) (CARVALHO
et al., 2004). A Vigilancia Sanitaria € uma das areas do Sistema Unico de
Saude (SUS) e tem suas acdes definidas pelos artigos 15 a 18 da Lei 8080/90.
O artigo sexto da mesma lei define a Vigilancia Sanitaria como “conjunto de
acOes capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e intervir nos
problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producéo e circulacédo
de bens e da prestacéo de servigos de interesse a saude...” (BRASIL, 1990). A
atuacdo da Vigilancia Sanitaria, em geral, consiste em zelar pela saude e

melhorar a qualidade de vida da populagdo como um todo.

1.2 PRODUCAO DE IMUNOBIOLOGICOS POR BIO-MANGUINHOS

Dentre as diversas acoes do Estado para promover a saude publica da
populacao brasileira, uma das mais estratégicas é a de producdo nacional de
medicamentos e imunobiolégicos. A Fundacdo Oswaldo Cruz, através do
Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos), garante a
autossuficiéncia, por exemplo, das vacinas essenciais para o calendario basico
de imunizacédo do Ministério da Saude. O numero de vacinas entregues cresce
anualmente e, em 2013, foram produzidos mais de 92 milhdes de doses. Além
das vacinas, foram também produzidos mais de seis milhées de reacdes para
kits de diagndstico e mais de nove milhdes de frascos de biofarmacos. Esta
producdo permite o0 acesso universal da populagcdo a prevencao por
imunizacao e a reducdo de gastos do Ministério da Saude (Bio-Manguinhos,
2014).

Assim como todas as industrias farmacéuticas no Brasil, Bio-
Manguinhos também deve ter suas acles balizadas pela Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) da Anvisa n° 17, publicada em 16 de abril de 2010.
Esta RDC dispde sobre as Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos e
estabelece os requisitos minimos a serem adotados na sua producao.

Pela administracdo em vias parenterais, 0os produtos injetaveis (como

vacinas e biofarmacos produzidos em Bio-Manguinhos) ndo podem apresentar
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virus, micoplasmas e outras bactérias indesejaveis (WHO, 2012; WHO, 2011).
Dessa forma, estes produtos devem ser produzidos em ambientes onde a
construcdo, a instalacdo e a operacdo garantam condicbes ambientais que
diminuam a introducdo, a geracdo e a retencdo de contaminacdo no seu
interior, sendo estes ambientes denominados “areas controladas” ou “salas
limpas” (BRASIL, 2010). De acordo com a criticidade da etapa de producao
envolvida, as &reas controladas séo classificadas em diferentes graus (A, B, C
e D) e podem apresentam ou ndo microbiota associada, e que deverdo ser
monitoradas constantemente (BRASIL, 2010). Em areas grau A, ocorrem as
etapas produtivas de alto risco de contaminag¢do do produto. Estas areas séo
circundadas por areas grau B (em producdes de alto risco de contaminacao do
produto) ou por graus C e D (areas menos criticas, areas onde ndo ha
exposicao do produto ou areas cujas etapas ocorrem em isolador). Todos os

riscos associados ao processo devem ser conhecidos e minimizados.

1.3 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO NA INDUSTRIA DE
IMUNOBIOLOGICOS

Dentre os riscos associados ao processo de producédo de medicamentos
e imunobiolbgicos, a contaminacdo microbiana se apresenta como um perigo
em potencial, principalmente nos casos em que O micro-organismo
contaminante altera a qualidade do produto e/ou afete a seguranca do paciente
(COUTO, 2011, AMARAL, 2004, BRASIL, 2010).

Os contaminantes microbianos podem apresentar diversas origens,
sendo encontrados em matérias-primas, equipamentos, ambientes, agua,
operadores e recipientes de embalagem. Dessa forma, h4 a necessidade do
estabelecimento de critérios e limites microbiologicos para a detecgcdo e
identificacdo destes contaminantes a partir de diferentes fontes, onde o
Controle Microbioldgico desempenha um papel critico.

A determinacdo de limites de alerta e de acdo mais rigorosos que o
limite preconizado pelos regulamentos e normativas representa uma politica

interna preventiva na deteccdo de niveis microbianos inadequados e que
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apresentem risco de interferéncia na qualidade do produto (BRASIL, 2010,
BRASIL, 2013). Alguns ambientes de producdo, como o de produtos
parenterais, apresentam areas que devem ser controladas, com intuito de
minimizar o risco de contaminacdo. Estes ambientes apresentam controle de
condicles fisicas — como pressdo das salas, temperatura, umidade — como
também de aspectos microbiolégicos. Para este ultimo, as unidades de
producdo devem elaborar um programa de monitoramento ambiental, onde
sejam discriminados os locais e a frequéncia de amostragem, o mapa das
instalacdes que serdo monitoradas e as acdes que serdo realizadas em caso
de niveis de alerta e de acdo, para que ndo se ultrapasse os limites
preconizados nos regulamentos (BRASIL, 2010, COBO et al., 2006).

A elaboracdo e a perfeita implantacdo de um Programa de
Monitoramento Ambiental também colaboram com a avaliagcdo dos processos
produtivos (BRASIL, 2013). O Programa de Monitoramento Ambiental de Bio-
Manguinhos foi elaborado para estabelecer a sistemética das operacfes de
monitoramento ambiental das é&reas limpas (monitoramento do ar), dos
operadores e das superficies limpas onde sdo desenvolvidas atividades de
producdo e de controle de produtos estéreis, com o objetivo de atender as
exigéncias da Anvisa e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para estes
produtos. Este programa define niveis intermediarios (de alerta e de acéo)
entre os resultados “satisfatério” e “insatisfatério” para avaliacdo da qualidade
do ambiente de producdo. O intuito da utilizacdo destes niveis intermediarios é
a prevengao de resultados que ultrapassem o nivel considerado “insatisfatério”
(limite preconizado pela Legislacdo vigente) constando como um maior risco
associado ao lote produzido. Quando os niveis de alerta ou de acdo sado
atingidos, o Programa de Monitoramento Ambiental (PMA) orienta que sejam
adotadas medidas de acdo e de investigagdo, para que o0 risco de
contaminacdo microbiana seja controlado. Ademais, estabelece também
critérios de liberacdo dos produtos, em respeito & condicdo ambiental durante
sua producédo (BRASIL, 2013, XAVIER et al., 2013).
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1.4 IDENTIFICACAO DE CONTAMINANTES MICROBIANOS

Os micro-organismos encontrados em ambientes de producdo, em
ingredientes farmacéuticos, na agua para uso farmacéutico e em produtos
intermediéarios e finais devem ser identificados para auxiliar as investigacdes de
contaminagdes de produtos (WHO, 2011, BRASIL, 2013, BRASIL, 2010). A
identificacdo dos micro-organismos € realizada principalmente se houver um
namero excedente dos mesmos nos niveis de alerta e de acdo para 0s
materiais ou ambientes testados. O conhecimento da microbiota circulante na
area industrial € uma importante ferramenta para a elaboracdo de medidas
preventivas e corretivas. No Brasil (e em todo o mundo, de maneira geral),
dados referentes a microbiota isolada em areas de producdo e controle sdo
escassos, dificultando o aprofundamento neste assunto (XAVIER et al., 2013,
SANDLE, 2011, UTESCHER et al., 2007). Sandle (2011) reuniu 0S poucos
estudos nesta area em uma revisdo e encontrou mais de 9.000 micro-
organismos isolados em diferentes graus de salas limpas. Na producédo de
vacinas, Utescher e cols. (2007) encontraram o0s géneros Staphylococcus,
Micrococcus e Bacillus como os mais incidentes no periodo estudado. Na
determinacao da contaminacdo microbiana de sala limpa em outra unidade de
producdo, Abreu e cols. (2003) observaram a frequéncia significativa de
bactérias pertencentes aos géneros Bacillus, Staphylococcus e
Corynebacterium. Pereira (2006) observou a grande incidéncia de estirpes
pertencentes ao género Staphylococcus em amostras de ar obtidas em areas
classificadas de uma induastria farmacéutica. Wu e Liu (2007) relataram a
predominancia dos géneros Staphylococcus, Microbacterium e Bacillus em
uma unidade de producédo de medicamentos. Nos trabalhos publicados nesta
area, 0s géneros bacterianos apresentam enorme predominancia, quando

comparados aos fangicos.
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1.5 METODOS DE CARACTERIZACAO BACTERIANA NO CONTROLE DE
QUALIDADE DE IMUNOBIOLOGICOS

A identificacdo bacteriana geralmente é realizada por metodologia
convencional ou por sistemas comerciais semi-automatizados ou
automatizados, baseados em reacBes bioquimicas e outros aspectos
fenotipicos (CARROLL; WEINSTEIN, 2007).

Na metodologia convencional, descrita em Compéndios, Manuais e
Farmacopeias (USP, 2014, FDA, 2014), a identificacdo bacteriana é realizada
por meio de uma série de avaliacbes da expressdo fenotipica, onde sédo
observados aspectos morfologicos (aspecto da coldnia nos meios de cultura e
observacdo de caracteristicas microscopicas morfo-tintoriais, como na
Coloracao de Gram) e bioquimicos (avaliagdo da utilizacdo de substratos para
estabelecimento do perfil bioquimico), por meio da inoculacdo de parte da
cultura avaliada em uma extensa bateria de tubos de ensaio contendo meios
de cultivo (4gar ou caldo), cujo periodo de incubacéo varia de 24 a 96 horas,
dependendo do tipo de reacao/aspecto avaliado.

Os métodos microbioldgicos convencionais, recomendados pelas
Farmacopeias, apresentam limitaces significativas, como crescimento lento de
algumas culturas, variacdo da resposta bioldégica microbiana, seletividade da
cultura aquém do desejado, laboriosa técnica de andlise, entre outras. Dessa
forma, o tempo e a eficiéncia dos processos produtivos ficam comprometidos
(PINTO et al., 2010).

O uso de métodos microbiolégicos rapidos (sistemas comerciais semi-
automatizados ou automatizados) é uma tendéncia mundial (JIMENEZ, 2001),
tendo em vista vantagens como a facilidade de execucdo e a velocidade na
obtencdo e resultados. Eigner e cols. (2005) relataram que em laboratérios
clinicos e de pesquisa houve correspondéncia de aproximadamente 95% a
97% entre as identificagcbes realizadas por sistemas comerciais e
convencionais. Sendo assim, 0s sistemas comerciais encontram uma ampla
aceitacdo nos laboratorios clinicos como um método confiavel para

identificacdo de bactérias.
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Mesmo com a utilizacdo mais frequente de metodologias tradicionais, a
industria de alimentos tem um histérico consideravel de utilizacdo de métodos
rapidos de identificacdo microbiana (FUNG, 2002). Varios sistemas comerciais
baseados em métodos bioquimicos tém sido utilizados, como API®
(BioMérieux), VITEK® (BioMérieux), Biolog® e BBL Crystal® (Becton Dickinson).

A industria farmacéutica também tem adotado sistemas de identificacdo
automatizados, devido ao aumento da quantidade de testes para identificacédo
como reflexo da maior rigidez nas exigéncias regulatorias e a necessidade de
atualizacdes de taxonomia e nomenclatura (PINTO et al.,, 2010). A maioria
destes testes, entretanto, exige a realizagdo prévia de um esfregaco do cultivo
bacteriano corado pela técnica de Gram, para a escolha do tipo de kit a ser
utilizado na identificacdo, de acordo com as caracteristicas morfo-tintoriais do
micro-organismo a ser analisado. Este pode ser um aspecto desfavoravel a
identificacdo, uma vez que micro-organismos ambientais podem se apresentar
Gram-variaveis. A técnica do KOH tem sido utilizada como opcéo ao uso da
coloracdo de Gram ou como teste confirmatério. Esta técnica consiste na
adicdo, em uma lamina de vidro, de uma gota de solucdo de KOH a 3% a um
cultivo bacteriano. A formagao de um “fio viscoso” caracteriza uma cultura de
bactéria Gram negativas, enquanto a auséncia deste se relaciona a bactérias
Gram positivas (BUCK, 1982).

Os métodos de identificacdo devem ser selecionados de acordo com as
exigéncias que buscam atender (CUNDELL, 2006). Na industria de alimentos,
a identificacdo de micro-organismos contaminantes geralmente é satisfatéria
em nivel de espécie, podendo ser até em grupos indicadores, como no caso
dos coliformes. Entretanto, a diferenciacdo de estirpes taxonomicamente
distintas mas com as mesmas caracteristicas fisiolégicas apresenta limitacéo
com os métodos fenotipicos utilizados na rotina (PAVLOVIC et al., 2013). Com
relacdo a identificacdo de micro-organismos provenientes de insumos
farmacéuticos, produtos intermediarios e finais e de areas limpas, as
metodologias convencionais ndo concluem a identificacdo de varias espécies
bacterianas que podem estar presentes como contaminantes (ROCHA, 2006,
BAIO, 2007). Estas espécies muitas vezes sao de origem ambiental e, devido a
diversidade destas, nem sempre séo identificadas por testes convencionais,

bem como pelos sistemas comerciais, uma vez que ndo existem para estes o
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perfil metabdlico no banco de dados destes sistemas e/ou conjunto de
substratos capazes de discriminar as espécies em questdo. Alguns estudos
(SUTTON; CUNDELL, 2004, CUNDELL, 2006) mostram a demanda da
aplicacdo de metodologias moleculares para que seja realizada uma analise
capaz de discriminar as espécies bacterianas, promovendo assim
investigacdes mais eficazes dos contaminantes de produtos e ambientes
farmacéuticos, com 0 objetivo de identificar sua origem e determinar acdes
preventivas na industria.

As Farmacopeias Americana (The United States Pharmacopeia, ou
USP) e Europeia (European Pharmacopeia, ou EP) j4 consideram que métodos
alternativos aos convencionais podem ser usados para avaliar a conformidade
de produtos com padrbes farmacéuticos e devem ser validados. O Food and
Drug Administration (FDA ) recomenda o uso de métodos genotipicos na
investigacdo e falhas do processamento, devido a maior precisdo quando
comparados aos métodos bioquimicos e outros fenotipicos (FDA, 2004).

Em relacdo aos métodos genotipicos, varios pesquisadores sugerem a
utilizacdo da andlise das sequéncias do gene 16S rRNA para a identificacao
bacteriana (DRANCOURT et al.,, 2000, BOSSHARD et al., 2004, MIGNARD;
FLANDROIS, 2006). Esta andlise tem sido utilizada por ser universal para
bactérias, além de haver disponibilidade de uma grande quantidade de
sequéncias de nucleotideos deste gene no banco de dados, permitindo assim a
comparacao das sequéncias de estirpes desconhecidas. Deste modo, essa tem
sido a metodologia de escolha para determinacdo do género bacteriano
(CLARRIDGE, 2004, PETTI, 2007), sendo utilizada para a deteccdo de
Burkholderia cepacia, um contaminante de matérias-primas e produtos
acabados na industria farmacéutica, apresentando equivaléncia com o0s
métodos tradicionais de identificacdo (JIMENEZ et al., 2000). Ademais, essa
analise é utilizada também no controle microbioldgico de sistemas de aguas
nas industrias farmacéutica (KAWAI et al, 2004), petrolifera (BODTKER et al.,
2008) e de alimentos (CHAP et al., 2009, ERCOLINI et al., 2009). Um kit
comercial de identificacdo bacteriana rapida baseado na amplificacdo e no
sequenciamento da regido do gene 16S rRNA (MicroSeq®, Applied

Biosystems) tem sido utilizado tanto na identificacdo de amostras clinicas
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(FONTANA et al., 2005, AROSIO et al., 2008, KIM et al., 2008) quanto na de
ambientais (TOKAJIAN; HASHWA, 2004).

Uma alternativa aos métodos genotipicos € a abordagem protedmica,
sendo a tecnologia Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of
Flight/Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS) uma das mais promissoras para a
caracterizagdo quimiotaxondmica de micro-organismos. A vantagem mais clara
deste método € a velocidade de andlise da amostra (LAY JR., 2001), sendo
utilizados segundos para o processamento total e a obtencéo de resultados. Na
industria farmacéutica e na de alimentos, a avaliacdo em tempo real (ou a mais
rapida possivel) ocasiona a diminuicdo do holding time — isto é, o tempo do
processo produtivo — de um produto e um maior controle dos riscos associados
aos processos produtivos, uma vez que permite acdes corretivas imediatas e
respalda o processo decisério quanto ao processamento e destino de um lote.
A identificagdo inequivoca de micro-organismos contaminantes permite a
prevencdo da contaminacdo recorrente e melhora da higiene associada as
plantas produtivas (PAVLOVIC et al., 2013, WHO, 2012, WHO, 2011). Alguns
trabalhos ja relataram o uso de MALDI-TOF/MS na identificacdo de patdgenos
comumente pesquisados no Controle de Qualidade de produtos, como
Salmonella spp. e Listeria spp. (SPARBIER et al., 2012, DIECKMANN;
MALORNY, 2011, BARBUDDHE et al., 2008), assim como sua aplicabilidade
na indastria de alimentos, mais especificamente em relacdo as bactérias acido-
laticas em carne e probioticos em iogurte (ANGELAKIS et al., 2011, NGUYEN
et al., 2012).

O pré-requisito dos métodos de identificacdo abordados — bioquimicos
(utilizacédo de substratos), genotipicos e por MALDI-TOF MS — é o crescimento
microbiano prévio em uma placa de meio de cultura. Dessa forma, as
condi¢bes fornecidas em cada cultivo (tipo de meio, tensdo de gases, tempo e
temperatura de incubacdo) irdo influenciar no metabolismo do organismo
cultivado. No caso da analise por MALDI-TOF MS, este € um aspecto critico na
obtencdo do resultado. Em uma revisdo sobre o uso da técnica de MALDI-
TOF MS no estudo de micro-organismos, Lay Jr. relata que alguns
pesquisadores podem questionar o conteudo de informacdo que pode ser
obtido por meio da andlise de um perfil de espectros de massas. Entretanto, os

dados gerados podem ser considerados, no minimo, complementares aos
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obtidos por meio de outras técnicas de identificacdo de micro-organismos.
Além disso, é uma das poucas abordagens que consegue avaliar, detectar e
mensurar modificacfes (bio)quimicas em resposta a estresses ambientais, de
tempo de cultivo, de condi¢Bes nutricionais e tensdo de gases, entre outros
(LAY JR., 2001). Esta é uma vantagem enorme sobre 0s métodos genéticos,
principalmente sobre a identificacdo pelo sequenciamento de genes
especificos, como o 16S rRNA em bactérias, por exemplo.

Usada na tentativa de identificar bactérias desde os anos 70 (HOLLAND
et al., 1996, CLAYDON et al., 1996, ANHALT; FENSELAU, 1975), a
espectrometria de massas de biomoléculas tem sido aperfeicoada (SENG et
al., 2009) e atualmente é possivel obter ndo somente o espectro de uma
grande biomolécula (como proteinas), mas sim um perfil de espectros de varias
moléculas, que pode ser utilizado como um fingerprinting do micro-organismo
analisado (CARBONNELLE et al., 2011, FENSELAU; DEMIREV, 2001). O uso
de uma matriz que permitisse a ionizacdo de proteinas ribossémicas — mais
conservadas que as de superficie, por exemplo — permitiu o estabelecimento
de perfis de espectros caracteristicos que conduziram a identificacdo de
espécies e subespécies (PAVLOVIC et al., 2013, RYZHOV; FENSELAU, 2001).
Muitos trabalhos tém apresentado esta abordagem e o sucesso desta na
identificacdo e na caracterizacdo de bactérias (CARBONNELLI et al., 2011, EL
KHECHINE et al., 2011, BIZZINI et al.,, 2010, LAY JR., 2001), fungos
(CASSAGNE et al.,, 2011, DHIMAN et al.,, 2011, RODRIGUES et al., 2011,
SANTOS et al., 2011) e até de virus (SUN et al., 2011) na clinica médica e
animal. Alguns autores também usaram a técnica de MALDI-TOF MS no
estudo de estirpes de origem ambiental (MUNOZ et al., 2011, DIECKMANN et
al., 2005).

A técnica de MALDI-TO/MS usada para a identificacdo de micro-
organismos consiste na mistura da cultura a ser identificada com uma matriz
polimérica (geralmente CHCA) que absorve luz e permite a ionizacdo das
proteinas, por excitacdo através de um feixe de laser. Em seguida, campos
elétricos orientam os ions gerados dentro de um tubo de vacuo, onde ocorre
uma separacao por massa/carga segundo o tempo de passagem pelo tubo até
o detector (Tempo de voo). Cada particula ionizada gera um pico (ou espectro)

e 0 conjunto de particulas detectadas é convertido em um perfil de espectros.
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Por meio de uma base algoritmica, este perfil de espectros € comparado com o
perfil de diversas espécies (introduzidas no banco de dados) e interpretado
como um resultado de identificagcdo, associado a um nivel de confianga. Sendo
o proteoma de um organismo resultado do conjunto de proteinas expressas em
determinado momento, as condi¢Bes de cultivo (como tipo de meio de cultura,
temperatura e tempo de incubacédo) devem ser padronizadas, para permitir a
reprodutibilidade dos resultados de identificacdo (PAVLOVIC et al., 2013,
RYZHOV; FENSELAU, 2001).

Uma grande desvantagem apontada nesta técnica é o banco de dados
(considerado ainda muito limitado) utilizado para a identificacdo das espécies
(PAVLOVIC et al., 2013, CROXATTO et al., 2012, STEENSELS et al., 2011).
Em estirpes de origem clinica, este banco de dados esta bem consolidado,
sendo aperfeicoado a cada dia, inclusive com a construcdo de banco de dados
complementares (DE CAROLIS et al, 2014, CHARLES RIVER
LABORATORIES INTERNATIONAL, 2013). Seu uso tem sido considerado
como de excelente performance (DENG et al., 2014), inclusive quando
comparado aos utilizados rotineiramente na identificacéo clinica, como o banco
de dados dos kits bioquimicos (GUO et al., 2014). Em amostras ambientais, o
uso de MALDI-TOF MS pode ser aplicado, mas o banco de dados associado é
citado como critico na identificagdo dos micro-organismos por varios autores
(MUNOZ et al., 2011, WELKER & MOORE, 2011).

A aplicacdo de métodos analiticos pode ocorrer ndo s6 na identificagédo
das estirpes isoladas no controle de qualidade, mas também na investigacdo
das origens de contaminacdo. De maneira geral, esta investigacdo € realizada
nas industrias farmacéuticas por profissionais da Garantia da Qualidade, por
meio de analise de documentos (como laudos do monitoramento de areas e de
aguas, registros de intecorréncias nos processos, entre outros).

A caracterizagdo bacteriana molecular € recomendada para a
determinacdo da relagdo genética das cepas bacterianas para estabelecer um
paralelo entre o0s contaminantes bacterianos provenientes dos produtos
fabricados e aqueles encontrados na area de producdo ou nas matérias-primas
utilizadas, de modo a fornecer evidéncia de que estes sdo da mesma fonte
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A Farmacopeia Europeia recomenda a

utilizacdo de metodologias moleculares na interpretacdo do ensaio de
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esterilidade (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2008). Cundell (2006) também
menciona a necessidade da aplicagdo de metodologias moleculares para
auxiliar na investigacdo da origem dos contaminantes. Este autor recomenda a
analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico, separados por
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), como uma das metodologias de
tipagem molecular que pode ser utilizada com a finalidade citada.

Para a comparacdo analitica de micro-organismos envolvidos em um
evento de contaminagdo (um dos desvios da qualidade de um produto e/ou
processo), ha a necessidade da preservacdo das estirpes pela industria
farmacéutica, para que as mesmas sejam recuperadas no momento de
realizacdo da anadlise. A construcdo de colecdes de culturas autoctones,
obtidas a partir dos ensaios do controle de qualidade e de processo, se
apresenta como uma ferramenta de “memdria biolégica” que pode ser utilizada

nas investiga¢cfes de origem de contaminagdo por meio de técnicas analiticas.

1.6 USO DE COLECOES DE CULTIVO E O ESTUDO DA DIVERSIDADE

Os guidelines de BPF do FDA (2004) e, consequentemente, a Anvisa,
tém recomendado a utilizacdo da microbiota isolada da area de producdo para
proceder teste de promocdo de crescimento nos meios de cultura a serem
utilizados nas simulacBes de processo. As industrias farmacéuticas necessitam
de alguns procedimentos para validar seu processo de enchimento de
injetaveis e, portanto, € requerido que sejam realizadas estas simulacfes
(media fill), aliadas ao monitoramento ambiental. A escolha do meio de cultura
a ser utilizado no media fill € um passo importante, pois 0 mesmo deve suportar
0 crescimento de uma ampla variedade de micro-organismos. O meio de
cultura € desafiado por cepas de referéncia (geralmente oriundas de colegbes
como American Type Culture Collection - ATCC) e também por padrdes
secundarios, que sdo as cepas autoctones, também chamadas de in house.
Para tal, h4 a necessidade da criacdo de lotes-semente de cepas autoctones

para cada Unidade de Producéo.
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Na industria farmacéutica também deve ser considerada a utilizacéo de
produtos sanitizantes/desinfetantes em materiais e areas criticas. Desta forma,
a verificacdo da atividade bactericida desses agentes é indispensavel para
validar os procedimentos de desinfeccdo utilizados durante as etapas do
processo produtivo. As validacdes de areas limpas devem ser realizadas com
cepas padrao e também com cepas da microbiota do ambiente (WHO, 2011).
Portanto, os métodos para identificacdo inequivoca dos géneros bacterianos
também se tornam imprescindiveis.

Outra aplicacéo das cepas autoctones € a de elucidacao/investigacdo de
possiveis fontes de contaminacdo. A comparacdo detalhada (geralmente
genotipica e fenotipica) entre estirpes durante as diferentes etapas de
producdo, mesmo com intervalo de tempo, pode auxiliar no rastreamento de
contaminantes, permitindo a eliminacdo da causa de contaminacdo (WHO,
2012).

Apesar da extrema importancia que as cepas autoctones tém
apresentado dentro dos ambientes industriais, ndo sdo encontrados muitos
artigos a respeito desta aplicacdo. Aleman ecols. (2004) compararam a
performance de cepas selvagens isoladas pelo Instituto Nacional de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia (INHEM — Cuba) de diversas fontes (agua para
hemodidlise, alimentos, material clinico, agua fluvial e 4gua de abastecimento)
em relacdo aos padrdes normalmente utilizados (cepas de colecdes
internacionais, como ATCC) no controle de qualidade dos meios de cultivo
utilizados na rotina de andlise do Instituto, ndo observando diferencas nas
respostas obtidas entre as estirpes comparadas. Este trabalho foi viabilizado
em virtude da manutencédo das estirpes autdoctones em uma colecéo de cultivos
propria do INHEM (ALEMAN et al., 2003).

A proposta da formacéo de colec¢des de culturas foi inicialmente apoiada
pela necessidade de manutencdo das cepas estudadas em um estado
fisiologico sem alteracbes. A conservacdo de micro-organismos apresenta
importancia em diversas aplicacdes, que vao desde o estudo da biodiversidade
até o uso biotecnoldgico. A Organizacdo de Cooperagcdo e Desenvolvimento
Econdmico (OCDE) prop0s diretrizes e recomendacfes para o gerenciamento

de centros de recursos biologicos — por meio da elaboracédo do documento Best
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Practice Quidelines for Biological Resource Centres (OCDE, 2007) — e apoiou a
criacdo da Rede Global de Centros de Recursos Bioldgicos (GBRCN). As
cole¢Bes microbioldgicas representam uma iniciativa tdo importante que foi
criada a Federacdo Mundial de Cole¢bes de Cultura (World Federation
Collection Culture — WFCC) que busca organizar e centralizar os registros de
colecdes de cultura em diversos paises. Para padronizar a manutencédo das
colecBes foram elaboradas diretrizes basicas no documento World Federation
for Culture Collections Guidelines que ja esta na sua 3° Edicdo (WFCC, 2010) e
a Sociedade Brasileira de Microbiologia elaborou um guia nacional para
colecdes microbioldgicas, harmonizando os principios estabelecidos por estas
duas organizacdes (SETTE et al., 2007).

1.7 RELEVANCIA E PERSPECTIVAS

De acordo com o contexto apresentado, a caracterizacdo molecular de
bactérias e fungos é indispensavel para a conclusdo de andlises
microbiolégicas de produtos farmacéuticos e ambientes de producdo. Essas
novas metodologias permitem a implementacdo de investigacdes efetivas da
natureza das estirpes na SEPIN/LACOM/DEQUA, segundo exigéncias
normativas e cumprimento das Boas Praticas de Fabricagéo (BPF).

As bactérias isoladas de agua, monitoramento ambiental, matérias-
primas, produtos e insumos oriundas deste trabalho irdo constituir uma colecéo
de bactérias de salas classificadas. Esta Bacterioteca representa uma iniciativa
pioneira no Brasil, uma vez que nao ha registro de outras colecdes similares,
endossando o papel inovador da Fiocruz na area de Saude, assim como na de

Ciéncia e Tecnologia.

O uso de métodos rapidos e eficazes, como MALDI-TOF/MS, e a criagcédo
de um banco de dados proprio (complementar aos ja existentes) com estirpes
autoctones tera uma aplicacdo imediata na rotina de identificacdo de
contaminantes da SEPIN, ajudando na resolucdo dos atuais problemas

relacionados a identificacdo de bactérias e fungos. Entretanto, a andlise correta



37

e inequivoca dos dados gerados através do uso desta técnica requer um

conhecimento sélido em MALDI-TOF e identificagbes de micro-organismos.

Por fim, a analise destas estirpes permitirA o rastreamento e a
determinacdo de fontes de contaminacdo de produtos e de pontos do
processamento, assim como a obtencdo de lotes-semente de cepas

autoctones.
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2 OBJETIVO GERAL

Propor melhorias no processo de identificacdo de contaminantes da
Secdo de Esterilidade, Processos e Insumos (SEPIN) — através do estudo da
diversidade bacteriana, do desenvolvimento de metodologia de identificacdo
adequada a esta microbiota e da construcdo de um banco de dados voltado
para as necessidades de Bio-Manguinhos — e implementar tais mudancas na

rotina.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a efetividade do kit bioquimico utilizado na identificacdo de
contaminantes pela SEPIN (BBL Crystal), quando comparado com 0s
kits VITEK 2 Compact (BioMerieux), MicroSEQ® 500 (Applied
Biosystems) e VITEK MS RUO (BioMerieux);

e Estabelecer uma colecdo de culturas bacterianas, com as estirpes
oriundas de monitoramento ambiental, aguas, operadores, matérias-
primas, produtos e insumos, envolvidas na producdo de imunobiolégicos
e identificar fenotipicamente as bactérias na rotina da
SEPIN/LACOM/DEQUA,;

e Determinar a distribuicdo da populacdo bacteriana circulante nas
unidades de producédo, assim como estimar a incidéncia e a prevaléncia

dos géneros bacterianos envolvidos;
e Criar um banco de dados da colecéo de bactérias;

e Obter lotes semente e de trabalho das estirpes na area de producgéo e
implantar a utilizagcdo desta microbiota nos testes de promocdo de
crescimento dos meios de cultivo preparados para media fill e teste de

esterilidade, segundo recomendacéo da Anvisa,

e |dentificar, por meio da analise das sequéncias do gene 16S rRNA, uma

amostragem de cepas depositadas na bacterioteca (N=52), que
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representam contaminantes envolvidos na producéo de imunobiolégicos,
reativos e biofarmacos de Bio-Manguinhos, utilizando o kit comercial
MicroSEQ® 500 (Applied Biosystems);

Verificar a possivel origem da contaminacdo dos produtos pelo uso da
técnica de PFGE, dando subsidios para a elaboracdo de medidas

corretivas e de melhoria;

Identificar, através da técnica de MALDI-TOF/MS, as mesmas estirpes
bacterianas submetidas ao kit MicroSEQ®500, para posterior
comparacao de resultados (N=52), utilizando a base de dados SARAMIS
(Spectral ARchive And Microbial Identification System);

Criar um Banco de Dados in house, a partir dos perfis de espectros de
massa das estirpes da Bacterioteca de Bio-Manguinhos identificadas
pelo kit MicroSEQ®500;

Elaborar Instruc6es de Trabalho referentes as novas técnicas, realizar
treinamento da Equipe de ldentificacdo da SEPIN e implementar as

melhorias na rotina de identificacao.
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DAS ESTIRPES BACTERIANAS

Neste estudo, foram analisadas estirpes de diversos grupos bacterianos
submetidos a caracterizacéo fenotipica pela Secédo de Esterilidade, Processos
e Insumos (SEPIN) de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ.

As estirpes foram oriundas de amostras de monitoramento ambiental, de
monitoramentos de aguas, de ensaios de validacao e de testes de esterilidade,
entre outros, no periodo de janeiro de 2010 a agosto de 2014.

As amostras foram obtidas em placas de Petri com agar triptona de soja
(TSA), em placas RODAC (Recovered Organism Detection and Counting), em
placas do sistema Milliflex (Merck) com &gar padréo para contagem (PCA) e
frascos contendo caldo caseina ou caldo tioglicolato. Todos os meios de cultivo
utilizados no presente trabalho eram da marca BioCen e seus lotes foram
previamente analisados e liberados pelo controle de qualidade de Bio-
Manguinhos, sendo considerados aptos para uso (fertiidade e pureza

comprovadas).

3.2 CONSTRUCAO DO BANCO DE DADOS DA COLECAO DE CULTURAS
(BACTERIOTECA)

A partir de cada amostra recebida pela SEPIN para a identificagcdo de
contaminantes, foram selecionadas todas as colonias que apresentasse
morfologia de colbnia distinta entre si por placa. As estirpes isoladas foram
cadastradas em um banco de dados (Programa Excel e arquivo em papel) da
bacterioteca, recebendo uma numeragéo sequencial, precedida da letra “B”.

Neste cadastro, dados como lote de producéo, data do processo, tipo de
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atividade, local, produto envolvido e ponto analisado foram registrados.

3.3 REISOLAMENTO

Cada colbnia foi reisolada em placas de agar sangue de carneiro (ASC)
a 5% (BioCen) e incubadas em estufa bacteriologica a 30-35°C, no periodo de
24 horas a 10 dias. Este periodo variou em funcao do tempo de crescimento de
cada bacteria. As placas foram analisadas diariamente, para verificacdo do
crescimento de colbnias bacterianas. Apds observagcdo do crescimento, uma
colonia isolada de cada placa de ASC foi semeada em uma placa de TSA e
incubada em estufa bacteriolégica a 30-35°C, no periodo de 24 horas a 10
dias. A partir do cultivo em TSA, foram realizados os testes de caracterizacao
e/ou identificacdo das estirpes. Para o presente trabalho, foram isoladas 5.842
bactérias.

3.4 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS ESTIRPES

3.4.1 Coloracao de Gram

Todas as estirpes isoladas no periodo de 2010 a 2014 (N=5.842) foram
submetidas a Coloracdo de Gram. O procedimento de preparo de esfregaco
em lamina foi 0 mesmo para todas as estirpes. O método de coloracéo,
entretanto, foi distinto: em 2010, foi realizado o método manual; e de 2011 a
2014 foi realizada a coloragdo através do aparelho Slide Ink (marca

Hemogram).
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3.4.1.1 Preparo dos esfregacos bacterianos em lamina

As laminas foram limpas, desengorduradas e identificadas com lapis
dermatogréafico. Em seguida, pingou-se um peqgueno volume (aproximadamente
0,1 mL de solucéo salina) sobre a lamina. Com alca bacteriolégica previamente
flambada, foi feito um esfregago com uma pequena quantidade da cultura
isolada e deixado sobre bancada para secar. Apés secagem, a lamina foi
passada de quatro a seis vezes sobre a chama do bico de Bunsen para que o

esfregaco fosse fixado a lamina.

3.4.1.2 Procedimento de coloracdo de Gram manual

Para coloracdo manual, foi adicionado sobre a lamina o corante cristal
violeta, em volume suficiente para cobrir toda a lamina, e foi mantido durante
um minuto. Em seguida, o cristal violeta foi descartado e a lamina foi lavada em
agua corrente. Foi adicionada a solucédo de iodo-iodetado (Lugol), em volume
suficiente para cobrir toda a lamina, sendo mantida por um minuto. Ao termino
deste periodo, a lamina foi lavada em agua corrente. Foi depositado o
descolorante alcool-acetona pelo periodo de 30 segundos, sendo lavada com
agua corrente ao final deste periodo. Por ultimo, a lamina foi coberta pelo

corante safranina por 30 segundos e lavada em agua corrente.

3.4.1.3 Procedimento de coloracdo de Gram utilizando o aparelho Slide Ink
(Hemogram)

Para a coloragcédo automatica, as laminas foram posicionadas com a face
voltada para o lado esquerdo do operador na espiral de locomocao do

equipamento. A mesa de colorac¢ao controlou o tempo e a saida dos reagentes
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em cada etapa do processo. ApOs a passagem das laminas pela mesa de
coloragdo, essas foram armazenadas no deposito do aparelho, onde foram
recolhidas ao fim do procedimento.

3.4.1.4 Leitura das laminas coradas

Apoés secagem das laminas, foi adicionada uma gota do 6leo de imerséo
(Isofar) e, em seguida, realizada leitura com o auxilio de microscopio 6ptico na
objetiva de 100 (aumento de 1000X), por imersdo. Foram observadas as
caracteristicas morfo-tintoriais de cada cultura. As células coradas em roxo
foram consideradas como pertencentes ao grupo Gram positivo e as coradas
em vermelho, Gram negativo. Nas células onde ndo houve definicdo destas
coloracdes (nem roxo, nem vermelho), o resultado foi considerado inconclusivo.
Foram observados o formato celular (coco, bastonete e cocobacilo) e o arranjo

(pares, tétrades, cachos, cadeias, entre outros).

3.4.2 Teste de KOH a 3%

No periodo de 2010 a 2012, todas as estirpes foram submetidas ao teste
de KOH a 3% para confirmacéo do resultado do Gram.

Uma quantidade visivel da cultura em placa de TSA foi transferida com a
alca bacteriologica previamente flambada para uma lamina de vidro limpa e
seca. Com o auxilio de uma pipeta de um mL estéril, uma gota da solucéo de
hidroxido de potassio (KOH) a 3% foi depositada sobre a lamina. Movimentos
circulares foram realizados para homogeneizar a mistura (cultura/KOH)
continuamente, até o periodo maximo de 60 segundos. Nas laminas onde foi
evidenciada a formagao de “fio” viscoso em menos de 60 segundos, a reagao
foi considerada positiva (KOH positivo) e a bactéria considerada Gram negativa
(Figura 1).
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Figura 1 - Resultado positivo para Teste do KOH a 3%, com a formacéo de fio viscoso

Nos casos das estirpes em que nao ocorreu a presenca de viscosidade
(auséncia de “fio”) pelo mesmo periodo, o resultado foi considerado negativo e

a bactéria testada, Gram positiva (Figura 2).

Figura 2 - Resultado negativo para Teste do KOH a 3%, com auséncia de fio viscoso
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3.5 IDENTIFICACAO DAS ESTIRPES

Esta etapa foi realizada na Secéo de Esterilidade, Processos e Insumos
(SEPIN) de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ.

As 5.842 estirpes isoladas e criopreservadas foram submetidas a pelo
menos um dos métodos de identificacdo utilizados no presente trabalho (Figura
3). A identificacdo bioquimica foi realizada através do kit comercial BBL
Crystal®, método fenotipico bioquimico (Becton, Dickinson and Company) de
janeiro de 2010 a dezembro de 2011. A partir de janeiro de 2012, pelo kit
VITEK 2 Compact, método fenotipico bioquimico (BioMeriéux) e pelos sistemas
VITEK 2 Compact e/ou VITEK MS RUO, método fenotipico proteémico
(BioMeriéux). Este ultimo sistema foi introduzido a partir de janeiro de 2013.

Foram utilizadas 52 estirpes (identificadas pelo Kit MicroSEQ, método
genotipico) para realizar uma comparacdo entre os trés métodos fenotipicos
utilizados (BBL Crystal, VITEK 2 Compact e VITEK MS RUO).

Figura 3 - Esquema sequencial referente aos procedimentos empregados na identificacdo de
bactérias isoladas pelo Controle de Qualidade

v Estirpe

AS

T5A

LA

Gram:
-Manual e Slide KOH a 3% VITEK MS MicroSEQ
i - - -

VITEK 2

' BBL Crystal ' Compact

Rotina SEPIN Novas propostas de identificacao de estirpes bacterianas na SEPIN
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3.5.1 Identificag&o pelo Kit BBL Crystal®

A partir do resultado do Gram e do KOH, as culturas foram direcionadas
para o kit de identificacdo correspondente (GN para estirpes Gram negativo e
GP para estirpes Gram positivo). Para cada estirpe, foi realizada uma
suspensao bacteriana na turvacdo 0,5 na escala de MacFarland, utilizando o
diluente do kit. Esta suspensao foi vertida em uma canaleta e distribuida em 30
pocos. Em seguida, foi acoplado o painel do kit correspondente, com os
substratos desidratados. Os kits foram incubados em estufa bacterioldgica de
30 a 35°C por 18 a 24 horas. Apos o periodo de incubacéo, foi realizada a
leitura do kit através de leitora e os resultados obtidos foram analisados pelo
software correspondente (BBL Crystal).

4.5.2 ldentificacdo pelo sistema VITEK 2 Compact®

A partir da placa de TSA com a cultura de cada estirpe, foi preparada
uma suspensdo bacteriana em um tubo de acrilico contendo trés mL de
solucéo salina estéril a 0,85% (Air Life™ Sodium Chlroride Inhalation Solution —
Care Fusion). De acordo com o observado ao Gram para cada estirpe, as
suspensdes foram preparadas nas faixas preconizadas para cada grupo
(Quadro 1).

Quadro 1 - Grupos bacterianos ao Gram e faixa de turvacdo da suspensédo correspondente

Bastonete Gram positivo produtor de esporo (cartdo BCL) 1,8a2,20

Bastonete ou Coco Gram positivo ndo produtor de esporo (cartdo GP) 0,5a0,63

Bastonete ou Coco Gram negativo (cartdo GN) 0,5a0,63
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Cada tubo com a suspensado preparada foi colocado em uma das dez
posicdes disponiveis em um cassete plastico e uma lista foi elaborada, com a
posicdo das estirpes em cada cassete, discriminando o numero da estirpe, 0
namero do cassete e o tipo de classificacdo segundo o Gram. De acordo com a
ordem da lista das estirpes, foi colocado o cartdo correspondente (BCL, GP ou
GN) na posicdo de cada tubo de acrilico com a suspensdo preparada,
conforme o Quadro 2. O capilar acoplado ao cartdo foi introduzido no tubo de

acrilico correspondente.

Quadro 2 - Tipo de cartdo do VITEK 2 Compact de acordo com o resultado do Gram

Bastonete Gram positivo produtor de esporo BCL
Bastonete ou Coco Gram positivo ndo produtor de esporo GP
Bastonete ou Coco Gram negativo GN

Cada cassete preenchido (com os tubos de suspensao e 0s respectivos
cartdes) foi introduzido no equipamento (camara de vacuo e camara de
carregamento) e a partir deste ponto o processamento foi realizado
exclusivamente pelo aparelho VITEK 2 Compact. A partir das listas geradas, foi
realizado o cadastro das amostras no computador, através do software “VITEK
2 SYSTEM”. Ap6s o periodo de incubacdo (variavel para cada estirpe
analisado, podendo chegar a 24 horas), os resultados foram obtidos através do

mesmo software.

3.5.3 ldentificag&o pelo sistema VITEK MS RUO®

As estirpes submetidas ao sistema VITEK MS RUO foram cadastradas

como amostras no sistema, utilizando o software SARAMIS TargetManager
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(database version 1.12 e system version 3.5.1.3; 2010).

A partir da placa de TSA com a cultura de cada estirpe, foi transferida
uma porcdo da cultura, com o auxilio de uma alca descartavel, para um dos
pocos (spot) de uma lamina (slide) do modelo Flexi-Mass-DS TO-430
(BioMérieux). Foi realizado um esfregaco deste cultivo, utilizando toda a area
do spot. Em seguida, foi aplicada, com auxilio de micropipeta calibrada, um pL
de solucdo matriz 4cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (VITEK MS-CHCA,
BioMérieux). Nos spots da posicdo G3 e G4 de cada slide utilizado, foram
realizados esfregacos a partir de cultivos em placas de ASC (35°C, por 24
horas) da cepa de Escherichia coli ATCC 8739 (cepa utilizada no controle de
qualidade da andlise e como calibrador), que também foram cobertos com um
ML de solugao matriz 4cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA).

