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RESUMO 

 
 
 
 
 

 
 
A correta identificação de micro-organismos isolados em áreas classificadas é uma 
exigência da Anvisa e de organismos internacionais, que auxilia no rastreamento 
das possíveis origens de contaminação do processos e produtos. Entretanto, os 
bancos de dados (BD) utilizados nos métodos de identificação quase nunca 
contemplam a diversidade autóctone de cada unidade de produção farmacêutica. O 
presente trabalho teve como objetivos propor modificações na rotina de identificação 
de micro-organismos pelo Controle de Qualidade (CQ) de Bio-Manguinhos por meio 
do estudo da diversidade bacteriana (com a construção de uma Bacterioteca), da 
avaliação de quatro metodologias de identificação (BBL Crystal, VITEK 2 Compact, 
VITEK MS RUO e MicroSEQ) e da construção de um BD in house para identificação 
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 investigação de origem 
de contaminação. Os resultados do presente trabalho permitiram a elaboração de 
diversos documentos (instruções de trabalho, relatórios, catálogo de identificação, 
entre outros), a construção da Bacterioteca de Bio-Manguinhos, a avaliação da 
microbiota autóctone por local de produção e pelo processo de produção de um 
ingrediente farmacêutico ativo, o uso de estirpes autóctones como padrões 
secundários, a mudança do método de identificação do CQ de Bio-Manguinhos, a 
expansão do BD do VITEK MS RUO com estirpes autóctones, a verificação da 
relação clonal entre estirpes num evento de contaminação e a elaboração de um 
sistema exclusivo de identificação e de rastreamento de fontes de contaminação. 
Em conclusão, a avaliação e a incorporação de metodologias à rotina do CQ de Bio-
Manguinhos foram relizadas com êxito e contribuíram para a melhoria dos 
resultados de identificação de contaminantes, assim como a construção de um 
catálogo de identificação e de um banco de dados in house. Além disso, o uso da 
técnica de PFGE em conjunto com a Bacterioteca e seu BD foram empregados com 
sucesso na investigação de um desvio da qualidade. Por fim, o sistema integrado de 
identificação de micro-organismos e de investigação de origem de contaminação foi 
avaliado e considerado viável, podendo ser implementado em outras unidades 
farmacêuticas.  

 
 
 
 
 
 
 

Palavras-chave: MALDI-TOF MS; coleção de culturas; controle de qualidade; áreas 
controladas; identificação 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 pro  ss  n  pro u ts’  ont m n t on  How v r  t     t b s  (DB) us   on t   
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-M n u n os’ Qu l ty Control (QC)  by stu y n  
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 
M  roSEQ)  n   n    n  ous ” DB for    nt f   t on by MALDI-TOF MS, as well as 
propose the use of pulsed field gel electrophoresis technique (PFGE) and the  
B  t r ot   ’s   t  b s  for t    ont m n t on’s sour   r s  r    T   r sults of t  s 
thesis allowed the elaboration of various documents (work instructions, reports, 
identification catalog, etc), the development of Bio-M n u n os’ B  t r ot     t   
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-M n u n os’ QC  t    xp ns on 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-M n u n os’ QC routine were successful and contributed to 
t    mprov m nt of  ont m n nts’ 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 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 VIGILÂNCIA SANITÁRIA E O CONTROLE DE QUALIDADE DE 
PRODUTOS DE SAÚDE  

 

 

A obtenção de produtos de saúde que apresentem qualidade e 

segurança associadas é uma preocupação não só da Vigilância Sanitária, mas 

de diversos setores da sociedade. Com a constante industrialização e a 

incorporação de tecnologias ao processo produtivo, a necessidade de 

programas e políticas de garantia e controle da qualidade se mostraram 

imperiosas. A definição de parâmetros e limites auxilia a avaliação da 

qualidade associada ao produto final, não sendo suficiente, no entanto, para 

garantir/avaliar a eficiência e a segurança de toda cadeia produtiva (PINTO et 

al., 2010).  

O conjunto de ações regulatórias denominadas Boas Práticas de 

Fabricação (BPF), juntamente com o controle estatístico, a engenharia e as 

ferramentas de qualidade, permitiu a elaboração do conceito de Controle Total 

de Qualidade (ISHIKAWA, 1985), onde cada etapa e/ou segmento do processo 

de fabricação deve ser otimizado e monitorado para a obtenção de um produto 

adequado. Este conceito de qualidade foi inicialmente idealizado para a 

indústria automobilística. Entretanto, se estendeu para diversas áreas, dentre 

elas a indústria farmacêutica.  