Ap6s a cristalizacdo da matriz, os slides foram introduzidos no
equipamento VITEK MS RUO (MALDI-TOF/MS, modelo AXIMA,
Kratos/Shimadzu), equipado com um laser de nitrogénio que opera a 337
nandmetros (nm) e utilizando o software Launchpad versdo 2.9.3, 2011. Os
espectros foram adquiridos em modo positivo linear, com uma voltagem de
aceleragéo de + 20 kV, em uma faixa de massas de 2.000 a 20.000 (m/z). Os
resultados obtidos foram analisados pelo software SARAMIS Premium

(Database version 4.10 e System version 4.0.0.4, 2010).

3.5.4 Identificagao pelo kit MicroSEQ® 500

Esta etapa foi desenvolvida na Secdo de ldentificacdo Bacteriana do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude/FIOCRUZ.

Um total de 52 cepas depositadas na Colecao foram submetidas, além
da caracterizacdo fenotipica, a identificacdo genotipica, utilizando o kit
MicroSEQ® 500 (Applied Biosystems). Estas cepas foram selecionadas no ano

de 2010, de cinco das principais areas de produc¢édo de Bio-Manguinhos.
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3.5.4.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA total foi realizada com Kit (INVITROGEN ou
PrepMan Ultra®) de acordo com as instrucfes do fabricante.

A partir do cultivo de cada estirpe em placas de TSA, foi transferida uma
pequena por¢do, com uso de alca bacterioldgica descartavel estéril, para um
tubo plastico estéril contendo 100 pL de reagente PrepMan Ultra. Esta
suspensao (denominada “DNA BRUTQ”) foi colocada no agitador de tubos
(Vortex) rapidamente (de 5 a 10 s) e deixada por 10 min a 100 °C em banho
seco. Em seguida, foi centrifugada por trés minutos a 13.000-14.000
G/temperatura ambiente em mini centrifuga. Foi transferida uma aliquota de 5
uL de cada amostra (sobrenadante) para outro tubo plastico com 495 uL de
agua estéril (Nuclease-Free Water) para obtencdo de uma diluicdo 1:100
(denominado “DNA PRONTO PARA USQ”). Os dois frascos de cada amostra

foram armazenados em freezer a -20°C, até o momento de uso.

3.5.4.2 Amplificacéo de regibes especificas pela reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR)

A amplificagdo da regido do DNA referente ao gene 16S rRNA foi
realizada com Kit MicroSEQ® 500, de acordo com as instru¢des do fabricante.

A partir do tubo denominado “DNA PRONTO PARA USQ?”, foi transferida
uma aliguota de 15 pL de cada amostra para um tubo plastico contendo 15 pL
do reagente para PCR MasterMix (Kit MicroSEQ 500 PCR). O preparo foi
realizado na seguinte ordem: CONTROLE NEGATIVO (agua isenta de DNA),
CONTROLE POSITIVO (fornecido pelo kit MicroSEQ 500, sendo DNA de E.
coli), AMOSTRAS (na ordem numérica). A mistura foi homogeneizada com uso
de micropipeta, obtendo um volume final de 30 pL por amostra. Os tubos
foram colocados no aparelho termociclador (Life Technologies) e as condicbes

de reacéo (Quadro 3) foram inseridas no software do aparelho.
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Quadro 3 - Condic¢des de tempo, temperatura e nimero de ciclos utilizadas na reacéo de
amplificacéo

Pre-desnaturacéao 95 °C/10 segundos

 Desnaturagdo

| 60 °C/30 segundos
. Extensdo | 72°C/45segundos |
Extenséo final 72 °C/1 minuto
Término da reacao 4 °C/eo

Ao final da reacdo, foi realizado o procedimento de purificacdo do
material amplificado (amplicon). Para isso, foram transferidos cinco pL de cada
amostra para dois tubos plasticos contendo dois pL da enzima EXO-SAP
(Exonuclease 1 + Fosfatase Alcalina, Life Technologies) em cada um. Um tubo
foi denominado FOWARD (FF) e o outro, REVERSE (R). Para cada tubo, o
volume final foi de sete pL. Os tubos foram colocados em aparelho
termociclador a 37 °C por 15 min e depois a 80 °C por mais 15 min para

inativar a enzima.

3.5.4.3 Determinagéo das Sequéncias Nucleotidicas (Sequenciamento)

A reacdo de sequenciamento do material amplificado foi realizada com
Kit MicroSEQ® 500, de acordo com as instru¢bes do fabricante. Foram
adicionados 13 uL do reagente de sequenciamento FF (do kit MicroSEQ® 500
sequencing) no tubo denominado FF e 13 pL do reagente de sequenciamento
R (do kit MicroSEQ® 500 sequencing) no tubo denominado R. Ao final, cada
tubo apresentou volume de 20 yL (FF e R). Os tubos foram colocados no
aparelho termociclador e as condi¢cdes de reacdo (Quadro 4) foram inseridas
no software do aparelho.
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Quadro 4 - Condic¢des de tempo, temperatura e nimero de ciclos utilizadas na reagéo de
sequenciamento

Pre-desnaturacao 96 °C/1 minuto

| Desnaturagdo | 96 °C/10 segundos |
| 50 °C/5 segundos

Término da reacdo 4 °C/e0

Ao final da reacéo, foi realizado o procedimento de purificagdo do
material sequenciado. Para isso, foram transferidos 20 puL do produto de
sequenciamento para tubos contendo a coluna de purificacdo (“Cartucho para
limpeza MICROSEQ ID”, Life Technologies). Os tubos foram centrifugados por
cinco min a 3.000 rpm e a coluna (apds centrifugacdo) foi descartada. O
volume centrifugado (20 pL) foi transferido para um dos pocos de uma placa de
96 pocos, observando a ordem de colocada das amostras: Controle
Positivo/Controle negativo/Amostras (primeiro o FF e depois 0 R). Os pogos
vazios foram preenchidos com &gua estéril. A placa pronta foi enviada para
leitura do sequenciamento no equipamento ABI PRISM 3130 DNA Sequencer
(Applied Biosystems-Perkin Elmer Co) pertencente a Plataforma Gendmica de
Sequenciamento de DNA (PDTIS/FIOCRUZ). As sequéncias nucleotidicas
obtidas foram formatadas no modelo FASTA, editadas e analisadas utilizando
os programas CHROMAS, BioEdit, MEGA 4. As sequéncias foram comparadas
aguelas depositadas no banco de sequéncias GeneBank e Ribosomal
DataBase Project (RDP-II).

3.6 PRESERVACAO DAS ESTIRPES BACTERIANAS DA COLECAO DE
CULTURAS (BACTERIOTECA)

Cada estirpe cadastrada (N=5.842) foi criopreservada a -80 °C em skim
milk (Difco) contendo 20% (V/V) de glicerol (SMG). Para isso, foram
confeccionadas etiquetas com o nimero das cepas da Bacterioteca e a data da

criopreservacdo. Foram preparados criotubos estéreis contendo um pL de
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SMG, previamente identificados, no dia do procedimento de criopreservacdo. A
partir de cada placa de TSA, foi transferida uma aliquota do crescimento para o
criotubo correspondente, com o auxilio de uma alca bacteriolégica de platina.

Os criotubos foram armazenados em caixas, em freezer a -80°C.

3.7 ANALISE DOS PERFIS DE FRAGMENTACAO DO GENOMA DE
ESTIRPES UTILIZANDO ELETROFORESE EM GEL DE CAMPO PULSADO
(PFGE)

As 11 estirpes selecionadas para avaliacdo desta técnica como
ferramenta de investigacdo das fontes de contaminacao (selecionadas a partir
da analise do banco de dados em Excel na investigagdo de um evento de
contaminagao) foram semeadas em placas de TSA e incubadas em estufa

bacterioldgica a 30-35 °C por dois dias. A partir de cada placa, uma colonia

isolada foi repicada em caldo caseina (BioCen) e incubada a 30-35 °C por até
24 horas. O DNA cromossémico foi preparado pela técnica in situ, em blocos

de agarose (Figura 4).

Figura 4 - Esquema ilustrando as etapas da técnica de PFGE

Cultura bacteriana Blocos com Enzima Preparo de gel e
em caldo de restrigao eletroforese

Brometo de Etidio e
Captacdo de
imagem

Blocos na solucdo
com Proteinase K

Blocos na solugdo Andlise dos perfis
de lise de restricao
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Uma aliqguota de dois mL do crescimento bacteriano em fase
exponencial foi centrifugada e as células obtidas foram suspensas em 500 pL
de salina estéril. Foi adicionada a suspensdo de células, 500 pL de agarose
(low melting, FMC) a 2% em tampao PIV (NaCl 1M; TRIS-HCI 10mM pH 7,6) a
50 °C. A mistura foi homogeneizada e distribuida em moldes. Os blocos foram

entdo transferidos para tubos contendo 4 mL de solucédo de lise (NaCl 1 M;
TRIS-HCI 6 mM pH 7,6; EDTA 100 mM pH 8,0; BRIJ-58 0,5 %; desoxicolato 0,2

%; sarcosina 0,5 % e lisozima 1 mg/mL) e incubados a 37 °C. Em seguida, o

tampéo de lise foi substituido pelo tampéo ESP (EDTA 0,5 M pH 8,0; sarcosina

1 %) contendo 0,1 mg/mL de proteinase K (Sigma) e os blocos incubados por

24 horas a 50 °C. Os blocos foram lavados 4 vezes com tampéo TE pH 8,0 a
37 °C e entdo incubados com 30 Ul da enzima de restricdo Xba | durante 24 h

a 37 °C. Os fragmentos de restricdo foram separados em gel de agarose a 1%
preparado em tampao TBE pH 8,3 através da eletroforese de campo pulsado,
usando o aparelho CHEF-DR Il (Bio-Rad, Richmond, USA). As condi¢des da
eletroforese de campo pulsado foram determinadas para o género analisado de
acordo com o protocolo do PulseNet (RIBOT et al.,, 2006). O padrdo de peso
molecular utilizado foi Lambda ladder (New England). Apds a eletroforese os
géis foram corados com brometo de etidio (0,5 pg/mL), 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 de acordo as recomendacdes de

Tenover e cols. (1995).

3.8 SELECAO DE ESTIRPES DA BACTERIOTECA PARA O PREPARO DOS
LOTES DE TRABALHO (PADROES SECUNDARIOS) E IMPLANTACAO NA
PROMOCAO DE CRESCIMENTO DOS MEIOS DE CULTIVO

Esta etapa foi realizada na Secéo de Esterilidade, Processos e Insumos
(SEPIN) de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ.
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Para a producéao de lotes-trabalho de cepas autéctones, foram utilizados
0S micro-organismos com maior incidéncia no monitoramento ambiental de Bio-
Manguinhos (Figura 5), em acordo com as normas nacionais e internacionais

de Boas Praticas de Fabricacéo (BPF).

Figura 5 - Esquema ilustrando etapas para o preparo de lotes de trabalho de cepas autoctones
a serem utilizadas como padrées secundarios pelo Controle de Qualidade

Espécies mais incidentes

Caracterizagao fenotipica e genotipica

Preparo de lote candidato

Teste de performance em meios previamente
aprovados

Avaliagdo da performance e utilizagdo ou
descarte do lote produzido

Doze bactérias foram selecionadas da Colecdo de Culturas de Bio-
Manguinhos, desenvolvida no presente trabalho, como cepas candidatas a
serem utilizadas como padrdes secundarios. As estirpes bacterianas foram
caracterizadas fenotipicamente através de observacdo morfo-tintorial (Gram),
teste de KOH e identificadas através do kit comercial BBL Crystal (Becton,
Dickinson and Co). Para a identificacdo genotipica, foi utilizado o kit
MicroSEQ® 500 16S rDNA Bacterial Identification (Applied Biosystems).

Foram preparadas suspensfes dos micro-organismos candidatos a
serem utilizados como padrédo secundario ou lotes de trabalho em SMG. Estas
suspensdes foram distribuidas em 50 aliquotas e entdo armazenadas a
temperatura de -80 °C. O procedimento de preparo de lote de trabalho foi
realizado conforme a Instrucéo de Trabalho da SEPIN.
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As estirpes candidatas foram testadas previamente nos meios de
cultivos usualmente utilizados por Bio-Manguinhos no monitoramento ambiental
e na simulacao de envase, antes de serem introduzidas na rotina da promocéo
de crescimento (teste que consiste na avaliacdo da viabilidade dos meios de
cultivo). O crescimento microbiano foi considerado satisfatério quando foi
observada a turvagcédo dos meios desafiados, assim como o crescimento dentro
da faixa preconizada (10 a 100 UFC). As estirpes autoctones consideradas
aptas foram inseridas no teste de promocédo de crescimento em meios de
cultura liquidos utilizados em simulacBes de envase (media fill), no teste de
esterilidade bacteriana e nos meios solidos utilizados nas atividades de

monitoramento e de identificacdo de contaminantes.

3.9 CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO DE ESTIRPES (PREVIAMENTE
IDENTIFICADAS PELO MICROSEQ) PELA TECNICA DE MALDI-TOF/MS E
CRIACAO DE UM BANCO DE ESPECTROS PROPRIO COM O USO DE
ESTIRPES AUTOCTONES

Esta etapa foi desenvolvida na Universidade do Minho, em Portugal, e
na SEPIN/Bio-Manguinhos.

Foram analisadas as 52 cepas bacterianas autdctones previamente
identificadas pelo kit MicroSEQ® 500 para a construgdo do banco de dados
(BD) in house e as estirpes bacterianas na rotina de identificagdo de
contaminantes da SEPIN durante os anos de 2013 e 2014 que foram
submetidas a identificagéo pelo VITEK MS RUO.

As estirpes da rotina (de 2013 e 2014) foram submetidas a identificagao
pelo VITEK MS RUO e as que apresentaram resultado inconclusivo ou com um
baixo nivel de confianca tiveram seus perfis de espectros analisados e
armazenados na base de dados, na pasta “N&ao identificados”.

Para a construcado dos SuperSpectras (modelos de perfis de espectros,
utilizados como referéncias de identificacdo por comparagcdo) autoctones,
foram utilizados os perfis de espectros de massa obtidos a partir da cada

estirpe identificado pelo MicroSEQ 500 (N=52). Para a obtencao destes perfis,
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cada estirpe foi semeada em placas de TSA e ASC, sendo as placas incubadas
em estufa bacteriologica a 30-35 °C. Cada estirpe foi submetida a analise pelo
VITEK MS RUO em oito replicatas (por placa) e em sete periodos de cultivo
distintos (24h, 48h, 72h, 5 dias, 7 dias, 8 dias e 10 dias), de forma a obter uma
maior variacdo do perfil de espectros. Dessa forma, cada estirpe apresentou
um total de 112 perfis de espectros, que foram triados para a confec¢do de um
dendrograma que norteou a proposta de um espectro de referéncia para cada
estirpe. A partir do dendrograma gerado, foram descartados os perfis de
espectros que se encontravam isolados dos demais (considerados outliers) e
os restantes foram utilizados para a sele¢éo dos principais espectros de massa
(“picos”), de acordo com a frequéncia de deteccdo. Cada SuperSpectra gerado
foi avaliado através da comparacdo com todo o BD do software SARAMIS
(associado ao Sistema VITEK MS RUO e responsavel por todas as inferéncias
e comparacbes) e, caso conforme, foi inserido no Arquivo “Tree do
BD/SARAMIS. A estirpe foi novamente submetida ao VITEK MS RUO, para
verificacdo da identificacdo pelo recém-inserido espectro de referéncia. Este
procedimento foi uma adaptacdo do preconizado pelo documento Operating
Instructions (AnagnosTec, 2008), com base nos conhecimentos adquiridos com

0s técnicos da BioMerieux e com os pesquisadores da UMinho.

3.10 CONSTRUCAO DE CATALOGO DE IDENTIFICACAO

Com intuito de registrar a diversidade bacteriana identificada na SEPIN,
foi construido um modelo de catalogo (APENDICE A), em formato de fichas em
tamanho A4, com as seguintes informacdes: género ou espécie, estirpe que foi
utilizada na construcéo da ficha, fotos das culturas em placas de ASC (em um
ou dois tempos de cultivo diferentes), descricdo da colénia em ASC, fotos das
culturas em placas de TSA (em um ou dois tempos de cultivo diferentes),
descricdo da colbnia em TSA, foto da lamina de Gram, descricdo de aspectos
morfo-tintoriais ao Gram, resultados bioquimicos pelo VITEK 2 Compact (perfil
bioquimico), resultados protedmicos pelo VITEK MS RUO (perfil de espectros

de massa), resultados genotipicos pelo MicroSEQ® (sequéncia no formato
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FASTA) e outros dados que possam interessar (locais e fontes de isolamento
em Bio-Manguinhos e fontes descritas na literatura, entre outros). Foram

utilizadas duas estirpes para a construcao de exemplos de fichas do Catalogo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MELHORIA NO PROCESSO DE IDENTIFICACAO DE MICRO-
ORGANISMOS NA SEPIN

A identificacdo de micro-organismos na SEPIN era realizada através do
kit bioquimico BBL Crystal (Becton, Dickinson and Co). Este kit apresentava um
painel com 29 substratos e um controle positivo para bactérias Gram negativas
(kit GN) e outro painel (com o mesmo numero de substratos e controle) para
Gram positivas (kit GP). Um grande percentual dos resultados obtidos através
deste kit era inconclusivo para a identificacdo: aproximadamente 40% do total
de estirpes submetidas a identificacdo bioquimica (MEDEIROS et al., 2011,,
MEDEIROS et al., 2011,). Ademais, a observacé@o das caracteristicas morfo-
tintoriais das estirpes analisadas também era objeto de grande incerteza na
classificacdo do tipo de parede celular, dificultando a escolha do kit bioquimico
(GP ou GN).

A primeira melhoria sugerida para auxiliar a identificacdo foi a introducéo
da técnica de hidroxido de potassio a 3% (Teste do KOH), cujo objetivo era dar
suporte ao resultado da Coloracdo de Gram na divisdo das bactérias em Gram
positiva e Gram negativa (teste confirmatério do Gram).

Esta técnica foi avaliada através da comparacdo de resultados de 94
cepas (50 Gram positivas e 44 Gram negativas), isoladas na rotina de
identificacdo da SEPIN no ano de 2010 e previamente submetidas ao kit BBL
Crystal e a coloracdo de Gram. Todos os cultivos (tempo de incubacéao de 24
horas) apresentaram resultados satisfatorios e condizentes com o0 esperado
(Quadro 5).
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Quadro 5 - Resultado do teste de KOH a 3% em culturas de 24 horas (n=94)

Staphylococcus spp.;

Gram positivo

(n=50) Micrococcus spp.; Kytococcus Negativo (100%) Negativo
n=

spp.; Bacillus spp.

) Acinetobacter spp.;
Gram negativo

Brevundimonas spp.; Positivo (100%) Positivo
(n=44)

Pseudomonas spp.

Pelo fato da SEPIN receber placas oriundas do monitoramento
ambiental como amostras para a identificacdo e por estas placas apresentarem
cultivos de sete a oito dias, foi proposto um outro estudo para avaliar a variacéo
do resultado do teste de KOH em funcdo do tempo de cultivo (24 h, 48 h, 7
dias, 8 dias e 10 dias), com outras estirpes isoladas em 2010 e identificadas
pelo BBL Crystal. Neste novo estudo, envolvendo 204 estirpes (183
caracterizados como Gram positivas e 21 como Gram negativas, pela
Coloragdo de Gram), todas as 183 estirpes caracterizadas como Gram
positivas apresentaram resultados negativos para KOH (resultado de acordo
com o esperado para este tipo de parede celular) durante todos os cinco
tempos de cultivo avaliados (Tabela 1). Das 21 estirpes Gram negativas, uma
apresentou resultado diferente do esperado (em todos os tempos avaliados) e
outras duas apresentaram resultado positivo para KOH somente nos ultimos

segundos do teste.
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Tabela 1 - Resultado do teste de KOH a 3% em culturas com cinco periodos de incubacao
distintos (N=204)

Gram Género Total | 24h [ 48h _7 _8 %0 Total )
dias | dias | dias | concordancia
Acinetobacter 4 4P 4P 4P 4P 4 P 100%
Brevundimonas 4 4P 4P 4P 4P 4P 100%
Burkholderia 1 1P 1P 1P 1P 1P 100%
(SSZ'\;) Providencia 1 1P [ 1P [ 1P | 1P | 1P 100%
T 10 9P/ [ 9P/ | 9P/ | 9P/ | 9P/ 90%
1IN 1IN 1IN 1IN 1IN
Stenotrophomonas 1 1P 1P 1P 1P 1P 100%
Bacillus 3 3N | 3N | 3N 3N 3N 100%
Brevibacillus 3 3N 3N 3N 3N 3N 100%
(E:G;) Corynebacterium 3 3N 3N 3N 3N 3N 100%
Gardnerella 1 1IN 1IN 1IN 1IN 1IN 100%
Leifsonia 2 2N 2N 2N 2N 2N 100%
Kocuria 2 2N 2N 2N 2N 2N 100%
Kytococcus 11 1IN (212N | 1IN | 12N | 11N 100%
CGP Micrococcus 65 65N | 65N | 65N | 65N | 65N 100%
(n=171) Rhodococcus 1 1N 1N 1N 1IN 1N 100%
Staphylococcus 83 83N | 83N | 83N | 8N | 83N 100%
Streptococcus 9 9N 9N 9N 9N 9N 100%

P = Resultado positivo para o teste de KOH; N = Resultado negativo para o teste de KOH; n =
numero de estirpes; BGN = Bastonetes Gram negaticos; BGP = Bastonetes Gram positivos;
CGP = Cocos Gram positivos

Com base nessas evidéncias, a técnica do KOH foi introduzida na rotina
de identificacdo da SEPIN, e foi confeccionada uma instrucao de trabalho (IT)
para a mesma (APENDICE B). Foi ministrado treinamento nesta técnica a toda
equipe envolvida na identificacdo, concluindo sua implementacédo na rotina da
SEPIN.

Durante o periodo de 2010 a 2012, foi realizado o teste de KOH em
todas as bactérias submetidas a identificacdo (incluindo os dois estudos
previamente mencionados). Para cocos Gram positivos (CGP), grande maioria
da microbiota isolada em Bio-Manguinhos, os resultados deste teste eram
condizentes ao preconizado. Este grupo, entretanto, ndo apresentava davidas

no resultado da coloracdo de Gram: em todas as laminas observadas, a
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presenca de células bem roxas (coloracdo esperada para este grupo) foi
evidenciada. Dessa forma, a confirmacé&o do resultado do Gram pela técnica de
KOH se mostrava desnecessaria, sendo abolida para estirpes que fossem
caracterizadas como CGP ao Gram. A grande necessidade da confirmacgdo do
resultado do Gram era para alguns bastonetes isolados na rotina, que
apresentavam coloracgéo lilas (diferente do vermelho ou do roxo esperados), ou
que apresentavam na mesma lamina células coradas de vermelho e de roxo,
sendo considerados Gram variaveis. Como o kit bioquimico utilizado na
identificacdo exigia esta classificacdo prévia, o teste de KOH foi usado somente
para confirmar o resultado do Gram em estirpes que apresentassem formato de
bastonete. Para uma parte dos bastonetes analisados, entretanto, foi
observada inconsisténcia nos resultados apresentados, como a variacdo de
resposta pela mesma estirpe (ora positivo, ora negativo) e o0 resultado
equivocado (resultado oposto ao esperado para o tipo de parede celular).
Dessa forma, a confirmacédo do resultado do Gram pelo teste de KOH foi
abolida em 2012, por ndo conseguir auxiliar na elucidacéo destes casos.

A segunda melhoria proposta foi a padronizacdo da confeccdo de
laminas submetidas a coloracdo de Gram, através da introducdo do aparelho
corador de laminas Slide Ink (marca Hemogram). Este aparelho foi introduzido
em 2011 na SEPIN e permitiu a automatizacdo do processo de coloracao,
eliminando variacdes de resultados (decorrentes de diferencas de tempo de
exposicao e de volume dos reagentes do Gram utilizados), diminuindo gastos
(menor volume utilizado por lamina) e aumentando a capacidade de
processamento de amostras (maior numero de laminas produzidas em menos
tempo). Foi confeccionada uma IT para o processamento das laminas
(APENDICE C) e toda a equipe de identificacdo foi treinada, permitindo a
implementacéo deste procedimento na rotina da SEPIN.

Outra melhoria foi a substituicdo do kit bioquimico BBL Crystal pelo
sistema bioquimico VITEK 2 Compact (BioMerieux), que permitiu: a) maior
discriminagdo entre as estirpes submetidas a identificagcdo pelo aumento do
namero de substratos avaliados (painéis contendo acima de 50 provas) e pelo
maior numero de kits especificos para cada grupo (trés cartbes, sendo GN para
bactérias Gram negativas; GP para cocos e bastonetes Gram positivas néo

formadores de esporos; e BCL para bastonetes Gram positivos formadores de
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esporos), b) padronizacéo dos inéculos (uso de densimetro para avaliacao das
faixas de turvacdo das suspensdes); c) automatizagdo do processo (inoculacao
dos cartdes e leituras automaticas e em diversas vezes durante o tempo de
incubacdo no proprio aparelho) e d) utilizacdo de banco de dados mais
atualizado. Uma outra vantagem foi a diminuicdo do custo por amostra: em
2012, o novo sistema, adquirido através de comodato, permitiu a realizacdo do
ensaio de identificacdo bioquimica por R$ 37,00, enquanto uma identificacéo
pelo kit BBL Crystal custava R$ 42,00. Foi elaborada uma IT para este
processo de identificacdo (APENDICE D) e a equipe recebeu treinamento. Este
sistema foi qualificado (instalacdo, operacdo e desempenho) e validado
(APENDICE E), estando esta atividade totalmente implementada na rotina da
SEPIN. Apesar de todas as vantagens apresentadas, esse kit bioquimico
(assim como todos os outros similares) depende do resultado da coloracédo de
Gram, que continuou sendo um gargalo na identificacdo correta dos estirpes,
uma vez que especimes Gram variavel estavam presentes na microbiota de
Bio-Manguinhos. Outra desvantagem € que este kit (e todos os outros métodos
de identificacdo fenotipicos) esta associado a um banco de dados
relativamente limitado. Dessa forma, alguns resultados permaneceram
inconclusivos, com a auséncia de identificacdo para estirpes cujo perfil
bioquimico apresentado no ensaio ndo estava contemplado na base de dados
do VITEK 2 Compact.

Para tentar resolver o problema das estirpes para as quais o resultado
do Gram foi inconclusivo ou gerou algum tipo de duvida, foi proposta mais uma
melhoria: o uso de um kit molecular de identificacdo microbiana (MicroSEQ®
500, Applied Biosystems). Este kit, por realizar a amplificacdo e o
sequenciamento de regibes conservadas e de importancia taxon6mica, foi
proposto de forma a permitir a identificacdo inequivoca dos estirpes,
independente do resultado apresentado na coloragdo de Gram. O MicroSEQ®
apresenta trés opcdes: 0 MicroSEQ® 500, MicroSEQ® Full gene e MicroSEQ®
Fungal. Os dois primeiros sdo destinados a identificagdo de bactérias, sendo
que o MicroSEQ® 500 utiliza somente o primeiro terco do gene 16S rRNA
(aproximadamente 500 pares de base, considerada a por¢cao mais variavel) e o

MicroSEQ® Full gene utiliza o gene inteiro (aproximadamente 1.500 pares de
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base). O terceiro kit (MicroSEQ® Fungal) é destinado a identificacdo de fungos,
tanto filamentosos quanto leveduriformes.

Foram identificadas 52 bactérias isoladas na rotina da SEPIN pelo kit
MicroSEQ® 500. Como somente o primeiro terco do gene 16S rRNA foi
utilizado para a identificacéo, os resultados foram tratados somente em nivel de
género. Os resultados dos géneros bacterianos identificados estdo ilustrados

na Tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo dos estirpes (N=52) identificados pelo kit MicroSeq

Ndmero de

Género .
estirpes

Acinetobacter
Arthrobacter
Bacillus
Corynebacterium
Enhydrobacter
Microbacterium
Micrococcus
Moraxella
Paenibacillus
Providencia
Staphylococcus
Streptomyces
Terribacillus
TOTAL

al = =
R R E N Y LI ES I ES

Foram identificados 13 géneros distintos (Tabela 2) e, para todas as 52
estirpes submetidas a identificacéo, o kit foi considerado satisfatério (conseguiu
concluir a identificacdo). As estirpes selecionadas para esta avaliagdo foram
escolhidas com base na morfologia colonial e microscépica. Estes critérios
foram estabelecidos de forma a tentar verificar a identidade inequivoca da
microbiota mais frequente assim como a adequacdo do kit as culturas que
apresentavam identificacdo inconclusiva. Na observacdo das colbnias
frequentemente isoladas na SEPIN, ha predominancia das de coloracdo branca
e de amarela, e 35 culturas apresentando colénias com esta cor foram

escolhidas. Para representacdo das estirpes de identificacdo inconclusiva,
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foram escolhidas 17 culturas que apresentavam colonias de aspecto singular
(caracteristicas incomuns, como crescimento fastidioso, coloracdo laranja ou
marrom, etc) ou alguma particularidade ao Gram (coloracdo inconclusiva,
morfologia celular ou arranjo incomuns). Como o kit apresenta o mesmo
tratamento para todas as amostras, havia duvida quanto a capacidade em
extrair, amplificar e sequenciar o material genético das culturas tidas como
inconclusivas. Esta incerteza era devido a algumas culturas apresentarem
colénias com certa rigidez e também forte aderéncia ao meio de cultivo,
sugerindo a presenca de uma parede celular de dificil ruptura. Entretanto, o kit
foi considerado robusto por apresentar éxito nas trés etapas (extragao,
amplificagdo e sequenciamento) e conseguir concluir a identificacdo das
estirpes analisadas. Mesmo com a variedade de géneros submetidos ao kit, o
material genético foi extraido e amplificado em todas as estirpes submetidas,
diferente do que ocorre geralmente nos diversos protocolos de PCR, quando as
alteracdes das condicdes de reacdo (como temperatura e tempo de cada
etapa) geralmente sdo necessarias para a adequacdo a cada tipo bacteriano
analisado. Weber e cols. (2006) reportaram o uso do sistema MicroSEQ na
identificagdo de estirpes ambientais, isoladas no CQ da industria farmacéutica,
e utilizaram como exemplo dois géneros — um bacteriano e um flingico — de
dificil identificacdo fenotipica convencional (Methylobacterium e Fusarium).
Estes autores utilizaram mais de 40 estirpes ambientais de Methylobacterium
spp. identificadas previamente por métodos fenotipicos convencionais e
obtiveram a identificacdo de todas as bactérias em nivel de espécie, sendo o
primeiro relato de identificacdo deste género em estirpes ambientais da
industria farmacéutica utilizando a andlise comparativa de sequéncias do gene
16S rRNA.

As informagdes referentes a estas estirpes foram armazenadas e as
estirpes foram utilizadas como padrbes autéctones para o controle de
gualidade de Bio-Manguinhos.

Um aspecto a ressaltar é que o uso de kits comerciais pode ser uma
estratégia interessante ao controle de qualidade, uma vez que sé&o
padronizados e geralmente associados a procedimentos validaveis (condicao
diferente da apresentada em protocolos de pesquisa), sendo um ponto

favoravel na adequacgdo as boas praticas de fabricagdo. Outra vantagem que
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esta proposta de identificacéo apresentava era a possibilidade de identificacao
de estirpes fangicas, até entdo ndo realizada pela SEPIN, pela inexisténcia de
metodologia implementada para tal. As desvantagens apresentadas eram o
alto custo dos insumos e a necessidade de uma area adequada aos
procedimentos de amplificacdo de DNA. Essas duas desvantagens tornariam o
uso do kit MicroSEQ® na rotina de identificacdo da SEPIN totalmente invidvel,
em funcdo do grande numero de identificacbes realizadas pela Secéo,
aproximadamente 350 por més: como o histérico da Secdo apontava um alto
namero de estirpes nao identificados (40%, isto €, por volta de 140 cepas ao
mEs), seria interessante o armazenamento destas informacdes de identificacao
em um banco de dados, de forma que esta porcentagem de resultados
inconclusivos diminuisse em funcdo da retencdo da informacdo. O grande
desafio seria a utilizacdo de uma metodologia que conseguisse ser realizada
independente do resultado do Gram, que identificasse fungos e bactérias e que
conseguisse concluir a identificacdo com um custo sustentavel. Pensando
nestes aspectos, foi proposta a quinta melhoria na identificacdo de micro-
organismos: o0 uso da metodologia de MALDI-TOF, através do sistema VITEK
MS RUO (BioMérieux), cuja fragilidade apontada para este sistema — o banco
de dados associado — seria sanada pela constru¢cdo de um Banco de Dados in
house através das informag@es fornecidas na identificacéo pelo kit MicroSEQ®.
Através de um contrato de aluguel (contemplando aquisicdo de insumos e
manutengao preventiva/corretiva), o sistema VITEK MS RUO foi introduzido na
SEPIN em 2012, para avaliacdo da adequacao as necessidades da SEPIN. As
Instrucbes de Trabalho para a identificacdo pelo MicroSEQ® e pelo VITEK MS
RUO foram elaboradas e aprovadas para a rotina da SEPIN (APENDICES F e
G).

Nos escassos trabalhos acerca de identificagdo de estirpes ambientais
isoladas pelo controle de qualidade da industria farmacéutica, ndo ha relatos
sobre resultados inconclusivos nem sobre falhas na identificagdo (MARTIN et
al., 2012, PONCE et al., 2011, UTESCHER et al., 2007). Muito provavel que
isto ocorra para nao expor a fragilidade dos sitemas de identificacdo utilizados
nem para explicitar o desacordo com o0 preconizado por normativas e

regulamentos técnicos, nos quais a identificacdo de espécies € exigida.
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4.1.1 Uso do sistema VITEK MS RUO na identificacdo de estirpes isoladas na
rotina da SEPIN

Durante janeiro a dezembro de 2013, foram submetidas a identificacéo
pelo sistema VITEK MS RUO 369 estirpes bacterianas isoladas na rotina do

controle de qualidade de Bio-Manguinhos (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados do VITEK MS RUO para 369 estirpes
autoctones de Bio-Manguinhos (periodo de janeiro a dezembro

de 2013)
Resultado VITEK MS RUO Nimero de
(género) estirpes
Né&o identificado 41
Acinetobacter 1
Bacillus 10
Burkholderia 14
Comamonas
Cupriavidus
Delftia
Enterococcus 31
Escherichia
Kocuria
Kytococcus
Micrococcus 17
Moraxella 2
Paenibacillus 24
Propionibacterium 2
Proteus 7
Pseudomonas 153
Ralstonia
Serratia 2
Stenotrophomonas
Staphylococcus 38
TOTAL 369

No ano de 2013, a partir de 328 bactérias, foram identificados 20
géneros utilizando o VITEK MS RUO. O banco de dados utilizado para a
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identificacéo foi o do software SARAMIS, associado ao sitema VITEK MS RUO.
Ndo h& trabalhos sobre identificacdo de estirpes isoladas em industrias
farmacéuticas utilizando este sistema. Do total de bactérias avaliadas por este
método neste ano (N=369), 41 (11,11%) nao foram identificadas, sendo 30
caracterizadas ao Gram como bastonetes Gram positivos (BGP), oito como
cocos Gram positivos (CGP) e trés como bastonetes Gram negativos (BGN). A
baixa porcentagem de auséncia de identificagdo (11,11%) foi um resultado
animador quando comparado ao histérico da SEPIN quando era utilizado o kit
BBL Crystal, estimada em aproximadamente 40%, de acordo com resultados
observados nos laudos analiticos da Secdo (MEDEIROS et al.,, 2011,
MEDEIROS et al., 2011y).

No ano de 2014, durante o periodo de janeiro a maio de 2014, foram
submetidas a identificacdo pelo sistema VITEK MS RUO, 506 estirpes
bacterianas isoladas na rotina do controle de qualidade microbiol6gico de Bio-
Manguinhos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Resultados do VITEK MS RUO para 506 estirpes
autéctones de Bio-Manguinhos (periodo de janeiro a maio

de 2014)
Resultado VITEK MS RUO Numero de
(género) estirpes
Nao identificado 156
Acinetobacter 29
Arthrobacter 1
Bacillus 13
Brachybacterium 6
Brevundimonas 3
Burkholderia 29
Comamonas 2
Cronobacter 1
Cupriavidus 10
Delftia 2
Dermobacter 1
Enterobacter 4
Enterococcus 5
Escherichia 3
Herbaspirillum 1
Klebsiella 6
Kocuria 7
Kytococcus 5
Methylobacterium 1
Microbacterium 6
Micrococcus 24
Moraxella 5
Ochrobactrum 1
Paenibacillus 11
Propionibacterium 2
Proteus 1
Pseudomonas 24
Ralstonia 22
Serratia 3
Sphingobacterium 7
Sphingomonas 2
Stenotrophomonas 16
Staphylococcus 95
Streptococcus 1
Variovorax 1
TOTAL 506

Em 2014, foram identificados 35 géneros distintos, a partir de 350
culturas (69,17%). Das 506 estirpes submetidas, 156 (30,83%) n&do foram
identificadas pelo VITEK MS RUO. Na avaliacdo dos aspectos morfo-tintoriais
das culturas nao identificadas, foi observado que a maioria (98 culturas,

representando 62,82% dos resultados nao identificados) apresentava-se como
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bastonetes e cocobacilos Gram positivos. Este resultado foi similar ao obtido na
avaliacdo das 369 estirpes isoladas em 2013, quando 30 (73, 17%) das 41
culturas ndo identificadas — isto €, a maioria — se apresentavam como BGP. A
partir desta observacao, presumiu-se que a analise pelo MALDI-TOF MS nao
seria uma boa ferramenta de identificacdo para este grupo morfo-tintorial
bacteriano. Entretanto, Navas e cols. (2014) realizaram um estudo com 206
estirpes clinicas de Bastonetes Gram positivos para avaliar a performance do
sistema VITEK MS para este grupo e encontraram quase 85% de concordancia
de resultados com os métodos de referéncia (bioquimica ou sequenciamento
dos genes 16S rRNA e rpoB). Os 15,1% restantes foram resultados
equivocados (7,3%) e nédo identificados (7,8%). Outro estudo conduzido por
Rychert e cols. (2013) também apontou para alta performance de identificacao
através do sistema VITEK MS para bactérias Gram positivas de origem clinica,
em geral. Nao foram encontrados trabalhos similares com estirpes isoladas a
partir do controle de qualidade na industria farmacéutica. Essa auséncia de
informacédo sobre a performance do VITEK MS em micro-organismos nesse
tipo de ambiente dificulta a analise e a interpretacdo dos resultados obtidos no
presente estudo.

Os bastonetes Gram negativos nao identificados pelo VITEK MS RUO
em 2014 na SEPIN foram representados por 43 estirpes (27,56% do total n&do
identificado). Em relacdo ao total de estirpes Gram negativas testadas (195),
152 (77,95%) foram identificadas pelo VITEK MS RUO. A alta performance de
identificagdo de bastonetes Gram negativos de origem clinica pelo VITEK MS
foi relatada por diversos autores, sendo em geral acima de 90% (MANJI et al.,
2014, RICHTER et al., 2013, MARKO et al., 2012).

Em relacdo as culturas nao identificadas no presente estudo, 14 (8,98%)
eram cocos Gram positivos. Das 151 estirpes classificadas como CGP, 137
(90,73%) foram identificadas pelo VITEK MS RUO. Este resultado se aproxima
um pouco mais dos relatados em trabalhos com estirpes de origem clinica
(DEAK et al., 2015, GUO et al.,, 2014, DUBOIS et al.,, 2013), utilizando o
mesmo sistema.

A identificagdo de estirpes ambientais € um problema enfrentado em
diversas industrias. De certa forma, este percentual mais baixo de

identificagbes ja era um resultado esperado, ao contrario dos excelentes
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rendimentos de identificacdo observados em estirpes de origem clinica (GUO
et al., 2014, VAN VEEN et al., 2010, BLONDIAUX et al., 2010, DUPONT et al.,
2010).

Em amostras ambientais — como os estirpes obtidas no monitoramento
ambiental ou como contaminante de algum produto, por exemplo — a realidade
€ bem distinta das encontradas na clinica: além das varia¢cdes oriundas do
estresse ambiental, a diversidade microbiana dentro de areas controladas e de
producdo ainda ndo é muito descrita, ocasionando uma grande lacuna entre o
estirpe e o identificado. Ademais, cada unidade de producdo apresenta uma
microbiota autéctone associada, ndo sendo as vezes possivel a comparagao
entre areas diferentes (MUNOZ et al., 2011, WELKER; MOORE, 2011).

Entretanto, este primeiro registro da performance do sistema VITEK MS
RUO na identificacdo de estirpes isoladas a partir do controle de qualidade
industrial reforcou a necessidade do aperfeicoamento dos sistemas de
identificacdo para esta proposta, a partir da obtencéo de elevada porcentagem
(acima de 30%) de resultados inconclusivos obtidos com uma técnica de uso
tdo satisfatério no diagndstico microbiologico clinico. Muitas davidas surgiram
em relacdo ao porqué da nao identificacdo destas estirpes. Como estas eram
oriundas da rotina e ndo identificadas previamente, seria necessario avaliar a
performance do VITEK MS RUO (e de outras metodologias de identificacédo)
com o uso de cepas de identificacdo conhecidas: dessa forma, o banco de

dados associado ao sistema VITEK MS RUO poderia ser avaliado.

4.1.2 Comparacdo das trés metodologias BBL Crystal, VITEK 2 Compact,
VITEK MS RUO utilizando cepas de referéncia da Colecdo de Micro-
organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS)

Foram submetidas 19 cepas bacterianas oriundas da CMRVS aos trés
sistemas de identificacdo (BBL Crystal, VITEK 2 Compact e VITEK MS RUO),
conforme o Quadro 6.
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Quadro 6 - Comparacao da performance das trés metodologias BBL Crystal, VITEK 2 Compact
e VITEK MS RUO na identificacdo de cepas pertencentes a Colecéo de Micro-organismos de

Referéncia do INCQS

Identificac&o VITEK

Cepa/Método BBL Crystal VITEK 2 Compact
MS RUO (MALDI-TOF)
Pseudomonas
) Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa 00025 ] ] ]
aeruginosa aeruginosa aeruginosa (99,9%)
ATCC 15442
Stenotrophomonas
» . » Stenotrophomonas Stenotrophomonas
maltophilia (CT) 00103 Nao identificado » »
maltophilia maltophilia (99,9%)
ATCC 13637

Pseudomonas putida
(Pseudomonas ovalis)
00113 ATCC 15175

N&o identificado

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida
(82,0%)

Paenibacillus polymixa
(CT) 00203 LFB/NCTC
10337

Nao identificado

Paenibacillus polymixa

Nao identificado

Hafnia alvei
(Paracolobactrum
aerogenoides) 00120
ATCC 11604

Nao identificado

Baixa discriminagéo

Hafnia alvei (99,9%)

Pseudomonas stutzeri
(Arthrobacter
carbazolum) 00520
ATCC 31258

Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas stutzeri
(90,2%)

Morganella morganii

Morganella morganii

Morganella morganii

Morganella morganii

00082 ATCC 8019 (92,9%)
Staphylococcus hominis o ~ | Staphylococcus hominis
Staphylococcus hominis | Staphylococcus hominis

00359 ATCC 27844 (99,9%)
Rhodococcus equi (CT) ) -~ ) Rhodococcus equi
Na&o identificado Rhodococcus equi
00323 CCT 0541 (77,2%)

Brevundimonas
diminuta (CT) 00070
ATCC 11568

Brevundimonas
diminuta

Brevundimonas
diminuta

Brevundimonas
diminuta (99,9%)

Raoultella planticula
00090 ATCC 8329

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

Streptococcus
: Streptococcus Streptococcus Streptococcus
agalactiae (CT) 00128 . . .
agalactiae agalactiae agalactiae (99,9%)
ATCC 13813
Staphylococcus
] Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
saprophyticus 00233 ) ) )
saprophyticus saprophyticus saprophyticus (99,2%)

ATCC 15305




72

Continuacdo Quadro 6 - Comparacao da performance das trés metodologias BBL Crystal,
VITEK 2 Compact e VITEK MS RUO na identificacdo de cepas pertencentes a Colecdo de
Micro-organismos de Referéncia do INCQS

Identificac&o VITEK

Cepa/Método BBL Crystal VITEK 2 Compact
MS RUO (MALDI-TOF)
Staphylococcus
) Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
simulans 00254 ATCC ) ) )
simulans simulans simulans (99,2%)
27851

Staphylococcus warneri
00243 ATCC 10209

Staphylococcus warneri

Staphylococcus warneri

Staphylococcus warneri
(99,9%)

Aeromonas sp 00290
ATCC 35941

Nao identificado

Aeromonas sp.

Aeromonas sp. (95,2%)

Acinetobacter
baumannii (Bacterium
anitratum) (CT) 00143

Acinetobacter

baumannii

Acinetobacter

baumannii

Acinetobacter
baumannii (99,9%)

ATCC 19606

Corynebacterium c bacteri
orynebacterium
pseudodiphthericum v

(CT) 00382 ATCC

Nao identificado N&o identificado pseudodiphthericum

(77,0%)
10700
Bacillus cereus 00003 Bacillus cereus Bacillus cereus group Bacillus cereus (99,9%)
ATCC 11778

O sistema VITEK MS RUO se mostrou promissor, ao identificar 17
(89,48%) das 19 cepas submetidas (Quadro 6), quando comparado ao método
considerado oficial de identificacdo da SEPIN (BBL Crystal, que identificou
somente 11 cepas, isto €, 57,90%) e ao VITEK 2 Compact (que identificou 16
cepas, ou 84,21%).

A comparacado da performance do VITEK MS RUO com o VITEK 2 na
identificacdo de estirpes de origem clinica foi realizada por Guo e cols. (2014) e
apresentou 92,59% de concordancia de resultados entre os dois métodos,
utilizando um numero consideravel de cepas (1.025, sendo 1.020 bactérias e 5
fungos). O percentual de concordancia entre os resultados desses dois
métodos com as 19 cepas avaliadas no presente trabalho foi mais baixo
(78,95%, com 15 resultados em concordancia). Essa diferenca pode ser
atribuida a escolha das estirpes testadas: os patdbgenos comumente
identificados na rotina clinica foram utilizados na construcdo da base de dados

dos sistemas de identificacdo, sendo entdo identificados com precisdo (GIO et
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al., 2014). Dessa forma, espécimes clinicos provavelmente apresentardo uma
cobertura maior esperada, na avaliacdo da amplitude da base de dados,
quando comparados a cepas nao patogénicas ou nao clinicas.

Por apresentar grande incidéncia de isolamento em areas controladas
(SHEBARA et al., 2010, PEREIRA, 2009, UTESCHER et al., 2007), o género
Staphylococcus foi representado por quatro espécies (S. hominis, S.
saprophyticus, S. warneri e S. simulans) e todas foram identificadas a contento
pelos trés meétodos testados. Shebara e cols. (2010) também observaram
correlagdo para 43 estirpes do género Staphylococcus entre os resultados
obtidos por um método bioquimico (o kit API, da BioMerieux) e os obtidos pela
amplificacdo e sequenciamento do gene gap, embora o0 método genotipico (a
PCR, do gene gap, para amplificacdo e sequenciamento) tenha apresentado
precisao superior de confianca de resultados.

Entretanto, o grande desafio seria identificar a microbiota autéctone de
Bio-Manguinhos e entdo foi realizada uma segunda avaliacdo, com as 52

estirpes bacterianas autdctones identificadas pelo MicroSEQ® 500.

4.1.3 Comparacdo das trés metodologias BBL Crystal, VITEK 2 Compact,
VITEK MS RUO utilizando cepas autéctones identificadas pelo kit MicroSEQ®
500

Os resultados da comparacdo da performance dos trés métodos estdo
apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Comparacéo da performance das trés metodologias BBL Crystal, VITEK 2 Compact
e VITEK MS RUO na identificacdo de cepas identificadas pelo kit MicroSeq (N=52)

Numero de resultados em concordancia

Género
BBL Crystal VITEK 2 Compact VITEK MS RUO
Acinetobacter (4) 1 (25%) 1 (25%) 4 (100%)
Arthrobacter (1) N&o identificado N&o identificado N&o identificado
Bacillus (4) 2 (50%) 4 (100%) 4 (100%)

Corynebacterium (2)

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

Enhydrobacter (2)

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

Microbacterium (1)

Nao identificado

Nao identificado

N&o identificado

Micrococcus (15)

10 (66,67%)

13 (86,67%)

10 (66,67%)

Moraxella (2) Nao identificado Na&o identificado 2 (100%)
Paenibacillus (2) N&o identificado N&o identificado N&o identificado
Providencia (1) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%)

Staphylococcus (16)

11 (68,75%)

14 (87,5%)

15 (93,75%)

Streptomyces (1)

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

Terribacillus (1)

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

Das 52 estirpes submetidas aos trés métodos, 36 (69,23%) foram
identificadas pelo VITEK MS RUO, 33 (63,46%) pelo VITEK 2 Compact e 25
(48,08%) pelo BBL Crystal (Tabela 5). Assim como na comparagao utilizando
cepas de referéncia do presente trabalho, o kit de identificacdo BBL Crystal, até
entdo utilizado pela SEPIN na identificacdo de bactérias isoladas a partir do
controle de qualidade, apresentou a pior performance. Este resultado sugere a
total inadequacao deste kit para a identificacdo inequivoca da microbiota de
Bio-Manguinhos, levando também ao questionamento dos resultados com
baixa porcentagem de confianca e aqueles que possam estar equivocados, ou
seja, a identificacao de género e/ou espécie errados (dados ndo apresentados).

O sistema VITEK MS RUO apresentou a melhor performance na
identificacdo das estirpes testadas, exceto para o género Micrococcus, para o
gual o sistema VITEK 2 Compact conseguiu identificar 13 das 15 estirpes
avaliadas deste género (Tabela 5). Para este género, o sistema VITEK MS
RUO apresentou resultado de performance de identificacdo (66,67%,
identificando 10 das 15 estirpes avaliadas) em proporcdo semelhante ao

resultado apresentado por Deak e cols. (2015), que identificou duas das trés
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estirpes (66,6%) de Micrococcus spp. avaliadas pelo mesmo sistema. Outros
dois trabalhos relataram resultados excelentes de identificacdo para este
género, utilizando estirpes clinicas no VITEK MS RUO. Richert e cols. (2013)
relataram identificacdo correta de 33 (94%) das 35 estirpes analisadas,
enquanto Dubois e cols. (2012) analisaram uma estirpe de Micrococcus sp.,
que foi identificada corretamente. Na avaliagdo do banco de dados do
SARAMIS (BD/SARAMIS), foi verificado que o arquivo referente ao género
Micrococcus apresentava somente uma espécie (M. luteus), enquanto este
género tem 10 espécies descritas. Essa auséncia de representacdo da
diversidade conhecida do género Micrococcus ho BD/SARAMIS (pois somente
10% do total de espécies se encontra caracterizado) pode justificar a ndo
identificacdo de cinco das 15 estirpes avaliadas neste estudo.

Os resultados de identificacdo, obtidos para as 16 estirpes do género
Staphylococcus spp. (Tabela 5) avaliadas no presente trabalho, foram de
93,75% (15 identificadas), muito proximos ao relatado por Dubois e cols. (2012)
e ao encontrado por Richert e cols. (2013), que também utilizaram o VITEK MS
RUO para identificacdo de estirpes clinicas. Outros dois trabalhos realizados
utilizando o VITEK MS RUO apresentaram 100% de identificacdo das estirpes
de Staphylococcus spp. avaliadas (DEAK et al., 2015, GUO et al., 2014), sendo
todas as estirpes de origem clinica. Outros sistemas de identificacdo baseados
na metodologia de MALDI-TOF MS (como o Microflex/Biotyper da Bruker
Daltonics e o0 Voyager/DataExplorer da Applied Biosystems) também
apresentaram excelentes performances na identificacdo de espécimes deste
género, tanto de origem clinica (RODRIGUEZ-SANCHEZ et al., 2014, LEE et
al., 2013, TEKIPPE; BURNHAM, 2013) como de ambiental (BOHME et al.,
2013). O BD/SARAMIS apresenta 48 pastas alocadas no arquivo do género
Staphylococcus, sendo 29 de espécies, 16 de subespécies e trés pastas com
resultados comuns a duas ou mais espécies deste género. Estas 29 espécies
representam 60,42% do total descrito para este género, com 48 espécies
relatadas (EUZEBY, 1997, LPSN BACTERIO.NET, 2014). Contudo, o arquivo
do género Staphylococcus no BD/SARAMIS apresenta 957 perfis de espectros,
sendo 280 SS. As pastas deste arquivo apresentam, no minimo, 30 perfis de

espectros cada uma. Isso confere ao género Staphylococcus uma boa
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diversidade de perfis protedmicos armazenada e utilizada para a identificacédo
neste BD.

As 10 estirpes pertencentes aos géneros Acinetobacter (4), Bacillus (4),
Providencia (1) e Moraxella (2) foram identificadas pelo sistema SARAMIS
(Tabela 5), representando uma performance ideal de identificacdo (100%) e
apresentando resultado em acordo com o0s aqueles apresentados em outros
trabalhos com estirpes de origem clinica, utilizando o mesmo sistema (MANJI
et al., 2014, RICHTER et al., 2013, DUBOIS et al., 2012). Assim como 0 género
Staphylococcus, o0 género Acinetobacter se encontra bem caracterizado no
BD/SARAMIS: 971 perfis de espectros, alocados em 19 pastas, sendo 13 de
espécies, uma “spp”, quatro de estirpes nao caracterizadas e uma entre
espécies. Embora este género apresente 34 espécies descritas, as 13 contidas
no BD/SARAMIS permitiram a identificacdo das estirpes autdctones testadas.
Os géneros Moraxella e Providencia apresentaram representacdo semelhante
no BD/SARAMIS: 107 e 160 perfis de espectros, respectivamente. Ademais, ao
considerarmos as espécies descritas para cada um destes géneros, também
apresentam representatividade similar no BD/SARAMIS, sendo 43% para
Moraxella (seis pastas de espécies no BD e 14 espécies descritas) e 44,44%
para Providencia (quatro pastas de espécies no BD e nove descritas.

Este foi um resultado animador, principalmente pelas identificacdes de
estirpes do género Bacillus, onde os quatro espécimes deste género foram
identificados com sucesso pelo VITEK MS RUO (Tabela 5), ao contrario do
encontrado na avaliacdo anterior das estirpes de BGP autéctones da rotina
(Tabelas 3 e 4). O género Bacillus apresenta 487 perfis de espectros no
BD/SARAMIS, dividido em 27 pastas, sendo 22 espécies, uma “spp” e quatro
entre espécies. Muito provavel que a variedade protedmica apresentada pelas
estirpes autoctones esteja contida no BD/SARAMIS, uma vez que este género
apresenta 204 espécies descritas e as 22 pastas alocadas no BD representam
somente 10,78% desta diversidade.

Contudo, mesmo com esses bons resultados, um numero elevado de
estirpes néao identificadas (aproximadamente 30%) foi observado também nesta
avaliagcdo (Tabela 5), semelhante ao observado na analise das 506 estirpes da
rotina em 2014, de identificacdo desconhecida (Tabela 4). Em uma reviséo

sobre uso do MALDI-TOF MS na sistematica bacteriana, Welker e Moore
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(2011) destacaram sua limitada capacidade de identificacdo de estirpes de
origem ambiental em decorréncia de sua baixa representatividade nas bases
de dados de espectros de massa. Entretanto, estes mesmos autores afirmam
a equivaléncia ou superioridade da resolucédo taxonémica do MALDI-TOS MS
em relacdo ao sequenciamento do gene 16S rRNA, sendo o0 sucesso do uso
desta metodologia analitica dependente da expanséo das suas bases de dados
disponiveis.

Como o VITEK MS RUO era o Unico dos trés sistemas a permitir a
construcédo de um Banco de Dados (BD) complementar (in house), foi realizada
uma analise do BD do SARAMIS para avaliacdo dos géneros nédo identificados
e verificacdo da possibilidade de insercdo de novos géneros e/ou novos

espectros de referéncia.

4.1.4 Andlise do BD/SARAMIS para avaliagdo dos resultados de auséncia de
identificacdo obtidos pelo VITEK MS RUO

O BD/SARAMIS se encontra organizado em arquivos, obedecendo a
organizacdo filogenética das espécies. Estes arquivos apresentam perfis de
espectros de massa que sao utilizados como modelos de comparacdo para o
perfil de espectros apresentado pela amostra analisada. Estes perfis
arquivados podem ser de dois tipos: espectro de referéncia (ER) ou
SuperSpectra (SS). O ER é um perfil de espectros adquirido por meio de
analise da estirpe pelo VITEK MS RUO que é arquivado em uma das pastas do
BD/SARAMIS por ser considerado representativo da espécie ou género
analisado. O SS é um perfil de espectros obtido por meio do software
SARAMIS e de calculos especificos, onde diversos ER obtidos em diversas
condicbes ambientais séo utilizados para calcular os espectros de massa mais
frequentes para representar uma espécie ou género.

Das 19 cepas de referéncia submetidas a identificagdo pelo VITEK MS
RUO (Quadro 6), duas nao foram identificadas pelo BD/SARAMIS: Raoultella

planticola e Paenibacillus polymixa. Na avaliacdo deste banco de dados,
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entretanto, estas duas espécies foram encontradas em arquivos contendo
perfis de espectros de massa. O arquivo do género Raoultella apresentava 109
perfis de espectros, sendo 99 ER e 10 SS. Estes perfis de espectros estavam
subdivididos em quatro pastas, sendo trés de espécies e uma “spp”, além de
dois SS representantes de género. A pasta da espécie Raoultella planticola
estava presente e apresentava 18 ER. Curiosamente, esta estirpe nao foi
identificada pelo VITEK MS RUO, nem mesmo seu género. Uma possivel
explicacdo para este resultado € que os 18 ER associados a esta espécie no
BD/SARAMIS (ou os 109 perfis de espectros da pasta do género Raoultella)
nao representem a diversidade protebmica desta espécie ou que o preparo da
amostra ndo tenha sido adequado. O mesmo raciocinio foi utilizado para avaliar
a falha na identificacdo da cepa Paenibacillus polymixa. Como duas estirpes
autoctones de Paenibacillus, identificadas pelo MicroSEQ, também nao foram
identificadas pelo VITEK MS RUO, o arquivo referente a este género foi
analisado com maior detalhamento, no texto adiante.

Dos sete géneros avaliados que ndo foram identificados pelo BD do
SARAMIS (Tabela 5), dois géneros (Enhydrobacter e Terribacillus) ndo foram
encontrados no BD/SARAMIS. Esta auséncia de um SuperSpectra e de
espectros de referéncia no banco de dados justifica a ndo identificacdo das
estirpes testadas. Ademais, o fato destas estirpes ndo terem sido identificadas
como pertencentes a outro género/espécie (resultado equivocado) representa
um achado favoravel.

As sete estirpes pertencentes aos géneros Paenibacillus (2),
Streptomyces (1), Microbacterium (1), Arthrobacter (1) e Corynebacterium (2)
nao apresentaram similaridade suficiente para serem identificadas, apesar de
haver espécies representativas destes géneros no BD/SARAMIS (Figuras 6 a
11).

Para tentar entender a ndo identificacdo destes cinco géneros, foram
avaliados os arquivos de cada género em relacdo ao numero de espectros de
referéncia e/ou SuperSpectras contidos e o numero de espécies inseridas.
Nesta andlise, foi realizado um contraponto com o numero de espécies
descritas (de cada género), com o intuito de avaliar a representatividade do BD

em relacdo aos géneros relacionados e todas as suas espécies.
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Os arquivos do BD/SARAMIS referentes aos cinco géneros estao
apresentados nas Figuras 6 a 11 e o conteudo dos arquivos (espécies,
espectros de referéncia e SuperSpectras) se encontram nas Tabelas 6 a 10.
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Figura 6 - Arquivo do BD/SARAMIS (versdo Database 4.10) e a Pasta de Espectros de Referéncia e/ou SuperSpectra para o género Paenibacillus
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Tabela 6- Agrupamento dos Espectros de Referéncia e SuperSpectras no Banco de Dados do
SARAMIS (verséo Database 4.10) para o género Paenibacillus

Género Paenibacillus (BD/SARAMIS, versédo Database 4.10)

Nome da Pasta (Espécie) Numero de ER e SS
P. alvei 7 ER
P. amylolyticus 6 ER
P. durus 8 ER
P. glucanolyticus 10 ER
P. larvae 2 ER
P. lautus 11 ER
P. macerans 14 ER
P. pabuli 16 ER
P. peoriae 1SS+12ER
P. polymyxa 10 ER
P. thiaminolyticus 9 ER
P. turicensis 4 ER
P. validus 1SS+15ER
Spp. 15ER
SuperSpectra de género 2SS
TOTAL 4SS +139ER

ER=Espectros de Referéncia; SS=SuperSpectras; P= Paenibacillus

As duas estirpes autéctones de Paenibacillus spp. ndo apresentaram
similaridade com nenhum dos 143 perfis de espectros (ER ou SS) presentes na
pasta deste género no BD/SARAMIS (Tabela 6), ndo sendo identificadas por
este sistema.

Atualmente, o género Paenibacillus apresenta 156 espécies descritas
(EUZEBY, 1997, LPSN BACTERIO.NET, 2014). Dessa forma, as 13 espécies
encontradas no BD/SARAMIS representam somente 8,33% do total para este
género, refletindo uma baixa representatividade das espécies descritas. Com
isso, a probabilidade de um resultado apresentar alta similiaridade com algum
perfil de espectro contido no BD, necessaria para a identificacdo da estirpe, se

torna muito baixa.
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Figura 7- Arquivo do BD/SARAMIS (verséo Database 4.10) e a Pasta de Espectros de Referéncia e/ou SuperSpectra para o género Streptomyces
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Tabela 7- Agrupamento dos Espectros de Referéncia e SuperSpectras no Banco de Dados do
SARAMIS (verséo Database 4.10) para o género Streptomyces

Género Streptomyces (BD/SARAMIS, versédo Database 4.10)

Nome da Pasta (Espécie) Numero de ER e SS
S. griseus ssp. griseus 1SS+2ER
Spp. 11 ER
TOTAL 1SS+13ER

ER=Espectros de Referéncia; SS=SuperSpectras; S= Streptomyces

No caso da estirpe autoctone de Streptomyces spp., a nao identificacao
pelo BD/SARAMIS provavelmente ocorreu pela baixissima diversidade
representada (somente uma espécie) e pelo pequeno numero de perfis (14) de
espectros (SS e ER) presentes (Tabela 7). A taxonomia de Streptomyces é
ainda muito complexa e vem sendo avaliada por metodologias moleculares
(BAIO, 2007). Atualmente, aproximadamente 663 espécies foram descritas
como pertencentes a este género (EUZEBY, 1997; LPSN BACTERIO.NET,
2014). Assim sendo, o BD apresenta 0,15% de representatividade deste

género: a possibilidade de identificacdo é praticamente nula.



Figura 8 - Arquivo do BD/SARAMIS (versdo Database 4.10) e a Pasta de Espectros de Referéncia e/ou SuperSpectra para o género Microbacterium
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Tabela 8- Agrupamento dos Espectros de Referéncia e SuperSpectras no Banco de Dados do
SARAMIS (verséo Database 4.10) para o género Microbacterium

Género Microbacterium (BD/SARAMIS, versao Database 4.10)

Nome da Pasta (Espécie)

NUumero de ER e SS

M. aerolatum 3 ER
M. arborescens 5ER
M. aurum 1ER
M. destranolyticum 1ER
M. flavescens 1ER
M. hydrocarbonoxydans 4 ER
M. keratonolyticum 2 ER
M. ketosireducens 4 ER
M. koreense 4 ER
M. laevaniformans 2ER
M. luteolum 1ER
M. natoriense 2ER
M. oleivorans 4 ER
M. paraoxydans 2 ER
M. phyllosphaerae 4 ER
M. schleiferi 3 ER
M. testaceum 2ER
M. thalassium 3 ER
spp. 36 ER
SuperSpectra de género 2SS
TOTAL 2SS + 84 ER

ER=Espectros de Referéncia; SS=SuperSpectras; M= Microbacterium

O arquivo do BD/SARAMIS referente ao género Microbacterium (Figura

8) apresentou dois SS representantes de género, 18 pastas de espécies e uma

pasta ssp.,

contendo somente 86 perfis de espectros para realizar a

identificacdo deste género (Tabela 8). A maioria das pastas das espécies

apresenta de um a quatro ER, sendo este niumero provavelmente muito baixo
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para representar a variacao fenotipica dentro de cada espécie. Este nUmero de
ER se apresenta muito inferior aos apresentados em pastas de espécies do
género Staphylococcus, por exemplo, nas quais se pode observar algumas
dezenas de ER. Além disso, das 88 espécies descritas de Microbacterium, o
BD/SARAMIS representa apenas 20,45% destas (EUZEBY, 1997, LPSN
BACTERIO.NET, 2014). Estes dois aspectos justificariam a auséncia de
identificacdo da estirpe autoctone pelo VITEK MS.



Figura 9 - Arquivo do BD/SARAMIS (versio Database 4.10) e a Pasta de Espectros de Referéncia e/ou SuperSpectra para o género Arthrobacter
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Figura 10 - Arquivo do BD/SARAMIS (versao Database 4.10) e continuacdo da Pasta de Espectros de Referencia e/ou SuperSpectra para o género
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No arquivo referente ao género Arthrobacter, foram observados dois SS
de género, 49 pastas de espécies e uma pasta “spp.” (Figuras 9 e 10). Em
relacdo aos outros géneros avaliados, Arthrobacter spp. apresentou o maior
namero de espécies caracterizadas no BD/SARAMIS. Como este género
apresenta 74 espécies descritas (EUZEBY, 1997, LPSN BACTERIO.NET,
2014), o sistema proposto contempla 66,22% da diversidade conhecida.
Entretanto, o nUmero de perfis de espectros contido em cada pasta de espécie
se mostra infimo (de dois a quatro, na maioria dos arquivos) quando
comparado a espécies de outros géneros (como os géneros Staphylococcus e
Acinetobacter, com um total de 957 e 971 perfis de espectros inseridos,
respectivamente, dos quais as pastas das espécies apresentam, em média, um
minimo de 30 perfis de espectros por pasta). O mesmo se aplica ao total de
133 (SS + ER) referéncias de identificacdo associada ao género Arthrobacter
(Tabela 9), ocasionando o mesmo problema ja citado para outros géneros: a

auséncia de identificacdo de estirpes.
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Tabela 9- Agrupamento dos Espectros de Referéncia e SuperSpectras no Banco de Dados do
SARAMIS (verséo Database 4.10) para o género Arthrobacter

Género Arthrobacter (BD/SARAMIS, verséao Database 4.10)

Nome da Pasta Numero de Nome da Pasta Numero de
(Espécie) ER e SS (Espécie) ER e SS

A. agilis 2 ER A. nicotianae 4 ER
A. albus 2ER A. nicotinovorans 2ER
A. ardleyensis 2 ER A. nitroguajacolicus 2 ER
A. arilaitensis 2 ER A. oxydans 2 ER
A. atrocyaneus 2 ER A. parietais 2 ER
A. aurescens 2ER A. pascens 2ER
A. bergerei 2 ER A. pigmenti 2 ER
A. castelli 2 ER A. polychromogenes 2 ER
A. chlorophenolicus 2 ER A. protophormiae 2 ER
A. citreus 2 ER A. psychrolactophilus 2 ER
A. creatinolyticus 2 ER A. psychrophenolicus 2 ER
A. crystallopoietes 2 ER A. ramosus 2ER
A. cumminsii 2SS+16 ER A. rhombi 2ER
A. flavus 2 ER A. roseus 2ER
A. gandavensis 2 ER A. russicus 4 ER
A. gangotriensis 2 ER A. scleromae 2ER
A. globiformis 2 ER A. stackebrandtii 2 ER
A. histidinolovorans 2ER A. sulfonivorans 2ER
A. ilicis 2ER A. sulfureus 2ER
A. kerguelensis 2 ER A. tecti 2 ER
A. luteolus 2ER A. tumbae 2ER
A. methylotrophus 2 ER A. uratoxydans 2 ER
A. monumenti 6 ER A. ureafaciens 2 ER
A. mysorens 2 ER A. woluwensis 2 ER
A. nasiphocae 2 ER spp. 9 ER
SuperSpectra de género 2SS

Total 4 SS +129 ER

ER=Espectros de Referéncia; SS=SuperSpectras; A = Arthrobacter
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O arquivo do género Corynebacterium no BD/SARAMIS apresentou 27
pastas (Figura 11), sendo 23 de espécies, uma “spp.” e trés entre espécies.
Destes cinco géneros avaliados, o BD/SARAMIS apresentou maior quantidade
de perfis de espectro no género Corynebacterium, num total de 392 (SS + ER)
referéncias de identificacdo (Tabela 10). Ademais, o0 nUmero de SuperSpectras
dentro deste género (45 SS) foi bem superior aos observados nos outros

quatro géneros avaliados.



Figura 11 - Arquivo do BD/SARAMIS (vers&do Database 4.10) e a Pasta de Espectros de Referencia e/ou SuperSpectra para o género Corynebacterium
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Tabela 10- Agrupamento dos Espectros de Referéncia e SuperSpectras no Banco de Dados do
SARAMIS (verséo Database 4.10) para o género Corynebacterium

Género Corynebacterium (BD/SARAMIS, versao Database 4.10)

Nome da Pasta (Espécie) Numero de ER e SS

C. accolens 4 ER

C. amycolatum 2SS + 31ER
C.amycolatum/minutissimum 1ER

C. amycolatum/striatum 1SS+13ER
C. amycolatum/xerosis 1SS

C. aurimucosus 2SS +6 ER
C. auris 7ER

C. bovis 10 ER

C. diphtheriae 2SS+ 37ER
C. freneyi 4 ER

C. glucuronolyticum 4SS+7ER
C. jeikeium 6 SS+21ER
C. kutscheri 2SS +4ER
C. macginleyi 1SS+4ER
C. minutissimum 2ER

C. mucifaciens 2ER

C. propinquum 6 ER
C.pseudodiphtheriticum 10SS + 37 ER
C. pseudotuberculosis 2SS

C. renale 1SS+2ER
C. riegellii 4 ER

C. striatum 4SS +85ER
C. tuberculostearicum 4 ER

C. ulcerans 2SS+ 27ER
C. urealyticum 1SS+ 13ER
C. xerosis 2ER
Spp- 14 ER
SuperSpectra de género 4 SS
Total 45 SS + 347 ER

Legenda: ER=Espectros de Referéncia; SS=SuperSpectras; C=Corynebacterium
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Contudo, a distribuicdo dos perfis de espectros nas diversas pastas de
espécie ndo se apresentou homogénea, pois enquanto algumas apresentavam
de 30 a 89, como no caso das espécies C. striatum, C.pseudodiphtheriticum e
C. diphtheriae, outras apresentavam pouquissimos perfis: de um a seis perfis
de espectros em 14 das 27 pastas associadas ao género Corynebacterium
(Tabela 10). Outro aspecto importante a ser observado é que as espécies com
maior nimero de perfis de espectros (ER e SS) sdo as de interesse clinico,
justificando a excelente performance de identificacdo do BD/SARAMIS para
estirpes isoladas a partir de pacientes (LI et al., 2014). A identificacdo deste
género na clinica também foi realizada utilizando outros sistemas/banco de
dados de analise por MALDI-TOF MS, como o software BioTyper (VILA et al.,
2012). Neste trabalho desenvolvido por Vila e cols. (2012), todas as estirpes
clinicas de Corynebacterium spp. foram identificadas tanto pelo kit bioquimico
APl (Bio-Mérieux) quanto por MALDI-TOF MS (Bruker). Outros trabalhos
utilizando o software BioTyper na identificacdo de estirpes de Corynebacterium
de origem clinica, tanto humana quanto veterinaria, apresentaram porcentagem
alta (acima de 90%) de resultados de identificacdo conclusiva, a0 menos em
nivel de género (GONCALVES et al., 2014, BARBERIS et al., 2014, THEEL et
al., 2012). Todavia, nestes artigos nao realizou-se este tipo de analise (como a
do presente trabalho, onde foi estabelecido um contraponto entre espécies
presentes no BD com as espécies descritas), ndo sendo possivel concluir a
superioridade ou ndo do Biotyper em relacdo ao SARAMIS. No presente
trabalho, em relacdo ao total de espécies descritas para o género
Corynebacterium (96 espécies), o BD/SARAMIS mais uma vez apresenta baixa
representatividade, constando somente 28,13% desta diversidade (EUZEBY,
1997, LPSN BACTERIO.NET, 2014).

Os dados até entdo apresentados expbem a imperfeicdo do
BD/SARAMIS em relagdo a identificagdo de estirpes de origem ambiental
utilizadas no presente trabalho. De acordo com o observado, na identificagéo
de bactérias utilizando o sistema VITEK MS, a avaliacdo do BD quanto ao
namero de espécies descritas e o0 numero de EE e SS contidos em cada pasta
dos géneros de interesse se apresenta como fundamental, para ao menos

estimar a possibilidade (ou ndo) de acerto na identificagdo da estirpe analisada.
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Caso a variedade prote6mica da bactéria submetida a este sistema néo esteja
contemplada no BD, haver& grande possibilidade de falha na identificacéo.

Outra observacéo interessante que deve ser ressaltada na avaliagcao do
BD/SARAMIS é a possibilidade da presenca de estirpes pertencentes a
espécies ainda nao descritas. Com o aprimoramento das ferramentas utilizadas
na sistematica microbiana e a diversificagdo dos estudos com foco na
microbiota a partir de fontes nédo clinicas, a descricdo de novas espécies e 0
reposicionamento filogenético de estirpes tem sido constante, ocasionando,
naturalmente, uma dificuldade na atualizagdo do bancos de dados de
identificagdo. Além disso, a estimativa da existéncia de até centenas de
milhbes de espécies ainda ndo descritas (LPSN BACTERIO.NET, 2014,
WELKER; MOORE, 2011, EUZEBY, 1997) torna a possibilidade de um banco
de dados de MALDI-TOF MS atender a toda a diversidade microbiana existente
ser nula.

A auséncia do perfil proteico (avaliada pelos perfis de espectros obtidos
nos resultados) expresso pelas estirpes autdctones de Bio-Manguinhos no
BD/SARAMIS foi uma das hipéteses avaliadas para os resultados de auséncia
de identificacdo. Entretanto, por esta técnica analitica ser muito dependente da
qualidade da amostra preparada (entrada do processo), esta hipotese também
foi avaliada.

A confeccdo do spot contendo a estirpe misturada com a matriz €
extremamente critica para o resultado, sendo uma das desvantagens desta
metodologia. Para descartar a possibilidade de mal preparo da amostra, cinco
estirpes (representando os cinco géneros cujas estirpes nao foram identificadas
pelo BD/SARAMIS e gue estdo apresentados na Tabela 5) foram novamente
submetidos a identificagdo pelo VITEK MS RUO, desta vez em quadruplicata.
Novamente, ndo houve identificacdo das estirpes. Os perfis de espectros
obtidos foram comparados entre si para avaliacdo da reprodutibilidade dos
picos apresentados entre as replicatas (Figuras 12 e 16).

As quatro replicatas (de cada estirpe) apresentaram perfis com
similaridade superior a 70% (considerado pelo software como pertencentes a
mesma espécie), sugerindo homogeneidade da amostra e descartando a
possibilidade de ser um resultado atipico. O perfil de espectros obtido na

primeira analise também foi comparado as quatro replicatas e a similaridade
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entre os perfis analisados permaneceu elevada, reforcando a validade dos
resultados obtidos. Ademais, um dos scores de qualidade atribuido aos
resultados (datacount) se encontrava dentro da faixa indicada como adequada
(entre 100 e 200), segundo recomendacdes da BioMérieux.

Todas estas evidéncias apontam para a inexisténcia destas variedades
das estirpes testadas no BD/SARAMIS, sendo estas candidatas potenciais a
construgcdo de SuperSpectras” — que sdo modelos de comparacdo — a serem

inseridos no BD, de forma complementar.



Figura 12 - Dendrograma do espécime do género Arthrobacter
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Figura 13 - Dendrograma de um espécime do género Paenibacillus
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Figura 14 - Dendrograma de um espécime do género Corynebacterium
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Figura 15 - Dendrograma do espécime do género Streptomyces
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Figura 16 - Dendrograma do espécime do género Microbacterium

Filter:

Error (%): 0.08

Absolute Intensity >==0

Relative Intensity ==0

Massrange from 2000 to 20000

Select Exclusion list: Sheep blood AGAR

name

ANAC_000_0216_1F4[c]
ANAC_000_0216_1F3[c]
ANAC_000_0216_1F1[c]
ANAC_000_0216_1F2[c]

category
Sp.
Sp.

Sp.

datacount

183

aquisition_time

16 Aug 2014 11:49
16 Aug 2014 11:49
16 Aug 2014 11:49
16 Aug 2014 11:49

101

stat iden be incube temp beg medi lig_sa matri proj sig_ plat com sample

24h
24h
24h
24h

325
325
325
325

as

as

as

as

o o o

Alpha Luci
Alpha Luci
Alpha Luci
Alpha Luci

B704-24h-
B704-24h-
B704-24h-
B704-24h-



102

4.1.5 Construcéo de SuperSpectras e incorporacao ao BD do SARAMIS

De acordo com os resultados obtidos na comparacdo das trés
metodologias (BBL Crystal/VITEK 2 Compact/VITEK MS RUO, apresentados
no Quadro 6 e na Tabela 5), foi verificada a necessidade da expansao do
BD/SARAMIS para a concluséo das identificagbes bacterianas no controle de
gualidade de Bio-Manguinhos por este sistema. Dessa forma, as estirpes
autoctones identificadas pelo MicroSEQ® 500 foram utilizadas para a
construcdo de SuperSpectras e incorporacdo ao BD/SARAMIS, constituindo
um BD in house customizado para a microbiota de Bio-Manguinhos.

Para apresentacado dos primeiros SuperSpectras construidos e inseridos,
foram utilizadas as estirpes B1047 (Streptomyces sp.) e B704 (Microbacterium
sp.) autéctones.

A estirpe de Streptomyces sp. B1047 representa o Unico exemplar
identificado deste género na Colecdo de Bio-Manguinhos. A identificacdo deste
género é complexa, em funcado de dificuldades no seu cultivo (tempo longo de
incubacao e colbnias fortemente aderidas ao meio de cultura) e dos métodos
fenotipicos utilizados resultarem em identificacdo inconclusiva (BAIO, 2007).
Dessa forma, para a construcao deste SS foi utilizada somente esta estirpe.

A partir do protocolo proposto neste estudo, seriam obtidos 112 perfis de
espectros por estirpe. Entretanto, para esta, ndo foram realizadas as analises
nos tempos de cultivo de 24 e 48 horas, por auséncia de crescimento
suficiente. Desta forma, utilizando a estirpe Streptomyces sp. B1047, foram
obtidos somente 80 resultados, que foram analisados para a escolha dos perfis
de espectros a serem utilizados na construcédo do SS. Dos 80 resultados, foram
excluidos os resultados com baixo datacount (n=38), que néo apresentaram
perfil de espectros (n=23) e que se apresentaram como outliers (n=6) no
dendrograma obtido. A obtencdo de um grande numero de resultados
considerados de baixa qualidade (tanto os resultados com baixo datacount
guanto os que nao apresentaram perfil de espectros) pode refletir uma
dificuldade na obtengéo de proteinas ionizadas, uma vez que a parede celular

deste género € de dificil ruptura. Talvez haja a necessidade de uma adaptagéo
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do protocolo proposto pela empresa responsavel pelo Sistema VITEK MS RUO
(BioMerieux) para este género.

Os 13 perfis de espectros restantes foram importados para o
BD/SARAMIS e alocados numa pasta criada para esta estirpe, denominada

“‘Autéctone B1047”, dentro da Pasta do género Streptomyces (Figura 17).



Figura 17- Organizagéo das pastas do género Streptomyces no BD/SARAMIS, com detalhamento dos perfis de espectros (ER e SS) contidos na pasta
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Com os perfis de espectros alocados na pasta criada, foi construido o
SS para a estirpe Streptomyces sp. B1047, utilizando as ferramentas do
software SARAMIS Premium para esta finalidade. Apds a verificacdo dos
critérios exigidos (ANAGNOSTEC, 2008) para a insercdo do SS no
BD/SARAMIS, este foi ativado, para uso na identificacdo de estirpes. O
diagrama dos espectros selecionados (representados por picos) e a lista com
cada massa associada a cada espectro estdo apresentados nas Figuras 18 a
20.



Figura 18- Diagrama SuperSpectra Streptomyces sp. B1047
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Figura 19- Picos de massas para SuperSpectra Streptomyces sp. B1047 (parte |)

| identifier | datacount | aquisition_tim status | medium | lig_sample | matrix | project | sig_ana_frag | plate_number | command
| @ | J i . .\ . I .
| rel. intensity | number_code | mass number | identificabon_|
o 8300000 1 2
T : 1500000 1 12
| |FP.SD 3446.100000 0.026500 0.300000 1 12
| |FP.SD 3776.100000 0.028400 0.800000 1 12
| |FP_SD 3326.000000 0.001000 1.200000 1 12
____|FP_sD 4077.900000 0.019600 2.700000 1 12
__|FP.SD 4136.300000 0.024400 5.800000 1 12
| IFPSD 4149300000 0018500 1600000 1 i)
| |FPSD 4370.000000 0.026900 17200000 1 12
| IFPSD 4334500000 002900 4100000 1 12
| |FP_SD 4402.300000 0.035000 22500000 1 12
___|FP_SD 4428.300000 0.045500 4.500000 1 12
| |[FP.SD 4572.600000 0.023300 99.300000 1 12
| |FP.SD 4534200000 0.017400 7.100000 B 12
| |FP.SD 4684400000 0023800 1,500000 1 12
| |FP_SD 4761,800000 0.023100 7.800000 1 12
___|FP.SD 4784.300000 0.000100 0.500000 1 12
| IFPSD 4920500000 0015700 4200000 1 12
| |FP.SD 5017.700000 0.013800 1.400000 2 12
| |FP.SD 5152.300000 0.029800 14200000 1 12
| |[FP.SD 5223,700000 0013000 2.400000 1 12
_|FP_SD 5280.900000 0.025100 1.700000 1 12
| lrPSD 5310300000 0022300 2200000 1 2
| |FP.SD 5572.000000 0.034700 18300000 1 12
| |FP.SD 5714200000 0.022900 1.100000 1 12
| |FP.SD 5833.400000 0017700 1.800000 1 12
____|FP_SD 6290.900000 0.030400 5,600000 1 12
| |FP_SD 6474.400000 0.026200 62900000 1 12
| |FP.SD 6498.700000  0.011200 5.100000 1 12
| |FP.SD 6513.200000 0.022100 7.200000 1 12
| |FP.SD 6537.400000 0.045000 2.300000 1 12
___|FP_SD 6320.000000 0.021700 6.700000 1 12
| |FP.SD 6833.200000 0.037100 4.400000 1 12
| |FP.SD 7527.900000 0.015800 6.800000 1 12
| |FP.SD 7527.900000 0.015800 6.800000 1 12
| |FP.SD 8061.200000 0.015700 0.300000 1 12
____|FP_SD 8273.400000 0022200 20200000 1 12
___|FP.SD 8293.500000 0.023300 2.500000 1 12
FP_SD 9368.500000 0.045800 4.600000 1 12
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Figura 20- Picos de massas para SuperSpectra Streptomyces sp. B1047 (parte Il)

iderthor  dmacount sauton i sovs
| @ | :
| rel. intensity | number_code | mass number | identification_
____|FP_SD 3409.600000 0.037900 1.500000 1 12
| |[FP.SD 3446.100000 0.026500 0.900000 1 12
| |FP.SD 3776.100000 0.028400 0.800000 1 12
| |FP.SD 3926.000000 0.001000 1.200000 1 12
| |[FP_SD 4077.900000 0.013600 2.700000 1 12
____|FP_sD 4136.300000 0.024400 5.800000 1 12
| |[FP.SD 4149.300000 0.012600 1.600000 1 12
| |FP.SD 4370.000000 0.026300 17.200000 1 12
| __|FP.SD 4384500000 0.023300 4.100000 1 12
| |[FP.SD 4402.300000 0035000 22500000 1 12
| |[FP_SD 4428300000 0045500 4,900000 1 12
____|FPSD 4572600000 0.023300 99.300000 1 12
| [FP.SD 4594.200000 0.017400 7.100000 1 12
| |FP_SD 4684.400000 0.023800 1.500000 ¥ 12
| |FP.SD 4761,800000 0023100 7.800000 1 12
____|FP.SD 4784,300000 0000100 0300000 1 12
____|FP.SD 4920.500000 0.015700 4.200000 1 12
| lepso 5017700000 0013800 1400000 1 12
| |FP.SD 5152.300000 0.023800 14200000 1 12
| |FP.SD $223.700000 0.015000 2400000 1 12
| |FP_SD 5280,900000 0025100 1.700000 1 12
FP_SD 5310.300000 0.022300 2.200000 1 12
| |[FP_SD 5572.000000 0.034700 18.300000 1 12
| |FP.SD 5714.200000 0.022900 1.100000 1 12
| |FP_SD 5893.400000 0.017700 1.800000 1 12
| |FP_SD 6290300000 0030400 5600000 1 12
FP_SD 6474.400000 0.026200 62.900000 1 12
| [FP.SD 6498.700000 0.011200 5.100000 1 12
| |FP.SD 6513.200000 0.022100 7.200000 1 12
| |FP.SD 6537.400000 0.045000 2.500000 1 12
| |FP_SD £820.000000 0.021700 6700000 1 12
___|FP_SD 6893.200000 0.037100 4.400000 3 12
| |[FP.SD 7527.900000 0.015800 6.800000 1 12
| |FP.SD 7527.900000 0.015800 6.800000 1 12
| |FP.SD 8061.200000 0.015700 0.500000 1 12
| |[FP_SD 8273.400000 0022200 20200000 1 12
| FP_SD 8299,500000 0023300 2500000 1 12
____|FPSD 9368.900000 (0.045300 4.600000 1 12
FP_SD 9841.400000 0.013800 3.000000 1 12

ol T .




109

Em relagdo ao género Microbacterium, ha um representante, o
Microbacterium sp. B704 presente na colecdo, que consta como unico
exemplar identificado por sequenciamento para este género (Tabela 5). Por
outro lado, ha outros seis exemplares na colecdo que foram identificados como
pertencentes ao género Microbacterium pelo VITEK MS (Tabela 4).

Com o protocolo proposto neste estudo, foram obtidos 96 resultados
para esta estirpe. As placas de ASC e TSA com 10 dias de cultivo n&o foram
utilizadas, por apresentar crescimento confluente das colbnias desta estirpe.
Na analise do datacount, 38 estavam fora da faixa desejada (entre 100 e 200) e
foram excluidos, assim como 0s o0ito que nao apresentaram espectros
(problemas na confeccdo do spot) e os quatro outliers visualizados no
dendrograma. Dos 96 perfis de espectros obtidos, 46 foram considerados
adequados (datacount e posicdo no dendrograma) e foram importados para o
BD/SARAMIS, sendo alocados na pasta “Autdctone B704”, dentro da pasta do
género Microbacterium (Figura 21).

Na construcdo do SS desta estirpe, foram utilizados perfis de espectros
com todos os tempos de cultivo. Pela frequéncia dos espectros de massa
apresentados, ndo houve grande diferenca entre os resultados obtidos nos
diferentes tempos de cultivo analisados.
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Figura 21 - Organizacgdo das pastas do género Microbacterium no BD/SARAMIS, com detalhamento dos perfis de espectros (ER e SS) contidos na pasta
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Foi construido o SS para Microbacterium sp. a partir da estirpe B704, da
mesma maneira que o descrito para a Streptomyces sp. B1047. O diagrama
dos espectros selecionados (representados por picos) e a lista com cada

massa associada a cada espectro estdo apresentados na Figuras 22 e 23.