Para auxiliar a implantação dos conceitos de qualidade na rotina de 

produção e de gestão de produtos farmacêuticos, diversos guias e normas 

foram elaborados, cada um com critérios e especificações determinados pelo 

país de origem. Esta pluralidade de níveis de exigência e de metodologias 

analíticas ocasionou entraves ao comércio internacional, sendo necessária a 

harmonização destas normas, em especial as farmacopeias. No Brasil, a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) é o órgão responsável pela 

elaboração de normas e regulamentos relacionados à indústria farmacêutica. 

Como outras agências reguladoras, a Anvisa é uma forma mais técnica e 

menos política de administração pública. Esta agência, sendo uma autarquia 
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sob regime especial, possui autonomia jurídica (competência regulatória) e 

poderes de intervenção do domínio econômico (poder de polícia) (CARVALHO 

et al., 2004).  A Vigilância Sanitária é uma das áreas do Sistema Único de 

Saúde (SUS) e tem suas ações definidas pelos artigos 15 a 18 da Lei 8080/90. 

O artigo sexto da mesma lei define a Vigilância S n t r    omo   onjunto    

ações capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos à saúde e intervir nos 

problemas sanitários decorrentes do meio ambiente, da produção e circulação 

   b ns      pr st ç o    s rv ços     nt r ss  à s ú     ” (BRASIL, 1990). A 

atuação da Vigilância Sanitária, em geral, consiste em zelar pela saúde e 

melhorar a qualidade de vida da população como um todo. 

 

 

1.2 PRODUÇÃO DE IMUNOBIOLÓGICOS POR BIO-MANGUINHOS 

 

 

Dentre as diversas ações do Estado para promover a saúde pública da 

população brasileira, uma das mais estratégicas é a de produção nacional de 

medicamentos e imunobiológicos. A Fundação Oswaldo Cruz, através do 

Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos (Bio-Manguinhos), garante a 

autossuficiência, por exemplo, das vacinas essenciais para o calendário básico 

de imunização do Ministério da Saúde. O número de vacinas entregues cresce 

anualmente e, em 2013, foram produzidos mais de 92 milhões de doses. Além 

das vacinas, foram também produzidos mais de seis milhões de reações para 

kits de diagnóstico e mais de nove milhões de frascos de biofármacos. Esta 

produção permite o acesso universal da população à prevenção por 

imunização e a redução de gastos do Ministério da Saúde (Bio-Manguinhos, 

2014). 

Assim como todas as indústrias farmacêuticas no Brasil, Bio-

Manguinhos também deve ter suas ações balizadas pela Resolução da 

Diretoria Colegiada (RDC) da Anvisa n° 17, publicada em 16 de abril de 2010. 

Esta RDC dispõe sobre as Boas Práticas de Fabricação de Medicamentos e 

estabelece os requisitos mínimos a serem adotados na sua produção.  

Pela administração em vias parenterais, os produtos injetáveis (como 

vacinas e biofármacos produzidos em Bio-Manguinhos) não podem apresentar 
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vírus, micoplasmas e outras bactérias indesejáveis (WHO, 2012; WHO, 2011). 

Dessa forma, estes produtos devem ser produzidos em ambientes onde a 

construção, a instalação e a operação garantam condições ambientais que 

diminuam a introdução, a geração e a retenção de contaminação no seu 

 nt r or  s n o  st s  mb  nt s   nom n  os   r  s  ontrol   s” ou  s l s 

l mp s” (BRASIL  2010)  D   cordo com a criticidade da etapa de produção 

envolvida, as áreas controladas são classificadas em diferentes graus (A, B, C 

e D) e podem apresentam ou não microbiota associada,  e que deverão ser 

monitoradas constantemente (BRASIL, 2010). Em áreas grau A, ocorrem as 

etapas produtivas de alto risco de contaminação do produto. Estas áreas são 

circundadas por áreas grau B (em produções de alto risco de contaminação do 

produto) ou por graus C e D (áreas menos críticas, áreas onde não há 

exposição do produto ou áreas cujas etapas ocorrem em isolador). Todos os 

riscos associados ao processo devem ser conhecidos e minimizados. 

 

 

1.3 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLÓGICO NA INDÚSTRIA DE 

IMUNOBIOLÓGICOS 

 

 

Dentre os riscos associados ao processo de produção de medicamentos 

e imunobiológicos, a contaminação 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 segurança do paciente 

(COUTO, 2011, AMARAL, 2004, BRASIL, 2010).   