Figura 22 - Diagrama SuperSpectra Microbacterium sp. B704
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Figura 23 - Picos de massas para SuperSpectra Microbacterium sp. B704

stype | mass | error | rel. intensity | number_code | mass number | identification_|
» FP_SD 3207.700000 0.057200 3.800000 1
FP_SD 3512500000 0.029600 0.700000 1
FP_SD 3633600000 0.022500 2.500000 1
FP_SD 3952100000 0.048600 47.900000 1
FP_SD 3974.300000 0.021700 3.800000 1
| FP_SD 4106.000000 0.011500 3.100000 1
| FP_SD 4437.000000 0.121700 40600000 1
FP_SD 4437 600000 0.058200 45200000 1
_|FP_SD 4565200000 0.002500 5.500000 1
FP_SD 4735600000 0.034900 18700000 1
FP_SD 5123500000 0.040500 34600000 1
FP_SD 5556 400000 0044100 1.200000 1
FP_SD 5777.700000 0.011900 8.700000 1
|FP_SD 5885700000 0.035400 62 800000 1
FP_SD 5909200000 0.017600 7.100000 1
FP_SD 6040.900000 0.035400 1.800000 1
FP_SD $416:200000 0.031800 8400000 1
FP_SD 6435200000 0.020500 2100000 1
FP_SD 6457.900000 0.037000 1.500000 1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

| FP_SD 6475100000 0035500  1.400000
| FP_SD 6571100000 0033600  16.900000
FP_SD 6599200000 0047500 3800000
FP_SD 6685900000 0041100  34.400000
FP_SD 6711400000 0037000 2400000
FP_SD 6727200000 0028600  1.800000
FP_SD 6748500000 0085800  2.800000
FP_SD 7029200000 0026000 1100000
FP_SD 7281600000 0025300 6000000
FP_SD 7363000000 0027600  12.500000
FP_SD 7386400000 006000 2400000
FP_SD 7594700000 0022200 3500000
FP_SD 7849200000 0009400  1.600000
FP_SD 7866.800000 0025300  1.300000
FP_SD 8189000000 0028700 0400000
| FP_SD 092700000 0022400 1500000
FP_SD 9132200000 0010600 6500000
FP_SD 9472200000 0007500  36.300000
FP_SD 1156040000 0055300  1.600000

= - m— - |
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Apbs a construgdo dos SS e a sua ativagdo, as estirpes Microbacterium
sp. B704 e Streptomyces sp. B1047 foram novamente submetidas ao VITEK
MS RUO e corretamente identificadas, representando o0s primeiros SS
autoctones inseridos e a expansdo com sucesso do BD/SARAMIS em Bio-
Manguinhos.

O aumento do BD dos softwares associados a sistemas de identificacédo
por MALDI-TOF MS tem sido reportado em trabalhos a partir de estirpes
clinicas (CALDERARO et al., 2014, XIAO et al., 2014, SOGAWA et al., 2012) e
ambientais (CHARLES RIVER LABORATORIES INTERNATIONAL, 2013),
embora nenhum destes tenha utilizado o software SARAMIS.

No presente trabalho, foi proposto um protocolo de construgdo destes
SuperSpectras, que sera convertido em uma Instrucdo de Trabalho em Bio-
Manguinhos. Dessa forma, a expansdo do BD in house serd uma atividade de

rotina e continua no controle de qualidade.

4.1.6 Elaboracédo de Documentos Técnicos

Foram confeccionados diversos documentos técnicos com os resultados
de performance dos métodos e das melhorias propostas: Instrucdes de
Trabalho para cada método de identificacéo ou caracterizacdo (APENDICES B,
C, D, F e G), Protocolo e Relatério de Validacdo para o sistema VITEK 2
Compact (APENDICE E), Relatério de Investigacdo de Fontes de
Contaminacado utilizando o Banco de Dados, a Bacterioteca e a técnica de
PFGE (APENDICE H), Relatério das Cepas Autoctones utilizadas como
padrées Secundarios (APENDICE 1) e Instruco de Trabalho para investigacio
de origens de contaminago utilizando a técnica de PFGE (APENDICE L).

Foi construido um modelo de Ficha para o Catalogo de Identificacao
(APENDICE A) e, a partir deste modelo, foram construidas as duas primeiras
fichas (APENDICES J e K) deste catdlogo. A confeccdo destas fichas foi

incorporada a rotina da equipe de identificacdo da SEPIN, e seu procedimento
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esta sendo descrito através de uma Instrucdo de Trabalho, cuja concluséo esta

prevista para julho de 2015.

4.1.7 Melhorias quanto ao Custo/Tempo/Precisdo associadas: céalculo do valor

por amostra

A melhoria das técnicas analiticas em busca da exceléncia dos
resultados deve estar atrelada ao seu impacto na demanda e no orgamento da
Instituicdo, de forma a racionalizar a relagdo custo/beneficio. Geralmente, a
associacdo dos trés aspectos ideais (resultado correto/baixo custo/rapidez de
resposta) em um unico método de identificacdo € uma rara probabilidade,
sendo necessaria uma avaliagdo prévia destes aspectos antes da escolha da
metodologia a ser implementada na rotina.

Dentre as quatro metodologias propostas, o kit MicroSEQ® seria 0 mais
indicado na obtencdo de uma resposta inequivoca a respeito da identidade
taxondmica da estirpe avaliada. Entretanto, como ja discutido anteriormente, o
uso desta ferramenta em todas as amostras submetidas a identificagdo na
SEPIN seria completamente inviavel, uma vez que 0 custo por amostra
(MicroSEQ®) foi estimado em R$ 116,89 (considerando somente 0s insumos e
consumiveis, com base em orcamento recebido em 2015 pela Life
Technologies). Entretanto, seu uso é de fundamental importancia na
identificacdo de estirpes ndo identificadas pelos outros trés métodos ou de
resultado questionavel, e seu uso na rotina na SEPIN deve ser implementado
com este propdésito, inclusive para atender as exigéncias da Anvisa e da OMS
qguanto a este aspecto. Dos outros trés métodos restantes, o VITEK MS RUO
foi o que apresentou melhor performance na identificacdo das estirpes,
conforme ja discutido anteriormente.

Em relagdo ao custo por amostra dos outros trés métodos (BBL Crystal,
VITEK 2 Compact e VITEK MS RUO), de acordo com o0s contratos atuais
estabelecidos entre Bio-Manguinhos e os fornecedores dos kits e utilizando
somente os insumos utilizados no preparo de uma amostra (excluindo, dessa

forma, o calculo de hora-homem, hora-maquina, etc), a identificacdo pelo
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VITEK MS RUO prevista pelo contrato para o ano de 2014 se apresentou como
o de menor custo (Figura 24):

Figura 24 - Comparacao do custo dos insumos por amostra (valores obtidos em 2012)

Custo (RS)

w
00}

37

BBL Crystal VITEK 2 Compact VITEKMS RUO VITEKMS RUO
(primeiro ano de  (anos seguintes)
contrato)

Observacgdo: O primeiro ano de contrato do VITEK MS RUO foi 0 ano de 2013.

Importante ressaltar que, no calculo da amostra dos sistemas VITEK 2
Compact e do VITEK MS RUO, os custos de manutengéo/prevencgéo (inclusive
troca de pecas) e de assessoria técnica e cientifica ja estdo embutidos no
preco dos insumos, inclusive o uso do equipamento. No estudo desenvolvido
por Deng e cols. (2014), foi realizado o calculo do custo por amostra para o
VITEK MS RUO e para o VITEK 2, considerando somente 0s insumos

utilizados no primeiro método — solucdo matriz, slides, algas de inoculacdo e
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ponteiras — e no segundo — cartdes de identificacdo, tubos de preparo de
suspensdes, swabs e solucdo salina. O custo para a identificacdo de uma
amostra pelo VITEK MS (20 yuans, moeda chinesa) ficou avaliado em
aproximadamente 65% menor que uma identificacdo pelo VITEK 2 (56 yuans).
Outros trabalhos também apresentaram a reducdo do custo da identificacao
através do uso da técnica de MALDI-TOF MS (SENG et al., 2009, CHERKAQUI
et al., 2010, BIZZINI & GREUB, 2010)

Ao compararmos os trés métodos segundo o tempo de obtencdo de
resultado, observamos uma diferenca drastica entre os métodos bioquimicos
(BBL Crystal e VITEK 2 Compact) e o protedomico (VITEK MS RUO), conforme
a Figura 25. Este calculo foi realizado para a identificacdo de uma estirpe

bacteriana.

Figura 25 - Comparacédo do tempo de obtencao de resultados

Tempo de obtencao de resultado
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Deng e cols. (2014) também avaliaram o tempo para a identificacado
pelos dois métodos (VITEK MS RUO e VITEK 2) e utilizaram 16 cepas para
realizar esse célculo: enquanto o VITEK MS RUO concluiu a identificacio deste
namero de amostras em 48 minutos, o VITEK 2 apresentou resultados apés
510 minutos. Estes resultados apontam para a liberacdo de resultados 10
vezes mais rapida pelo sistema VITEK MS RUO.

Num estudo mais detalhado, Tan e cols. (2012) avaliaram o tempo e 0
custo por identificacdo de espécimes clinicos realizando analises estatisticas
dos valores mensurados em um ano na rotina de identificacdo do laboratorio de
um hospital americano. Neste estudo, 0 gasto com implementacdo e
manutencdo do equipamento também foi avaliado. A identificacdo pelo MALDI-
TOF, mais uma vez, foi considerada vantajosa economicamente.

A rapida obtencdo de resultados permite um feedback mais veloz em
relacdo aos riscos relacionados aos processos e ambientes produtivos. Esta
pronta resposta, por sua vez, favorece a liberagcdo de produtos em um menor
periodo de tempo (PAVLOVIC et al., 2013). Isso representa um ganho
econdbmico para a Instituicdo pela economia com gastos relacionados a
infraestrutura (energia elétrica, forca de trabalho, etc). Se for tracado um
paralelo entre custo com hora-homem e hora-maquina associado a cada
método e 0 tempo necessario para a realizacdo do ensaio, o sistema VITEK

MS RUO se apresenta muito mais econémico.

4.2 BACTERIOTECA E BANCO DE DADOS

A Bacterioteca de Bio-Manguinhos foi concebida com a proposta de ser
uma colecdo de trabalho, de memodria e de pesquisa. Todas as bactérias
depositadas nesta colecdo s&o oriundas da rotina de identificagcdo de
contaminantes da SEPIN e apresentam diversas fontes de isolamento
(monitoramento ambiental, monitoramento de agua, processos de validacgéo,
produtos, insumos e matérias-primas analisados, entre outros), desde 2008.

Sua estruturacdo contribuiu para o conhecimento da microbiota autoctone de
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Bio-Manguinhos e da sua distribuicdo nas areas produtivas monitoradas. Além
disso, permitiu a investigacado fidedigna de fontes de contaminacdo e a
implementacéo de padrdes autdctones no controle de qualidade Microbioldgico.

A primeira apresentacao formal desta colecdo foi em maio de 2011. No
mesmo ano, um trabalho com os primeiros resultados compilados foi
apresentado oralmente no 26°. Congresso Brasileiro de Microbiologia. Em
relagdo a diversidade em industrias farmacéuticas, poucos dados séo
publicados (XAVIER et al.,, 2013) e o0 uso de colecdes para construir este
conhecimento foi apontado como fundamental e inovador.

Até setembro de 2011, a Bacterioteca apresentava mais de 4.550
estirpes, sendo 2.752 identificadas por meio do kit BBL Crystal. Estas estirpes
foram identificadas como representantes de 42 géneros distintos, de acordo
com a identificacdo bioquimica, obtida por meio deste kit. Os seis géneros
identificados que apresentaram a maior incidéncia foram Staphylococcus
(32,06%), Micrococcus (26,23%), Bacillus (7,11%), Corynebacterium (6,60%),
Leifsonia (3,98%) e Pseudomonas (3,55%). Estes seis géneros representam
quase 80% do total de cepas identificadas. Para mais de 1.800 estirpes, a
identificacdo  bioquimica  foi  inconclusiva  (resultado  “Inaceitavel’),
correspondendo a aproximadamente 40% de todo acervo bioldgico (Dados nao
apresentados no presente trabalho, sendo as informacbes extraidas de
MEDEIROS et al., 2011, MEDEIROS et al., 2011y).

No presente trabalho, esta baixa performance de identificacdo pelo kit
BBL Crystal foi observada ndo somente com relacdo as estirpes de referéncia
(57,90%), conforme o Quadro 6, mas também nas autoctones identificadas
pelo MicroSEQ (48,08%), conforme a Tabela 5. Este resultado reflete a
inadequacao deste sistema de identificacdo para a diversidade isolada pelo CQ
de Bio-Manguinhos.

De janeiro de 2010 a agosto de 2014, periodo utilizado para o presente
trabalho, a Bacterioteca era constituida por 5.842 estirpes que representavam
80 géneros bacterianos distintos (Figura 26). Este levantamento foi realizado
com o resultado obtido pelos métodos de identificagdo disponiveis no
momento de isolamento. Até 2011, todas as estirpes foram identificadas pelo
kit bioquimico BBL Crystal. Em 2012, as estirpes foram identificadas pelo

Sistema bioquimico VITEK 2 Compact. Em 2013 e 2014, todas as estirpes
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foram submetidas ao Sistema VITEK 2 Compact e algumas estirpes de
interesse foram submetidas ao VITEK MS RUO.



Figura 26 - Distribuicdo dos géneros bacterianos dos estirpes da Bacterioteca, no periodo de 2010 a 2014 (N=5.842)
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A diversidade de géneros registrados na Bacterioteca (no periodo de
2010 a 2014) quase dobrou em relacdo aos dados registrados até 2011
(MEDEIROS et al., 2011,, MEDEIROS et al., 2011): de 42 para 80 géneros
identificados. Os 54 géneros que representam 6% das estirpes da Bacterioteca

estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — 54 géneros (6%) da Bacterioteca que ndo foram discriminados na Figura 26

Género N° de Género N° de
estirpes estirpes

Actinomyces 2 Lactococcus 5
Achromobacter 2 Leclercia 2
Aeromonas 3 Leuconostoc 17
Alloiococcus 4 Lysinobacillus
Alicyclobacillus 22 Methylobacterium 1
Agrobacterium 3 Microbacterium
Arcanobacterium 1 Moraxella 10
Arthrobacter 9 Ochrobacterium 1
Brachybacterium 10 Oerskovia 12
Citrobacter 4 Pantoea 5
Comamonas 4 Pediococcus 6
Cronobacter 3 Propionibacterium 2
Cupriavidus 16 Rhizobium 3
Delftia 7 Roseomonas 1
Dermacoccus 2 Rhodococcus 1
Dermabacter 2 Rothia 8
Empedobacter 3 Serratia 22
Enhydrobacter 2 Shewanella 1
Erysipelothrix 1 Shigella 3
Flavibacterium 5 Sphingobacterium 7
Flavimonas 5 Stomatococcus 2
Geobacillus 4 Streptomyces 1
Globicatella 1 Terribacillus 1
Granulicatella 10 Turicella 1
Herbaspirillum 1 Vibrio 1
Klebsiella 18 Weeksella 1
Kluyvera 1 Yersinia 8
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Apesar dos géneros Staphylococcus (29%) e Micrococcus (14%)
permanecerem como 0s mais frequentes no periodo de 2010 a 2014, a
porcentagem destes apresentou queda em relacdo ao total da Bacterioteca,
guando comparado ao observado por Medeiros e cols. no periodo de 2008 a
2011 (MEDEIROS et al., 2011,, MEDEIROS et al., 2011y,). A lista dos géneros
mais frequentes também apresentou mudancas nas posi¢des: atualmente, o
género Pseudomonas (10% das estirpes da Bacterioteca) € o terceiro mais
identificado, ao contrario do observado até 2011, quando constava na sexta
posicdo dos mais frequentes, com 3,55% das estirpes (MEDEIROS et al.,
2011, MEDEIROS et al., 2011p). O género Bacillus (5%) caiu para a quarta
posicdo e o género Corynebacterium, para a sexta (4%), enquanto o género
Enterococcus (5%) aponta como o quinto mais identificado. Até 2011, o
somatorio dos seis géneros mais frequentes chegava a 79,53% do total da
colecdo (MEDEIROS et al.,, 2011,, MEDEIROS et al., 2011;). Agora, eles
somam 67%. Outra mudanca observada foi a diminuicdo do quantitativo de
estirpes nao identificadas: dos 40% (MEDEIROS et al., 2011,, MEDEIROS et
al., 2011;), houve uma reducédo para 19%. A introducao dos sistemas VITEK 2
Compact e VITEK MS RUO em 2012 sugere que estes dois métodos ajudaram
na discriminacdo mais apurada das estirpes submetidas a identificacdo e
diminuiram a quantidade de estirpes nao identificadas.

Os resultados encontrados apresentam similaridade com outros
realizados em outras unidades farmacéuticas. Utescher e cols. (2007)
encontraram os géneros Staphylococcus (74,52%), Micrococcus (19,08%) e
Bacillus (6,40%) como os mais incidentes em trés &reas classificadas numa
industria de imunobioldgicos. Abreu e cols. (2003) observaram os géneros
Bacillus, Staphylococcus e Corynebacterium, enquanto Wu e Liu (2007)
relataram a predominancia dos géneros Staphylococcus, Microbacterium e
Bacillus. Pereira (2009) relatou o isolamento e a identificacdo de 227 estirpes
bacterianas a partir de amostras de ar em uma area controlada (Classes C e
D). Destas, 154 (67%) eram Staphylococcus spp.

Ao realizar uma analise do perfil geral da Bacterioteca no presente
trabalho (no periodo de 2010 a 2014), foram observadas algumas modificacdes
(Figura 27).
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Figura 27 - Distribuicdo dos grupos bacterianos (Gram) da Bacterioteca no periodo de 2010 a
2014
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CGP=Cocos Gram positivos; BGP=Bastonetes Gram positivos ndo formadores de esporos;
BGP esporo: Bastonetes Gram positivos formadores de esporos; GN=Bastonetes e Cocos
Gram negativos

A grande predominancia das estirpes permanece como Gram positiva,
em relacao ao observado no periodo de 2008 a 2011 (MEDEIROS et al., 2011,,
MEDEIROS et al., 2011). Este grupo representa 57% de todas as estirpes da
colecdo, enquanto o grupo de Gram negativos consta como 24%. Os Cocos
Gram positivos (CGP), maior grupo da Bacterioteca, apresentam 17 géneros
(Figura 28) .
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Figura 28 - Géneros identificados entre os cocos Gram positivos (2010-2014)
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Destes, 1.290 pertencem ao género Staphylococcus (52% dos CGP);
618 (25%) ao Micrococcus; 223 (5%) ao Enterococcus; 117 (4,75%) ao
Kytococcus; 64 (2,6%) ao Kocuria; e 54 (2,2%) ao Streptococcus (Figura 28).
Ha a possibilidade, de 2010 a 2011 (quando as estirpes eram identificadas pelo
kit BBL Crystal, sem as atualizacfes taxonémicas relacionadas), das estirpes
dos géneros Kytococcus e Kocuria terem sido identificadas na SEPIN como
pertencentes ao género Micrococcus. Somando estes trés géneros, obtem-se
32,45% dos CGP, aproximando-se da estatistica anterior, quando
Staphylococcus e Micrococcus apresentavam uma menor diferenca entre si.
Novamente, o poder discriminatério se mostrou maior com a introducdo dos
dois métodos de identificacdo (VITEK MS e VITEK 2 Compact).

O perfil das estirpes Gram negativas (GN) da Bacterioteca apresentou
mudancas significativas ao longo destes anos. De 2008 a 2011, contavam
como 6,06% das estirpes (MEDEIROS et al., 2011,, MEDEIROS et al., 2011y),
divididos em 18 géneros. J& no periodo de 2010 a 2014, constam como 24%

da Bacterioteca, e abrangem 42 géneros (Figura 29).



Figura 29 - Géneros identificados entre as estirpes Gram negativas (2010-2014)
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O género Pseudomonas, com 468 estirpes (35,22% do grupo GN),
apresenta liderangca na frequéncia de isolamento. Em seguida, foram
observados os géneros Acinetobacter (9,18% dos GN), Stenotrophomonas
(7,30%), Ralstonia (5,87%), Burkholderia (5,72%) e Enterobacter (5,50%), para
citar os mais frequentes (Figura 29). Os trés géneros mais frequentes
(Pseudomonas, Acinetobacter e Stenotrophomonas) e o género Enterobacter ja
apresentam histérico de isolamento de 2010 a 2014, sendo encontrados em
todos os anos. Entretanto, o género Ralstonia foi identificado somente a partir
de 2013 e, em dois anos, ja soma estirpes para constar como 0 quarto género
GN mais frequente na Bacterioteca (Figura 29).

Estas mudancas (aumento do numero de estirpes GN e aumento da
diversidade de géneros) podem estar atribuidas a melhoria das metodologias
de identificacdo, as modificacbes nos meios de cultura utilizados no
monitoramento de aguas e ao aumento dos pontos de &gua monitorados.
Entretanto, em relacdo as estirpes GN provenientes do monitoramento
ambiental de amostras de ar e de operadores (cujos procedimentos, pontos de
amostragem e meios utilizados ndo apresentaram grandes modificacées), a
diversidade e o numero de estirpes também aumentaram em 2013 e 2014,
sugerindo que as mudancas tenham sido evidenciadas pela melhoria dos
meétodos de identificacéo.

No perfil dos Bastonetes Gram positivos (BGP), a porcentagem das
estirpes da Bacterioteca permaneceu quase a mesma: no periodo de 2008 a
2011, 12,6% das estirpes identificadas eram classificadas como BGP
(MEDEIROS et al., 2011, MEDEIROS et al., 2011;); e, no periodo de 2010 a
2014, 13% se apresentavam como tal. A diferenca ocorreu na divisdo — até
entdo inexistente — no grupo de BGP na Bacterioteca: o dos produtores de
esporos (7%) e o dos nao produtores desta estrutura (6%), conforme a Figura
6.

Dos BGP néo formadores de esporos, o género Corynebacterium se
mostra o mais frequentemente identificado (Figura 30), com 188 estirpes

(56%), sendo o sexto género da Bacterioteca (Figura 26).



Figura 30 - Géneros identificados entre os bastonetes Gram positivo hdo formadores de esporos ( 2010-2014)
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Em seguida, o género Leifsonia (anteriormente pertencente ao género
Corynebacterium) tem como representantes 89 estirpes (26%). Outros géneros
— Brachybacterium (10 estirpes) e Arcanobacterium (uma estirpe) — também
eram pertencentes ao género Corynebacterium. Se todas as estirpes desses
trés novos géneros (100 estirpes) fossem somadas as do Corynebacterium
(188), este ultimo género retornaria a sua posi¢ao no “ranking” estabelecido em
2011 (MEDEIROS et al., 2011,; MEDEIROS et al., 2011,), como o quarto
género mais frequente na Bacterioteca. Mais uma vez, ha evidéncias do
aumento do poder discriminatério dos métodos estabelecidos por meio do
presente trabalho.

Nos BGP produtores de esporos, o género Bacillus permanece como o

principal, representando 67% das estirpes desta categoria (Figura 31).
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Figura 31 - Géneros identificados entre os bastonetes Gram positivo formadores de esporos (2010-2014)
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A taxonomia de BGP formadores de esporos é muito complexa e a sua
identificagdo inequivoca representa um dos principais desafios enfrentados
pelo controle de qualidade microbioldgico de Bio-Manguinhos. A maioria das
estirpes nao identificadas na SEPIN pertence a este grupo. Dos géneros
identificados, o Terribacillus (com um Unico exemplar identificado na
Bacterioteca, isolado em 2010) somente foi identificado por meio do kit
MicroSEQ®, ndo estando este género representado nos Bancos de Dados dos
outros sistemas de identificacdo avaliados. O género Paenibacillus teve duas
estirpes em 2010 que foram identificadas também utilizando o kit MicroSEQ®.
Entretanto, a partir de 2013, outras 38 estirpes do género Paenibacillus foram
identificadas pelos sistemas VITEK 2 Compact e VITEK MS RUO. Até 2012,
pelo kit BBL Crystal, somente eram identificados os géneros Bacillus e
Brevibacillus. A partir de 2013, trés outros géneros foram identificados
(Alicyclobacillus, Geobacillus e Lysinobacillus), pela introdu¢cdo do VITEK 2
Compact e do VITEK MS RUO.

A presenca de BGP formadores de esporos em &reas produtivas merece
atencdo quanto aos processos de limpeza e desinfeccdo, em particular das
areas classificadas (WHO, 2012; WHO, 2011). A eliminacéo eficiente de suas
estruturas de resisténcia (esporos) requer escolha criteriosa de produtos
desinfetantes com atividade esporicida comprovada, e a identificacdo correta
destes micro-organismos permite 0 mapeamento do risco associado aos
processos. Assim, o conhecimento da presenca ou auséncia deste grupo de
micro-organismos nas areas, assim como a sua frequéncia, é fundamental para
conseguirmos manter a seguran¢a dos processos em cada area (WHO, 2012,
BRASIL, 2010).

Um dos obijetivos da construcdo da Bacterioteca foi permitir esse estudo
mais detalhado da microbiota encontrada em cada area de Bio-Manguinhos. O
conhecimento e 0 mapeamento dos géneros microbianos em areas produtivas
€ uma estratégia de controle (por permitir analise de tendéncias), uma vez que
dados referentes a este tipo de microbiota sdo praticamente inexistentes no
mundo todo. Na busca de trabalhos sobre microbiota de “salas limpas”, foram
encontradas muitas pesquisas em centros cirargicos e da Agencia Espacial

Norte Americana (NASA). Para areas farmacéuticas controladas, entretanto,
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poucos sdo encontrados. Nesse aspecto, pode se considerar esta uma
experiéncia bem sucedida, pois forneceu muitos dados acerca deste nicho.

Devido ao grande numero de estirpes introduzidas a cada més, a
Bacterioteca da SEPIN apresenta um fluxo dindmico de entrada e de descarte
de parte do acervo anualmente. O prazo determinado para a manutencao das
estirpes foi de cinco anos (por uma limitacdo fisica, uma vez que a SEPIN ndo
possui infraestrutura exclusiva para cole¢des, que incluem equipamentos,
areas e funcionarios). Dessa forma, a cada ano, serdo selecionadas as estirpes
de interesse em permanecer nas colecdes e as outras serdo descartadas. Os
critérios de selecdo deverdo se basear na importancia taxondmica da estirpe
para a Bacterioteca, na origem da identificacdo (com énfase para ingredientes
farmacéuticos ativos, produtos intermediarios e acabados), no ano do
isolamento, assim como outros de interesse para a SEPIN.

Este descarte — assim como outros aspectos, como o fato de nao haver
manutencdo em duas formas de preservacdo destas bactérias, equipe
reduzida, auséncia de area dedicadas, auséncia de identificacdo polifasica das
estirpes — fere algumas exigéncias preconizadas para Colecdes Institucionais,
impossibilitando a Bacterioteca a se transformar em uma destas colegbes. A
solugcéo encontrada seria a criagdo de uma outra colecdo — a COLECAO DE
CULTURAS DE MICRO-ORGANISMOS AUTOCTONES (CCMA) — na qual
seriam depositadas somente as estirpes identificadas utilizando a abordagem
polifasica, oriundos da Bacterioteca. Esta colecdo, entdo, poderia constar
como uma das colecdes institucionalizadas da Fiocruz, seguindo as exigéncias
determinadas. Entretanto, o presente trabalho apenas sugere tal criacéo,
devendo esta ser uma decisdo da Diretoria da Unidade, caso haja interesse,

inclusive de prestacao de servicos.
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4.2.1 Uso de padrfes autéctones: procedimentos e aplicagdes

Com o intuito de se introduzir as cepas autéctones (in house) como
padrdes secundarios nas validacdes dos processos de fabricacdo de injetaveis
(media fill), assim como nos testes de promocéao de crescimento realizados no
Departamento de Controle de Qualidade de Bio-Manguinhos, foram
selecionadas 12 estirpes bacterianas (Quadro 7), de acordo com sua incidéncia
em cinco das principais areas de producdo em 2010, avaliada a partir da
identificacdo fenotipica prévia (APENDICE 1). Estas estirpes foram novamente
submetidas as provas fenotipicas — identificacdo bioquimica, coloracdo de

Gram, teste de KOH, producéo de indol, oxidase e catalase — e a identificacédo

genotipica, utilizando-se o kit

Identification™.

MicroSEQ® 500 16S

rDNA Bacterial

Quadro 7- Cepas bacterianas candidatas a serem utilizadas como padrdes autéctones

Identificacdo das estirpes Procedéncia riirr?g:[t?:zir?:iss
B-287 (Providencia stuartii) Suspenséo Viral BGN
B-357 (Moraxella osloensis) Monitoramento do Ar BGN
B-358 (Staphylococcus cohnii urealyticum) Monitoramento do Ar CGP
B-359 (Moraxella osloensis) Monitoramento do Ar BGN
B-614 (Micrococcus sp) Monitoramento do Ar CGP
B-726 (Corynebacterium sp) Monitoramento do Ar BGP
B-883 (Bacillus firmus) Monitoramento do Ar BGP
B-985 (Staphylococcus sp) Monitoramento do Ar CGP
B-986 (Micrococcus sp) Monitoramento do Ar CGP
B-988 (Acinetobacter schindleri) Monitoramento do Ar BGN
B-1024 (Staphylococcus sp) Monitoramento do Ar CGP
B-1063 (Acinetobacter sp) Monitoramento do Ar BGN

CGP=Cocos Gram positivos; BGP=Bastonetes Gram positivos; BGN=Bastonetes Gram

negativos
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Nos meios de cultura desafiados, o crescimento bacteriano foi detectado
para todas as 12 estirpes, embora uma (Moraxella osloensis B-357) tenha
apresentado uma turvagao mais discreta dos meios testados, por apresentar
necessidade de um tempo de cultivo maior. Essa turvacado, entretanto, foi
suficiente para a leitura do teste no periodo preconizado pelo procedimento
referente a promocdo de crescimento e o numero de células viaveis se
apresentou na faixa indicada para desafio, que é de 10 a 100 UFC (Dados nao
apresentados, sendo resultado dos laudos dos ensaios de promocao de
crescimento nos meios de cultura da SEPIN). Destas 12 estirpes, foram
gerados oito lotes de trabalho.

As oito cepas utilizadas para o preparo dos lotes trabalho foram
implementadas com sucesso na promocdo de crescimento dos meios de
cultura preparados para media fill e teste de esterilidade. Quase 900 lotes de
meios liquidos (caldo caseina, em especial) ja foram avaliados com o uso dos
padroes secundérios (lotes de trabalho — Tabela 12). Este procedimento
garantiu a conformidade de Bio-Manguinhos as exigéncias da Anvisa em
relacdo as boas préaticas de fabricacdo (WHO, 2012, BRASIL, 2010). Estes
resultados foram apresentados em trés eventos cientificos, em 2010, 2011 e
2012 (MEDEIROS et al.,, 2012, MATTOSO et al., 2011, MEDEIROS et al,;
2010).



136

Tabela 12 - Quantitativo de lotes de meio de cultura avaliados com uso de padrbes autéctones,
no periodo de 2010 a 2014

MEIOS LIQUIDOS | MEIOS SOLIDOS
LOTES DE TRABALHO AVALIADOS AVALIADOS
2010-1014 2010-2014

B-287 (Providencia stuartii)

B-358 (Staphylococcus cohnii urealyticum)
Caldo Caseina TSARM/Count-Act

B-359 (Moraxella osloensis)

- (706 lotes) (112 lotes)
B-614 (Micrococcus sp)
B-726 (Corynebacterium sp) -
Caldo Tioglicolato TSA/TSNI
B-883 (Bacillus firmus)
(190 lotes) (140 lotes)

B-986 (Micrococcus sp)
B-988 (Acinetobacter schindleri)

TSA: Agar triptona de soja, TSARM: Agar triptona de soja modificado, TSNI: Agar
triptona de soja irradiado com neutralizadores

4.2.2 Mapeamento da distribuicAo das bactérias isoladas nos ambientes de
producdo (monitoramento ambiental/agua) por area: géneros em cada area de

producédo de Bio-Manguinhos, no periodo de 2010 a 2014

A distribuicdo da microbiota circulante foi estimada pela anélise do BD
(planilha Excel com os dados das estirpes) da Bacterioteca de Bio-Manguinhos
(BD/Bacterioteca). Por meio desta primeira avaliacdo, puderam ser observados
0s géneros de maior frequéncia de isolamento e a sua permanéncia/surgimento
ao longo dos anos. Entretanto, ainda restavam duvidas quanto a distribuicao
destes géneros nas diversas areas de producdo da unidade, assim como nos
processos produtivos.

Para facilitar esta analise e tentar chegar a um perfil por area, foram
destacadas as seis areas produtivas de maior importancia, denominadas de
area 1 a area 6. O compilado da microbiota destas seis areas foi apresentado

na Tabela 13 e consiste em 1.823 estirpes.



Tabela 13 - Distribuigéo entre as Areas e a Bacterioteca

Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus | Staphylococcus Staphylococcus
(29%) (25,53%) (33,82%) (16,53%) (38,97%) (55,67%) (29,41%)
Micrococcus Micrococcus Micrococcus Ralstonia Micrococcus Micrococcus Micrococcus
(14%) (20,47%) (25,72%) (14,05%) (26,20%) (17,01%) (23,53%)
Pseudomonas Enterobacter Corynebacterium Pseudomonas Corynebacterium Bacillus Corynebacterium
(10%) (9,92%) (5,78%) (12,4%) (5,47%) (5,67%) (15,30%)
Bacillus Pseudomonas Bacillus Micrococcus Bacillus Bacillus
(5%) (6,12%) (3.76%) e (11,57%) (4,65%) (9,41%)
' Corynebacterium
Enterococcus Corynebacterium Kygoggg:/cus Chryseobacterium 12,58%), Streptococcus
(5%) (5,48%) (3,76%) (3,32%) Enterabacter (5,88%)
Bacillus e (2,58%) e
Kocuria Kytococcus Alicyclobacillus,
Corynebacterium Burkholderia Leifsonia (4,96% cada) Kytococcus e (2,58%) Brevibacillus e
Pseudomonas ' .
(4%) (4,01%) (3,18%) (1,83% cada) Sphingomonas
0970 (2,35% cada)
E mais 75 E mais 29 E mais 31 Egrénne::rsolsS Eggnaelfo?f Egémr?e;folsl E mais 8
Fa 0, a 0 a 0, Fa) 0
géneros (33%) géneros(28,47%) géneros (23,98%) (40,49%) (17,73%) (13,91%) géneros(9,42%)
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Todas as areas avaliadas (com excecdo da area 6) apresentam um
sistema de aguas proprio (1 a 5) e a microbiota isolada a partir do
monitoramento ambiental (amostras do ar e de operadores) e do
monitoramento de aguas (agua para injetaveis, vapor puro e agua purificada)
foi analisada como pertencente ao ambiente produtivo e utilizada para
caracterizar a composicao da microbiota das referidas areas (1 a 6).

Em cada area avaliada, os resultados foram apresentados da seguinte
maneira: todas as bactérias isoladas (contagem geral e por ano), as isoladas
em amostras de monitoramento ambiental e as isoladas a partir de amostras de
monitoramento de &aguas. O mapeamento por area € interessante para
avaliacoes de risco e para acompanhamento da introducdo de novos géneros.

Durante a avaliacdo do periodo citado (2010 a 2014), o ano de 2014
(janeiro a agosto) foi caracterizado pela pouca producao de lotes de produtos
(vacinas e biofarmacos) em decorréncia das diversas obras e melhorias de
processos/areas que ocorreram a partir do final do ano de 2013, em todas as
areas produtivas de Bio-Manguinhos. Por consequéncia da parada de
producédo pelas obras, a quantidade de amostras obtidas em procedimentos de
monitoramento ambiental (de ar e de operadores) praticamente chegou a zero,
uma vez que este procedimento esta associado a areas que estejam em
processo de producdo. O monitoramento dos pontos de agua, entretanto, se
manteve durante o ano de 2014. Dessa forma, na analise da microbiota obtida
pelo monitoramento ambiental (ar e operadores), os dados relacionados ao ano
de 2014 foram considerados, mas nao representaram o funcionamento normal
de cada area.

Na avaliacdo dos géneros por area, somente foi possivel a andlise de
frequéncia de isolamento e de mudancas ao longo no periodo, ndo sendo
possivel realizar inferéncias em relacdo aos motivos/fatores que poderiam
influenciar esta microbiota, por desconhecimento das particularidades que cada

area apresenta e dos eventos que ocorreram nestas.
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4.2.2.1 Area 1l

Esta area pode ser considerada a area de produg¢do mais antiga de Bio-
Manguinhos. Geograficamente, € a mais isolada das areas produtivas. Todavia,
0 processo produtivo iniciado nesta area tem continuidade nas areas 4 ou 5.
Alocada em um prédio antigo, tombado pelo patrimdénio histérico, apresentou
diversas limitacbes em relacdo as atuais exigéncias para uma &rea de
producéo, que foram ajustadas com obras.

Dentre todas as areas avaliadas, esta foi a que se manteve em
producdo quase continua durante todo o periodo avaliado, parando por
periodos curtos para reformas e/ou intervencoes.

Em relacdo ao total de estirpes no periodo analisado, foram identificados
35 géneros (N=474), sendo 18 de GN, quatro de BGP produtor de esporos, 10
de CGP e trés de BGP né&o produtor de esporos (Quadro 8).

O género Staphylococcus (N=121) foi o que apresentou maior namero
de estirpes, sendo seguido por Micrococcus (N=97), Enterobacter (N=47),
Pseudomonas (N=29), Corynebacterium (N=26) e Burkholderia (N=19), para
citar os mais frequentes, conforme o Quadro 8. Estes seis géneros
representam mais de 70% da microbiota bacteriana isolada na Area 1.
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Quadro 8 - Total dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental (ar

e operadores) e de monitoramento de aguas na area 1 (2010 a 2014)

Acinetobacter 14

Agrobacterium 1
Brevundimonas 13
Burkholderia 19

Chryseobacterium

Delftia 2
Enterobacter 47

Escherichia 1

Flavimonas 2

GN Gardnerella 2

Klebsiella 4

Pantoea 1
Pseudomonas 29

Ralstonia 2

Serratia 2

Sphingomonas 3

Sphingobacterium 2

Stenotrophomonas 3

Alyclicobacillus 1

BGP Bacillus 7
(esporo) Brevibacillus 14

Paenibacillus 2

Aerococcus 3

Gemella 1

Enterococcus 9

Rhodococcus 1

Kocuria 5

CGP Kytococcus 7

Leuconostoc 1
Staphylococcus 121
Streptococcus 16
Micrococcus 97

Oerskovia 1

BGP Corynebacterium 26
Leifsonia 13

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram
positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram

positivos, BGP= bastonetes Gram positivos ndo
produtores de esporos
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Outros trabalhos também apontam o género Staphylococcus como o
mais incidente entre as estirpes isoladas a partir do controle de qualidade de
ambientes de producédo (PEREIRA, 2009, UTESCHER et al., 2007, WU e LIU,
2007).

Ao comparar estes resultados com o total da Bacterioteca (Tabela 14), a
prevaléncia de estirpes dos géneros Staphylococcus e Micrococcus ja era
esperada, por representarem mais de 40% das estirpes preservadas nesta
colecdo. Todavia, o género Enterobacter constar como o0 terceiro mais
frequente neste “ranking” foi um achado distinto do perfil da Bacterioteca, na
gual sua frequéncia foi estimada em 2% do acervo. A mesma observacgao foi

apontada para o género Burkholderia, o sexto mais frequente nesta area.

Tabela 14 - Géneros das estirpes identificadas: Bacterioteca X Area 1

Bacterioteca Bacterioteca Area 1
2008-2011* 2010-2014 2010-2014
Staphylococcus (32,06%) Staphylococcus (29%) Staphylococcus (25,53%)
Micrococcus (26,23%) Micrococcus (14%) Micrococcus (20,47%)

Bacillus (7,11%) Pseudomonas (10%) Enterobacter (9,92%)
Corynebacterium (6,6%) Bacillus (5%) Pseudomonas (6,12%)

Leifsonia (3,98%) Enterococcus (5%) Corynebacterium (5,48%)
Pseudomonas (3,55%) Corynebacterium (4%) Burkholderia (4,01%)

*Dados extraidos de trabalhos previamente apresentados (MEDEIROS et al., 2011,
MEDEIROS et al., 2011y)

Para tentar entender o fato do género Enterobacter estar em uma
posicdo destacada na frequéncia de isolamentos desta area, foi realizada uma
analise, ano a ano, da frequéncia de cada género (Quadro 9). Do periodo
analisado, o ano de 2012 apresentou um perfil completamente distinto dos
outros trés anos: a predominancia de géneros de bactérias GN, sendo o género
Enterobacter (n=35) o de isolamento mais frequente, superando o numero de
estirpes dos géneros Staphylococcus (n=22) e Micrococcus (n=16) inclusive. O
género Burkholderia (n=18) e o género Pseudomonas (n=17) aparecem em

terceiro e quarto lugar, respectivamente, no “ranking” de 2012. Estes trés
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géneros de GN representaram 48,96% do total de isolamentos nesta area, em
2012.

Durante a analise das fontes de isolamento destas estirpes de
Enterobacter spp., o sistema de agua foi evidenciado como a origem do
isolamento (Quadro 10). Todas as 47 estirpes eram oriundas de amostras
obtidas no ponto de agua purificada (PW) da area. Sendo Enterobacter um dos
géneros do grupo Coliforme, este resultado aponta a inadequacao da qualidade
microbiolégica desta agua, no ano de 2012. Ademais, Souto (2008) relata a
deteccdo e o isolamento de espécies deste género (E. intermedius e E.
cloacae) e de Pantoea agglomerans (anteriormente classificada como
pertencente ao género Enterobacter) em testes de esterilidade para produto
injetavel. A presenca deste género na area 1, portanto, pode representar um
risco biologico associado. Apesar deste ponto de agua ndo ter seu uso
associado ao processo produtivo de maneira direta, este aspecto sanitario foi
evidenciado e corrigido, por meio de sanitizac6es no sistema de agua.

Para verificar se a frequéncia de estirpes do género Enterobacter se
mantinha elevada, foram observados os resultados dos anos de 2013 e 2014
para 0 mesmo ponto de dgua. Houve uma drastica queda no ano de 2013 (sete
estirpes) e, até agosto de 2014, somente uma estirpe foi identificada em
amostras de PW nesta area (Quadro 9). Importante ressaltar que esta area
teve sucessivas sanitizacbes (como uma acdo corretiva resultante da
comprovacéo deste desvio), uma grande obra em 2013 e teve todo seu sistema
de agua substituido.

As estirpes obtidas a partir do monitoramento ambiental, tanto de

amostras de ar quanto de operadores, estdo organizadas no Quadro 11.
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Quadro 9 - Distribuicdo dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de 4guas na area 1 (2010 a 2014)

Acinetobacter 5 2 1 6 14
Aerococcus 1 3
Alyclicobacillus 1 1
Agrobacterium 1 1
Bacillus 4 3 7
Brevibacillus 10 3 1 14
Brevundimonas 1 6 5 1 13
Burkholderia 18 1 19
Chryseobacterium 2 2
Corynebacterium 11 7 7 1 26
Delftia 2 2
Enterobacter 4 35 7 1 47
Enterococcus 6 9
Escherichia 1 1
Flavimonas 2 2
Gardnerella 1 2
Gemella 1
Klebsiella 4 4
Kocuria 2 3 5
Kytococcus 7
Leifsonia 8 13
Leuconostoc 1
Micrococcus 47 16 16 9 9 97
Oerskovia

Pantoea

Paenibacillus 2 2
Pseudomonas 5 3 17 4 29
Ralstonia 2 2
Rhodococcus 1 1
Serratia 2 2
Sphingobacterium 2 2
Sphingomonas 3 3
Staphylococcus 43 19 22 15 22 121
Stenotrophomonas 3 3
Streptococcus 12 4 16
Total 158 73 143 47 53 474

2014* considerado até agosto de 2014



Quadro 10 - Distribuicédo dos géneros identificados em procedimento de monitoramento de
aguas (WFI e PW) na area 1 (2010 a 2014)

7 7

Acinetobacter

Agrobacterium

Brevundimonas 3 4
Burkholderia 18 18
Chryseobacterium
Delftia 2 2
Enterobacter 47 47
Escherichia 0 0
Flavimonas 1 1
e Gardnerella 1 1
Klebsiella 4 4
Pantoea 0 0
Pseudomonas 18 19
Ralstonia
Serratia

Sphingomonas

Sphingobacterium

Stenotrophomonas

Alyclicobacillus

BGP Bacillus

(esporo) | Brevibacillus

Paenibacillus

Aerococcus

Gemella

Enterococcus

Rhodococcus

Kocuria

Gl Kytococcus

Leuconostoc

Staphylococcus

Streptococcus

Micrococcus

Oerskovia

O| O Ol O] W| O| O k| O] O] O]l O] O] O] O] O] O] O| k| Ol O] kP Ol O O] Ol O] O] O] O] O] »,|l O ©
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BGP Corynebacterium

N| Ol Of O] O| N| O O| N| O| ©| O] O| O| | O O P N N N N

Leifsonia 0 2

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram positivos
produtores de esporos, CGP= cocos Gram positivos, BGP=
bastonetes Gram positivos ndo produtores de esporos, WFI= 4gua
para injetaveis, PW= agua purificada
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Como ja observado em outros trabalhos (MARTIN et al., 2012, COBO et
al.,, 2006, ABREU et al.,, 2003), as bactérias Gram positivas constituem a
maioria das bactérias isoladas, sendo os géneros Staphylococcus (34,13% das
estirpes obtidas a partir de amostras do monitoramento do ar e dos operadores
nesta area) e Micrococcus (29,04%) mais preponderantes (Quadro 11),
estando esse resultado em concordancia com outros relatos em areas de
producdo farmacéutica, que apontam o género Staphylococcus como 0 mais
frequentemente isolado (PEREIRA, 2009, UTESCHER et al., 2007, WU; LIU,
2007).
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Quadro 11 — Estirpes isoladas a partir de amostras do monitoramento ambiental (ar e
operadores) na area 1

a0
Rasora |0 |
(esporo)

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram
positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram
positivos, BGP= bastonetes Gram positivos ndo
produtores de esporos
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4.2.2.2 Area 2

Esta area apresenta proximidade geografica com outras duas (areas 3 e
4), sendo que parte dos processos realizados na area 2 séo finalizados na area
4. Entretanto, apresentam separacfes fisicas e barreiras sanitarias bem
estabelecidas. Suas instalagbes s&o especificas para areas produtivas
classificadas, tendo fluxograma de processos e transito de funcionéarios e
materiais definidos.