Os contaminantes microbianos podem apresentar diversas origens, 

sendo encontrados em matérias-primas, equipamentos, ambientes, água, 

operadores e recipientes de embalagem. Dessa forma, há a necessidade do 

estabelecimento de critérios e limites microbiológicos para a detecção e 

identificação destes contaminantes a partir de diferentes fontes, onde o 

Controle Microbiológico desempenha um papel crítico.  

A determinação de limites de alerta e de ação mais rigorosos que o 

limite preconizado pelos regulamentos e normativas representa uma política 

interna preventiva na detecção de níveis microbianos inadequados e que 
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apresentem risco de interferência na qualidade do produto (BRASIL, 2010, 

BRASIL, 2013). Alguns ambientes de produção, como o de produtos 

parenterais, apresentam áreas que devem ser controladas, com intuito de 

minimizar o risco de contaminação. Estes ambientes apresentam controle de 

condições físicas – como pressão das salas, temperatura, umidade – como 

também de aspectos microbiológicos. Para este último, as unidades de 

produção devem elaborar um programa de monitoramento ambiental, onde 

sejam discriminados os locais e a frequência de amostragem, o mapa das 

instalações que serão monitoradas e as ações que serão realizadas em caso 

de níveis de alerta e de ação, para que não se ultrapasse os limites 

preconizados nos regulamentos (BRASIL, 2010, COBO et al., 2006).  

A elaboração e a perfeita implantação de um Programa de 

Monitoramento Ambiental também colaboram com a avaliação dos processos 

produtivos (BRASIL, 2013). O Programa de Monitoramento Ambiental de Bio-

Manguinhos foi elaborado para estabelecer a sistemática das operações de 

monitoramento ambiental das áreas limpas (monitoramento do ar), dos 

operadores e das superfícies limpas onde são desenvolvidas atividades de 

produção e de controle de produtos estéreis, com o objetivo de atender as 

exigências da Anvisa e da Organização Mundial da Saúde (OMS) para estes 

produtos. Este programa define níveis intermediários (de alerta e de ação) 

 ntr  os r sult  os  s t sf tór o”     ns t sf tór o” p r   v l  ç o    qu l      

do ambiente de produção. O intuito da utilização destes níveis intermediários é 

  pr v nç o    r sult  os qu  ultr p ss m o nív l  ons   r  o   ns t sf tór o” 

(limite preconizado pela Legislação vigente) constando como um maior risco 

associado ao lote produzido. Quando os níveis de alerta ou de ação são 

atingidos, o Programa de Monitoramento Ambiental (PMA) orienta que sejam 

adotadas medidas de ação e de investigação, para que o risco de 

contaminação microbiana seja controlado. Ademais, estabelece também 

critérios de liberação dos produtos, em respeito à condição ambiental durante 

sua produção (BRASIL, 2013, XAVIER et al., 2013). 
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1.4 IDENTIFICAÇÃO DE CONTAMINANTES MICROBIANOS 

 

 

Os micro-organismos encontrados em ambientes de produção, em 

ingredientes farmacêuticos, na água para uso farmacêutico e em produtos 

intermediários e finais devem ser identificados para auxiliar as investigações de 

contaminações de produtos (WHO, 2011, BRASIL, 2013, BRASIL, 2010). A 

identificação dos micro-organismos é realizada principalmente se houver um 

número excedente dos mesmos nos níveis de alerta e de ação para os 

materiais ou ambientes testados. O conhecimento da microbiota circulante na 

área industrial é uma importante ferramenta para a elaboração de medidas 

preventivas e corretivas. No Brasil (e em todo o mundo, de maneira geral), 

dados referentes à microbiota isolada em áreas de produção e controle são 

escassos, dificultando o aprofundamento neste assunto (XAVIER et al., 2013, 

SANDLE, 2011, UTESCHER et al., 2007). Sandle (2011) reuniu os poucos 

estudos nesta área em uma revisão e encontrou mais de 9.000 micro-

organismos isolados em diferentes graus de salas limpas. Na produção de 

vacinas, Utescher e cols. (2007) encontraram os gêneros Staphylococcus, 

Micrococcus e Bacillus como os mais incidentes no período estudado. Na 

determinação da contaminação microbiana de sala limpa em outra unidade de 

produção, Abreu e cols. (2003) observaram a frequência significativa de 

bactérias pertencentes aos gêneros Bacillus, Staphylococcus e 

Corynebacterium. Pereira (2006) observou a grande incidência de estirpes 

pertencentes ao gênero Staphylococcus em amostras de ar obtidas em áreas 

classificadas de uma indústria farmacêutica. Wu e Liu (2007) relataram a 

predominância dos gêneros Staphylococcus, Microbacterium e Bacillus em 

uma unidade de produção de medicamentos. Nos trabalhos publicados nesta 

área, os gêneros bacterianos apresentam enorme predominância, quando 

comparados aos fúngicos.  
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1.5 MÉTODOS DE CARACTERIZAÇÃO BACTERIANA NO CONTROLE DE 

QUALIDADE DE IMUNOBIOLÓGICOS 

 

 

A identificação bacteriana geralmente é realizada por metodologia 

convencional ou por sistemas comerciais semi-automatizados ou 

automatizados, baseados em reações bioquímicas e outros aspectos 

fenotípicos (CARROLL; WEINSTEIN, 2007).  

Na metodologia convencional, descrita em Compêndios, Manuais e 

Farmacopeias (USP, 2014, FDA, 2014), a identificação bacteriana é realizada 

por meio de uma série de avaliações da expressão fenotípica, onde são 

observados aspectos morfológicos (aspecto da colônia nos meios de cultura e 

observação de caracteristicas microscópicas morfo-tintoriais, como na 

Coloração de Gram) e bioquímicos (avaliação da utilização de substratos para 

estabelecimento do perfil bioquímico), por meio da inoculação de parte da 

cultura avaliada em uma extensa bateria de tubos de ensaio contendo meios 

de cultivo (ágar ou caldo), cujo período de incubação varia de 24 a 96 horas, 

dependendo do tipo de reação/aspecto avaliado.      

Os métodos microbiológicos convencionais, recomendados pelas 

Farmacopeias, apresentam limitações significativas, como crescimento lento de 

algumas culturas, variação da resposta biológica microbiana, seletividade da 

cultura aquém do desejado, laboriosa técnica de análise, entre outras. Dessa 

forma, o tempo e a eficiência dos processos produtivos ficam comprometidos 

(PINTO et al., 2010). 

O uso de métodos microbiológicos rápidos (sistemas comerciais semi-

automatizados ou automatizados) é uma tendência mundial (JIMENEZ, 2001), 

tendo em vista vantagens como a facilidade de execução e a velocidade na 

obtenção e resultados. Eigner e cols. (2005) relataram que em laboratórios 

clínicos e de pesquisa houve correspondência de aproximadamente 95% a 

97% entre as identificações realizadas por sistemas comerciais e 

convencionais. Sendo assim, os sistemas comerciais encontram uma ampla 

aceitação nos laboratórios clínicos como um método confiável para 

identificação de bactérias.  
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Mesmo com a utilização mais frequente de metodologias tradicionais, a 

indústria de alimentos tem um histórico considerável de utilização de métodos 

rápidos de identificação microbiana (FUNG, 2002).  Vários sistemas comerciais 

baseados em métodos bioquímicos têm sido utilizados, como API 

(BioMérieux), VITEK (BioMérieux), Biolog e BBL Crystal (Becton Dickinson).  

A indústria farmacêutica também tem adotado sistemas de identificação 

automatizados, devido ao aumento da quantidade de testes para identificação 

como reflexo da maior rigidez nas exigências regulatórias e à necessidade de 

atualizações de taxonomia e nomenclatura (PINTO et al., 2010). A maioria 

destes testes, entretanto, exige a realização prévia de um esfregaço do cultivo 

bacteriano corado pela técnica de Gram, para a escolha do tipo de kit a ser 

utilizado na identificação, de acordo com as características morfo-tintoriais do 

micro-organismo a ser analisado. Este pode ser um aspecto desfavorável à 

identificação, uma vez que micro-organismos ambientais podem se apresentar 

Gram-variáveis. A técnica do KOH tem sido utilizada como opção ao uso da 

coloração de Gram ou como teste confirmatório. Esta técnica consiste na 

adição, em uma lâmina de vidro, de uma gota de solução de KOH a 3% a um 

 ult vo b  t r  no  A form ç o    um  f o v s oso”   r  t r z  um   ultur     

bactéria Gram negativas, enquanto a ausência deste se relaciona à bactérias 

Gram positivas (BUCK, 1982). 

Os métodos de identificação devem ser selecionados de acordo com as 

exigências que buscam atender (CUNDELL, 2006). Na indústria de alimentos, 

a identificação de micro-organismos contaminantes geralmente é satisfatória 

em nível de espécie, podendo ser até em grupos indicadores, como no caso 

dos coliformes. Entretanto, a diferenciação de estirpes taxonomicamente 

distintas mas com as mesmas características fisiológicas apresenta limitação 

com os métodos fenotípicos utilizados na rotina (PAVLOVIC et al., 2013). Com 

relação à identificação de micro-organismos provenientes de insumos 

farmacêuticos, produtos intermediários e finais e de áreas limpas, as 

metodologias convencionais não concluem a identificação de várias espécies 

bacterianas que podem estar presentes como contaminantes (ROCHA, 2006, 

BAIO, 2007). Estas espécies muitas vezes são de origem ambiental e, devido à 

diversidade destas, nem sempre são identificadas por testes convencionais, 

bem como pelos sistemas comerciais, uma vez que não existem para estes o 
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perfil metabólico no banco de dados destes sistemas e/ou conjunto de 