O perfil de géneros bacterianos observados na area 2 apresentou
Staphylococcus (N=117) como o de maior frequéncia de isolamento, seguido
por Micrococcus (N=89), Corynebacterium (N=20), Bacillus (N=13), Kytococcus
(N=13) e Leifsonia (N=11) (Quadro 12).

Foram identificados 37 géneros distintos nesta area, no periodo de 2010
a 2014. Entretanto, os seis géneros mais identificados representam 76,02% da
microbiota bacteriana isolada (na area 2) nestes cinco anos de estudo e
somente o0s géneros Staphylococcus e Micrococcus, juntos, representam
59,54% deste total. Das 346 estirpes isoladas no periodo analisado, 306
(88,44%) pertenciam ao grupo Gram positivo, caracterizando a predominancia
de estirpes GP na éarea 2.

Na andlise da distribuicdo dos géneros por ano (Quadro 13), foi
observado que o ano de 2011 apresentou 0 maior numero de estirpes isoladas
(n=188), representando 54,34% do total identificado nos cinco anos avaliados.
Como este foi 0 ano em que esta area esteve em producao ativa, é provavel
gue este resultado esteja associado a um maior nimero de amostragens
realizadas, principalmente do monitoramento ambiental, aumentando
naturalmente o nimero de isolamentos e identificacdes.

A observacao concreta que se pode extrair destes resultados € que o
género Micrococcus (N=68) superou o numero de estirpes do género
Staphylococcus (N=41) em 2011, sendo portanto o mais frequente neste ano
na area 2. Todavia, nos outros quatro anos avaliados, Staphylococcus spp. se
manteve como o mais frequente.

A elevada frequéncia de estirpes de Staphylococcus spp. também foi

observada a partir de amostras de WFI (Water For Injection, ou agua para
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injetaveis, sendo um dos graus farmacéuticos de agua, segundo BRASIL,
2010) oriundas do Monitoramento de Aguas. Entretanto, o0 mesmo n&o foi
observado para as amostras de PW (Purified Water, ou agua purificada), das
qguais o género mais frequentemente isolado foi Pseudomonas spp. (Quadro
14).

As estirpes obtidas a partir do monitoramento ambiental, tanto de

amostras de ar quanto de operadores, estdo organizadas no Quadro 15.
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Quadro 12 - Total dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental (ar

e operadores) e de monitoramento de aguas na area 2 (2010 a 2014)

GN

Acinetobacter

Brevundimonas

Burkholderia

Citrobacter

Gardnerella

Klebsiella

Pseudomonas

Ralstonia

Serratia

Sphingomonas

Vibrio

Stenotrophomonas

Moraxella

Sphingobacterium

Shewanella

(o RSN O N \O Rl RGN I o Bl B o Bl R S B ol B B SN @S}

BGP
(esporo)

Bacillus

=
w

Brevibacillus

Paenibacillus

Alyciclobacillus

BGP

Arcanobacterium

Corynebacterium

N
o

Leifsonia

=
=

Oerskovia

Microbacterium

Brachybacterium

Dermabacter

Granulicatella

CGP

Aerococcus

Alloiococcus

Gemella

Kocuria

o ~N| | N RN B o &

Kytococcus

Micrococcus

Pediococcus

Rothia

Staphylococcus

Streptococcus

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram
positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram

positivos, BGP= bastonetes Gram positivos ndo
produtores de esporos
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Quadro 13 - Distribuicdo dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de 4guas na area 2 (2010 a 2014)

Acinetobacter

Aerococcus

Alloicoccus

Rl P N W

Arcanobacterium

Bacillus 1

Brevibacillus

N NN R R N e

Brevundimonas
Burkholderia
Citrobacter

Corynebacterium 19 1 20

Gardnerella

Gemella 7
Klebsiella 1
Kocuria 1 5
Kytococcus 9 4 13
Leifsonia 11 11
Micrococcus 1 68 1 1 18 89
Oerskovia

Pediococcus

4
Paenibacillus 1
1
2

Pseudomonas 1

Ralstonia
Rothia 1
Serratia

N
W = k| k| o R, Rk~

Sphingomonas

Staphylococcus 41 63 117

RN Y S

Stenotrophomonas

Streptococcus
Vibrio
Microbacterium

Moraxella

Sphingobacterium

Brachybacterium

Dermabacter

Alyciclobacillus

RPN OO

Granulicatella

Rl R R NS A g o R NN

Shewanella 1
Total 3 188 24 16 115 346
2014* considerado até agosto de 2014




Quadro 14 - Distribuicédo dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento de

aguas na area 2 (2010 a 2014)

GN

Acinetobacter

Brevundimonas

Burkholderia

Citrobacter

Gardnerella

Klebsiella

Pseudomonas

Ralstonia

Serratia

Sphingomonas

Vibrio

Stenotrophomonas

Moraxella

Sphingobacterium

Shewanella

BGP
(esporo)

Bacillus

Brevibacillus

Paenibacillus

Alyciclobacillus

BGP

Arcanobacterium

Corynebacterium

Leifsonia

Oerskovia

Microbacterium

Brachybacterium

Dermabacter

Granulicatella

CGP

Aerococcus

Alloiococcus

Gemella

Kocuria

Kytococcus

Micrococcus

Pediococcus

Rothia
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Staphylococcus

=
N

=
N

Streptococcus

0

O Ol O] O] O] O O] O] O] O]l O] O] O| O| O| O| N O|OC| | Ol Ol Ol Ol O VM O| | P | O P kP Of O k| O

o

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram
positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram
positivos, BGP= bastonetes Gram positivos ndo produtores

de esporos
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Quadro 15 — Estirpes isoladas a partir de amostras do monitoramento ambiental (ar e

operadores) na area 2

GN

Acinetobacter

Brevundimonas

Burkholderia

Citrobacter

Gardnerella

Klebsiella

Pseudomonas

Ralstonia

Serratia

Sphingomonas

Vibrio

Stenotrophomonas

Moraxella

Sphingobacterium

Shewanella

P O O O O O O N O] W O] O] W| ~

BGP
esporo

Bacillus

=
o

Brevibacillus

Paenibacillus

Alyciclobacillus

BGP

Arcanobacterium

Corynebacterium

[N
(o]

Leifsonia

=
o

Oerskovia

Microbacterium

Brachybacterium

Dermabacter

Granulicatella

CGP

Aerococcus

Alloiococcus

Gemella

Kocuria

o Nl B R RN A o &

Kytococcus

Micrococcus

Pediococcus

Rothia

Staphylococcus

Streptococcus

152

GN= Gram negativos, BGP esporo=bastonetes Gram positivos produtores de esporos, CGP=

cocos Gram positivos, BGP= bastonetes Gram positivos ndo produtores de esporos
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4.2.2.3 Area 3

Esta area permaneceu por muito tempo inoperante, por estar em obras
de manutencédo e melhorias.

Foram identificados 24 géneros distribuidos em 121 estirpes bacterianas
durante o periodo de 2010 a 2014.

O género Staphylococcus apresentou 0 maior namero de estirpes
(N=20), sendo seguido por Ralstonia (N=17), Pseudomonas (N=15) e
Micrococcus (N=14). Os géneros Bacillus e Kocuria apresentaram 0 mesmo
numero de estirpes (N=6), ocupando a quinta posicdo no “ranking” de
frequéncia na area 3 (Quadro 16).

Assim como nas areas anteriores, 0 género Staphylococcus foi 0 mais
frequentemente identificado. O género Ralstonia chamou atencdo por ocupar a
segunda posicdo em frequéncia. Conforme ja foi citado, este género foi
identificado na microbiota circulante em Bio-Manguinhos somente a partir de
2013. Em dois anos, foram isoladas nesta area 17 estirpes pertencentes a este
género — 10 estirpes em 2013 e 7 em 2014 — assumindo uma posicado de
destaque na microbiota da area 3 (Quadro 17). Em 2012, o género

Pseudomonas se apresentou como o género de GN de maior frequéncia.
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Quadro 16 - Total dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental (ar

e operadores) e de monitoramento de aguas na area 3 (2010 a 2014)

Acinetobacter

Brevundimonas

Burkholderia

Chryseobacterium

Comamonas

Delftia

Flavibacterium

GN

Flavimonas

N N R P W P B

Pseudomonas

[y
a1

Ralstonia

=
\l

Serratia

Sphingomonas

Stenotrophomonas

Yersinia

Bacillus

BGP

Alyciclobacillus

(esporo)

Brevibacillus

BGP

Granulicatella

Leifsonia

Streptococcus

R Ol P W | O N O] W W

Staphylococcus

N
o

CGP

Enterococcus

=

Kocuria

Micrococcus

14

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram positivos produtores de
esporos, CGP= cocos Gram positivos, BGP= bastonetes Gram positivos n&do

produtores de esporos
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Quadro 17 - Distribuicdo dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de aguas na area 3 (2010 a 2014)

Acinetobacter 1 2 1 4
Alyciclobacillus 1 1
Bacillus 2 4 6
Brevibacillus 3 3
Brevundimonas 1 3 4
Burkholderia 1 1
Chryseobacterium 2 1 3
Comamonas 1 1
Delftia 1
Enterococcus 1
Flavibacterium 2
Flavimonas 2
Granulicatella 1
Kocuria 6
Leifsonia 4 1 5
Micrococcus 1 4 7 2 14
Pseudomonas 3 8 15
Ralstonia 10 7 17
Serratia 3 3
Sphingomonas 3 3
Staphylococcus 1 4 11 4 20
Stenotrophomonas 2 3

Streptococcus

Yersinia

Total 2 18 22 56 23 121

2014* considerado até agosto de 2014

Ao observar a fonte de isolamento de Ralstonia spp. na area 3, foi
observado que as estirpes foram obtidas a partir de amostras do
monitoramento de aguas, tanto de amostras de WFI quanto de PW (Quadro
18). Contudo, o numero de estirpes a partir de WFI foi maior. Essa tendéncia
aponta para a necessidade de um acompanhamento cuidadoso desse ponto do
sistema de &gua, uma vez que este micro-organismo ja foi associado a
contaminacdo de um produto de uso endovenoso, causando a morte de dois
recém-nascidos e a causa de um choque séptico em um adulto em hospitais no
Rio de Janeiro (Moreira et al., 2005).




Quadro 18 - Distribuicdo dos géneros
monitoramento de aguas na area 3 (2010 a 2014)

GN

Acinetobacter
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identificados em procedimentos de

Brevundimonas

Burkholderia

Chryseobacterium

Comamonas

Delftia

Flavibacterium

Flavimonas

Pseudomonas

O O P Ol P P Ol O N

P NN O P Wl O b W

Ralstonia

=
N

=
~

Serratia

Sphingomonas

Stenotrophomonas

Yersinia

BGP
(esporo)

Bacillus

Alyciclobacillus

Brevibacillus

BGP

Granulicatella

Leifsonia

CGP

Streptococcus

Staphylococcus

Enterococcus

Kocuria

O Ol W| O] O] O] NV »| O O] Ol O] ©O

O| R O P P Ol kPl O Ol O &l | W O P N P O]l Ol N O | P

Micrococcus

0

Ol O P| W| FP| P Ol W O] O O & P W

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram

positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram
positivos, BGP= bastonetes Gram positivos ndo produtores
de esporos, WFI= agua para injetaveis, PW=agua

purificada

Apesar das estirpes de Pseudomonas

spp.

detectadas

predominantemente em pontos de PW, a presenca no sistema de agua e a sua

frequéncia de isolamento também devem servir de alerta para a area 3, uma

vez que este género foi associado também a contaminacdo de produtos

injetaveis, inclusive havendo relato de produtos reprovados no teste de
esterilidade do INCQS (Souto, 2008).
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As estirpes obtidas a partir do monitoramento ambiental, tanto de

amostras de ar quanto de operadores, estdo organizadas no Quadro 19.

Quadro 19 — Estirpes isoladas a partir de amostras do monitoramento ambiental (ar e

operadores) na area 3

GN

Acinetobacter

Brevundimonas

Burkholderia

Chryseobacterium

Comamonas

Delftia

Flavibacterium

Flavimonas

Pseudomonas

Ralstonia

Serratia

Sphingomonas

Stenotrophomonas

Yersinia

BGP
(esporo)

Bacillus

Alyciclobacillus

Brevibacillus

BGP

Granulicatella

Leifsonia

CGP

Streptococcus

Ol B | O] O]l O| N PN O Ol N Ol O| | O O] kP O|

Staphylococcus

=
~

Enterococcus

o

Kocuria

()]

Micrococcus

14

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram
positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram

positivos, BGP= bastonetes Gram positivos ndo
produtores de esporos.
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4.2.2.4 Area 4

Esta &rea, apesar de fisicamente separada, apresenta correlagbes (de
processo) com as outras determinadas no presente estudo, por realizar
atividades de finalizacdo de processos produtivos. Assim como as areas 2 e 3,
a area 4 apresenta instalacbes mais recentes para &reas controladas de
producéo e também barreiras sanitarias efetivas.

Nesta area, foram obtidas 603 estirpes no periodo de cinco anos,
agrupadas em 40 géneros: quatro de BGP produtores de esporo, seis de BGP
nao produtores de esporo, 13 de CGP e 17 de GN (Quadro 20).

Na avaliacdo geral da microbiota bacteriana associada a esta area, pode
se observar a prevaléncia expressiva de estirpes dos géneros Staphylococcus
(N=235) e Micrococcus (N=158), conforme o Quadro 20, em acordo com a
distribuicdo apresentada na Bacterioteca de Bio-Manguinhos (Figura 26).
Entretanto, nesta area, estes dois géneros compreendem 65,17% de todas as

estirpes no periodo analisado.

Quadro 20 - Total dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental (ar
e operadores) e de monitoramento de aguas na area 4 (2010 a 2014)

7

Acinetobacter

~

Brevundimonas

N
o

Chryseobacterium

Empedobacter

Enhydrobacter

Enterobacter

Escherichia

Gardnerella

BGN Leclercia

Moraxella

SIS Y NG Y BOVY B N I

Pantoea

[
[

Pseudomonas

Ralstonia

Serratia

Shewanella

Sphingomonas

~N| Ol B 0 N

Stenotrophomonas
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Continuacdo Quadro 20 - Total dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de aguas na area 4 (2010 a 2014)

Bacillus 28
Brevibacillus 7
BGP esporo Paenibacillus 2
Terribacillus 1
Arthrobacter 1
Corynebacterium 33
Leifsonia 8
el Microbacterium 5
Oerskovia 1
Streptomyces 1
Aerococcus 2
Alloicoccus 1
Gemella 3
Globicatella 1
Kocuria 7
Kytococcus 11
CGP Lactococcus 1
Leuconostoc 3
Micrococcus 158
Pediococcus 2
Rothia 1
Staphylococcus 235
Streptococcus 9

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes
Gram positivos produtores de esporos, CGP=
cocos Gram positivos, BGP= bastonetes Gram
positivos ndo produtores de esporos

Os outros quatro géneros mais frequentes (Quadro 20) foram
Corynebacterium (N=33), Bacillus (N=28), Chryseobacterium (N=20),
Kytococcus (N=11) e Pseudomonas (N=11).

Ao observar a frequéncia de isolamento dos géneros Staphylococcus e
Micrococcus, pode-se notar uma diminui¢do do numero de estirpes a cada ano
(Quadro 21). Como néao foi avaliado o nimero de amostras nesta inferéncia

(para estabelecer o numero de estirpes por evento de amostragem), em fungéo
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da auséncia de registro desta informacdo no BD/Bacterioteca, ndo se pode

afirmar que houve queda na frequéncia.

Quadro 21 - Distribuicédo dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de aguas na area 4 (2010 a 2014)

3

Acinetobacter 1 3

Aerococcus 1 1

Alloicoccus

Arthrobacter
Bacillus 10
Brevibacillus

PRl N~

Brevundimonas 2

Chryseobacterium 12 20

Corynebacterium 15

= 0 O V| W| ©

Empedobacter

Enhydrobacter 2

Enterobacter 2 1

Escherichia
Gardnerella 1 1 1 1
Gemella
Globicatella 1
Kocuria 3 3 1
Kytococcus 9 2
Lactococcus 1

N R w| B R W N e

=
=

Leclercia 1

Leifsonia 2

Leuconostoc 2

g1l W 0| k|

Microbacterium 1 4
Micrococcus 78 60 8 7 5 158
Moraxella 1

Oerskovia 1

Paenibacillus 2

Pantoea 1

Nl R N R e

Pediococcus 1 1

Pseudomonas 4 4 3 11

N

Ralstonia
Rothia 1
2014* considerado até agosto de 2014
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Continuacdo Quadro 21 - Distribuicdo dos géneros identificados em procedimentos de
monitoramento ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de aguas na area 4 (2010 a
2014)

Serratia 7 1

Shewanella 1 1
Sphingomonas 1 4

Staphylococcus 79 72 47 26 11 235
Stenotrophomonas 5 2
Streptococcus 7 1 1

Streptomyces

Terribacillus

Total 221 | 196 | 103 57 26 603

2014* considerado até agosto de 2014

Nesta area, o género Chryseobacterium apresenta frequéncia de
isolamento elevada (3,32%) quando comparada com outras areas (Tabela 13)
e a Bacterioteca (Figura 26). Por este género apresentar esta estatistica
singular, buscou-se observar sua distribuicdo ao longo dos anos.

Durante o ano de 2011, foram identificadas oito estirpes de
Chryseobacterium e, em 2012, 12 estirpes (Quadro 21). Nos outros dois anos
avaliados (2010 e 2013), nado foi identificada nenhum representante deste
género. A frequéncia deste género deverd ser acompanhada nos proximos
anos, para averiguar se este consta como um evento recorrente ou um evento
pontual.

Verificou-se também as fontes de isolamento (monitoramento ambiental
ou monitoramento de aguas) das estirpes do género Chryseobacterium. Todas
(N=20) foram isoladas a partir de amostras de agua, sendo 19 de PW e uma de
WFI (Quadro 22).
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Quadro 22 - Distribuicdo dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento de
aguas na area 4 (2010 a 2014)

Srowndmonss | 1| 0 | 1
Empedobacer | 0 | 0| 0
Enerobace | 0 | 2 | 2
I R N
ormela | 0 | 0| 0
Pseuononss | 3 | 5 | 8

Sea | 0 8| o
Springomeras | 0 0 | 0

Baclus | 0 ] 0] 0
BGP
(esporo) | Paenibacilus | 0 | 0 | 0

seiwebacer | 0 | 0| 0|
Oesious | 0 | 0| 0|

BGN= Bastonetes Gram negativos, BGP esporo=
bastonetes Gram positivos produtores de esporos,
CGP= cocos Gram positivos, BGP= bastonetes Gram
positivos ndo produtores de esporos, WFI= agua para
injetaveis, PW= agua purificada.
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Continuacao Quadro 22 - Distribuicdo dos géneros identificados em procedimentos de
monitoramento de aguas na area 4 (2010 a 2014)

Aerococcus

Alloicoccus

Gemella

Globicatella

Kocuria

Kytococcus

CGP Lactococcus

Leuconostoc

Micrococcus

Pediococcus
Rothia
Staphylococcus

P O Pl k| O Ol W O O] O|
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[N
o

o

0 0

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram
positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram
positivos, BGP= bastonetes Gram positivos ndo
produtores de esporos, WFI= 4gua para injetaveis,
PW= agua purificada.

Streptococcus

Dos géneros mais frequentemente identificados em amostras do sistema
de aguas 4, Chryseobacterium spp. foi 0 que apresentou maior nimero de
estirpes em amostras de PW, enquanto as amostras de WFI apresentaram
Staphylococcus spp. com elevada frequéncia (Quadro 23). A elevada deteccao
deste ultimo género em amostras de WFI também foi evidenciada nos sistemas
1 e 2. Este € um perfil pouco usual em amostras de agua, nas quais
geralmente se espera encontrar bactérias Gram negativas como as mais
frequentes no isolamento.

As estirpes obtidas a partir do monitoramento ambiental, tanto de

amostras de ar quanto de operadores, estdo organizadas no Quadro 23.
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Quadro 23 - Estirpes isoladas a partir de amostras do monitoramento ambiental (ar e
operadores) na area 4

erevnamonss | 6

Seraa | 0
BGP (esporo)

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes
Gram positivos produtores de esporos, CGP= cocos
Gram positivos, BGP= bastonetes Gram positivos ndo
produtores de esporos
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Continuacao Quadro 23 — Estirpes isoladas a partir de amostras do monitoramento ambiental
(ar e operadores) na area 4

Aerococcus 1
Alloicoccus 1
Gemella 3
Globicatella 1
Kocuria 4
Kytococcus 11
CGP Lactococcus 1
Leuconostoc 2
Micrococcus 157
Pediococcus 2
Rothia 0
Staphylococcus 225
Streptococcus 9

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram
positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram
positivos, BGP= bastonetes Gram positivos nao
produtores de esporos

4.2.25Area s

Tanto a area 5 como a area 6 eram prédios de laboratérios de pesquisa,
gue foram adaptados para as necessidades de Bio-Manguinhos. Nestas duas
areas, sao realizadas atividades de desenvolvimento, de producdo e
administrativas. As areas destinadas a producao foram adaptadas com base
nas exigéncias regulatorias vigentes, tendo passado por diversas obras ao
longo dos anos, particularmente ap6s 2012.

Em relacdo as estirpes de 2010 a 2014 depositadas na Bacterioteca,
194 foram associadas a esta area de producdo (Quadro 24). Destas, 108
(55,67%) foram identificadas como pertencentes ao género Staphylococcus e
33 (17,01%) ao Micrococcus, posicionando estes dois géneros novamente
como os de maior frequéncia de isolamento. O terceiro género Bacillus (11
estirpes — 5,67%) e os géneros Enterobacter, Corynebacterium e Kytococcus

aparecem empatados no quarto lugar dos mais frequentes, com cinco (2,58%)
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estirpes, cada um. Estes seis géneros representam 86, 09% de todas as
estirpes isoladas nesta area no periodo estudado (de 2010 a 2014). Foram

identificados 17 géneros nesta area.

Quadro 24 - Total dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental (ar
e operadores) e de monitoramento de aguas na area 5 (2010 a 2014)

Acinetobacter

Enterobacter

Gardnerella

Moraxella

Pantoea

2
5
3
GN Klebsiella 3
1
1
1

Pseudomonas

BGP (esporo) Bacillus 11
Corynebacterium

BGP Leifsonia

5

3

Turicella 2
Gemella 3
4

5

Kocuria

Kytococcus
CGP

Micrococcus 33

Staphylococcus 108

Streptococcus 4

GN: Gram negativo, BGP esporo: bastonetes Gram
positivo produtores de esporos, CGP: cocos Gram
positivo, BGP: bastonetes Gram positivo ndo
produtores de esporos

Como observado nas areas anteriores, a frequéncia de isolamento dos
géneros Staphylococcus e Micrococcus apresenta diminuicdo do numero de

estirpes a cada ano (Quadro 25).
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Quadro 25 — Distribuicdo dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de aguas na area 5 (2010 a 2014)

1

Acinetobacter 1 2
Bacillus 1 4 3 1| 11
Corynebacterium 3 5
Enterobacter 5 5
Gardnerella 2 1 3
Gemella 3
Klebsiella 3 3
Kocuria 3 1 4
Kytococcus 5
Leifsonia 2 1 3
Micrococcus 14 10 9 33
Moraxella 1
Pantoea

Pseudomonas

Staphylococcus 38 11 36 18 5| 108
Streptococcus 4 4
Turicella 2 2

2014* considerado até agosto de 2014

A presenca de estirpes do género Enterobacter nesta area, apesar de
baixa (2,58% do total de estirpes na area 5), foi evidenciada e buscou-se
verificar a origem de isolamento. Como resultado n&o esperado, todos foram
oriundos de amostras do monitoramento ambiental (Quadro 25), ndo sendo
evidenciada a presenca de estirpes deste género no sistema de agua 5, ao
contrario do observado no sistema de aguas 1 (Quadro 14).

Outra surpresa em relacdo ao sistema de agua desta area foi a presenca
de uma Unica estirpe de Gram negativo ao longo de cinco anos (Quadro 26),
sendo Gram positivo a microbiota bacteriana mais presente (37 estirpes). A
microbiota esperada em aguas, como ja citado anteriormente, é de bactérias

Gram negativo.
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Quadro 26 — Distribuicdo dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento de
aguas na area 5 (2010 a 2014)

BGN Klebsiella 1 0 1
(egr?oFr)o) Bacillus 3 0 3
Corynebacterium | 1 0 1
BGP -
Turicella 1 0 1
Gemella 1 0 1
Micrococcus 5 0 5
CGP
Staphylococcus 25 0 25
Streptococcus 1 0 1

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram
positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram
positivos, BGP= bastonetes Gram positivos ndo
produtores de esporos, WFI= 4gua para injetaveis, PW=
agua purificada.

A presenca de Staphylococcus spp. em WFI novamente foi evidenciada,
sendo este 0 género mais frequente dentre as estirpes isoladas nas amostras
de agua (Quadro 26). Este resultado foi similar ao encontrado nos sistemas de
agua das areas 1 e 2 (Quadros 10 e 14). O sistema de aguas 4 (Quadro 22)
também apresentou um grande numero de estirpes de Staphylococcus spp.
isoladas a partir de amostras de WFI (N=10), sendo este o segundo género
mais frequentemente identificado para esta categoria de agua farmacéutica.

As estirpes obtidas a partir do monitoramento ambiental, tanto de

amostras de ar quanto de operadores, estdo organizadas no Quadro 27.
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Quadro 27 — Estirpes isoladas a partir de amostras
do monitoramento ambiental (ar e operadores) na area 5

Acinetobacter

Enterobacter

2

5

Gardnerella 3
GN Klebsiella 2
1

1

1

Moraxella

Pantoea

Pseudomonas

BGP

Bacillus
(esporo)

8
Corynebacterium 4
BGP Leifsonia 3
Turicella 1

2
4
5

Gemella

Kocuria

Kytococcus

CGP
Micrococcus 28

Staphylococcus 83

Streptococcus 3

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram
positivos produtores de esporos, CGP= cocos

Gram positivos, BGP= bastonetes Gram positivos
ndo produtores de esporos

4.2.2.6 Area 6

Nesta area, foram evidenciados 16 géneros bacterianos, sendo
Staphylococcus spp. e Micrococcus spp., novamente, os de maior frequéncia
(Quadro 28).

Esta area ndo possui sistema de agua exclusivo, portanto ndo foram
isoladas estirpes a partir de agua. As estirpes foram obtidas a partir de

amostras de monitoramento do ar e de operadores, apenas (Quadro 28).
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Quadro 28 — Total dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental
(ar e operadores) na area 6 (2010 a 2014)

Moraxella 1
Pseudomonas 1
€ Sphingomonas 2
Brevundimonas 1
Bacillus 8
(ezpc);ol:ljo) Brev.ibacillu's 2
Alyciclobacillus 2
BGP Corynebacterium 13
Gemella 1
Kytococcus
Lactococcus
Micrococcus 20
CGP Staphylococcus 25
Streptococcus 5
Dermacoccus 1
Kocuria 1

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes

Gram positivos produtores de esporos, CGP= cocos
Gram positivos, BGP= bastonetes Gram positivos ndo
produtores de esporos

Como observado nas areas anteriores (Quadros 11, 15, 19, 23 e 27), 0s
géneros Staphylococcus e Micrococcus foram os mais identificados (Quadro
24) a partir de amostras de monitoramento ambiental (ar e operadores) e a
frequéncia de isolamento dos géneros Staphylococcus e Micrococcus

apresenta diminuicdo do niumero de estirpes a cada ano (Quadro 29).
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Quadro 29 - Distribuicdo dos géneros identificados em procedimentos de monitoramento
ambiental (ar e operadores) na area 6 (2010 a 2014)

Moraxella 1

Pseudomonas 1

Sphingomonas 1

Brevundimonas
Bacillus 4 3 1
Brevibacillus 1

=

N[ N O B N| |

Alyciclobacillus 2

Corynebacterium

Gemella

Kytococcus

S Y G |
'—\

Lactococcus
Micrococcus 1 14 1 2 2 20
Staphylococcus 21 3 1 25

Streptococcus 5

Dermacoccus

Kocuria

2014* considerado até agosto de 2014

4.2.3 Mapeamento da distribuicAo nos processos produtivos: géneros
identificados no processo de producdo do Insumo Farmacéutico Ativo na area 1
(IFA-A), no periodo de 2010 a 2013

No periodo de 2010 a 2013, foram analisados mais de 180 lotes de IFA-
A, subdivididos em um numero superior a 3.600 amostras enviadas para o
ensaio de Esterilidade na SEPIN. A partir das amostras que foram enviadas
para a Identificacdo de Contaminantes, foram isoladas 1.337 estirpes
bacterianas (Tabela 15).
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Tabela 15 - Estirpes bacterianas (N=1337) a partir de IFA-A, de 2010 a 2013

EE

Bacillus 19 36

Brevundimonas --- 3
Citrobacter -- 3
Corynebacterium - 8

1

Empedobacter ---
Enterococcus - 209 | 262
Gardnerella --- 2
Gemella --- 2

Kocuria 2 2
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(Continuacao) Tabela 15 - Estirpes bacterianas (N=1337) a partir de
IFA-A, de 2010 a 2013

Lactococcus 2

2

Leuconostoc 2 2
Leifsonia 1 1
Micrococcus 1 8 10
Pediococcus 1 1
Propionibacterium 2 2
Pseudomonas 23 22 49 258 352
Proteus 1 6 14 21
Providencia 1 20 21
Ralstonia 1 1
Rhizobium 1 1
Roseomonas 1 1
Sphingobacterium 1 1
Sphingomonas 2 3 5
Staphylococcus 3 18 15 27 63
Stenotrophomonas 5 2 4 16 27
Streptococcus 2 2
N&o identificado 236 42 32 94 404
Total 286 106 264 681 1337

Deste total (N=1.337), foram identificados 37 géneros distribuidos em
933 (69,78%) estirpes identificadas e 404 (30,22%) nao identificadas (Tabela
16), embora fossem caracterizadas por coloragdo de Gram, sendo este o

resultado da identificag&o liberado.
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Tabela 16 - Niimero de amostras de IFA-A analisadas e resultados inconclusivos na
identificacdo de contaminantes (2010 a 2013)

Ano idenI:li?i(z:ado Total estirpes
2010 236 (82,52%) 286
2011 42 (39,62%) 106
2012 32 (12,12%) 264
2013 94 (13,80%) 681
Total 404 (30,22%) 1337

O ano de 2010 teve um numero muito elevado de estirpes nao
identificadas. Na analise destes resultados, a porcentagem destas estirpes
(maior que 80%) chamou atencdo por se apresentar muito superior a
porcentagem geral de estirpes com resultado inconclusivo na rotina (estimada
em 40%, segundo MEDEIROS et al., 2011, MEDEIROS et al., 2011;). Na
busca por informacbes que justificassem este numero, foram apontados
problemas diversos que resultaram na liberacdo dos laudos analiticos apenas
com os resultados obtidos no teste de Gram. Dessa forma, ndo se pode fazer
gualquer inferéncia em relacdo a acuracia do método de identificacdo (BBL
Crystal) a partir do nUmero de estirpes ndo identificados em 2010.

Durante todo o periodo analisado, o maior nimero de isolamentos
bacterianos a partir de IFA-A foi observado no ano de 2013 (Figura 32), com

prevaléncia dos géneros Pseudomonas e Enterococcus.
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Figura 32 - Distribuicdo dos géneros identificados a partir de amostras de IFA-A (2010 a 2013)

IFA-A: Generos identificados, de 2010 a 2013
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Estes dois géneros (Pseudomonas e Enterococcus) representam
45,92% (N=614) de todas as 1.337 estirpes isoladas a partir de amostras de
IFA-A no periodo analisado (quatro anos), conforme apresentado na Tabela 15.
O género Pseudomonas apresentou histérico de isolamento em todo periodo
analisado, enquanto o género Enterococcus s6 nao foi isolado no ano de 2010

(Tabela 17).

Tabela 17 - Principais géneros identificados (2010 a 2013) a partir de IFA-A

Acinetobacter
Bacillus
Enterococcus
Escherichia
Pseudomonas
Staphylococcus

IS

2010 11 23 3

2011 2 4 1 3 22 18
2012 37 2 52 18 49 15
2013 19 209 21 258 27
Total 39 36 262 46 352 63

Ak B 4 Stenotrophomonas

Durante o ano de 2010, foram identificados sete géneros bacterianos a
partir de estirpes de amostras de IFA-A (Tabela 15). O género Pseudomonas
foi o que apresentou maior numero de estirpes identificadas, sendo seguido por
Bacillus spp.

Em 2011, foram identificados 16 géneros. Novamente, 0 género
Pseudomonas foi o mais frequentemente identificado. Neste ano, o género
Staphylococcus ficou em segundo lugar no “ranking” dos géneros mais
identificados (Tabela 15).

Em 2012, o género Enterococcus constou como o de maior frequéncia
de isolamento e identificagcdo (Tabela 15). Pseudomonas spp. ficou em
segundo, sendo seguido por Acinetobacter spp. Neste ano, foram identificados

22 géneros distintos.



177

Em 2013, o ano do maior numero de identificacdes a partir de IFA-A
(n=681), foram identificados 21 géneros bacterianos. A predominancia dos
géneros Pseudomonas e Enterococcus foi marcante (Tabela 15).

A identificacdo da microbiota encontrada em etapas do processo
produtivo pode representar um dado interessante na compreensao das origens
de contaminacdo. A amostragem de simulacdo de envase (media fill) e de
matérias-primas e insumos utilizados na formulacdo também se apresenta
como peca fundamental para este entendimento (BRASIL, 2010). Como os
dados referentes a estas amostras nao foram completamente discriminados (as
informacdes extraidas das solicitacdes de andlise enviadas a SEPIN estavam
incompletas), ndo foi possivel a correlacdo das estirpes isoladas a partir de
amostras de media fill e de matéria-prima/insumo, por isso ndo foram inseridas
neste estudo. Entretanto, a partir desta observacdo, serdo encaminhadas ao
Departamento de Garantia da Qualidade a solicitagdo de mudanga nos campos
de preenchimento das solicitacdes, de forma a assegurar o rastreamento de
toda a informacdo necessaria para a alimentacdo do banco de dados da
bacterioteca.

Outra comparacéo interessante seria entre as estirpes identificadas em
cada area e aquelas identificadas no seu respectivo processo produtivo. Para
exemplificar, foram comparados o0s resultados encontrados na area 1
(monitoramento ambiental e monitoramento de pontos de &agua) com o0s
resultados apresentados na analise de amostras de IFA-A (produzida na area
1) durante o ano de 2013 (Tabela 18).
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Tabela 18 - Resultados da identificacdo de estirpes isoladas no ano de 2013 de diversas fontes
na Area 1

Acinetobacter BGN 1 1
Alyciclobacillus BGP 3 3
Bacillus BGP 19 19
Brevundimonas BGN 1 1
Burkholderia BGN 1 1
Citrobacter BGN 2 2
Corynebacterium BGP 2 1 3
Cronobacter BGN 1 1
Enterobacter BGN 7 7
Enterococcus CGP 209 1 210
Escherichia BGN 21 1 22
Gardnerella BGN 21 21
Granulicatella BGP 1 1
Kocuria CGP 2 1 1 4
Kytococcus CGP 1 1
Micrococcus CGP 1 4 5 10
Pediococcus CGP 1 1
Propionibacterium BGP 2 2
Pseudomonas BGN 258 1 3 262
Proteus BGN 14 14
Ralstonia BGN 1 1
Rhizobium BGN 1 1
Roseomonas BGN 1 1
Sphingomonas BGN 3 1 2 7
Staphylococcus CGP 27 7 4 3 1 42
Stenotrophomonas BGN 16 16
TOTAL 597 13 13 7 15 654
IFA-A=Ingrediente Farmacéutico Ativo; M.AR=Monitoramento Ambiental;

M.HU=Monitoramento de Operadores; WFI=Agua para injetaveis; PW=Agua purificada;
BGN=Bastonete Gram negativos; BGP=Bastonete Gram positivos; CGP=Coco Gram positivos

Atualmente em Bio-Manguinhos e em diversas industrias farmacéuticas,
a comparacdo dos resultados de identificacdo das estirpes isoladas no

processo produtivo e de produtos com os das isoladas nos pontos de
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monitoramento das areas (amostras de ar, de operadores, de superficies e de
agua) é uma das Unicas maneiras de elucidacdo de possiveis origens de
contaminacdo dos processos e, consequentemente, dos produtos. Mais uma
vez, é importante ressaltar que o ambiente de producdo (e todas as partes
monitoradas nas areas) ndo € o Unico responsavel pela contaminacdo de
produtos, devendo se considerar também a natureza da matéria-prima, o grau
de pureza dos insumos utilizados, 0 uso de quaisquer utensilios/instrumentos,
entre outros (WHO, 2012, BRASIL, 2010).

Ao seguir essa abordagem de investigacdo e esta ressalva, pode-se
observar que alguns géneros identificados em amostras de IFA-A (como, por
exemplo, Alyciclobacillus, Bacillus, Gardnerella, Proteus e Stenotrophomonas,
para citar alguns dos 13 géneros nesta mesma condicdo) nao foram
identificados em qualquer outra amostra de fonte diferente (Tabela 18). Este
resultado ndo permite a elucidacdo da fonte de contaminacéo da IFA, de
acordo com esta abordagem, permanecendo a duvida sobre o que ocasionou a
presenca do micro-organismo investigado e, consequentemente, nao
possibilitando uma medida corretiva adequada.

Ainda mantendo esta abordagem de comparacdo dos resultados de
identificacdo como mecanismo de investigacdo, pode-se observar uma
situacdo oposta, na qual o mesmo género foi identificado em mais de uma
possivel fonte de contaminacdo monitorada (como os géneros Kocuria,
Micrococcus, Pseudomonas e Sphingomonas). O género Staphylococcus foi
identificado em todas as fontes (Tabela 18). Nestes casos, a dlvida sobre qual
a real fonte de contaminagcdo permaneceu e a investigacdo, novamente, foi
inconclusiva.

Por fim, mesmo nos casos onde um género foi identificado em amostras
de IFA-A e em amostras de uma Unica fonte de monitoramento, resta a duvida
se as estirpes apresentavam, de fato, uma origem comum. Os trés géneros que
foram identificados somente em IFA-A e uma Unica outra fonte de isolamento
(Corynebacterium spp., Enterococcus spp. e Escherichia spp.) estéo ilustrados,

em destaque, na Tabela 19.
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Tabela 19 - Resultados dos géneros Corynebacterium, Enterococcus e Escherichia no ano de
2013 na Area 1

Corynebacterium BGP 2 1 3
Enterococcus CGP 209 1 210
Escherichia BGN 21 1 22
IFA-A=Ingrediente Farmacéutico Ativo; M.AR=Monitoramento Ambiental;

M.HU=Monitoramento de Operadores; WFI=Agua para injetaveis; PW=Agua purificada;
BGN=Bastonete Gram negativos; BGP=Bastonete Gram positivos; CGP=Coco Gram positivos.

Na analise realizada com as trés estirpes pertencentes ao género
Corynebacterium isoladas na Area 1 durante o ano de 2013, duas foram
isoladas a partir de amostras de IFA-A e uma a partir de uma placa de meio
TSA oriunda do monitoramento do ar. Apesar de somente uma possivel fonte
de contaminacao ter sido associada (ar), dados complementares como a data
do processo, lote das duas amostras de IFA-A e a data do isolamento de cada
estirpe sdo fundamentais para verificar se as estirpes podem estar associadas
a uma origem comum ou ndo. Caso as duas estirpes isoladas a partir de
amostras de IFA-A apresentem datas de isolamento cronologicamente
distantes da data de isolamento da estirpe oriunda de uma amostra de ar, ndo
ha como correlaciona-las e, mais uma vez, a investigagcao sera inconclusiva.

Este raciocinio também foi utilizado na andlise dos resultados das
estirpes dos géneros Enterococcus e Escherichia citadas na Tabela 19. Caso
as datas de isolamento sejam distintas, ndo ha como estabelecer relacdo entre
as estirpes. Com estes dois géneros, entretanto, foi apontado mais um dos
possiveis problemas encontrados nesse tipo de investigacdo: a grande
diferenca numérica entre as estirpes isoladas a partir de amostras de IFA-A e
as isoladas na possivel fonte. E pouco provavel que todas as estirpes
apresentassem exatamente a mesma data de isolamento entre si. Todas as
209 estirpes de Enterococcus spp. isoladas no ano de 2013 foram a partir da
mesma amostra de IFA-A (ou que, ao menos, fossem pertencentes ao mesmo
lote de producéo)? Qual seria a origem da contaminacao das amostras de IFA-

A, caso ndo houvesse relacdo cronologica entre as estirpes? Duvidas e
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problemas de correlagdo como os apresentados reafirmam a necessidade de

um método de investigagcdo com mais evidéncias para sua concluséo.

4.3 RASTREAMENTO DE CONTAMINANTES

O Departamento de Controle de Qualidade de Bio-Manguinhos tem
apoiado, desde 2010, a presente proposta de melhorias nos sistemas de
identificacdo da microbiota autoctone e contaminante, assim como de
estabelecimento de investigagOes efetivas, como o rastreamento molecular
pela técnica de eletroforese de campo pulsado (PFGE). O uso original da
técnica de PFGE era relacionado a investigacdo de surtos: a analise do
cromossomo bacteriano inteiro, com o auxilio de enzimas de restricdo de corte
raro (macro restricdo), fornece perfis de fragmentos que podem indicar a
presenca de uma relagdo clonal (muito proxima, sugerindo uma fonte em
comum). A construcdo de uma colecéo de culturas fez parte deste conjunto de
melhorias atuando como uma “memdria bioldgica”, e, desta forma, permitindo
gue as investigacbes retrocedam no tempo através da recuperacdo de cada
micro-orrganismo envolvido.

Em Bio-Manguinhos e em outras industrias, de modo geral, a
investigacdo de origens de contaminacgdo € realizada por meio da analise de
documentos, como resultados de laudos de identificagcdo. Esta forma de
investigacdo se revela um pouco ineficaz na resolugcdo dos problemas de
contaminacdo, uma vez que a comparacdo dos registros impressos nem
sempre permite apontar uma origem e, consequentemente, uma acgao corretiva.
Ademais, esta analise é de grande subjetividade por ndo conseguir a
comprovagdo de que 0Os micro-organismos investigados apresentam uma
origem comum entre si. Assim sendo, 0 uso de uma técnica analitica seria
interessante neste tipo de investigacdo, por apresentar maior objetividade na
interpretacéo de resultados e por fornecer subsidios concretos de comparacao.

A técnica de PFGE foi utilizada, em conjunto com o banco de dados e a

Bacterioteca, na investigagdo de um evento de contaminagdo (desvio da
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gualidade) ocorrido em Bio-Manguinhos. A viabilidade e a eficacia do uso desta
técnica como ferramenta de investigagdo no Controle de Qualidade foram
avaliadas na execucédo deste estudo. Os resultados relacionados estéo
descritos no relatério produzido para esta investigacdo (APENDICE H), sendo
seu teor considerado sigiloso por se tratar de assuntos internos de Bio-
Manguinhos. Entretanto, a linha de raciocinio utilizada e os resultados obtidos
no gel de PFGE e sua analise serdo apresentados, omitindo somente a espécie
isolada, as possiveis fontes de contaminacdo analisadas e a linha produtiva

envolvida.