substratos capazes de discriminar as espécies em questão. Alguns estudos 

(SUTTON; CUNDELL, 2004, CUNDELL, 2006) mostram a demanda da 

aplicação de metodologias moleculares para que seja realizada uma análise 

capaz de discriminar as espécies bacterianas, promovendo assim 

investigações mais eficazes dos contaminantes de produtos e ambientes 

farmacêuticos, com o objetivo de identificar sua origem e determinar ações 

preventivas na indústria.  

As Farmacopeias Americana (The United States Pharmacopeia, ou 

USP) e Europeia (European Pharmacopeia, ou EP) já consideram que métodos 

alternativos aos convencionais podem ser usados para avaliar a conformidade 

de produtos com padrões farmacêuticos e devem ser validados. O Food and 

Drug Administration (FDA ) recomenda o uso de métodos genotípicos na 

investigação e falhas do processamento, devido à maior precisão quando 

comparados aos métodos bioquímicos e outros fenotípicos (FDA, 2004). 

Em relação aos métodos genotípicos, vários pesquisadores sugerem a 

utilização da análise das sequências do gene 16S rRNA para a identificação 

bacteriana (DRANCOURT et al., 2000, BOSSHARD et al., 2004, MIGNARD; 

FLANDROIS, 2006). Esta análise tem sido utilizada por ser universal para 

bactérias, além de haver disponibilidade de uma grande quantidade de 

sequências de nucleotídeos deste gene no banco de dados, permitindo assim a 

comparação das sequências de estirpes desconhecidas. Deste modo, essa tem 

sido a metodologia de escolha para determinação do gênero bacteriano 

(CLARRIDGE, 2004, PETTI, 2007), sendo utilizada para a detecção de 

Burkholderia cepacia, um contaminante de matérias-primas e produtos 

acabados na indústria farmacêutica, apresentando equivalência com os 

métodos tradicionais de identificação (JIMENEZ et al., 2000). Ademais, essa 

análise é utilizada também no controle microbiológico de sistemas de águas 

nas indústrias farmacêutica (KAWAI et al, 2004), petrolífera (BODTKER et al., 

2008) e de alimentos (CHAP et al., 2009, ERCOLINI et al., 2009). Um kit 

comercial de identificação bacteriana rápida baseado na amplificação e no 

sequenciamento da região do gene 16S rRNA (MicroSeq®, Applied 

Biosystems) tem sido utilizado tanto na identificação de amostras clínicas 
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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 genotípicos é a abordagem proteômica, 

sendo a tecnologia Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization – Time of 

Flight/Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS) uma das mais promissoras para a 

caracterização quimiotaxonômica de micro-organismos. A vantagem mais clara 

deste método é a velocidade de análise da amostra (LAY JR., 2001), sendo 

utilizados segundos para o processamento total e a obtenção de resultados. Na 

indústria farmacêutica e na de alimentos, a avaliação em tempo real (ou a mais 

rápida possível) ocasiona a diminuição 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 ações corretivas imediatas e 

respalda o processo decisório quanto ao processamento e destino de um lote. 

A identificação inequívoca de micro-organismos contaminantes permite a 

prevenção da contaminação recorrente e melhora da higiene associada às 

plantas produtivas (PAVLOVIC et al., 2013, WHO, 2012, WHO, 2011). Alguns 

trabalhos já relataram o uso de MALDI-TOF/MS na identificação de patógenos 

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 indústria de alimentos, mais especificamente em relação às bactérias acido-

láticas em carne e probióticos em iogurte (ANGELAKIS et al., 2011, NGUYEN 

et al., 2012).   

O pré-requisito dos métodos de identificação abordados – bioquímicos 

(utilização de substratos), genotípicos e por MALDI-TOF MS – é o crescimento 

microbiano prévio em uma placa de meio de cultura. Dessa forma, as 

condições fornecidas em cada cultivo (tipo de meio, tensão de gases, tempo e 

temperatura de incubação) irão influenciar no metabolismo do organismo 

cultivado. No caso da análise por MALDI-TOF MS, este é um aspecto crítico na 

obtenção do resultado.   Em uma revisão sobre o uso da técnica de MALDI-

TOF MS no estudo de micro-organismos, Lay Jr. relata que alguns 

pesquisadores podem questionar o conteúdo de informação que pode ser 

obtido por meio da análise de um perfil de espectros de massas. Entretanto, os 

dados gerados podem ser considerados, no mínimo, complementares aos 



32 
 

obtidos por meio de outras técnicas de identificação de micro-organismos. 