4.3.1 Uso do Banco de Dados e da Bacterioteca

Um desvio da qualidade (evento de contaminacédo, evidenciado em um
ponto de um dos processos produtivos) foi detectado na Area 1. Foi realizada
uma pesquisa a partir da espécie envolvida nesse desvio ao Banco de Dados
(BD) da Bacterioteca, utilizando os seguintes parametros: data do desvio,
espécie identificada, local de isolamento, lote envolvido e tipo de fonte de
isolamento. A partir do BD/Bacterioteca, tornou-se possivel o cruzamento de
informacdes para fins de investigagdo com o0s espécimes envolvidos no
momento exato do evento. Dessa forma, seu uso permitiu ndo sé a busca de
todos os estirpes nas datas com resultados positivos para a pesquisa do
contaminante investigado, como também resultados encontrados em amostras
de IFAs, Media Fill, monitoramento ambiental (ar, operadores e superficies),
monitoramento de pontos de utilizacdo de agua, entre outros relacionados ao
mesmo processo produtivo. O BD/Bacterioteca permitiu uma pesquisa rapida e
a Bacterioteca permitiu a recuperacdo das estirpes envolvidas, uma vez que, a
partir da listagem elaborada com as estirpes selecionadas pelo
BD/Bacterioteca, as mesmas foram recuperadas com sucesso. Foram
selecionadas 11 estirpes, sendo uma isolada no evento de contaminagao e 10

isoladas de trés fontes distintas (denominadas Fonte 1, Fonte 2 e Fonte 3) e
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correlacionadas ao evento de contaminacdo em algum dos parametros

pesquisados (Tabela 20).

Tabela 20 - Estirpes selecionados para a investigacao do desvio de qualidade

Bac-1
Bac-2
Bac-3
Bac-4
Bac-5
Bac-6
Bac-7
Bac-8
Bac-9
Bac-10 3

W N N N W N P PP

Bac-11 Desvio investigado

4.3.2 Uso da técnica do PFGE

As 11 estirpes foram submetidas a técnica de PFGE, apés a realizacao
dos ajustes para o género envolvido. Os perfis de restricdo podem ser
observados na Figura 33. Foram determinados cinco perfis distintos (Quadro

30), utilizando os critérios determinados por Tenover e cols.(1995).
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Figura 33 - Gel de PFGE com 11 amostras investigadas.
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Legenda — P= Padréo de peso molecular Lambda ladder, unidade= quilobase (kb)

Quadro 30 - Relacao entre estirpe e perfil apresentado.

Estirpe Fonte de isolamento Perfil PFGE

B L L

Bac-6 Fonte 2
Bac-7 Fonte 2
Bac-8 Fonte 2 C
Bac-10 Fonte 3 A2
Bac-11 Desvio B
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Entre trés estirpes oriundas de amostras da fonte 2 e a estirpe do desvio
investigado, pode-se observar exatamente o mesmo perfil de restricdo
(denominado B), o que sugere uma relacdo clonal (muito proxima) e, dessa
forma, uma provavel origem Unica, segundo os critérios estabelecidos por
Tenover e cols. (1995). A obtencdo do perfil de restricio B observado em
amostras da fonte 2 antes do evento de contaminacdo (uma estirpe) e apds
(duas estirpes) indica também a persisténcia deste clone na fonte 2,
necessitando uma investigacdo aprofundada do sitio exato de contaminacao
para a sua total eliminacao.

Como resultado, € interessante ressaltar que o uso desta técnica foi
considerado satisfatério na investigacdo epidemioldogica da possivel fonte de
contaminacao neste evento, a partir da qual pode ser observada relacéo clonal
entre os estirpes de uma das provaveis fontes de contaminacao (fonte 2) e a
estirpe observada no desvio da qualidade (evento de contaminacao). A
realizacdo de uma investigagcao utilizando diretamente as estirpes bacterianas
envolvidas no evento e a obtencédo de uma correlacdo avaliada por uma técnica
analitica de valor epidemiolégico representou uma investigacdo mais fidedigna,
guando comparada ao método de investigacdo de desvios atualmente utilizado
pelas industrias farmacéuticas em geral, que se baseia somente pela andlise
dos resultados impressos (obtidos a partir dos laudos emitidos), sem uso das

estirpes envolvidas e sem método analitico.

4.4 CONSTRUCAO DE CATALOGO DE IDENTIFICACAO

Com intuito de registrar a diversidade bacteriana identificada na SEPIN,
foi construido um modelo de catalogo (APENDICE A). Foram construidas duas
fichas a partir deste modelo proposto: uma com informagcbes sobre
Micrococcus luteus (a partir da estirpe Micrococcus luteus B934, no APENDICE
K) e uma sobre o género Streptomyces (estirpe Streptomyces spp. B1047, no
APENDICE J).
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Este catalogo representa uma iniciativa importante para o conhecimento
das espécies ambientais, em especial as de ambientes industriais. Esta
microbiota isolada de areas controladas apresenta grande variacdo e
diferencas marcantes quando comparadas as estirpes isoladas de solo, da
agropecuaria e da clinica (humana e animal). Em geral, estas espécies néo
estdo amplamente descritas em livros didaticos ou outras fontes de referéncia,
gerando uma grande lacuna para a sua correta identificacdo pelo Controle
Microbioldgico de Qualidade de produtos de saude. Este catalogo representa
uma fonte de referéncia futura para outras instituicées que trabalhem com CQ
de medicamentos e imunobiolégicos.

Este catalogo sera utilizado pela equipe de identificacdo microbiana,
sendo mais uma ferramenta disponibilizada para auxiliar a conclusdo das

identificactes.

4.5 PROPOSTA DE SISTEMA EXCLUSIVO DE IDENTIFICACAO E DE
RASTREAMENTO DE FONTES DE CONTAMINACAO:

A identificacdo de micro-organismos isolados a partir de ambientes
controlados consta como um dos principais desafios ao CQ da industria
farmacéutica. A Anvisa e a OMS exigem a identificacdo em nivel de espécie e
0 n&o atendimento a esta exigéncia implica em transgressédo (BRASIL, 2010,
WHO, 2011, WHO, 2012). Em relacdo ao método que atenda essa exigéncia,
tanto as Farmacopeias quanto os Compéndios ndo determinam o procedimento
ideal de identificacdo. Além disso, ainda ndo ha um consenso sobre qual seria
este procedimento, uma vez que cada método apresenta limitagcdes (custo,
banco de dados, sensibilidade, entre outros).

A proposta de um sistema que pudesse resolver ndo sé a identificacdo
de todo micro-organismo isolado, mas que também permitisse a elucidagéo de
sua origem de contaminagdo por meio de método analitico, até entdo era uma
utopia do CQ industrial, ndo tendo sido encontrada nenhuma proposta que

resolvesse o assunto de maneira integrada e de forma definitiva.
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Os resultados obtidos nas diversas etapas do presente trabalho
forneceram subsidios para a proposta (e a verificagdo da funcionalidade) de um
sistema integrado de identificacdo e de rastreamento de fontes de
contaminacado. Este sistema podera ser implementado em qualquer unidade
industrial que disponibilize os meétodos sugeridos (MALDI-TOF/MS,
sequenciamento de genes conservados e PFGE), permita a constru¢ao de uma
colecao de culturas de micro-organismos autdctones e apresente corpo técnico
capacitado para a constru¢cao de um BD in house.

Este sistema visa permitir que cada microbiota autoctone seja
inequivocamente identificada e que o Controle de Qualidade realize
investigacbes fidedignas das possiveis fontes de contaminacdo, sendo

especifico para cada unidade Industrial.

4.5.1 Fluxograma proposto

O fluxograma do Sistema Integrado de Identificacdo de Micro-
organismos e de Investigacdo de Fontes de Contaminacdo proposto esta
ilustrado na Figura 34.

Cada uma das etapas esta discriminada e apresenta a cor das setas
(azul ou vermelha) indica a sequencia a ser seguida, dependendo da atividade

(Identificacéo ou Investigacao) que se deseja realizar.



Figura 34 - Fluxograma do Sistema Integrado de Identificacdo de Micro-organismos e Investigacdo de Origem de Contaminacéo.
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As setas de cor azul indicam a sequéncia de etapas do processo de
Identificagéo de Micro-organismos. Nesta, todas as amostras serdo semeadas
em placas de ASC e incubadas em estufa bacteriologica a 30-35 °C, sendo o
periodo de incubacao variavel (dependendo do tempo de crescimento de cada
micro-organismo). Cada col6nia isolada sera repicada para uma placa de TSA
e incubada nas mesmas condi¢des. Apds crescimento suficiente, as culturas
serdo submetidas a coloracdo de Gram (segundo protocolo sugerido no
APENDICE C) e a identificacdo pelo VITEK MS RUO (segundo protocolo
sugerido no APENDICE G). Seré&o utilizados trés parametros de identificacéo: o
resultado da identificacdo apresentado pelo software SARAMIS; as
caracteristicas das colbnias (cultivo em placas de ASC e TSA); e as
caracteristicas morfo-tintoriais (observag¢édo do resultado do Gram). De acordo
com o resultado apresentado, ocorrera uma dicotomia entre as estirpes
identificadas (seguindo as etapas de insercéo na Bacterioteca/Banco de Dados
e liberagcdo do laudo analitico) e as néo identificadas. Quando os trés
parametros apresentarem concordancia (resultados caracteristicos e
esperados para cada espécie identificada), o resultado da identificacdo sera
considerado conclusivo e estara apto a ser liberado a partir de laudo analitico e
a estirpe serd incorporada a Bacterioteca. Nas estirpes cujos resultados forem
inconclusivos ou divergentes (quando os trés parametros observados estiverem
em desacordo com o esperado), as mesmos serdo submetidas a identificacédo
pelo kit MicroSEQ®. Apls esta identificacdo, o resultado serd considerado
conclusivo e estara apto a ser liberado a partir de laudo analitico. Em seguida,
todas as estirpes identificadas pelo MicroSEQ® serdo caracterizadas pelo
VITEK MS RUO e pelo VITEK 2 Compact; terdo suas culturas fotografadas (em
placas de ASC e de TSA); e terdo suas laminas de Gram fotografadas. Os
dados obtidos serao utilizados para alimentar o Banco de Dados do VITEK MS
RUO, o Banco de dados da Bacterioteca e o Catélogo de Identificacdo da

Unidade. As estirpes serdo entao incorporadas a Bacterioteca.

Quando o objetivo for a investigacdo de fontes de contaminacédo, a
sequéncia das etapas sera determinada pelas setas de cor vermelha. Para a
investigagdo, em caso de ocorréncia de desvio, sera realizada consulta ao

banco de dados da Bacterioteca para a busca de estirpes que estejam
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epidemiologicamente relacionados com a estirpe encontrada no desvio. Em
seguida, as estirpes serdo recuperadas na Bacterioteca e novamente
submetidos a identificagdo (VITEK MS RUO, coloragdo de Gram e
caracteristicas de coldnia), para confirmacédo da identidade. As estirpes serao
entdo analisadas pela técnica de PFGE e os perfis de restricdo obtidos seréo

comparados e avaliados na busca da provavel fonte de contaminacao.

4.5.2 Sequenciamento de cepas de dificil identificacéo

Esta etapa serd realizada para todas as estirpes que apresentarem
identificac&o inconclusiva ou divergente (entre o observado na lamina de Gram
e os sistemas VITEK MS RUO e/ou VITEK 2 Compact). Esta etapa devera ser
realizada conforme o descrito no item 3.5.4 do presente trabalho (Identificacédo
pelo sistema MicroSEQ®500) e segundo Protocolo sugerido no APENDICE F.

O resultado obtido na identificacdo pelo MicroSEQ® sera liberado no

laudo analitico e inserido no Banco de Dados da Colecédo de Culturas.

4.5.3 Construcdo de uma Base de Dados de espectros propria

As estirpes que forem submetidas a identificacdo pelo kit MicroSEQ®
deverdo ser submetidas a caracterizacdo pelo VITEK MS RUO, para a
construcédo de um SuperSpectra e a insercédo deste no BD do SARAMIS. Esta
etapa devera ser realizada conforme o descrito no item 3.9 do presente
trabalho (Caracterizacdo e identificagdo de estirpes...0 uso de estirpes

autoctones)
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4.5.4 Fotodocumentacao e insercédo no Catalogo de Identificacéao

As estirpes que forem submetidas a identificacdo pelo kit MicroSEQ®
deverédo ser fotografados (lamina de Gram e cultivos em placas de TSA e de
ASC) para a construgcdo de uma nova ficha do catalogo de identificacéo,
segundo o descrito no item 3.10 do presente trabalho (Construcdo de catalogo
de identificac&o), com a utilizacdo do modelo de ficha sugerido (APENDICE A).
Todas as informacfes geradas a partir da nova identificacdo (nova espécie ou
novo género) deverdo ser adicionadas a ficha, que devera ser incorporada ao
catalogo de identificacao.

4.5.5 Preservacgao das cepas em colecéo de cultivos

Todos os estirpes bacterianos deverdo ser preservados numa Colecéo
de Culturas e os seus dados deverdo ser registrados no BD da mesma,
conforme o descrito nos itens 3.2 (Construcédo do Banco de Dados da Colecéo
de Culturas (Bacterioteca)) e 3.6 (Preservacdo das estirpes bacterianas da
colecdo de culturas (Bacterioteca)) do presente trabalho.

Futuramente, estas cepas também serdo liofilizadas, e desta forma a
bacterioteca estara preservada por dois métodos, conforme recomendacdes
dos guidelines da Federacdo Mundial de Colec¢des de Cultura (WFCC, 2010)
da Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE,
2007) e da Sociedade Brasileira de Microbiologia (SETTE et al., 2007).

4.5.6 Uso do Banco de Dados, da Bacterioteca e do PFGE na investigagao de

fontes de contaminacao

A consulta ao Banco de Dados da Bacterioteca sera a primeira etapa a

ser realizada e informacgbes a respeito do desvio (lote envolvido, data do
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processo, local de ocorréncia e espécie identificada) serdo utilizadas para
selecionar outras estirpes da Bacterioteca que apresentem informacdes em
comum. A ferramenta “Filtro” do software Excel devera ser utlizada no
cruzamento destas informacdes para a busca de estirpes. Estas cepas deveréo
ser avaliadas através da técnica de PFGE, segundo protocolo sugerido no
APENDICE L. Este protocolo devera ser adaptado em funcdo do género
pesquisado, onde a consulta a protocolos descritos em artigos cientificos e
trabalhos académicos deve constar como uma etapa prévia a sua execucao.
Uma vez estabelecida a adequacao do protocolo género-especifico, as estirpes
serdo processadas e terdo seus perfis de restricdo avaliados. Os critérios
descritos por Tenover e cols. (1995) deverdo ser observados. O resultado
desta analise devera ser emitido em forma de relatorio técnico, a ser construido
em parceria com profissionais da Garantia da Qualidade e da area de

Producéo envolvida.
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5 CONCLUSOES

e A avaliacdo e a incorporacdo de novas metodologias de identificacdo de
micro-organismos autéctones foram realizadas com éxito e contribuiram
para a melhoria dos resultados de Identificagdo de Contaminantes da
SEPIN;

e A construcdo da Bacterioteca e de um Banco de Dados associado
auxiliaram no conhecimento da microbiota autdctone de Bio-Manguinhos
e na investigacdo das origens de contaminacédo, se apresentando como

ferramenta Gtil ao Controle de Qualidade de Industrias;

e A técnica de PFGE foi empregada com sucesso na investigacdo de um
desvio da qualidade;

e A construcdo de um Banco de Dados in house associado ao software

SARAMIS se mostrou viavel;

e O Sistema Integrado de Identificacdo de Micro-organismos e
Investigagdo de Origem de Contaminagdo foi avaliado e considerado

aplicavel.
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Foto 1

Descri¢do da colonia
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- Péra ou pipetador automatico

- Pinga anatébmica (com ranhuras)

- Pipeta graduadas (1 mL) ou conta-gotas

- Recipiente para descarte de material perfuro-cortante

- Toalhinha descartavel (wiper) propria para uso em sala limpa

8- PROCEDIMENTOS

\ 4
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Misturar, continuamente, com a alga bacterioldgica. éreﬁbda\mstura deve ser de um a dois centimetros
quadrados.

Durante a mistura, levantar a alga (no méximo a u ’Wﬁtlm ﬁ“o’éa l&mina) e observar se ha a formagéao de um “fio”
viscoso. Este procedimento devera ser repetido varles vezeg num periodo maximo de 60 segundos.

Apobs a formagéo do “fio” viscoso, ou apos o te

o do f‘éste descartar a lamina na caixa de descarte para perfuro-
cortante.

Anotar o resultado no protoco S| ondg ; ‘%
protocolo G} 45 t“?% 4

positivo) e a bactéria é conader‘égd;gi amuhegatlva A viscosidade representa a dxssoluq,ao da membrana externa,
lipidica, da parede celular deste grub%g{e bactérias.

sgg@sxdade (auséncia de “fio”) em até 60 segundos, o resultado é considerado

Caso ndo haja a presenga% Vi
G’F‘am positiva.

negativo e a bactéria te§tad

Os resultados apos/@ﬁ)m unﬂ@s ndo sdo validos, devendo o teste ser repetido.

9- RELAGAO, DE C6R

S DISTRIBUIDAS
SEPIN.
9.1-UO | é1u|da§ ﬁégs}ta revisao
N&o aphc%y‘

9.2- UO excluidas nesta revisdo

N&o aplicavel.
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10- TREINAMENTO
Tedrico e pratico.

10.1- Multiplicadores

Elaboradores, verificador, aprovador e todos os treinados na revisdo vigente deste DI

Qualificagdo em Servico.
11- ANEXOS

Nao aplicavel.
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12- FOLHA DE APROVAGAO

NOME
ELABORADO Luciane Martins Medeiros
ELABORADO Adriana Marques Frazio V4 § ' sz o Cmé
ELABORADO Nilson Cesar Ribeiro ,(/Z%A % ?4//«/4

VERIFICADO
CONFERIDO / Ceennater (etira

N s
APROVADO Simone Cascﬁ"%\x}ffota et lovorondo o Z
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APENDICE C — Instrugéo de Trabalho (IT) n° 7673 “Uso do aparelho para
coloragao de Gram SLIDEINK HEMOGRAM”
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8 j
FIOCRUZ -3 pia ;
Fundacio Oswaldo Cruz %\:r“’ Bio Mangumhos

INSTRUGAO DE TRABALHO

TITULO: USO DO APARELHO PARA COLORAGAQO DE GRAM SLIDELNK HEMOGRAM

1- ALTERAGOES

Revisdo Alteragoes
00 Emisséo inicial.
01 ltem: 12.
2- OBJETIVOS

Descrever a metodologia a ser seguida para utilizagdo do equipamento

3- CANMPO DE APLICAGAO

Aplica-se a Segéo de Esterilidade, Processos e Insumos - SEPIN.4

4- SIGLAS
DI v - Documento interno P
LACOM - Laboratério de Controle de Micgfﬁolo‘g‘g
SEPIN - Segéo de Esterilidade, Processgs e lnsjﬁ?mos
uo - Unidade Organizacional 4

‘j
5- REFERENCIAS v &

DI 4990 - Coloragdo de Gram T,
Manual corador automéatico de laminas Slidgfnk HemoGram
FRIEDLY, G. Importance of bacterial stains fQ\the oz gnosis of infectious disease. J Med Technof 1:823-833, 1985.

KONEMAN, E.W. Et al. Diagnc’)sticoMicrobl?)‘lég_@o’/—— texto e atlas colorido — 5. Edigdo — MEDS! Editora médica e
cientifica, 2001 e&

S

6- DEFINIGOES

Né&o aplicavel.

7- PRE-REQUISITOS &

7.1- Material e equipamw%lfﬁ’é\aﬁ
Wy, Y

- Luva descartavel f ) B

- Pinga anatémica“%gtﬁ'?ranhuras)

- Toalhinha cdj}efs?@arzt;ég(éﬁ:gstéri! prépria para uso em sala limpa

- Frascos cor\%‘éndo ai*goo? 70% estéril

- Laminas de (n(d (o} t%ﬁ‘anho 25 x 75 x 1mm, em frasco com alcool

- Bico de Bunserizz=>

- Alga bacterioldgica

- Lapis gé@r@atg}ﬂéﬁco

- Recipienté'para descarte de perfuro-cortante

- Oleo de imers&o

- Cultura fresca (menos de 24 horas) e pura do micro-organismo a ser identificado em placa de agar nutriente ou

outro meio de enriquecimento

- Acendedor elétrico ou fosforo

- Pipetas graduadas (1 mL) ou conta-gotas

Data de Aprovagao | | Data de Validade | | Revisio | | Pagina
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- Péra ou pipetador automatico

- Seringa descartavel estéril (3 ou 5 mL)

- Bombona para descarte de residuo quimico
- Microscopio dptico

- Corador de |aminas Slide/nk HemoGram

7.2- Meios de cultura e solugdes

- Solugdo salina a 0,85%
- Kit de colorag&o para uso em corador automatico Colorgram Microbiologia Slldelrgk
- Solugao de Alcool 70% X
7.3- Documento interno

- D1 4990 - Coloragao de Gram
8- PROCEDIMENTOS

8.1- Preparo dos esfregagos em laminas

Y
Limpar a bancada com toalhinha embebida em alcool a 70% e des a%v[a. Acender, em seguida o bico de Bunsen.

Com o auxilio de uma pinga anatémica, retirar uma lamma«dgﬁf‘g? Qo frasco e seca-la (utilizar a chama do bico de
Bunsen ou uma toalhinha). ﬁ; %
2\

Identificar a lamina com o ndmero da amostra, utllxzajr;do u‘?n Jap’ ‘é’ dermatografico.

Se a cultura estiver em meio solido (&gar), retirar uﬁw Tpeq ue 1o volume de solugdo salina (aproximadamente 0,1 mL)
com o uso de seringa estéril e dispor uma gota sobre*&dafina. Com uma alca bacterioldgica previamente flambada

e resfriada, retirar uma pequena quantidade da cultura em agar e mistura-la com a gota sobre a lamina,
homogeneizando por alguns segundos.

Se a cultura estiver em caldo, com o auxilio“de-pipetador, retirar uma pequena quantidade e dispor uma ou duas
gotas da cultura sobre a lamina. ¢ s

Y,
St

Deixar a lamina com o esfregago da éu}siyr Usecar ao ar.

Quando o esfregaco estiver seco

t0
@r a lamina com o calor, passando de quatro a seis vezes pela chama do bico
de Bunsen. S

8.2- Corador de laminas shdeﬁpk'ﬁ“emogram
s’>

Ligar o equamenyﬁes’s@ar o botdo “Pulso” para ativar a maquina e preencher as mangueiras com o0s
reagentes, preparaido-o; para’ utilizagdo. Ulilizar uma toalhinha embebida em &lcool a 70% para limpeza dos
reagentes sobre agmg a’de coloracéo, sempre no sentido da direita para esquerda para néo danificar os sensores.

Posicionar a

Iamlnafs com a face voltada para o lado esquerdo do operador na espiral de locomogéo do
equamento -

w

ﬁ
A mesa de color?gao ira controlar o tempo e a saida dos reagentes em cada etapa do processo.

\h
Apos a p%s’sa’g’ém das laminas pela mesa de coloragdo, essas serdo armazenadas no canto inferior esquerdo, o
depdsito com capacidade de até 100 laminas.

Utilizar uma toalthinha embebida em alcool a 70% para limpeza dos residuos de reagentes sobre a mesa de
coloragdo e suas ranhuras, no sentido da direita para esquerda para ndo danificar os sensores.

UO Elaboradora Numero | | Revisao | | Pagina
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Retirar o tanque de escoamento localizado na parte frontal, abaixo da mesa, para descarte do excedente de
reagente utilizado no processo em bombonas de descarte de residuos quimicos.

8.3- Observagao das laminas ao microscoépio 6ptico
Seguir instrugdes conforme DI 4990.

8.4- lhterpretagéo dos resultados

Seguir instrugdes conforme DI 4990.

8.5- Substituicao do kit colorgram microbiologia Slidelnk

O equipamento possui um sensor que indica a necessidade de troca do kit Oé)lorgra Microbiologia. A luz de nivel
localizada acima da tecla Pulso ird acender quando for necessaria a subsgmb@é“b’?&m/

4‘1’

Desligar o eqmpamento Remover as tampas com as cnnco canulas g0

£ olorgram Mlcroblolog[a que esta vazio.

Ry,

8.6- Procedimento de limpeza do equipamento Slidelnk HemoG%f-ﬁ@
Wbt

cénulas em cada reagente

9- RELAGAO DE COPIAS DISTRIBUIDAS

SEPIN.

9.1- UO incluidas nesta revisao

Nao aplicavel.
9.2- UO excluidas nesta revisdo
Nao aplicavel.

10- TREINAMENTO

Tedrico e Pratico.

e do i aproﬁ?ador e todos os treinados na revisdo vigente deste DI e Di 1083 — Treinamento para
Qualificagdo em Service’

$
11- ANEXOS {v’

Nao aplxcavel %* £

| FOLHA DE APROVACAQ
UO Eiaboradora Numero| | Revisdo | | Pagina
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12- FOLHA DE APROVAGAO

NOME
ELABORADO Lluciane Martins Medeiros
ELABORADO Lygia Maria Paulo da Silva Braga
VERIFICADO Fernanda Ventura Cruz

T
Q‘%\,M [P Lfen %\//’ e~ gl L. /%h}

CONFERIDO

APROVADO

/ﬂ?mw Cosconde ok .
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APENDICE D — Instrugéo de Trabalho (IT) n° 7672 “Identificacdo de isolados

bacterianos a partir do sistema VITEK 2 Compact”

Ministério da Salide
b Instituto dle Tecnologia
em Imunobiolégicos

FIOCRUZ Bio-Manguinhos

Fundagéo Oswaldo Cruz

&

INSTRUGAO DE TRABALHO

TITULO:
VITEK 2 COMPACT

IDENTIFICAGAO DE ISOLADOS BACTERIANOS A PARTIR DO

UO:ELABORADORA:
Q%“ EPIN

1- ALTERAGOES

=

ERO: 7672

Revisdo Alteragoes
00 Emissao inicial.
01 Item: 12.
2- OBJETIVOS ‘fff \‘is?
\

Descrever a metodologia para o preparo de amostras a serem submetidass o‘§|§’(ema de identificag@o bioquimica
VITEK 2 Compact, para identificagdo de isolados bacterianos das area{s?%)grodugao de Bio-Manguinhos.

3- CAMPO DE APLICAGAO
§

LACOM.

Aplica-se a Segdo de Esterilidade, Processos e Insumos — SEP?N Q«do %boratono de Controle de Microbioldgico —

4- SIGLAS : :E?\ S,
X

Dl - Documento Interno é?

LACOM - Laboratorio de Controle desMicrobielégico

mL - mililitro '{v‘ *{5%

SEMEC - Segéo de Meio de Culturg

SEPIN - Secéo de Esterilidade, Procé’é ?é e [nsumos

uo - Unidade Orgamzagenaj 5

5- REFERENCIAS N

g
o

Manual VITEK 2 Compact

Sy
Anotagdes realizadas durante o tre@am @%sobre o Sistema VITEK 2 Compact (Maio/2012)

6- DEFINIGOES

Nao aplicével.

7- PRE-REQUISITOS}

7.1- Material &
- Luva descartavel

~ Alga bactenolog iCa gﬁg niquel cromo, de platina ou descartavel

- Cartdes d& idéntif aé’éo VITEK 2 Compact BCL

- Cartdes de{(jgentm acao VITEK 2 Compact GP

- Cartdes de'igentifigagdo VITEK 2 Compact GN

- Tubos,pfAkticas"de acrilico especificos do sistema VITEK 2 Compact
- Swab, estergls
- Alcaol a?;%%ﬁéstenl

- Toalhinha &stéril tipo Wiper

- Sacos para descarte de material blO‘OglCO
- Estantes para cartoes

- Dispensette

Data de Aprovacao
M ohi20ts

Data de Validade
BRs idi /2018

Revisao
01

Pagina

01/05
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7.2- Solugdes e reagentes

- Solugdo salina a 0,45% estéril
- Solugdes de calibragao do DensiChek

7.3- Equipamentos

- Cabine de Seguranga Biolégica
- Incinerador bacteriologico

- DensiChek

- VITEK 2 Compact

7.4- Amostras a serem identificadas

Gram e pelo teste de KOH a 3%, em acordo com as Di 4990 e DI 498%’%

7.5- Documentos internos é‘;g |

- DI 4990 - Coloragéo de Gram S,
- DI 4989 - Técnica do KOH para Diferenciagéo entre Bactérias -@a@j@gativo e Gram Positivo

o
2

8- PROCEDIMENTOS

8.1- Preparo da amostra

Separar o nimero de tubos de acrilico de acordo “,_m o n%mero de amostras a serem submetidas a identificagao
pelo sistema VITEK 2 Compact e colocar na posigéo%&%gjig a no cassete de cartdes.

Elaborar uma lista com a posicdo das amo _;ﬁ‘é‘%gé“ cada cassete, discriminando o nlimero da cassete e o tipo de
classificagdo segundo o Gram. . J};

&)
Distribuir, no interior de uma cabinegde:s \l% ca biolégica e com o auxilio do Dispensette, trés mL de solugéo
salina a 0,85% estéril em cada tubo. N <
by

D, B i o
Realizar o preparo da suspenséo bam%ﬁila a ser testada, com o auxilio de um swab estéril ou de uma alga
bacterioldgica. Verificar a faixa d@iﬁwa‘éaﬁ?desejada, de acordo com o resultado do Gram (quadro 1).

1

Quadro 1 N
N Faixa de turvagdo
Bastonete Gram positiva4r 1,8a2,20
Bastonete ou Coco"@ramipositivo néo produtor de esporo 0,520,63
Bastonete ou £6c¢0,Graf negativo 0,5a0,63

&

De acordo com a.ordeém.da lista das amostras, colocar o cartdo correspondente na posigéo de cada tubo de acrilico
,*«g,&gf~ ek p 9

com a suspel §%o pre arada, conforme o quadro 2. O capilar acoplado a@o cartio devera ser introduzido no tubo de
acrilico correspondente.

P i"’ﬁi rv'ff’
Quadro 279' - %"%’

% il Resultado do Gram Tipo de cartdo VITEK
Basténet& Gram positivo produtor de esporo BCL
Bastonete ou Coco Gram positivo ndo produtor de esporo GP
Bastonete ou Coco Gram negativo GN

UO Elaboradora Numero| | Revisdo | | Pagina
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8.2- Introdugido do cassete na cdmara de vacuo

Levar o cassete até o VITEK 2 Compact. Observar na tela do aparelho se a opgéo “OK” aparece n&ssté s, Em caso
afirmativo, abrir a porta da Camara de Vacuo e introduzir um cassete. Caso néo esteja, vern‘)?gqn;se ha um jcone de
ponto de exclamagdo no canto da tela, indicando um problema (ver ltem 8.8).

Fechar a porta da Camara de Vacuo (posicionada na parte superior & esquerda) e,.
Enchimento” na tela do aparelho.

o

Aguardar o término do procedimento, onde podera ser visualizada o status % ncluxdo‘{ na tela. A partir deste
momento, aparecerd um icone de relégio, indicando o préximo procedimento deviera s%f’reahzado em menos de

dez minutos. Esta & uma etapa critica do processo: caso ndo seja reahzada«dentro ‘deste prazo, o cassete (com
todas as amostras) devera ser desprezado e todo o processo, reinicializado. ﬁ: Y

8.3- Introdugéo do cassete na camara de carregamento

74
Abrir a porta da Camara de vacuo, retirar o cassete e fechar a portg. Ref? izar a transferéncia do cassete para a
Cémara de Carregamento (posicionada na parte inferior a direita). Ry

Abrir a porta da Camara de Carregamento e introduzir o cassete@j: ch%%é‘ porta. Imediatamente, o aparelho fara a-
leitura dos codigos de barra, selagem dos cartdes e |ntrodugao d o carrossel de leitura.

Aguardar o término do procedimento, que sera indicado pel comando “Remover” na tela do aparelho. Abrir a porta
da Camara de Vacuo e retirar o cassete. Desprezar gs tu ‘é}s de acrilicos utilizados e os capilares em saco
especifico para descarte de material biologico. k@% b

P
8.4- Introducao dos dados das amostras no sofﬂfgre d?sustema VITEK 2

Na tela do computador do Sistema VITEK 2, dar um dt}phefchque no icone “VITEK 2 SYSTEM'

Uma tela de “login” sera aberta. Introduzir “| uﬁhzador (usuario) e “palavra passe” (senha).
A tela do VITEK 2 sera aberta. Dar u @ dup wjbgqye no icone Cassete e procurar, entre as pastas apresentadas, o

cassete que foi introduzido e ainda 366k ntificado (estara em vermelho). No caso de terem sido introduzidos
varios cassetes, procurar pelo nimero e‘b\%; horario.

Selecionar o cassete desejado. @Apgt,ecégra %Jm quadro representando as dez posigbes do cassete, onde pode-se
observar em cada posigao o ti po“ﬁeeggrtao utilizado e o seu respectivo cddigo de barras.
"&9

Clicar em cima da posigaosnde deseja-se inserir os dados (ficara azul escuro). Clicar no icone Bloco com Lapis e
digitar o nimero da amostraz) OK ao final.

Repetir o passo ant/grl_é%s ,gwtodas as amostras. Apés o preenchimento de todas as posigdes, clicar no icone
Disquete para sa[vgyos e;ados

8.5- Aqulsn;a%g esgltados
Sx

Na tela do V.’

Selecionfa“

R

No campo ?1ttrar por”, selecionar a opgdo MOSTRAR TUDO.

EK 2, céi%ar no icone Gerir Informagdes dos Resultados (Planilha). Ira abrir uma nova tela.

a opgao DATA DO TESTE no campo “ver por”,

Ir para a pasta do dia correspondente e verificar a necessidade de revis@o ou de reandlise. Observa o status de
cada amostra e verificar a cor do quadrado relacionado. Se estiver verde, a andlise esta concluida. Se estiver
amarelo/vermelho, reavaliar o resultado (Slashline/LLow Discrimination) e refazer a analise.
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APENDICE C — Instrugdo de Trabalho (IT) n° 7673 “Uso do aparelho para
coloragao de Gram SLIDEINK HEMOGRAM”
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INSTRUGAO DE TRABALHO

TITULO: USO DO APARELHO PARA COLORAGAO DE GRAM SLIDELNK HEMOGRAM

1- ALTERAGOES

Revisdo Alteragoes
00 Emisséo inicial.
01 ltem: 12.
2- OBJETIVOS

4- SIGLAS

DI - Documento Interno P
LACOM - Laboratério de Controle de Mle?
SEPIN - Secao de Esterilidade, Processt
uo - Unidade Organizacional

5- REFERENCIAS

DI 4990 - Coloragdo de Gram
Manual corador automatico de 1aminas Slid /nk Hé oGram
FRIEDLY, G. Importance of bacterial stains'j rkthe diagnosis of infectious disease. J Med Technol 1:823-833, 1985.

KONEMAN, E.W. Et al. Diagnostico Mlcrobmlégwd texto e atlas colorido — 5°. Edicdo — MEDS! Editora med!ca e
cientifica, 2001 : )

6- DEFINIGOES
Nao aplicavel.

7- PRE-REQUISITOS

- Luva descartavel /{f
- Pinga anatomica’ cq[rf?ranhuras)

- Toalhinha dgscartave&estem propria para uso em sala limpa

- Frascos co%éndo ai?:ooT 70% estéril

- Laminas de Ql(dro tany anho 25 x 75 x 1mm, em frasco com alcool
- Bico de Bunse
- Alga bacterioldgica

- Lapis dermatci)gaﬂco

- Recnpiente ‘para descarte de perfuro-cortante

- Oleo de imersédo

- Cultura fresca (menos de 24 horas) e pura do micro-organismo a ser identificado em placa de agar nutriente ou
outro meio de enriquecimento

- Acendedor elétrico ou fésforo

- Pipetas graduadas (1 mL) ou conta-gotas

Data de Aprovagao | | Data de Validade | | Revisio | | Pagina

I¥ 1 0412015 1} 1 041 2018 01 01/04




220

Ministério da Salde

B ﬂé‘\ Instituto de Tecnologia
i am Imunohioldgicos
FIOCRUZ 7 o

Fundagao Oswaldo Cruz B‘O'MangUIHhOS

INSTRUGAO DE TRABALHO

- Péra ou pipetador automatico

- Seringa descartavel estéril (3 ou 5 mL)

- Bombona para descarte de residuo quimico
- Microscopio dptico

- Corador de |aminas Slide/nk HemoGram

7.2- Meios de cultura e solugdes

- Solugdo salina a 0,85%
- Kit de colorag&o para uso em corador automatico Colorgram Microbiologia Slldelrgk
- Solugao de Alcool 70%

7.3- Documento interno

- D1 4990 - Coloragao de Gram
8- PROCEDIMENTOS

8.1- Preparo dos esfregagos em laminas

Y
Limpar a bancada com toalhinha embebida em alcool a 70% e des a%v[a. Acender, em seguida o bico de Bunsen.

Com o auxilio de uma pinga anatémica, retirar uma lamma«dgéew i g}io frasco e secé-la (utilizar a chama do bico de
Bunsen ou uma toalhinha). R Y

¢ )

&

Identificar a lamina com o ndmero da amostra, utllxz?jr;do u‘fmap” ‘é’ dermatografico.

Se a cultura estiver em meio solido (&gar), retirar uﬁw J>e ue 1o volume de solugdo salina (aproximadamente 0,1 mL)
com o uso de seringa estéril e dispor uma gota sobre &4aftina. Com uma alca bacteriolégica previamente flambada

e resfriada, retirar uma pequena quantidade:da cultura em é&gar e mistura-la com a gota sobre a lamina,
homogeneizando por alguns segundos. ,;f R

L )
Se a cultura estiver em caldo, com o, auxnho deaplp/etador retirar uma pequena quantidade e dispor uma ou duas
gotas da cultura sobre a lamina. '

oy

Deixar a lamina com o esfregago da éu}siyr Usecar ao ar.

o
xar a [amina com o calor, passando de quatro a seis vezes pela chama do bico

=3

Quando o esfregaco estiver seco
de Bunsen.

reagentes, preparag‘%/gg para utilizagéo. Utilizar uma toalhinha embebida em dlcool a 70% para limpeza dos
nesa’d

de coloragdo, sempre no sentido da direita para esquerda para nao danificar os sensores.

Posicionar asj’lamln% com a face voltada para o lado esquerdo do operador na espiral de locomogéo do
equipamento. &, /
ﬁ

A mesa de color?gao ira controlar o tempo e a saida dos reagentes em cada etapa do processo.

\h
Apos a p%s’sa’g’ém das laminas pela mesa de coloragdo, essas serdo armazenadas no canto inferior esquerdo, o
depdsito com capacidade de até 100 laminas.

Utilizar uma toalthinha embebida em alcool a 70% para limpeza dos residuos de reagentes sobre a mesa de
coloragdo e suas ranhuras, no sentido da direita para esquerda para ndo danificar os sensores.

UO Elaboradora Numero | | Revisao | | Pagina
SEPIN 7673 01 02/04




221

Ministério da Satide

Instituto dle Tecnologia
é o) M Imunchiolégicos
FIOCRUZ S A .
" -\ggf} Bio-Manguinhos

Fundagio Oswaldo Cruz

( INSTRUGAO DE TRABALHO

Retirar o tanque de escoamento localizado na parte frontal, abaixo da mesa, para descarte do excedente de
reagente utilizado no processo em bombonas de descarte de residuos quimicos.

8.3- Observagao das laminas ao microscoépio 6ptico
Seguir instrugdes conforme DI 4990.

8.4- lhterpretagéo dos resultados

Seguir instrugdes conforme DI 4990.

8.5- Substituicao do kit colorgram microbiologia Slidelnk S

O equipamento possui um sensor que indica a necessidade de troca do kit Oé)lorgra Microbiologia. A luz de nivel
localizada acima da tecla Pulso ird acender quando for necessaria a subsgmb@é% =
(e olorgram Mlcroblolog[a que esta vazio.

canulas em cada reagente éf Ty Y

8.6- Procedimento de limpeza do equipamento Slidelnk Hemo?f’ﬁ@

9- RELAGAO DE COPIAS DISTRIBUIDAS
SEPIN.

9.1- UO incluidas nesta revisdo
Nao aplicavel.

9.2~ UO excluidas nesta revisdo
Nao aplicavel.

10- TREINAMENTO

Tedrico e Pratico.

¢
11- ANEXOS
@

Nao apliti‘éme-.

| FOLHA DE APROVACAQ
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APENDICE D — Instrucéio de Trabalho (IT) n° 7672 “Identificagéo de isolados
bacterianos a partir do sistema VITEK 2 Compact”
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TITULO: IDENTIFICAGAO DE ISOLADOS BACTERIANOS A PARTIR DO
VITEK 2 COMPACT

1- ALTERAGOES

Revisdo Alteragoes
00 Emissao inicial.
01 Item: 12.
2- OBJETIVOS

Descrever a metodologia para o preparo de amostras a serem submetld“?ﬁ?o §l§’(ema de identificag@o bioquimica
VITEK 2 Compact, para identificagdo de isolados bacterianos das areas%%)érodugao de Bio-Manguinhos.

&7
3- CAMPO DE APLICAGAO i f %
& Xy,
Aplica-se a Segdo de Esterilidade, Processos e Insumos — SEPFN do &boratono de Controle de Microbioldgico —
LACOM. ﬁ%\
4- SIGLAS e, R,
')
Dl - Documento Interno éf
LACOM - Laboratorio de Controle desMicrobielégico
mL - mililitro fv‘ %
SEMEC - Segéo de Meio de Culturg
SEPIN - Secéo de Esterilidade, Proc‘?ﬁé%‘é‘% e [nsumos
uo - Unidade Orgamzagenaj -

5- REFERENCIAS

Manual VITEK 2 Compact .
Anotacdes realizadas durante o tre@am '&to sobre o Sistema VITEK 2 Compact (Maio/2012)

N, ¥

6- DEFINIGOES
Nao aplicével.
7- PRE-REQUISITOS

7.1- Material y:
- Luva descartavel
~ Alga bactenolog #:de niquel cromo, de platina ou descartavel
- Cartdes déidéntificacao VITEK 2 Compact BCL

- Cartdes de@%entm acao VITEK 2 Compact GP

- Cartdes de

- Tubos,prasti
- Swab estérdls

- Alcoo a?l%‘g.;éstenl

- Toalhinha &stéril tipo Wiper

- Sacos para descarte de material blO‘OglCO
- Estantes para cartoes

- Dispensette

l@%ntlfl cdo VITEK 2 Compact GN
“de acrilico especificos do sistema VITEK 2 Compact

Data de Aprovagao | { Data de Validade | | Revisdo | | Pagina
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7.2- Solugdes e reagentes

- Solugéo salina a 0,45% estéril
- Solugbes de calibragao do DensiChek

7.3- Equipamentos

- Cabine de Seguranga Biolégica
- Incinerador bacteriologico

- DensiChek

- VITEK 2 Compact

7.4- Amostras a serem identificadas

7.5- Documentos internos ﬁ% %

- DI 4990 - Coloragao de Gram 2
- DI 4989 - Técnica do KOH para Diferenciagéo entre Bactéria%;;c;x:_a;

8- PROCEDIMENTOS Vg #
i

Separar o nimero de tubos de acrilico de acordo é@? o n%rnero de amostras a serem submetidas a identificag&o
pelo sistema VITEK 2 Compact e colocar na posigéo‘f"d%sggggf a no cassete de cartdes.

8.1- Preparo da amostra

Elaborar uma lista com a posigéo das amo ,_yfﬁ?é"?é‘%cada cassete, discriminando o nlimero da cassete e o tipo de
classificagdo segundo o Gram.

Distribuir, no interior de uma cabine@ﬂ%%s g’% bioldgica e com o auxilio do Dispensette, trés mL de solugdo

salina a 0,85% estéril em cada tubo. %

Realizar o preparo da suspensdo b%%f\:(a;g iha a ser testada, com o auxilio de um swab estéril ou de uma alga
A

bacterioldgica. Verificar a faixa d”éjg%ﬁ‘r‘v’”ééa’é"desejada, de acordo com o resultado do Gram (quadro 1).