Além disso, é uma das poucas abordagens que consegue avaliar, detectar e 

mensurar modificações (bio)químicas em resposta a estresses ambientais, de 

tempo de cultivo, de condições nutricionais e tensão de gases, entre outros 

(LAY JR., 2001). Esta é uma vantagem enorme sobre os métodos genéticos, 

principalmente sobre a identificação pelo sequenciamento de genes 

específicos, 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 aperfeiçoada (SENG et 

al., 2009) e atualmente é possível obter não somente o espectro de uma 

grande biomolécula (como proteínas), mas sim um perfil de espectros de várias 

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 ionização de proteínas ribossômicas – mais 

conservadas que as de superfície, por exemplo – permitiu o estabelecimento 

de perfis de espectros característicos que conduziram à identificação de 

espécies e subespécies (PAVLOVIC et al., 2013, RYZHOV; FENSELAU, 2001). 

Muitos trabalhos têm apresentado esta abordagem e o sucesso desta na 

identificação e na caracterização 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 vírus (SUN et al., 2011) na clínica 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 identificação de micro-

organismos consiste na mistura da cultura a ser identificada com uma matriz 

polimérica (geralmente CHCA) que absorve luz e permite a ionização das 

proteínas, por excitação através de um feixe de laser. Em seguida, campos 

elétricos orientam os íons gerados dentro de um tubo de vácuo, onde ocorre 

uma separação por massa/carga segundo o tempo de passagem pelo tubo até 

o detector (Tempo de voo). Cada partícula ionizada gera um pico (ou espectro) 

e o conjunto de partículas detectadas é convertido em um perfil de espectros. 
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Por meio de uma base algorítmica, este perfil de espectros é comparado com o 

perfil de diversas espécies (introduzidas no banco de dados) e interpretado 

como um resultado de identificação, associado a um nível de confiança. Sendo 

o proteoma de um organismo resultado do conjunto de proteínas expressas em 

determinado momento, as condições de cultivo (como tipo de meio de cultura, 

temperatura e tempo de incubação) devem ser padronizadas, para permitir a 

reprodutibilidade dos resultados de identificação (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 identificação das espécies 

(PAVLOVIC et al., 2013, CROXATTO et al., 2012, STEENSELS et al., 2011). 

Em estirpes de origem clínica, este banco de dados está bem consolidado, 

sendo aperfeiçoado a cada dia, inclusive com a construção 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 identificação clínica, como o banco 

de dados dos kits bioquímicos (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 crítico na identificação dos micro-organismos por vários autores 

(MUNOZ et al., 2011, WELKER & MOORE, 2011).  

A aplicação de métodos analíticos pode ocorrer não só na identificação 

das estirpes isoladas no controle de qualidade, mas também na investigação 

das origens de contaminação. De maneira geral, esta investigação é realizada 

nas indústrias farmacêuticas por profissionais da Garantia da Qualidade, por 

meio de análise de documentos (como laudos do monitoramento de áreas e de 

águas, registros de intecorrências nos processos, entre outros).  

 A caracterização bacteriana molecular é recomendada para a 

determinação da relação genética das cepas bacterianas para estabelecer um 

paralelo entre os contaminantes bacterianos provenientes dos produtos 

fabricados e aqueles encontrados na área de produção ou nas matérias-primas 

utilizadas, de modo a fornecer evidência de que estes são da mesma fonte 

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A Farmacopeia Europeia recomenda a 

utilização de metodologias moleculares na interpretação do ensaio de 
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esterilidade (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2008). Cundell (2006) também 

menciona a necessidade da aplicação de metodologias moleculares para 

auxiliar na investigação da origem dos contaminantes. Este autor recomenda a 

análise dos perfis de fragmentação do DNA cromossômico, 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 comparação analítica de micro-organismos envolvidos em um 

evento de contaminação (um dos desvios da qualidade de um produto e/ou 

processo), há a necessidade da preservação das estirpes pela indústria 

farmacêutica, para que as mesmas sejam recuperadas no momento de 

realização da análise. A construção de coleções de culturas autóctones, 

obtidas a partir dos ensaios do controle de qualidade e de processo, se 

apresent   omo um  f rr m nt      m mór   b oló    ” qu  po   s r ut l z    

nas investigações de origem de contaminação por meio de técnicas analíticas. 