Quadro 1 X

. “=Resultado do Gram j Faixa de turvacéo
Bastonete Gram positiVegprodutor de esporo 5 1,8a220
Bastonete ou Coco@ramiipositivo ndo produtor de esporo 0,5a0,63
Bastonete ou £6¢0,Grat negativo 0,5a 0,63
&4

De acordo c\méaﬁggz‘[;é@mga lista das amostras, colocar o cartdo correspondente na posigdo de cada tubo de acrilico
com a suspen$ao pre ‘ggl}’é’da, conforme o quadro 2. O capilar acoplado ao cartdo devera ser introduzido no tubo de

acrilico corres]&onden e.

Quadro 2? - zﬁﬁ
’___%? i Resultado do Gram Tipo de cartao VITEK
Basténeté’ Gram positivo produtor de esporo BCL
Bastonete ou Coco Gram positivo ndo produtor de esporo GP
Bastonete ou Coco Gram negativo GN
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8.2- Introdugido do cassete na cdmara de vacuo

Levar o cassete até o VITEK 2 Compact. Observar na tela do aparelho se a opgéo “OK” aparece n&ssté s, Em caso
afirmativo, abrir a porta da Camara de Vacuo e introduzir um cassete. Caso néo esteja, vern‘)?gqn;se ha um jcone de
ponto de exclamagdo no canto da tela, indicando um problema (ver ltem 8.8).

Fechar a porta da Camara de Vacuo (posicionada na parte superior & esquerda) e,.
Enchimento” na tela do aparelho.

o

Aguardar o término do procedimento, onde podera ser visualizada o status % ncluxdo‘{ na tela. A partir deste
momento, aparecerd um icone de relégio, indicando o préximo procedimento deviera s%f’reahzado em menos de

dez minutos. Esta & uma etapa critica do processo: caso ndo seja reahzada«dentro ‘deste prazo, o cassete (com
todas as amostras) devera ser desprezado e todo o processo, reinicializado. ﬁ: Y

8.3- Introdugéo do cassete na camara de carregamento

74
Abrir a porta da Camara de vacuo, retirar o cassete e fechar a portg. Ref? izar a transferéncia do cassete para a
Cémara de Carregamento (posicionada na parte inferior a direita). Ry

Abrir a porta da Camara de Carregamento e introduzir o cassete@j: ch%%é‘ porta. Imediatamente, o aparelho fara a-
leitura dos codigos de barra, selagem dos cartdes e |ntrodugao d o carrossel de leitura.

Aguardar o término do procedimento, que sera indicado pel comando “Remover” na tela do aparelho. Abrir a porta
da Camara de Vacuo e retirar o cassete. Desprezar gs tu ‘é}s de acrilicos utilizados e os capilares em saco
especifico para descarte de material biologico. k@% b

P
8.4- Introducao dos dados das amostras no sofﬂfgre d?sustema VITEK 2

Na tela do computador do Sistema VITEK 2, dar um dt}phefchque no icone “VITEK 2 SYSTEM'

Uma tela de “login” sera aberta. Introduzir “| uﬁhzador (usuario) e “palavra passe” (senha).
A tela do VITEK 2 sera aberta. Dar u @ dup wjbgqye no icone Cassete e procurar, entre as pastas apresentadas, o

cassete que foi introduzido e ainda 366k ntificado (estara em vermelho). No caso de terem sido introduzidos
varios cassetes, procurar pelo nimero e‘b\%; horario.

Selecionar o cassete desejado. @Apgt,ecégra %Jm quadro representando as dez posigbes do cassete, onde pode-se
observar em cada posigao o ti po“ﬁeeggrtao utilizado e o seu respectivo cddigo de barras.
"&9

Clicar em cima da posigaosnde deseja-se inserir os dados (ficara azul escuro). Clicar no icone Bloco com Lapis e
digitar o nimero da amostraz) OK ao final.

Repetir o passo ant/grl_é%s ,gwtodas as amostras. Apés o preenchimento de todas as posigdes, clicar no icone
Disquete para sa[vgyos e;ados

8.5- Aqulsn;a%g esgltados
Sx

Na tela do V.’

Selecionfa“

R

No campo ?1ttrar por”, selecionar a opgdo MOSTRAR TUDO.

EK 2, céi%ar no icone Gerir Informagdes dos Resultados (Planilha). Ira abrir uma nova tela.

a opgao DATA DO TESTE no campo “ver por”,

Ir para a pasta do dia correspondente e verificar a necessidade de revis@o ou de reandlise. Observa o status de
cada amostra e verificar a cor do quadrado relacionado. Se estiver verde, a andlise esta concluida. Se estiver
amarelo/vermelho, reavaliar o resultado (Slashline/LLow Discrimination) e refazer a analise.
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8.6- Descarte dos cartbes

Ao final de cada leitura, retirar a gaveta de descarte, retirar os cartdes ja lidos e despreza losyehn
descarte de material bioldgico.

8.7- Limpeza do sistema 6ptico do aparelho VITEK 2 Compact

Selecionar o primeiro comando do aparelho VITEK 2 (segundo comando acima do icen
Selecionar a opgdo MANUTENCAO.

Selecionar a opgdo LIMPEZA DO SISTEMA OPTICO. Surgira uma pergunta: * >
a opgdo SIM. Z

wiper limpo.

Colocar o sistema optico de volta na posigéo correta e fechar a port,a F“ré
teste do sistema dptico: PASSOU". Clicar em OK. @

Apertar duas vezes o icone ponto de exclamagéo. fﬁj -3
Y
Ler as mensagens, selecionando-as através dos lcopewd%sis‘eias Caso necessite alguma intérvencao, ligar para a
Central de Atendimento Técnico (CAT) da Empresd’ DiagRi g{me e relatar o codigo do erro que aparece no visor. O
telefone do CAT se encontra ao lado do apareiho V/i I;EK
S

9- RELAGAO DE COPIAS DISTRIBUIDAS f@x

SEPIN. . ”§
9.1- UO incluidas nesta revisio
Néao aplicavel.

9.2- UO excluidas nesta revisdo

PIR~ —mtioz.ot P
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APENDICE E — Protocolo e relatério de validagdo para o sistema VITEK 2
Compact
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PROTOCOLO DE VALIDAGAO
3 . L o e ! , JABORADORA:
TITULO: VALiDA(}AO DO TESTE DE IDENTIFICAGAO DE BACTERIAS ATRAVES DO W SEVAN
SISTEMA VITEK 2 COMPACT 3

1- ALTERAGOES

" Reviséo Alteragdes
00 - Emissao inicial.

‘2- OBJETIVOS ; : '
o . ‘ . é‘m &

Definir diretrizes e critérios para realizag&o da validagéo do métod%’é@igiéﬁﬁﬁ&%géo dos espécimes bacterianos
pelo sistema VITEK 2 COMPACT (BioMerieux) de forma a demonsirar a/dorteta execugdo do procedimento e que

S g

o mesmo conduza a resultados confiaveis € adequados a q.ué!idage exigida pelas BPF e BPL.

3-CAMPO DE APLICAGAO S0y & R
o Aplica-se a Se¢éo de Esterilidade, Processos e Insumos - PIN

SE

4- SIGLAS
. AS - Agar sangue de carneiro >
ATCC - American Type CUItu_ré-_Collectigp%{ T
BCL - Bastonetes Gram Positivo produtores de esporos
- BPF - - Boas Praticas de fabricagdo . // .
BPL * . Boas Praticas de Laboratorio =5
-DI . - Documento Interno ~ &,
DIBOP - Diviséo de Boas Prétic £ A :
‘GN ) - Bastonetes e Cocos Gram Negativo « - 2 "
GP - Cocos e Bastongtes 50 68pérulados Gram Positivo
LAMEV - Laboratério de Metralogiare,Validagéo
SEPIN - Secéo de Esten&@a&’%{f rocessos e Insumos:
SEVAN - Segéo de Valida(ﬁ’%ﬁﬁi@litica ¥
TSA | - Agar TFiptiC&%&d&ﬁﬁ]ﬁ
' 5- REFERENCIAS %
. g,
Ly
“ANVISA - RE 899, de 29 desmaid de 2003
B O

6- DEFINIQOESﬁ&' ‘%\?

ESPECIFICIDADE ¢ a capacidade que 0 método possui,de medir exatamente um composto em presenga de
outros comgﬁﬁ%‘ﬁg sais como impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz (RE 899, de 29 de
maio de 2093 - ANVISA). i

PN

e A
- 7- REGPONSAB
; d he
>
7.4- D%%@%@il
Atender o cronograma acertado com o cliente.
Elaborar o protocolo e o relatério de validagéo em conjunto corn-a SEPIN.

-Acompénhar os testes de validagéo.i

‘Data dé’ Aprovég:éo
25 Q042014

Data de Validade | | Revisao Pagini
45 1042017 00 01/45
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PROTOCOLO DE VALIDAGAC

Assegurar que os dados foram cuidadosamente anallsados registrados em formuldrios aprovados; dalados e
assinados.

7.2-Da SEPIN

* Elaborar o protocolo e o relatério‘ de validagao em conjunto com a SEVAN.

Assegurar que os dados de controle dos insumos utilizados foram cmdadosamente registrados em formularios
aprovados, datados e assinados. \

Providenciar pessoal dewdamente treinado para a execugao da valldac;ao. 220N

Assegurar que os procedlmentos sejam reallzados corretamente segundo ﬁecmcas
Assegurar que o material envolwdo na validagao do método seja id
‘possam ser registradas no relatorio de validagéo.

Providenciar o material necessario & validagao do método.

Garantir que os equipamentos que participam da validaca mﬁ?ﬁb o estejam calibrados efou qualificados.
o R

Executar os expenmentos de vahdagéo propriamente dito :

' 7.3-Do LAMEV

. Aprovar o protocolo e o relatério de validagao.

 7.4-Da DIBOP

Aprovar o protocolo de validaggo. -

8- PRE-REQUISITOS (ﬁ

8.1 - Documentos internos %Q
N

usuario (Disponivel para consulta.on line)

--D1 0646 - Preparo e preservagéo de lote trabalho de cepa de micro-organismo
- D1 4990 -Coloracgao de{
- DI 7672 - |dentificagéo

- DI 0002 — Notificagéo e ger%?%@ .de desvios/ ndo-conformidades utilizando o sistema Starnet Pharma -

i5dos bacterianos a partir do sistéma VITEK 2 COMPACT

entos

,-8-2 - Materiais e

- Materiais e equipamentos relacionados aos DI 7672, DI 4690 e DI 0646
- QualificagBozealibragéo dos equipamentos criticos envolvidos no método
onter todos os materiais, reagentes, instrumentos e equipamentos utilizados na validacé&o,
Vidas calibragtes, prazos de validade e nimeros de lotes i

UO Elaboradora
SEVAN

Revisao
00

Numero
8398

Pagina
02/15
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PROTOCOLO DE VALIDAGAO ‘

' 8.3- Classificacao do método

Categoria: IV - Teste de especificidade

P
Z 3
Parametro Categoria | Categoria ll Categoria, é»)()ategoria
ol Quantitativo | Ensaio i lll.,“_'f"\"‘k~ I\
: i Limite § ?J“‘EV

Especificidade | Sim Sim Sim 4 Sim
Linearidade Sim Sim Nio & 9 Nao
Intervalo Sim Sim T A Nao
Precisdo | Repetitividade Sim Sim Nao %, “Sim Nao
| Intermediaria = ol T Ngo |-+ Nzo
Limite de detecgéo Nao N&o ESIMul®  * Nzo
Limite de quantificag&o Nao Sim y. a0, ® Né&o
Exatiddo Sim Sim.. .o Red © * Nao
Robustez .. 8im - Sim 4 | “8im Nao Nao

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste espégifico.
** se houver comprovagao da reprodutibilidade nZo € ne g_gkgémja(\ i:comprovagao da Precisao Intermediaria.
S
)
&

Categoria I: Testes quantitativos para a deterhina_ 50%do principio ativo em produtos farmacéuticos ou
matérias-primas. TN

Categoria Il: Testes quantitativos ou ensaio limjte pg ‘2 a determinagao de impurezas e produtos de
degradagéao em produtos farmacéuticos e magﬁéénp imas, -
Categoria Ili: Testes de performanéé"(por exemplo: ssd|u¢§o, liberagao do ativo).

‘Categoria IV: Testes de Identificago.
. P

8.4- Reagentes
- Reagentes relacionados nos DI

8.5- Pessoal

9- PROCEDIMENTO

- iod 0./
9.1- Principio do m%o

O Sistema VITE;f"?% N >ACT consiste num conjunto de equipamentos, insumos e softwares que permite a
identificagao dg’bactérias e fungos. leveduriformes a partir da utilizagao enzimética de determinados substratos
(identificaé%ao biogdimica). Cada micro-organismo devera ser caracterizado previamente através da técnica de
Coloraga gﬁf? m (D14990) e a partir-deste resultado sera escolhido o cartao de identificag&o apropriado a cada
~grupo. .. ) R i

o2 tgﬁi’qtﬁ a%’fais
Os té‘t.ﬁ.LGQS{ ue irdo participar da execugédo do presente p'ro'toczl)lo- de \)alidaqéo estdo aptos nos DI especificos.
Todos os equipamentos utilizados nesta validag&o estéo dentro do prazo de validade de calibragdo/qualificacao.
O processo esta de acordo com os DI .eépecificos :
‘Serso ufilizadas cepas bacterianaé, de .identiﬁcagéo reconhecida e assegurada, representantes dos grupos morfo

tintoriais utilizados pelo sistema VITEK 2 COMPACT: Bastonetes e Cocos Gram Negativo (GN), Cocos ¢
Bastonetes nao esporulados Gram Positivo (GP) e Bastonetes Gram Positivo produtores de esporos (BCL).

[UO Elaboradora | | Numero| | Revisdo | | Pagina
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As cepas bacterianas a serem utilizadas como amostras neste protocolo de validagéo foran: A%e;terminadas com
base no Protocolo de validagéo desenvolvido pela BioMerieux e na incidéncia dos principais'g%g srostidentificados
a partir de produtos, insumos, monitoramento ambiental ‘€ de 4guas. S&o cepas de ng{\ti

oriundas de Colegdes de Micro-organismos de Referéncia e da Colegéo de Ctggf sB

Manguinhos (cepas autéctones identificadas por sequenciamento de genes conservad

PROTOCOLO DE .VAL!DA(}AO

estio listadas no Quadro abaixo:

jagdo conhecida,

acterianos de Bio-
R, 4

Todas as cepas serdo caracterizadas préviamente pela técnica da Coloracio dg<G ;.g

Ppara confirmacao de
aspectos morfo-tintoriais e em seguida submetidas a

o Sistema VIT,EK 2 COMPACTY; AS cepas a serem utilizadas

-
As cepas utilizadas deverZio ser avaliadas quanto a Pureza (presenca a‘&seo Y e\nf uma espécie) e quanto a
Viabilidade (crescimento da espécie em-questao) do seu cultiv_or conforméia DI Q%AS.

meios t&s

© Cepa Colegao Espécie S Gram Tipo de
2 ah : o el ﬁ% g Cartio
| B-1102 Bacterioteca Bio Acinetobacter Iwoffii £Go606:Gram negativo GN
1-B-1048 Bacterioteca Bio Bacillus megaterium ‘é ZBastonete Gram positivo BCL
AR - “produtor de esporos
B-1403 Bacterioleca Bio | Staphylococcus haemolyticlis |%..  Coco Gram positivo GP
B-934 Bacterioteca Bio Micrococcus luteus %, | Coco Gram positivo GP
ATCC 61 ATCC Bacillus circulans %}, Bastonete Gram positivo BCL
3 < D produtor de esporos
ATCC 51683 ATCC Brevibacillus, Bastonete Gram positivo BCL
\ produtor de esporos
ATCC 64 ATCC Brevibacillus Iterospor. Bastonete Gram positivo BCL
2 N § produtor de esporos
ATCC 8509 ATCC Paenibagillis macerans Bastonete Gram positivo BCL
) produtor de esporos
ATCC 7070 ATCC Paenibéiﬁgus g@l myxa - " Bastonete Gram positivo BCL
: B 2 produtor de esporos
ATCC 14576 ATCC \%yib’auillus pantothenticus Bastonete Gram positivo BCL
‘% produtor de esporos
ATCC BAA-747 ATCC =5 cinetogacter baumannii - Coco Gram negativo GN
ATCC 23355 ATCC @ ¢ nterobacter cloacae Bastonete Gram negativo GN
ATCC 700324 ATCC ﬁ Klebsiella oxytoca Bastonete Gram negativo GN
-ATCC BAA-749 . Ochrobactrum anthropi GN
ATCC 6380 Proteus vulgaris . .~ Bastonete Gram negativo GN
ATCC 25831 Shigella sonnei Bastonete Gram negativo GN
ATCC 17666 Stenotrophomonas maltophilia Bastonete Gram negativo GN
ATCC 700327 Enterococcus casseliflavus . | Coco Gram positivo GP
ATCC BAA-752 Kocuria kristinae Coco Gram positivo GP
ATCC BAA-751 Listeria monocytogenes Coco Gram positivo GP
ATCC 29213 Staphylococcus aureus ssp Coco Gram positivo GP
: aureus
Staphylococcus saprophyticus Coco Gram positivo GP
Streptococcus equi ssp Coco Gram positivo GP
zooepidemicus

os (TSA e AS), assim ¢

pela coloragéo de Gram.

te serfo consideradas aptas ao ensaio as cepas que apresentarem pureza e viabilidade de cultivo nos dois
omo as caracteristicas morfo-tintoriais esperadas para cada espécie analisade
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" 9.3- Desenho experimental iy

9.3.1- Controles negativo do teste

Os controles negatuvos do ensaio serdo os insumos utilizados no ensaio. Cada tipo de car&a:jéndentlf icagao (GN,
GP e BCL) tera uma unidade inoculada com a solug&o salina *Air Life 0,45% Sodiu :CbLorrd‘e,;-— Ihnalation Solution
(CareFusmn) utilizada no preparo das suspensodes bacterianas, que serd introduzid ‘<g§ 5&30 y-amostra no Sistema.

Sera retirada uma aliquota da solugao salina (1 mL), que devera ser ser4 inogulada em}um tubo contendo 10 mL
de caldo caseina de lote previamente aprovado, incubado em estufa bacte oj‘%vg;? a 30-35°C por 48h, para
verificar esterilidade da solugao utilizada no ensalo g X

ana, serd

o)
Um dos swahbs estéreis, necessarios ao preparo da suspensao bacten inoculado em um tubo contendo

10 mL de caldo caseina de lote previamente aprovado, incubado em-€stifa <«=j(:ienok§g|ca a 30-35°C por 48h, para
verificar esterilidade do “swabb” utiliza_do no ensaio. vir bl -

9.3. 2- Controle positivo do teste G "

oy
g O controle positivo do teste serdo-as prépnas amostras, uma%ez que 550 cepas bacterianas conhecndas oriundas
de Colegbes de cultivos e previamente |dent|f|cadas¢ L. Eﬁétodos bioquimicos e outros, sendo aptas a

Cada cepa sera semeada simultaneamente em uma placajde Agar sangue de carneiro a 5% (AS) e em duas
placas de Agar Tripticase de Soja (T:SA), de lotes I .
serdo incubadas em estufa bacteriolégica a 30585°C.“A¥cultura semeada em placa de AS seré utilizada para
avaliaggo de viabilidade, pureza e de: caractef zagéo orfo-tintorial pela coloraggdo de Gram, que deverdo ser
. avaliadas em 24 e 48 horas apds @ semeadura 1 placa. Os resultados destas avaliagdes indicaréo se a cepa em
“questio estar4 apta ou'no a participar do ensaio. Ura das duas placas de TSA incubadas sera utilizada para o
teste com 24 horas e a outra placa seré u}rf izada para o teste com 48 horas de incubagéo.

9.3.3- Teste de especificidade %K\% i
Os testes para cada tipo de canao "“§'§!érna VITEK 2 COMPACT serao realizados em periodos distintos, sendo
uma semana de duragéo para c§§a ¥'na primeira semana, serdo preparadas e avaliadas as cepas para GN e o
ensaio para este tipo de cartdo égég;hzado nesta semana; na segunda semana, sera realizado o teste para
cartdo GP, sendo o preparozdasicepas necessarias também nesta semana; e o teste para cartées BCL sera
reallzado na terceira semana%ss\g;como o preparo das cepas relacionadas-a este teste.

Apos a fi nanzagéo da pgg\erprét tica (ensaios para cada grupo de canao) sera confeccionado um relatério final da
validagao. : g

9.3.3.1- Reallzagﬂ“d\e‘% em cartdes GN

Para a validaga \g s cartbes GN, serdo utilizadas as. seguintes cepas bacterianas: B-1102, ATCC BAA-747,
ATCC 700$§4°—A~ &BAA-749 ATCC 6380, ATCC 25931, ATCC 17666, ATCC 23355.

A partir de‘cada g‘ltivo em placa de TSA, serdo realizadas suspensdes com a solugdo Air Life 0,45% Sodium
Chlorige™ Ihnafation Solution (CareFusion), na turvagdo na faixa indicada para o cartao GN (0,5 a 0,63), em
- triplicata. A t rvag:éo devera ser verificada através do aparelho DensiCheck. Este procedimento sera realizado
com 24| ‘e com 48 horas de cultivo. No total, serdo preparadas seis suspensdes por cepa (trés a partir do
cultivo em*—24h e trés a partir do cultivo em 48h). Cada suspens&o seré associada a um cartéo GN e devera ser
registrada como amostra individual no Sistema VITEK 2 COMPACT.

Proceder o preparo da amostra e introdugcao no aparelho segundo instrugdes descritas na DI 7672.
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9.3.3.2- Reallzagao do teste em cartées GP

Para a validagéo dos cartées GP, seréo utilizadas as seguintes cepas bacterianas: B- 1403 ATCC 700327,

ATCC BAA-752, ATCC BAA-751, ATCC 29213, ATCC BAA 750 ‘ATCC 43079. 13 \
S

A partir de cada cultivo em placa de TSA, serao reallzadas suspensoes -com a ol fe 0,45% Sodium
Chloride — Ihnalation Solution (CareFusion), na turvacao na faixa indicada para GP (0,5 a 0,63), em
triplicata. A turvagdo devera ser verificada através do aparelho DensiCheck. Este |ment0 seré realizado
com 24 horas e com 48 horas de cultivo. No total, serdo preparadas seis s spens por cepa (trés a partir do
cultivo em 24h e trés a partir do cultivo em 48h). Cada suspens&o sera assogi Mm cartdo GP e devera ser
. reglstrada como amostra mdwudual no Sistema VITEK 2 COMPACT. 4

64, ATCC-8508, ATCC-7070, ATCC—14576 ATCC 61. . 2

A partir de cada cultivo em placa de TSA serao reallzada%?ﬁ ensdes com a solugdo Air Life 0,45% Sodium
“Chloride — Ihnalation Solution (CareFusion), na turvag&o indicada para o cartdo BCL (1,8 a 2,2), em
triplicata. A turvagéo devera ser verificada através dozap relho DensiCheck. Este procedimento sera realizado
com 24 horas e com 48 horas de cultivo. No total, eeparadas seis suspensdes por cepa (irés a partir do
cultivo em 24h e trés a partir do cultivo em 48h).
- registrada como amostra individual no Sistema

ensédo sera associada a um cartdo GP e devera ser
PACT.

Proceder o preparo da amostra e mtrodugéo n@ segundo |nstru<;6es descritas na DI 7672,

9. 4-. Crlteno de ~aceitagao

Seré demonstrado que o método é ade ado

: ra determinar a identificagio dos espécimes bacterianos testados,
¢ conforme 0s seguintes parametro§ -

a o Critério de Aceitacao
= Colecdol Espécie
Qﬁsj 102 Bactenoteca BIO : Acinetobacter Iwoffii
ATCC AA—747 ATCC ¢ Acinetobacter baumannii
i ATCC Enterobacter cloacae
ATCC Klebsiella oxytoca
LA ATCC Ochrobactrum anthropi
R “_%"ATCC 6380 ATCC,. - : Proteus vulgaris
ATCC 25931 ATCC | Shigella sonnei
ATCC 17666 ATCC Stenotrophomonas maltophilia
Cepa ' ° Critério de Aceitacao
B Colecgaol Espécie
B-1403 Bacterioteca Bio Staphylococcus haamolytlcus
B-934 Bacterioteca Bio Micrococcus lutes
ATCC 700327 ATCC . . " Enterococcus casseliflavus
ATCC BAA-752 ATCC Kocuria kristinae
ATCC BAA-751 ATCC - Listeria monocytogenes
ATCC 29213 ATCC Staphylococcus aureus ssp aureus
ATCC BAA-750 ATCC - | Staphylococcus saprophyticus
ATCC 43079 ATCC Streptococcus equi ssp
) zooepidemicus
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S o,
%’"‘25‘%

Gepa Critério de Aceitagao

Colegaol Espécie ﬁ%ﬁ%
B-1048 Bacterioteca Bio | Bacillus megatenuﬁi%
Cartdio ATCC 61 ATCC Bacillus circulans y
BLC ATCC 51663 ATCC Brevibacillus a ———
ATCC 64 ATCC Brevibacillus lateresporus
ATCC 8509 ATCC Paenibacillus macerans
ATCC 7070 ATCC Paenibacm& olyniyxa
ATCC 14576 ATCC Vir gtbég §é§§§henticus
Critério de Acéi;agao }5‘
Insumo/Teste Teste GN Tes Teste BCL
Solucéo Salina Auséncia de Au{Q Auséncia de
Cartdo sem indculo | crescimento no meio crescim melo crescimento no meio
Swabb de cultura : a\;‘ cu| ita de cultura

Cada um dos desvios observados durante a vahdagao devéra,ser tratado conforme o DI 0002 e investigados em
relagéo & causa raiz e impacto no processo/produto. A % do relatério de validag&o sb se dara apds a
abertura do relatério de ndo-conformidade corresponde e a allda(;éo s6 podera ser considerada conforme
apos a identificagéo da causa e a conc]uséo de que estaindo @resenta risco ao processo/produto.

RS

1o- RELAGAO DE COPIAS DISTRIBUIDAS
. SEPIN, SEVAN.
11- ANEXOS

A - Relatario de validagéo

. IANEXO A
UO Elaboradora Numero | | Revisdo | | Pagine
SEVAN 8398 00 07115
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ANEXO A.

Relatério de validagio’

RELATORIO DE VALIDAGAD AHALITICATFTRG,

uo Data

Home Assginatura

Realizado por:

Verificaco por: TR e LT

Aprovado por:

Validado desde: 1 i
Ultima Validagio: | ? ‘ﬂ%‘ [ Relatdrio 0™ |
Atual Validagdo — Infcio: | g 7] I Relatério n= 1
Atual Validagao — Final: | - Vi

&, g

Pr&xima Validagao: |
Categoria do Método: |

Alteragao

/Continuagao
UO Elaboradora Numero | | Revisao | | Pagina
- .~ SEVAN 8398 00 08/15
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ANEXO A
IContinuagao

|| TITULO: VALIDACAO DO TESTE DE IDENMTIFICACAQ DE BACTERIAS ATRAVES
COMPACT

STEMA VITEK 2

REVISAO: 00

SUMARIO

COMTEUDO PAGINA

3

1-DESCRIGAOD DA WALIDACAO. ...
2-CONCLUSAO Ay

"2.1-Resuma dos
2.2-Comentarios.
2.3-Resultado final
3.RELATORIO DE DESVIOS
3.1-Desvios observados

o e BN W o W

3.2- Impacio no meéiodo. 2
- 33-Jusificativa de acsitagio St Y il
4-RELATORIO DE VALIDAGAD DE METODOS ANALT
- 4 4-DocumentacSo técnica ;
4 2-Analist
-4:3-Equipamentos efou instrumentos
44-Reagentes._...........c...... @
5- RESULTADOS. 3
5.1-Especificidade.
B-ANEXOS

W m @ Lo o;

/Continuagao

2]
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ANEXO A
{Continuacio

COMPACT d

TITULO: VALIDAGAC DO TESTE DE IDENTIFICACAO DE BACTERIAS ATRAVES DO S%EMA VITEK 2
REVISAO: 00 2

AGHIAS: 377

1- DESCRIGAO DA VALIDAGAO

2- COMCLUSEO

2.4-Resumo dos resultados

2.%:1- Controles Negaiives z
InsumaTeste Teste GN Teste GP
0 Salins
Cartio szm indeulo
Swabb

222- Espsecificidade

Cepa +. Tempo Critésio de Aceitagio
L 24H Colaghiol Espécie

B-1192 2 Bacteriotzca Sio - Acinetobscizr woifd
Rars ATCC BAATAT : ATCC Acinstobacter baumanail
Cartio ATCC 23388 ATCC Enferobscier dloscas

GN ATCC 700324 ATCC __ Kilebsishia oxyiaca
: ATCC BaA-T4G ATT Ochrobactrum anthrop!

ATCC §2380 CATCC Proteus vulgans

ATCC 25821 | oy T T ATEC Shigalis sonasi

ATCC 7088 | ATCC St=nofrophomanas maliophiiis

empo Critério de Aceitagic
i 2.7 ) RO NS Colegio! Espécie
AL ‘Bacterict=ce Bio Staphylccoccus fzemolyticus
- Badteriotzca Bio | Micreccecus futes
ATEC Ernterocopous cascelilavus
ATCC - Hocuns khctinse
ATCC Lizteria monocytogenas
ATCC Staphyloccocus suraus ssp
sursus
CSATCC Stsphiylccoccus 2aprophylicus
TATCC Sirepfocoonus equi esp
zoospidemicus
Tempo Criterio de Aceitagao
48H . . £ Colegiol Espacie
Y 1 _Ba i Bio Bacillus magalenum
e T ATCC Baciilus circuians
ATCC | Brevibaciiuzagri |
ATCC Bravibacilius laterosponis
ATCC Paznibsciiuc mascsrsns
ATCH Psenibaciiuz xS

ATCC Virgibaciilus panfothenticus

2. esuitado final 2
? Conform= * [ 1 N&o conforme
Eluhora.do por: : Data: _ Rubrica:
~_ Revisado por; i Data: Rubrica;
/Continuacgéo
UO Elaboradora Numero | | Revisdo | |Pagina
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PROTOCOLO DE VALIDA(}AO

ANEXO A
/Continuagao

TITULO: VALIDACAO DO TESTE DE IDENTIFICAGAO DE BACTERIAS ATRAVES
COMPACT - )

-IREVISAO: 00

AGINAS: 417

'3 -RELATORIO DE DESVIOS

3.1-Desvios observados

3.2-lmpacto no método

3.3= Justificativa de acéitagio

S i o

.Data: ; I Rubrica:
Data: ) Rubrica:
IContinuagao
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PROTOCOLO DE VALIDAGAO
ANEXO A
IContinuagao

TWULO: VALIDACAQ DO TESTE DE IDENTIFICACAO DE BACTERIAS ATRAVES DU
COMPACT
REVISAO: 00

4 - RELATORIO DE YALIDAGAD DE METODOS ANALITICOS

4.1 — Documentagio técnica

Descricgo identificagio Status
4.2 — Analistas
N= HNome
1
2
4.3 — Equir tos elou insty S
Data de
i - Qualificagiol
Home Fabsicante!Modslo | Local Calibragho! H° do
Cerifficado
4.4 — Reagenies
Data dz fabricagdo!
Marca‘lote liberocio Validade
Date: Rubrica:
Data: f d

IContinuacao
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ANEXO A
IContinuagdo

TITULG: VALIDAGAO DO TESTE DE IDENTIFICACAO DE BACTERIAS ATRAVES DO E -‘13:[ VITEW 2
COMPACT N

REVISAO: 00 IAS: &7
5-RESULTADOS

5.1- EspecHficidade

5.1.1-Controles Negativos _,xf“

| InsumoTesie Teste G Teste GP
Soluclo Selina
Cartfio sem Indculo
Sweahib

5.1.2- Resuitzdos das cepas para o carifo GM com cultivos de 24

Capa Cartio 1 Cartan 3
B-1193 $

ATCC BAA-T4T
ETCC 23355
ATCC 700324
ATCC EAA-TA9
ATCC E380
ATCC 28931
ATCC 17666

£.1.3- Resultados das cepas para o cartfo GP

Cepa Cartéo 1
B-14D3
B5-934
ATCE TOO3Z
ATCC BAA-T
ATOC BAATS
ATCC 26213 H

ATCC BAS-T50 & enacd
ATCC 43075 N %

o BCL com cuftivos de 24 horas
Cartéo 2 Cartao 3

Cartdo 3

I
o

Data: Rubrica:

Data: Rubricar

IContinuacao
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ANEXO A
/Continuagao

TITULO: VALIDAGAO DO TESTE DE IDENTIFICAGCAD DE BACTERIAS ATRAVES DO ST
COMPACT &

L 4
REVISAQ: 01 ‘%X“FPB&GIMAS: 7T
%%}
N
Cepa Cartdo 1 Cartio 2 q artao 3
B-1102
ATCC BAATAT

ATCC 23355 &
ATCC 720324 A

TCC BAA7T4S

ATCC £380 Fad
ATCC 25921 %%\
ATCLC 17606 :

5.4.6- Rasultados das cepas para o carifio GP com = g jroron
Cepa Cartac 1 B Ao 2 Cartio 3
&

B.3403
5-954
ATCC 700337 il

ATCC BAA7S3 @
ATCC BAATS1

ATCC 26213
ATCC BAATE0
ATCC 23078

£.1.5- Resultados das cepas para © canifio GN com cuitives de 48 horas

bl

com cultivos de 48 horas
Cartao 2 Cartso 3

5.1.7- Resuitados das
Cepa
B-1043
ATCC &1
LATCC 51663
ASCC B4
ATCC BS09
ATCC 7070
ATCC 14576

S-AMEXOS

Dater, Rubrca:
Data: Rubrica:
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APENDICE F — Instrugéo de Trabalho (IT) n° 9046 “Identificacdo de bactérias e
de fungos através do sistema VITEK MS (BioMérieux)”

Ministério da Salide
Institute de Tecnologia
o) & Imunobioldgicos
FIOCRUZ j . .
Fundagao Oswaldo Cruz BlO-ManguthS

INSTRUCAO DE TRABALHO

) ) . mﬁfﬂBORADORA:
TITULO: IDENTIFICAGAO DE BACTERIAS E DE FUNGOS ATRAVES DO SISTEMA| | &/ SEPIN

VITEK MS (BioMérieux) R T
UMERO: 9046

1- ALTERACOES

Revisao Alteragoes
00 Emissao inicial.

2- OBJETIVOS

Definir a metodologia de identificagdo de micro-organismos (bactéria;y“‘é‘"‘f ngos) isolados pelo Controle de Qualidade
de Bio-Manguinhos, utilizando a analise proteémica por MALDI-TQF, atravésrdo sistema comercial VITEK MS (Bio-

Merieux).
é
3- CAMPO DE APLICAGAO 4 =

Aplica-se a Segao de Esterilidade, Processos e Insumo

@
a@:%ﬁ@pdo Laboratério de Controle de Microbiologico —
%

LACOM.

4- SIGLAS '

AS - Agar Sangue S

ATCC - American Type Culture Coll gj‘;n )

BDA - Agar Batata Dextrose qﬁ%%

DNA - Acido Desoxirribonucléico e

INCQS - Instituto Nacional de Contrele de Qualidade em Saude
LACOM - Laboratério de Contrgle de@“zjbcrobiolégico

MALDI-TOF - Matrix-Assisted Laser:Desorption lonization Time-of-Flight
RPM - Rotagbes por Minyto e

SEPIN - Secéo de Esterilida ERrocessos e Insumos

TSA - Agar Triptica So}gﬁ

VITEK MS - Sistema Comer -_g}g@ectrometria de Massa Bio-Merieux

5- REFERENCIAS

7- PRE-RI Eﬁs%j
7.1- Origen gas I nepas e condigdes de cultivo

- Linhag' ATCC, INCQS, ou outra Colegéo de Cultura
- Monitoramento Ambiental de areas controladas

- Monitoramento de Aguas

- Simulagéo de envase (Media Fill)

- Ensaios de Validagéo

- Insumos

- Produtos

Data de Aprovagao | [ Data de Validade | | Revisdo | [ Pagina
1 94 72015 0% 1 0412018 00 01/07
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- Outras fontes de contaminagéo

i, e

a4
- Serdo realizados cultivos em placas de TSA com incubacéo em estufa a 30°-35°C por. 24s g:oras (culturas
bacterianas) ou em placas de BDA com incubag&o em estufa a 20°-25°C por trés a cincoddia '(~ turas fungicas)

7.2- Materiais

- Alcool 70%

- Alga descartavel estéril 1ul

- Becker para descarte

- Luvas estéreis

- Luvas de procedimento (n&o estéreis) sem talco

- Micropipetas graduaveis de 0,1 a 2ulL

- Ponteiras descartaveis para 0,1 a 10pL

- Saco plastico autoclavavel para descarte de material
- Tubo tipo Eppendorf de 2 mL

- Tubo tipo Eppendorf de 0,5 mL (tipo MicroAmp) /
- Léminas (slides) descartaveis para o sistema VITEK MS (Bio!

7.3- Equipamentos

- Agitador de tubos (Vortex)
- Estufas bacteriologicas com temperaturas de 20° -
- Cabine de seguranga biolégica
- Geladeira
- VITEK MS

- Agar Triptico de Soja (TSA)

- Agar Sangue de Carneiro a 5% (AS)
- Matriz CHCA (Bio-Merieux)
- Solugéo FA (Bio-Merieux)

- Agar Batata dextrose (BDA)

7.5- Microrganismos utiliz d(@m._é@yntrole Positivo
- Escherichia coli ATCC 8732%%%
.

- DI 7671 - Prepagode Lamil

- DI 4990 - Colog Jde Gram
-DI 7673 - Uso arelho para Coloragédo de Gram Slidelnk Hemogram
S,
M

8- PROCEDI

os
a8 amostras nas laminas (slides)

1- Pg’é%ro d
Utiliza‘d&o napa de laminas (slides) para o VITEK MS (Anexo A), anotar cada amostra em duplicata. Reservar as
posicoes“G3 e G4 de cada lamina para o controle positivo. Preencher o cabecalho do mapa, conforme as
informagdes solicitadas.
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a) Amostras de bactérias e
0 %:ot)‘ Em seguida,

eguindo o mapa de

A partir de cultivos de 24h em placa de TSA, realizar esfregago com alga de 1ul em um_ pog¢
aplicar 1uL da solugéo matriz CHCA e esperar cristalizar. Realizar cada amostra em dq fiicata

p
: P
laminas elaborado. %@

b) Amostras de fungos filamentosos

c) Amostras de bactérias de dificil ruptura de parede celular
. f
Realizar o mesmo procedimento descrito para fungos filamentosos, confore’ﬁoz' e 717b
Nota: Utilizar, em todos as l&minas, a linhagem ATCC 8739 (E. coli) comontro'e positivo, nas posigoes G3 e G4.
6gica de=30 a 35°C, por 24 horas.

Este cultivo devera ser realizado em placas de AS, em estufa bacterig

8.2- Cadastro das amostras L Y

a) Entrar no software SARAMIS Target Manager e selecionai’a Bbgéio New Plate. Na tela Plate-Number, inserir o
numero da l&dmina ou utilizar a leitora de codigo de barras. Pres: jonar “OK";

b) Automaticamente, ird abrir uma nova tela (Description)fﬂl‘ﬁ ;ﬁﬁ%%rmagées sobre a ldmina e pressionar “OK”;

¢) Automaticamente, ira abrir uma nova tela (Methof Selecg' ignar a opgao Microrganisms in Alpha-cyano e clicar e
OK. % 5

A%zj
d) Sera aberta uma tela com uma réplica da l’éﬁ\aﬁ?reancher os dados de cada amostra, seguindo a posigéac
determinada no mapa de laminas para o VITEK Mslﬁ'eviamente. Apos a insergéo dos dados de cada amostra
pressionar Save Position. Apds o cadastro de tod&s?as amostras, pressionar Save Plate. Se somente uma lamine
for cadastrada, ir para o item 8.2.f. S

e) Caso sejam necessarias outras [aminz
B 2
ao item 8.2.d. > s

Sy
f) Finalizado o cadastro de todag{ams, pressionar New Project.

g) Abrira automaticamentesgummes:Aoy
informagdes pertinentes. :

(“Project-Name”). Inserir a data do ensaio e, caso necessaric

h) Selecionar cada lamifazgriada e “arrasta-la” para a posigéo correspondente a posicéo previamente determinadi
no mapa de laminas paraio /I TEK MS.

er'r?ient Genie. Abrira uma tela de confirmacéo da exportagéo para o diretério. Pressionz

i) Selecionar Ex;}gm
OK e sair do SARA

8.3- Introﬂg@‘ﬁﬁﬁ é%s"des no VITEK MS, alinhamento da bandeja de laminas e verificagdo dos pontos d
controle G3 e G4

a) Dargtm duple“Clique no icone Shimadzu Biotech MALDI-MS na érea de trabatho do computador. Cinco telas s
abrir%utoticamente.

b) Na tefﬁa@ﬁuisition—Linear_SARAM/S, selecionar a aba Exp. Tech. . Selecionar a opgéo de modo Standby e el
seguida selecionar a opg&o Open Door. Aparecera uma tela pedindo a confirmagéo da abertura. Clicar em YES.
porta do equipamento se abrira.

c) Com luvas sem talco, retirar a bandeja de laminas do equipamento e colocar cada lamina na posigZ
correspondente a posigéo previamente determinada no mapa de laminas para o VITEK MS. Inserir a bandeja r
equipamento.
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d) Na tela Aquisition-Linear_SARAMIS, na aba Exp. Tech., selecionar a opgéo Close Door. A g&z do equipamento
se fechara. ‘%\3 =

e) Selecionar a aba Slide. Em seguida, selecionar a opg&o Align plate.... Abrira autorgaticam %}e uma outra tela
(Align Sample Plate), onde estar&o discriminados os pontos de referéncia do alinhaméhto. Selcionar cada ponto,
verificar (através da camera do equipamento, tela Camera viewer) se estd bem ceg,t;aliza lo.e7’em caso afirmativo,
selecionar o icone de confirmaggo ("V” de cor verde). Caso néo esteja centralizadoﬁgf“%;q@ m ajuda do mouse e
selecionar o icone de confirmagéo (“V” de cor verde). Repetir o procedimento para c%e\éponto de referéncia. Clicar
OK. |

f) Na tela Aquisition-Linear_SARAMIS, selecionar a aba Firing. Posicionar o é?iﬂ.%gr e?cima do quadrado amarelo
(destaque da posigédo das laminas na bandeja) e, com o botdo direitogdostn dg.\lf ", selecionar a opgéo Goto
location... / !

ontrole (1g3) e selecionar OK em

seguida. £ Ly

g) Abrira a tela Goto well centre (or plate location). Nesta, digitar Qﬁ?élroﬁ‘

h) A camera do aparelho ird se direcionar para o local seleci r’gdoﬁ%?a%tela Aquisition-Linear_SARAMIS, na aba
Firing, selecionar o botéao FIRE. (?% ) %

i) Na tela “<Untitled> - MALDI-MS", verificar se os picos apreg?tqu porcentagem de intensidade ("% int") entre 20

e 100 mV e somatério (‘sum’) maior que 3000 mV. Sg-Estes ‘aspectos ndo estiverem adequados, repetir o

procedimento. Se estiverem adequados, selecionar a a :roa%ssing. Em seguida, selecionar a opgéo Calibration e
o,

uma tela Calibration se abrird automaticamente. 5
).

«6”ma tela (Reference files:) se abrird automaticamente.
?}fsta References e selecionar o botdo Open.
i

j) Na tela Calibration, selecionar o botao List r%aﬂené
Selecionar o arquivo “bmx_sample_ CHCA.pos I f' na
I) Na tela Calibration, clicar duas vezes no botad=Calibrate. Verificar se as massas esperadas para este padrao

foram encontradas, em especial os seguintes.valores: 4365,40-5096,80-6255,40-9742,00. Apos a verificagéo, clicar
em Load e depois em Save. Fechar a tela. %

o

X
8.4- Aquisicao dos perfis de es @ctro%aszééostras
pect

e

a) Na tela “<Untitled> - MALDI-M§", lecionar a opgao Automation e, em seguida, Auto Experiment.

b) Uma janela se abrira (Aute:Expe
c) Abrird automaticamente uma ni

mient): nesta, clicar no Icone Pasta (Select Plate Type).
ova tela (Select Plate). Selecionar o arquivo “4x48-fleximass-ds-to-43r00.plt” e

clicar em Open. .
d) Na tela Auto Expé?%wl\qselecionar o Icone Import Experiment Genie. Uma nova tela se abrira (Import Genie);

%N

e) Na tela Impo@e, sgfecionar 0 arquivo a ser importado (na opgao Import File, verificar a listagem oferecida) e
r UtiliZado (na opgao Method File, selecionar o arquivo “bmx_sample_ CHCA.mtd") e clicar em “OK”.

f) Na telaf

amostras s
s

8.5- O tengﬁg de resultados pelo SARAMIS Premium

) xperiment, selecionar o [cone Run experiment. O aparelho ird iniciar o processamento das

Entrar n %&éﬂara SARAMIS Premium e selecionar a opgao Status.