 

 

1.6 USO DE COLEÇÕES DE CULTIVO E O ESTUDO DA DIVERSIDADE 

 

 

Os guidelines de BPF do FDA (2004) e, consequentemente, a Anvisa, 

têm recomendado a utilização da microbiota isolada da área de produção para 

proceder teste de promoção de crescimento nos meios de cultura a serem 

utilizados nas simulações de processo. As indústrias farmacêuticas necessitam 

de alguns procedimentos para validar seu processo de enchimento de 

injetáveis e, portanto, é requerido que sejam realizadas estas simulações 

(media fill), aliadas ao monitoramento ambiental. A escolha do meio de cultura 

a ser utilizado no media fill é um passo importante, pois o mesmo deve suportar 

o crescimento de uma ampla variedade de micro-organismos. O meio de 

cultura é desafiado por cepas de referência (geralmente oriundas de coleções 

como American Type Culture Collection - ATCC) e também por padrões 

secundários, que são as cepas autóctones, também chamadas de in house. 

Para tal, há a necessidade da criação de lotes-semente de cepas autóctones 

para cada Unidade de Produção. 
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Na indústria farmacêutica também deve ser considerada a utilização de 

produtos sanitizantes/desinfetantes em materiais e áreas críticas. Desta forma, 

a verificação da atividade bactericida desses agentes é indispensável para 

validar os procedimentos de desinfecção utilizados durante as etapas do 

processo produtivo. As validações de áreas limpas devem ser realizadas com 

cepas padrão e também com cepas da microbiota do ambiente (WHO, 2011). 

Portanto, os métodos para identificação inequívoca dos gêneros bacterianos 

também se tornam imprescindíveis. 

Outra aplicação das cepas autóctones é a de elucidação/investigação de 

possíveis fontes de contaminação. A comparação detalhada (geralmente 

genotípica e fenotípica) entre estirpes durante as diferentes etapas de 

produção, mesmo com intervalo de tempo, pode auxiliar no rastreamento de 

contaminantes, permitindo a eliminação da causa de contaminação (WHO, 

2012).  

Apesar da extrema importância que as cepas autóctones têm 

apresentado dentro dos ambientes industriais, não são encontrados muitos 

artigos a respeito desta aplicação. Alemán ecols. (2004) compararam a 

performance de cepas selvagens isoladas pelo Instituto Nacional de Higiene, 

Epidemiología y Microbiología (INHEM – Cuba) de diversas fontes (água para 

hemodiálise, alimentos, material clínico, água fluvial e água de abastecimento) 

em relação aos padrões normalmente utilizados (cepas de coleções 

internacionais, como ATCC) no controle de qualidade dos meios de cultivo 

utilizados na rotina de análise do Instituto, não observando diferenças nas 

respostas obtidas entre as estirpes comparadas. Este trabalho foi viabilizado 

em virtude da manutenção das estirpes autóctones em uma coleção de cultivos 

própria do INHEM (ALEMÁN et al., 2003).  

A proposta da formação de coleções de culturas foi inicialmente apoiada 

pela necessidade de manutenção das cepas estudadas em um estado 

fisiológico sem alterações. A conservação de micro-organismos apresenta 

importância em diversas aplicações, que vão desde o estudo da biodiversidade 

até o uso biotecnológico. A Organização de Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico (OCDE) propôs diretrizes e recomendações para o gerenciamento 

de centros de recursos biológicos – por meio da elaboração do documento Best 
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Practice Quidelines for Biological Resource Centres (OCDE, 2007) – e apoiou a 

criação da Rede Global de Centros de Recursos Biológicos (GBRCN). As 

coleções microbiológicas representam uma iniciativa tão importante que foi 

criada a Federação Mundial de Coleções de Cultura (World Federation 

Collection Culture – WFCC) que busca organizar e centralizar os registros de 

coleções de cultura em diversos países. Para padronizar a manutenção das 

coleções foram elaboradas diretrizes básicas no documento World Federation 

for Culture Collections Guidelines que já está na sua 3º Edição (WFCC, 2010) e 

a Sociedade Brasileira de Microbiologia elaborou um guia nacional para 

coleções microbiológicas, harmonizando os princípios estabelecidos por estas 

duas organizações (SETTE et al., 2007). 

 

 

1.7 RELEVÂNCIA E PERSPECTIVAS 

 
 
 

De acordo com o contexto apresentado, a caracterização molecular de 

bactérias e fungos é indispensável para a conclusão de análises 

microbiológicas de produtos farmacêuticos e ambientes de produção. Essas 

novas metodologias permitem a implementação de investigações efetivas da 

natureza das estirpes na SEPIN/LACOM/DEQUA, segundo exigências 

normativas e cumprimento das Boas Práticas de Fabricação (BPF).   