Os resultados ser&o exibidos imediatamente apés o processamento da amostra. Procurar a amostra desejada
através da coluna Sample. Ao observar o resultado, verificar também a morfologia colonial da placa de origem e o
resultado da morfologia microscopica (DI 7671 para fungos filamentos e DI 4990 e DI 7673 para bactérias), para
identificar discrepancias na identificagao.
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8.6- Liberacao de resultados

9- RELACAO DE COPIAS DISTRIBUIDAS
LACOM e SEPIN.

9.1- U0 incluidas nesta revisio

N&o aplicavel.

9.2- UO excluidas nesta revisdo

Né&o aplicavel.

10- TREINAMENTO

Teorico e pratico.

10.1- Multiplicadores

Elaboradores, verificador, aprovador e todos da ~‘
Treinamento para Qualificaggo em Servigo. S

11- ANEXOS

A- Mapa de laminas (slides) para o VITE.’ S,

I ANEXO A
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ANEXO A

Mapa de laminas (slides) para o VITEK MS
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APENDICE G — Instrugéo de Trabalho (IT) n°® 9083 “Identificacao de bactérias e
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. UG BEABORADORA:
TITULO: IDENTIFICAGAO DE BACTERIAS E DE FUNGOS ISOLADOS NA ROTINA A} {7
PARTIR DO KIT MICROSEQ (LIFE TECHNOLOGIES) =

1- ALTERAGOES

Revisédo Alteracoes
00 Emissao inicial.

2- OBJETIVOS

Define a metodologia de identificagéo de micro-organismos utilizandg
regides especificas do DNA microbiano (DNAr 16S para bactérias g4

3- CAMPO DE APLICAGAO

Aplica-se a Segéo de Esterilidade, Processos e Insumos -‘Sw'PIN, 16
LACOM. Este procedimento se aplica aos trés kits utilizados:
bactérias); MICROSEQ FULL GENE (para isolados r
minuciosa); e MICROSEQ D2 LSU (para fungos filame

CROSEQ 500 (para identificagéo, em geral, de

s que necessitam de uma identificagéo mais

4- SIGLAS
ATCC - American Type Culture Collection]
Di - Documento interno
DNA - Acido Desoxirribonucleico T
INCQS - Instituto Nacional de Controlezde Qualidade em Sadde
LACOM - Laboratério de Controle d¢
RPM - Rotagdes por Minuto %
SEPIN - Secdo de Esterilidadg, Pro
TSA - Agar Tripticase Soja % e
&

5- REFERENCIAS

Manual do Kit MicroSeq (LifS\gies)
L ® .

6- DEFINIGOES - .

Nao aplicavel. ‘

\ATC@/(INCQS)
efts Ambiental de areas controladas

7.2- Materiais

- Alcool 70%

- Alga descartavel estéril 10pL

- Becker para descarte

- Caixa com divisorias para conservagdo dos criotubos

Pagi
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- Criotubos de capacidade 2mL

- Estante para tubos

- Luvas estéreis

- Luvas de procedimento (néo estéreis) sem talco

- Micropipetas graduaveis de 10uL - 200pL e 200pL - 1000puL

- Ponteiras descartaveis e estéreis para 10pL, 200pL e 1000uL
- Saco plastico autoclavavel para descarte de material

- Tubo tipo Eppendorf de 2 mL (microtubos)

- Tubo tipo Eppendorf de 0,5 mL (tipo MicroAmp)

- Placa de 96 orificios

- Cartucho para limpeza Micro Seq (colunas em gel para purificacao)

7.3- Equipamentos

- Agitador de tubos (Vortex) &
- Estufas bacteriologicas com temperaturas de 20° - 25°C e 30° -2

- Cabine de seguranga biologica £

- Cabine de preparo de reagente para amplificagéo
- Cabine de amplificagéo

- Freezer de -20°C (-17,5 £ 2,5 ou -15°a -20°C)
- Geladeira

- Mini centrifuga

- Banho-seco a 100°C
- Termociclador (placa)

7.4- Meios de cultura, Solugdes e Reagent:

- Agar Peptona Caseina soja (Agar Casoy)
- Caldo Peptona Caseina soja
- Agar Batata Dextrose

- Enzima EXO-SAP

7.5- Microrganismos utilizados*

- Escherichia coli ATCC 25992
- Escherichia coli ATCC 8739 %
- Microrganismos  oriunde: da ldentificagao de Contaminantes que ndo tenham sido identificados pelas

otina da SEPIN, crescidas em placas de TSA ou AN

6 de microrganismo e com a dificuldade de identificagéo, escolher um dos trés kits: MICROSEC
Ji:L. GENE e MICROSEQ D2 LSU. Os kits sao compostos por duas caixas: uma de PCR e outri

Culturas em glacas de TSA ou AN. N&o pode ser em Agar Sangue nem outro meio com cromégenos. Cuidad
- também pigmentos de colénias flngicas: usar colénia recente, para nao ter tanta pigmentacao.

8.2- Extragdo do DNA

Identificar os tubos tipo Eppendorf. Em uma cabine exclusiva para preparo de reagente de amplificagéo, distribu
aliquotas de 100 pL de reagente PrepMan Ultra. Com o auxilio de uma alca bacteriologica, pegar uma pequen
quantidade da cultura e colocar no respectivo tubo com o reagente.
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Passar no agitador de tubos (Vortex) rapidamente (5 a 10 s) e deixar por 10 min a 100 °C em banho seco.

Centrifugar por trés minutos a 13-14 mil RPM/temperatura ambiente em mini centrifuga.
Identificar outra fileira de tubos tipo Eppendorf. Distribuir aliquotas de 495 pL de dgua steril (Nliclease-Free Water)
nos tubos. Quando acabar a centrifugacéo, transferir 5 pL de cada amostra (sobrenadante),para os tubos com 495
uL para realizar uma diluig&o 1:100. Guardar em duas caixas: uma de "DNA BRUT@ ezoutra‘com o “DNA PRONTO
PARA USO". A V4

8.3- Amplificagao

Distribuir 15 pL do reagente para PCR MasterMix (Kit PCR) nos tubos tigo Mic p em area separada, isenta de
DNA. Depois, levar a estante com estes tubinhos para outra sala e distribuir 15 pL de cada amostra na seguinte
ordem: CONTROLE NEGATIVO (Agua isenta de DNA), CONTROL 2p@ESITIVO (Vem com o kit, E. coli),
AMOSTRAS (na ordem numérica). Homogeneizar (com pipeta) quaj i r a amostra. Volume final: 30uL

Colocar no termociclador. Selecionar programa especifico no [\%sﬁg\;o aparelho(descrito abaixo):

HOLD N 95 “@/10 segundos
MELT % 95 °C/30 segundos
CYCLE ANNEAL 60 °C/30 segundos
EXTENSIO, 72 °Cl45 segundos
HOLD h) 72 °C/1 minuto
(FINAL STEP) - J 4 °Cl=

Purificagéo do Amplicon: Pegar nova fileira deﬁfjnh )s e, para cada amostra, separar 2: um FOWARD (FF) e um
REVERSE (R). Distribuir 2 pL da enzima EX )= P4Exonuclease 1 + Fosfatase Alcalina) em cada um. Como €
muito sensivel, usar cooler (estante ge|ad‘ Usar a enzima e voltar a guardar no freezer (tem que ser muito rapido).

Preparo do amplicon purificadokpara o sequenciamento: Colocar 13 L do reagente de sequenciamento FF n
tubinho com amplicon EF e 13 pL"do reagente de sequenciamento R no tubinho com amplicon RV final: 20 pL po
tubinho (FF e R). R Sy

Colocar tubinhos g% lador e selecionar programa especifico (descrito abaixo):

4&HOLD 96 °C/1 minuto
MELT 96 °C/10 segundos
YCLE ANNEAL 50 °C/5 segundos
I EXTENSION 60 °C/1 minuto e 15 segundos
S(FINAL STEP) 4 °C/=

Purif ‘a"- produto de sequenciamento. Abrir o “Cartucho para limpeza MICROSEQ ID”, que s&o colunas pal
purificac&e: Centrifugar-por-3 min-a 3000 rpm para retirar agua (a coluna vem hidratada).

Transferir a coluna seca (apos centrifugagao) para outro tubo tipo Eppendorf 2 mL seco. A transferéncia é realizac
com a mao (com luva), pegando o suporto moével da coluna.

Transferir 20 WL do produto de sequenciamento para estes tubos com coluna. Colocar bem no meio da colun
sem encostar no gel (NAO PODE FURAR O GEL).
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dos (no fundo
8, tc), Controle
om agua esteril

Centrifugar por 5 min a 3000 rpm. Apos, retirar a coluna e descarta-la. Transferir os 20 yL ce%ﬁj,
do tubo) para a placa. Observar a ordem de colocada das amostras: na vertical (1% coluna, 22 cojun
Positivo/Controle negativo/Amostras, primeiro o FF e depois o R. Preencher os pogos vazios

(depende de quantos capilares tiver o sequenciador). 7R

Colocar a placa na centrifuga de placas. N&o pode haver nenhuma bolha no fundo nem res ’?:lg?f?la parede.
s

Colocar um tapetinho (SEPTA) sobre a placa (a “bolinha” & para baixo). Centrifugar ra‘%‘g‘ amente. Quando chegar a

800 rpm, ja podemos desligar a centrifuga. g D,

Apos rapida centrifugagéo, retirar septa e levar para o sequenciador.

Colocar o septa no seqiienciador, que ira vedar a placa, deixando som nte 009 ficio central para passagem do
s pocos figuem sem a borracha

capilar. A vedacdo deve ocorrer do meio para as pontas, para evitap, q
encaixada. { :
&,

Encaixar a placa na cagapa do seqilenciador. Observar o “burac_.ééga cagapa, que tem posicdo certa para encaixar
na plataforma do sequenciador. Quando a cagapa estiver befm em"egixada, o aparelho a reconhece. Na tela do
monitor, o que estava em cinza aparece em amarelo (superficfe s:r,&ecor‘ﬁ%’bida)

Depois de encaixada a placa, selecionar as condiges de“sgquenciamento, discriminar tambem amostras € placa.
Dar inicio a leitura pelo sequenciador (Usar o sequg w'aﬁ’é da Plataforma Tecnologica da FIOCRUZ ou do
LATER/Bio-Manguinhos).

8.5- Analise das sequéncias obtidas g

o

e c<§§n ara-las com outras no Gene Bank.

e

Colocar as sequencias no modelo FASTA, edita-!
8.6- Liberagao de resultados

Os resultados obtidos através da analise ' as se}encias serdo adicionados ao Caderno da Colegéo de Culturas, ac
Banco de Dados (em Excel) da Cole §£ deGulttiras e aos referidos laudos.

9- RELAGAO DE COPIAS DISTRIBU S

®
SEPIN, LACOM.
9.1- UO incluidas nesta revisao ¥

N&o aplicavel.

9.2- UO excluidassne

N&o aplicavel.

10- TREIN @‘6
Teobrico&pr
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10.1- Multiplicadores

Elaborador, verificador, aprovador e todos os treinados na reviséo vigente deste Dl e DI 10 reinamento para
Qualificacéo em Servigo. 4

11- ANEXOS

N&o aplicavel.

| FOLHA DE APROVAGAO
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APENDICE H — Relatério de investigacéo de Fontes de Contaminacg&o
utilizando o Banco de Dados, a Bacterioteca e atécnica de PFGE

Ministério da Saude

Bio-Manguinhos/Fundacao Oswaldo Cruz

RELATORIO
CONFIDENCIAL

Investigacao da presenca de |l no ponto denominado |

I Gio-Vianguinhos/FIOCRUZ: identificagéo dos isolados, mapeamento dos locais

de incidéncia e rastreamento molecular por PFGE

(Parte da Tese de doutorado intitulada “Criacdo da Colec&o de Microrganismos de Bio-
Manguinhos e Caracterizacéo dos isolados bacterianos e fungicos de areas controladas
e de contaminantes envolvidos na producao de imunobioldgicos, reativos e

biofarmacos”, sob orientacdo das dras. Veronica Viana Vieira e Manuela da Silva)

Por Luciane Martins Medeiros,

Com a colaboracdo de Veronica Viana Vieira, Erica Louro da Fonseca, Cristhiane

Moura Falavina dos Reis, Adriana Marques Frazao e Fernanda Ventura Cruz
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APENDICE | — Relatério cepas autoctones

PROJETO: INTRODUCAO DE CEPAS BACTERIANAS E FUNGICAS AUTOCTONES NA
PROMOGCAO DE CRESCIMENTO EM MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS EM BIO-
MANGUINHOS

RELATORIO FINAL

Departamento: DEQUA Laboratério: LACOM Setor: SEPIN Pagina 1 de 10

1-INTRODUGCAO

A eficacia dos meios de cultura em promover crescimentos bacteriano e fungico pode ser

avaliada através da inoculagdo de cepas microbianas de referéncia.

Até recentemente, os meios de cultura utilizados na producéo e controle de qualidade de Bio-
Manguinhos eram desafiados somente com cepas de micro-organismos estipulados pelas

Farmacopéias em vigéncia (Tabela 1).

Tabela 1- Meios de cultura liquidos e seus respectivos micro-organismos de desafio

Meios de Cultura Liquidos Micro-organismos10-100 UFC/mL Cepa (ATCC)
Caldo BHI Staphylococcus aureus 25923
Caldo Lactose Escherichia coli 8739
. Pseudomonas aeruginosa 27853
Caldo Nutriente Staphylococcus aureus 25923
Aspergillus niger 16404
Caldo Peptona Caseina Soja Bacillus subtilis 6633
Candida albicans 10231
Clostridium sporogenes’ 11437
Meio Fluido de Tioglicolato Pseudomonas aeruginosa® 9027
Staphylococcus aureus® 6538
" . Pseudomonas aeruginosa 27853
e Staphylococcus aureus 25923
Agua Peptonada Escherichia coli 8739

'Uma alternativa para Clostridium sporogenes ATCC 11437 é Bacteroides vulgatus ATCC 8482.
2Uma alternativa para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 é Micrococcus luteus ATCC 9341
*Uma alternativa para Staphylococcus aureus ATCC 6538 é Bacillus subtilis ATCC 6633.

USP XXXI <71> STERILITY TESTS - GROWTH PROMOTION TEST
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Segundo harmonizacdo das normas internacionais de Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF), e
considerando as recomendacdes das ultimas inspecdes da OMS e ANVISA, a promocédo de
crescimento nos meios de cultura utilizados nas validagées dos processos de fabricacdo de
injetaveis (media fill), assim como nos testes de controle de qualidade, deve contemplar a
microbiota caracteristica de cada unidade industrial. Portanto, torna-se imprescindivel a introducéao
de micro-organismos autéctones (in house) como padrées secundarios no procedimento de

promocao de crescimento realizado no Controle de Qualidade de Bio-Manguinhos.

Il - OBJETIVO

- Isolar os micro-organismos com maior incidéncia nas areas produtivas de Bio-Manguinhos.

- Selecionar inicialmente cinco desses micro-organismos que abrangessem caracteristicas
morfotintoriais distintas, sendo um coco Gram positivo, trés bastonetes Gram negativos e um fungo
flamentoso (primeira etapa)

- Selecionar os géneros bacterianos de maior incidéncia nas Secdes de Envase (SEVLI e

SEVLQ) para o preparo de novos lotes semente trabalho (segunda etapa)

1l — Setor responsavel pela realizacao do método na rotina SEPIN / LACOM

IV - MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

- Alcool a 70%

- Algas descartaveis estéreis de 10 pL

- Bateria de corantes de Gram

- Caneta “pilot”

- Criotubos com micro-organismos de referéncia ATCC

- Estantes para tubos

- Laminas de vidro para microscopia

- Luvas de latex estéril

- Micropipetas graduaveis de 0 - 50 pL, 10 pL - 200 yL e 100 pL - 1000 pL
- Pipetas descartaveis de borossilicato estéreis de 5 mL, 10 mL e 25mL
- Placas de Petri estéril de 90 x 15 mm

- Ponteiras descartaveis estéreis para 200 uL e 1000 uL

- Protocolo de anotacdes
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- Saco plastico autoclavavel para descarte de material

- Seringas com agulha estéreis de
- Tesouras estéreis
- Toalhas descartaveis

5mL

- Tubos de centrifuga descartaveis de 15 mL e 50 mL
- Uniforme completo (gorro, mascara e avental)

- Agitador de tubos
- Bico de Bunsen
- Contador de col6nia

- Estufas bacteriologicas com temperatura de 20-25°C e 30-35°C

- Cabine de Seguranca Biologica — Classe |l

- Freezer (-20°C e/ou -70°C)

- Banho-maria a 100°C

- Centrifuga

- Meios de cultivo (TSA e TSB)
- Geladeira (2 a 8°C)

- Microscoépio 6ptico

- Pipetador automatico

- Termémetro de maxima e minima

- Kit comercial BBL Crystal™ (Becton, Dickinson and Co)
- Kit Fast MicroSeq 500 16S rDNA Bacterial Identification; Fast MicroSeq D2 LSU rDNA Fungal
Identification (Applied Biosystems)™.

- Agua deionizada
- Agua estéril e livre de RNA/DNA

V - PROCEDIMENTO

Os isolados microbianos selecionados estédo ilustrados nas tabelas 2 e 3. As cepas foram

caracterizadas fenotipicamente através de observacdo morfotintorial (Gram), teste de KOH,

catalase, oxidade e indol.

Tabela 2 - Micro-organismos selecionados para a primeira etapa
Identificagdo dos isolados Procedéncia Microscopia
B-287 Suspensao Viral BGN
B-357 Monitoramento do Ar BGN
B-358 Monitoramento do Ar CGP
B-359 Monitoramento do Ar BGN
EE Monitoramento do Ar Fungo filamentoso

BGN=Bastonete Gram negativo; CGP=Coco Gram positivo; FF=Fungo filamentoso
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Tabela 3 - Micro-organismos selecionados para a segunda etapa

Identificagdo dos isolados Procedéncia Microscopia
B-614 Monitoramento do Ar/SEVLI CGP
B-726 Monitoramento do Ar/SEVLQ BGP
B-985 Monitoramento do Ar/SEVLI CGP
B-1024 Monitoramento do Ar/SEVLQ BGP
B-1063 Monitoramento do Ar/SEVLQ BGP

BGP=Bastonete Gram positivo; CGP=Coco Gram positivo

Na primeira etapa, foram utilizadas cinco cepas. A cepa B-287 foi isolada de uma suspenséao
viral de febre amarela enviada pelo Laboratério de Producédo de Vacina Febre Amarela (LAFAM) e
reprovada por esterilidade. Os outros quatro micro-organismos foram obtidos de placas de
monitoramento ambiental das areas de producdo do departamento de vacinas virais e

Departamento de Processamento Final (DEPFI).

As cinco cepas selecionadas para a segunda etapa foram isoladas no monitoramento
ambiental (Monitoramento do ar e de operadores) nas Secdes de Vacinas Liquidas (SEVLQ) e de
Vacinas Liofilizadas (SEVLI), pertencentes ao DEPFI. A escolha das cepas foi baseada na
incidéncia dos micro-organismos isolados em cada secdo. Na SEVLI, os géneros mais incidentes
foram Micrococcus sp, Staphylococcus sp, Corynebacterium sp e Kytococcus sp. Na SEVLQ,
Staphylococcus sp foi o género de maior incidéncia, sendo seguido por Micrococcus sp e
Corynebacterium sp.

A identificacdo foi obtida através do kit comercial BBL Crystal™ (Becton, Dickinson and Co); o
fungo filamentoso foi identificado presumidamente, através da observacéo a fresco em lamina e das

caracteristicas da cultura (verso e reverso).

Todos os cinco micro-organismos da primeira etapa foram submetidos a identificacdo genética,
utilizando-se o kit Fast MicroSeq 500 16S rDNA Bacterial Identification™ e Fast MicroSeq D2 LSU
rDNA Fungal Identification™ (Applied Biosystems), que consiste na amplificacdo e no

sequenciamento de parte do gene 16S, com posterior comparacdo de homologia com acervo de
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sequéncias conhecidas em software exclusivo. Esta etapa da identificac&o foi realizada no Centro
de Treinamento da Applied corporation, em S&do Paulo, com a presenca de nossa Técnica

responsavel pelo isolamento.

As cepas da segunda etapa também foram submetidas a identificacdo genética por
sequenciamento do gene 16S. Entretanto, a identificacdo nao foi realizada através do kit comercial
(Fast MicroSeq 500 16S rDNA Bacterial Identification™) utilizado na identificacdo das cepas da
primeira etapa, mas sim pela metodologia tradicional. Esta etapa foi desenvolvida no Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, no Setor de Identificacdo Bacteriana, pela nossa
Técnica responsavel pelo isolamento e pela equipe deste Setor. Como ja houve o sequenciamento
de uma cepa de Staphylococcus sp isolada a partir do monitoramento ambiental na primeira etapa,
optou-se pelo sequenciamento dos outros géneros comuns as duas secdes (Micrococcus sp e

Corynebacterium sp).

As suspensdes dos micro-organismos a serem utilizados como padrdo secundario ou lote
semente trabalho foram distribuidas em 50 aliquotas, misturadas com 20% de glicerol, e entédo

armazenadas a temperatura de -70° C.

Os isolados autdctones, assim como as cepas de referéncia tradicionalmente preconizadas
pelas Farmacopéias, foram inseridos no teste de promocéo de crescimento em meios de cultura
liquidos utilizados em simula¢cdes de envase (media fill) e no teste de esterilidade bacteriana e

fungica.

VI - RESULTADOS

Nos dois kits de identificacdo bioquimica nédo foi possivel identificar dois isolados (B-357 e B-

359). Os resultados fenotipicos estao ilustrados na tabela 4 (primeira etapa) e 5 (segunda etapa).

Rio de janeiro, 14 de fevereiro de 2011

261



PROJETO: INTRODUGCAO DE CEPAS BACTERIANAS E FUNGICAS AUTOCTONES NA
PROMOCAO DE CRESCIMENTO EM MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS EM BIO-
MANGUINHOS

RELATORIO FINAL

Departamento: DEQUA Laboratério: LACOM Setor: SEPIN Pagina 6 de 10

Tabela 4 - Caracterizacao e identificagao fenotipica das cepas bacterianas na primeira etapa

Cepas isoladas KOH Catalase Oxidase Indol BBL
B-287 + + - - Providencia stuartii
B-357 + 2 - - Né&o identificado
B-358 - + - - Staphylococcus sp
B-359 * + - - Né&o identificado

- =Negativo; +=Positivo

Tabela 5 - Caracterizacao e identificagao fenotipica das cepas bacterianas na segunda etapa

Cepas isoladas KOH Catalase Oxidase Indol BBL
B-614 - + - - Micrococcus luteus
B-726 - + - - Corynebacterium sp
B-985 - + - - Micrococcus lylae
B-1024 - + - - Corynebacterium sp
B-1063 + + - - Corynebacterium sp

- =Negativo; +=Positivo

Os resultados apresentados na Tabela 6 indicam que foi possivel a identificacdo genotipica das
amostras analisadas na primeira etapa pelo kit MicroSeq ID. O software exclusivo do sistema
MicroSeq ID gerou um relatério impresso de cada cepa analisada, com dados referentes ao grau de
similaridade, avaliacdo da qualidade da analise, tamanho do fragmento amplificado/sequenciado,

entre outras informacdes (Anexo A).
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Tabela 6 - Identificacao genotipica das cinco cepas candidatas pelo sistema MicroSeq ID

Cepas isoladas Identificagao MicroSeq ID
B-287 Providencia stuartii
B-357 Moraxella osloensis
B-358 Staphylococcus cohnii urealyticum
B-359 Moraxella osloensis
EE Penicillium citrinum

Nos meios de cultura desafiados com as cepas da primeira etapa, foram utilizadas as cepas B-
287, B-357 e B-358. O crescimento microbiano foi detectado para os trés micro-organismos,
embora uma espécie bacteriana (B-357) tenha apresentado uma turvacdo mais discreta dos meios
testados. Essa turvacdo, entretanto, foi suficiente para a leitura do teste e o numero de células
viaveis se apresentou na faixa indicada para desafio (10-100 UFC). Os laudos gerados foram

anexados ao relatoério (Anexo B).

Os resultados referentes ao sequenciamento das cepas da segunda etapa estdo alocados na
tabela 7. Em relac&o aos resultados fenotipicos e genotipicos, as cepas B-985, B-1024 e B-1063
apresentaram identificacdes distintas. Diferencas entre os dois métodos de identificacdo ja eram
esperadas, uma vez que espécimes ambientais se apresentam como Gram variaveis, com
alteracdes morfolégicas e bioquimicas. Como o sequenciamento € a técnica mais fidedigna para
identificacdo da sequUéncia (e consequentemente do micro-organismo), optamos pelo resultado

obtido através desta técnica.
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Tabela 7 - Identificagcao genotipica das cinco cepas pelo sequenciamento tradicional

Cepas isoladas Identificagao Sequenciamento
B-614 Micrococcus sp
B-726 Corynebacterium sp
B-985 Staphylococcus sp
B-1024 Staphylococcus sp
B-1063 Acinetobacter sp

Na promoc¢do de crescimento, foram utilizadas as cepas B-614 e B-985. O crescimento
microbiano foi considerado satisfatorio, onde se observou a turvacdo dos meios desafiados, assim
como o crescimento dentro da faixa preconizada (10 a 100 UFC). Os laudos gerados foram
anexados ao relatério (Anexo B).

VIl - CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A consisténcia de resultados torna viavel o preparo de lotes semente trabalho de cada espécie
estudada, e o emprego dos mesmos para determinar a eficacia dos meios de cultivo utilizados no

controle de qualidade de vacinas e biofarmacos produzidos em Bio-Manguinhos.

A continuidade do projeto, através do seqlienciamento de mais espécies bacterianas e fungicas
ja isoladas, permitira o estudo da incidéncia das mesmas e sua significancia. Deste modo, novas
cepas podem ser incluidas na promocéao de crescimento do meio de cultivo utilizado na validacéo de
processos assépticos de envase (media fill), de uma maneira continua e de acordo com a variagédo
da incidéncia.

Rio de janeiro, 14 de fevereiro de 2011

264




PROJETO: INTRODUGCAO DE CEPAS BACTERIANAS E FUNGICAS AUTOCTONES NA
PROMOCAO DE CRESCIMENTO EM MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS EM BIO-
MANGUINHOS

RELATORIO FINAL

Departamento: DEQUA Laboratério: LACOM Setor: SEPIN Pagina 9 de 10

VIl - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

- European Pharmacopoeia 6.0. 01|2008:20601. 2.6.1. Sterility. pag 155-159.
- Japanese Pharmacopoeia Fourteenth Edition, pag 1309.
- United States Pharmacopoeia XXXII.

- Guidance for Industry — Sterile Drug Products produced by aseptic processing - Current good
Manufacturing Practice. Setembro de 2004.

- DI 4990 — Coloracéo de Gram

- D1 4989 — Técnica do KOH para Diferenciacdo entre Bactérias Gram Negativo e Gram Positivo.
- D1 4991 - Teste para Verificacdo de Presenca da Enzima Catalase em Bactérias.

- DI 0182 - Identificacdo de Contaminantes.
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IX - ANEXOS

| - Resumo das planilhas geradas pelo sistema MicroSeqID — Library Search Report. Applied
Biosystems.
Il - Laudos gerados de Promoc¢&o de Crescimento.
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APENDICE J - Ficha catalogo Micrococcus luteus

Micrococcus luteus
(B934/2010)

Descricao da col6nia
Colénias redondas, lisas, brilhosas, cor amarela, bordo regular.

e M
Descricao da colonia
Coloénias redondas, lisas, brilhosas, cor amarela, bordo regular.

rados pelo Gram
¢ i

Fotos dos esfregacos co
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Perfil bioquimico VITEK 2 (Cartdo GP)

AMY | - PIPLC | - dXYL |- ADH1 | - BGAL | - AGLU | +
APPA | + CDEX |- AspA | - BGAR | - AMAN | - PHOS | -
LeuA | + Proa + BGURr | - AGAL | - PyrA + BGUR | -
AlaA | + TyrA | + dSOR | - URE |- POLYB | - dGAL | -
dRIB | - ILATk |- LAC - NAG |- dMAL | - BACI -
NOVO | - NC6.5 | - dMAN | - dMNE | - MBdG | - PUL -
dRAF | - O129R | - SAL - SAC - dTRE | - ADH2s | -
OPTO | -

Perfil de Espectros (VITEK MS RUO)

i R 00 T k s

=N =

I

Sequencia

B934
CTGCGGTACCGTCCTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTTTACAACCCGAGGCCGTCAT
CCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAGTATTCCCCACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGC
TACCCGTCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGTCCAT
CCAAAACCGATAAATCTTTCCAACACCCACCATGCGGTGGACGCTCCTATCCGGTATTAG
ACCCAGTTTCCCAGGCTTATCCCAGAGTTAAGGGCAGGTTACTCACGTGTTACTCACCCG
TTCGCCACTAATCCACCCAGCAAGCTGGGCTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCAC
GCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAGCCTTC

Observacoes
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APENDICE K — Ficha catalogo Streptomyces spp.

Streptomyces spp.
(B1047/2010)

Fotos das Culturas em placas de Agar Sangue de Carneiro a 5%

Descri¢do da colonia

Crescimento lento (acima de 72 horas), colonia fortemente aderida ao meio, de
aspecto ressecado. Inicialmente bege e mais imida, mas com o tempo de cultivo vai
ressecando e assumindo aspecto ressecado e coloragio mais esbranquicada.

Fotos das Culturas em placas de Agar Tripticase de Soja

Descri¢do da colonia
Crescimento lento (acima de 72 horas), colonia fortemente aderida ao meio, de
aspecto ressecado. Inicialmente bege e mais timida, mas com o tempo de cultivo vai
ressecando e assumindo aspecto ressecado e coloragdo mais esbranquicada.

Foto do esfregaco corado pelo Gram

713 a
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Perfil bioquimico VITEK 2 (Cartio GP)

AMY |- PIPLC | (-) | dXYL |- ADH1 | - BGAL | () |AGLU |+
APPA | + CDEX |- AspA |- BGAR | - AMAN | - PHOS |-
LeuA |+ Proa + BGURr | - AGAL | + PyrA - BGUR | -
AlaA | + TyrA | + dSOR | - URE |- POLYB | - dGAL | (¥)
dRIB | - ILATk |- LAC - NAG |- dMAL | - BACI -
NOVO | - NC6.5 | - dMAN | - dMNE | - MBdG | - PUL -
dRAF | - 0129R | - SAL - SAC - dTRE | - ADH2s | -
OPTO | -

Perfil de Espectros (VITEK MS RUO)

sl
o il b
s il | byt
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BN o u - IX
Sequencia
B1047

TTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCG
TCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTC
TGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGC
CTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCACCGCCGG
AGCTTTCGATCACCAAGGATGCCCAAGATGATCAGTATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCA
GGGCTTGTCCCAGAGTGCAGGGCAGATTGCCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATC
CCCACCGAAGTGGTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCT
GAGCCAGGATCAAA

Observacoes
Dificil obtencdo de perfil de espectros pelo VITEK MS (uso de acido férmico ou
método alternativo de preparo de amostra).

270



271

APENDICE L — Instruc&o de Trabalho (IT) n° 9081 para investigacéo de origens
de contaminacao utilizando a técnica de PFGE

Ministério da Sauz
Instituto de Tecniologia
& » % em Imuncbiolégicos
OCRUZ j : ;
Fundagao Oswaldo Cruz BIO—Mangulnhos

INSTRUGAO DE TRABALHO

RASTREAMENTO DE FONTES DE CONTAMINACAO

A
/ \‘5 NUMERO: 9081

/3

1- ALTERAGOES

Revisdo Alteragdes

00 Emiss&o inicial.

tre%isolados microbianos envolvidos em

2- OBJETIVOS

Descrever a metodologia da técnica de PFGE na avaliagéo das rel
contaminagdes de processo e/ou produtos nas UO de Bio-Manguin

¢

Y

3- CAMPO DE APLICAGAO

Aplica-se a Secdes de Esterilidade, Processos e Insumos - @EEIN do’Laboratério de Controle de Microbiologico —
LACOM. )
4- SIGLAS
DI - Documento interno
DNA - Acido Desoxirribonucle)'g@*i‘i’ =
LACOM - Laboratdrio de Controlg de Migrobiologico
mL - Mililitro R '
ul - Microlitro
PFGE - Eletroforese emSampo Pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)
SEPIN - Segéo de Est%lﬂidadefProcessos e Insumos
SKG - Agarose Seaken, Gcil’Z}J
uo - Unidade;Qr anizagional
FEREN Q%%
5- RE ENCIAS %‘% 4

RIBOT, E.M. et al. StandardiZation=o Fbulsed-Field Gel Eletrophoresis Protocols for the Subtyping of Escherichia co.
0157:H7, Salmonella, and Shi%‘il@ for PulseNet. Foodborne Pathogens and Disease, v.3, n.1, p. 59-67, 2006.
TENOVER, F.C.; ARBEIT, R.D.¥ GOERING, R.V.; MICKELSEN, P.A; MURRAY, B. E; PERSING, D.H.
SWAMINATHAN, B. é“z”-'té‘ preting chromosomal DNA restriction patterns produced by pulsed-field  ge
electrophoresis: criteria fg‘r% cterial strain typing. Journal of Clinical Microbiology, n. 33, p. 2233-2239, 1995.
TENOVER, F.C, ARB;‘I%T,'R,D.; GOERING, R.V. How to select and interpret molecular strain typing methods fc
epidemiological gyt@?igs C &"-Vé%cterial infections: a review for healthcare epidemiologists. Infection Control and Hospite
Epidemiology, Ms,ﬁ. 426-439, 1997.

'%SCH‘ E.F.: MANIATIS, T. Molecular cloning: a laboratory manual. 2ed. New York: Cold Sprin
Préss, 1989.

7- PRE-REQUISITOS

7.1- Material

- Luva descartavel

- Alga bacteriolégica descartavel, de niquel cromo ou de platina

- Tubos estéreis de polipropileno de 15 e de 50 mL

- Termdmetros para controle de temperaturas dos aparelhos

Data de Aprovacao | | Data de Validade | | Revisdo Pagir
01/0'

[ 10112015 1@ 1 0412018 00
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Ministério da Sauz
Instituto de Tecniologia
& » % em Imuncbiolégicos
OCRUZ j : ;
Fundagao Oswaldo Cruz Blo—Mangu”-]hOS

INSTRUGAO DE TRABALHO

=LABORADORA:
TITULO: USO DA TECNICA DE ELETROFORESE DE CAMPO PULSADO (PFGE) NO| | S SEPIN
RASTREAMENTO DE FONTES DE CONTAMINACAO = N

1- ALTERAGOES

Revisdo Alteracdes
00 Emiss&o inicial.

2- OBJETIVOS

Descrever a metodologia da técnica de PFGE na avaliagéo das rela ﬁ?@eﬁf@?ﬁblados microbianos envolvidos em
contaminagées de processo e/ou produtos nas UO de Bio-Manguinti0s. /iy

7

Aplica-se a Segdes de Esterilidade, Processos e Insumos - @EEIN dg}Laboratério de Controle de Microbiolégico —
LACOM. Xy

3- CAMPO DE APLICAGAO

4- SIGLAS
DI - Documento interno
DNA - Acido Desoxirribonucleigé* e
LACOM - Laboratério de Controlg de Mig)
mL - Mililitro [V Vo
ul - Microlitro e
PFGE - Eletroforese emSampo Pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)
SEPIN - Segéo de Est%ﬁidadeﬁProcessos e Insumos
SKG - Agarose Seakeny, Gold;
uo - UnidadegQiganiz: Gional
~ N %
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6- DEFINIGOES _
Nao éfﬁéve
\‘2:}“

7- PRE-REQUISITOS

7.1- Material

- Luva descartavel

- Alga bacteriolégica descartavel, de niquel cromo ou de platina

- Tubos estéreis de polipropileno de 15 e de 50 mL

- Termémetros para controle de temperaturas dos aparelhos
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- Moldes para plugs (blocos) de agarose

- Molde para gel de PFGE

- Pentes para gel de PFGE (10, 15 ou 20 dentes)
- Micropipetas de 1000 pL

- Micropipetas de 10-100 pL

- Pipetador automatico

- Pipetas descartaveis de 2 mL

- Ponteiras estéreis de 100uL e de 1000 uL

- Toalhinhas descartaveis tipo wipper

- Tubo de microcentrifuga Eppendorf

7.2- Equipamentos

- Cabine de Seguranga Biologica
- Agitador de tubos

- Banho-maria com agita¢&o ou incubadora orbital com agitagéo
- Sistema de eletroforese CHEF MAPPER XA (ou CHEF DR lIl)
- Incinerador bacteriologico ~
- Transiluminador

- Incubadoras com temperatura de 32,5 +/- 2,5°C
- Aparelho de captura de imagens

- DensiCheck

- Refrigerador (temperatura de 2° a 8°C)

7.3- Meios de cultura e cultivos de amostras

- Agarose Seakem Gold (SKG)
- Amostras dos cultivos de interesse em Agar ti a}de Soja (TSA), com tempo e temperatura de incubag&o
especificos a cada género e previamente |dent|f;%

- Caldo Tripticase de Soja (TSB)

7.4- Solucodes, tampoes, padroes, en: | agentes

- Enzimas de restrigao ;
- Tampé&o de Suspenséo Celular (C
-SDS a 1%
- Tampé&o de Lise Celular (CL

- Proteinase K d
- Lisostafina

- Lisozima

)

ir de cada cultura a ser submetida a técnica de PFGE crescida em placas de TSA, um tubo estérii d¢
‘@ apacidade de 15 mL) contendo dois mL de Tamp&o de Suspensé&o Celular (CSB). Para tal, utiliza

cteriolégica previamente flambada e transferir uma quantidade de cultivo suficiente para obter umi
suspens&o de turvagao aproximada a 0,5 da Escala de McFarland (de 0,48 a 0,52).

Transferir 400 uL da suspensao e transferir para um tubo de micro centrifuga contendo 20 pL de Proteinase K
Homogeneizar delicadamente.
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Adicionar a suspensdo 400 {L de agarose Seakem Gold a 1% (previamente fundida e mal
54-56 °C) ao tubo contendo a suspensdo e homogeneizar delicadamente com a micropipeta,
o contetido da ponteira por trés vezes. Imediatamente apés o Ultimo movimento de hom
molde para os blocos (plugs) de agarose.

a temperatura de
ndere eliminando
c&0, preencher o

Deixar os blocos solidificarem dentro dos moldes a temperatura ambiente por 10 minuto
cinco minutos. Apos a solidificagéo, remover os blocos do molde e transferi-lo
(capacidade de 50 mL) contendo cinco mL de Tamp&o de Lise Celular (CLB). Incuba
incubadora com agitagéo orbital (ECOTRON) por duas horas, em temperatura de 54°C
RPM (RPM n&o eh unidade de medida, mas eu no sei qual eh o correspondente. Te

¢'em refrigerador por
U tubo de polipropileno
tubos com os blocos em
com velocidade de 150-175
ue pesquisar no Sl).

Lavar os blocos com 15 mL de agua estéril previamente aquecid 1
(ECOTRON) a 50°C por 15 minutos. Repetir este procedimento i

Em seguida, lavar os blocos com 15 mL de tampéao TE est

previamente aquecido a 50°C, através do uso de
incubadora com agitagéo orbital (ECOTRON) a 50°C por 15 fqj s

utos.‘Repetir este procedimento mais trés vezes.

Apo6s a ultima lavagem descrita no item anterior, despre
temperatura ambiente. A partir desta etapa, os bloc odergo ser estocados (neste tamp&o, em refrigerador) ou
serem submetidos ao tratamento enzimatico (item 8.2). Registrar todas as observagbes no caderno de dados.

8.2- Tratamento enzimatico para fragmentag

0:d0
Retirar trés blocos de agarose de cada amostr trﬁerir para um tubo de micro centrifuga esteéril (tipo Eppendorf)
contendo 200 pL solugéo tampao para a enzim sfestrico desejada. Os blocos devem permanecer imersos na
solugéo. Incubar a 37°C por 10 minutoggi izar este mesmo procedimento para os blocos da cepa padréo de S.

Braenderup (utilizar trés plugs por gel afealizar),

Ap6s o periodo de incubagéo, s zsolcao tampao por 200 L da solugéo da enzima de restrigao (50 U pol

bloco: 150 U, ent&o) e incubar a 37¢C¥

Em seguida, substituir a solugaos zima de restrigdo por 200 uL de solugdo TBE a 0,5X. Deixar os blocos
saturando neste tampao po os. Registrar todas as observagées no caderno de dados.
8.3- Eletroforese em gel em carmpo pulsado

MBao TBE 0,5X na cuba do sistema de PFGE e ligar o aparelho. Ligar a bomba e«
a) do sistema e ajusta-lo a 14°C (ou a outra temperatura, dependendo do protocol
iano envolvido. Deixar o tampao circulando por 60 minutos;

e corrida, segunda a tabela abaixo:

Parametro Valor
Tempo inicial (Initial Switch Time) 2 16 segundos
Tempo final (Final Switch Time) 63,8, segundos
Tempo de Corrida (Run Time) 18-19 h
Gradiente de Voltagem 6 Vicm
Angulo 120°

Preparar um gel com SKG a 1% e colocar os blocos com & cepa padr&o S. Braenderup no primeiro, no central e r
ultimo pogo do gel. Colocar um bloco de cada amosira nos pogos restantes. Registrar todas as observagoes r

caderno de dados.
UO Elaboradora Numero| | Revisdo
SEPIN 9081 00
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Remover o excesso de liquido e de agarose no entorno do gel, utilizando uma toalhinha estérik(tipo Wiper).

Introduzir o gel na cuba do equipamento, tendo-se o cuidado de néo deixar nenhuma bo)

far entre. Apertar o
bot&o Start para dar inicio a corrida eletroforetica.

Ao final do periodo estipulado para a corrida, desligar a unidade refrigeradora Chi omba e a unidade

principal.

8.4.- Aquisigao de Imagem e andlise do perfil de restricao N
Retirar o gel da cuba e transferi-lo para um recipiente contendo solucé sﬁ eto de etidio (40 pg/mL). A
quantidade de solugéo devera ser suficiente para cobrir 0 gel totalmente. (Deixa g) 0 minutos, sob agitagéo gentil.

i

eto’de etidio em bombona especifica e
ar por 20 minutos, sob gentil agitagao.

s

Apos este periodo, descorar o gel. Para isso, desprezar a solucéo
adicionar um volume de agua deionizada suficiente para cobrir
Repetir este procedimento por duas vezes.

Observar o gel em um transiluminador, sob luz Ultra-Viole
comprimento de onda. @,

Em seguida, capturar a imagem digital gerada, atraves®e
gel. Registrar todas as observagdes no caderno de dades.¢

8.5- Interpretagao dos resultados

A andlise da imagem obtida através do gel dey
Sint-Martens-Latem, Belgium) e usando os crit&)

ria for interpreting PFGE patterns

5. Typical zo, of
No, of genelic  fragment dif-
Wifferences  ferences com- Epidemivlogc

seompared wilh  pared with interpretation
ouibrzak strain outhreak
palters:
] 0 isolate is part of the out-
break
1 23 Isolate is probably part
of the outhreak
2 4ty Isolate is possibly part of

the outbreak
Isclate is not part of the
outhreak

I
Ll
IV
~1

..,é
9- RELACAO DE COPIAS DISTRIBUIDAS

SEPIN.
9.1- UO incluidas nesta revisé@o

Na&o aplicavel.
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9.2- UO excluidas nesta revisio

Néo aplicavel.
10- TREINAMENTO
Teorico e pratico.

10.1- Multiplicadores

Qualificagdo em Servico.
11- ANEXOS

N&o aplicavel.

] FOLHA DE APROVAGAO
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