As bactérias isoladas de água, monitoramento ambiental, matérias-

primas, produtos e insumos oriundas deste trabalho irão constituir uma coleção 

de bactérias de salas classificadas. Esta Bacterioteca representa uma iniciativa 

pioneira no Brasil, uma vez que não há registro de outras coleções similares, 

endossando o papel inovador da Fiocruz na área de Saúde, assim como na de 

Ciência e Tecnologia.  

O uso de métodos rápidos e eficazes, como MALDI-TOF/MS, e a criação 

de um banco de dados próprio (complementar aos já existentes) com estirpes 

autóctones terá uma aplicação imediata na rotina de identificação de 

contaminantes da SEPIN, ajudando na resolução dos atuais problemas 

relacionados à identificação de bactérias e fungos. Entretanto, a análise correta 
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e inequívoca dos dados gerados através do uso desta técnica requer um 

conhecimento sólido em MALDI-TOF e identificações de micro-organismos. 

Por fim, a análise destas estirpes permitirá o rastreamento e a 

determinação de fontes de contaminação de produtos e de pontos do 

processamento, assim como a obtenção de lotes-semente de cepas 

autóctones. 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

 

Propor melhorias no processo de identificação de contaminantes da 

Seção de Esterilidade, Processos e Insumos (SEPIN) – através do estudo da 

diversidade bacteriana, do desenvolvimento de metodologia de identificação 

adequada a esta microbiota e da construção de um banco de dados voltado 

para as necessidades de Bio-Manguinhos – e implementar tais mudanças na 

rotina.  

 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Verificar a efetividade do kit bioquímico utilizado na identificação de 

contaminantes pela SEPIN (BBL Crystal), quando comparado com os 

kits VITEK 2 Compact (BioMerieux), MicroSEQ® 500 (Applied 

Biosystems) e VITEK MS RUO (BioMerieux); 

 Estabelecer uma coleção de culturas bacterianas, com as estirpes 

oriundas de monitoramento ambiental, águas, operadores, matérias-

primas, produtos e insumos, envolvidas na produção de imunobiológicos 

e identificar fenotipicamente as bactérias na rotina da 

SEPIN/LACOM/DEQUA;  

 Determinar a distribuição da população bacteriana circulante nas 

unidades de produção, assim como estimar a incidência e a prevalência 

dos gêneros bacterianos envolvidos; 

 Criar um banco de dados da coleção de bactérias; 

 Obter lotes semente e de trabalho das estirpes na área de produção e 

implantar a utilização desta microbiota nos testes de promoção de 

crescimento dos meios de cultivo preparados para media fill e teste de 

esterilidade, segundo recomendação da Anvisa; 

 Identificar, por meio da análise das sequências do gene 16S rRNA, uma 

amostragem de cepas depositadas na bacterioteca (N=52), que 
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representam contaminantes envolvidos na produção de imunobiológicos, 

reativos e biofármacos de Bio-Manguinhos, utilizando o kit comercial 

MicroSEQ® 500 (Applied Biosystems); 

 Verificar a possível origem da contaminação dos produtos pelo uso da 

técnica de PFGE, dando subsídios para a elaboração 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 

comparação 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 Instruções de Trabalho referentes as novas técnicas, realizar 

treinamento da Equipe de Identificação da SEPIN e implementar as 

melhorias na rotina de identificação. 
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3 METODOLOGIA 

 

 

3.1 OBTENÇÃO DAS ESTIRPES BACTERIANAS 

 

 

 Neste estudo, foram analisadas estirpes de diversos grupos bacterianos 

submetidos à caracterização fenotípica pela Seção de Esterilidade, Processos 

e Insumos (SEPIN) de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ.  

As estirpes foram oriundas de amostras de monitoramento ambiental, de 

monitoramentos de águas, de ensaios de validação e de testes de esterilidade, 

entre outros, no período de janeiro de 2010 a agosto de 2014.  

As amostras foram obtidas em placas de Petri com ágar triptona de soja 

(TSA), em placas RODAC (Recovered Organism Detection and Counting), em 

placas do sistema Milliflex (Merck) com ágar padrão para contagem (PCA) e 

frascos contendo caldo caseína 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 (fertilidade e pureza 

comprovadas).  

 

 

3.2 CONSTRUÇÃO DO BANCO DE DADOS DA COLEÇÃO DE CULTURAS 

(BACTERIOTECA) 

 

   

A partir de cada amostra recebida pela SEPIN para a identificação de 

contaminantes, foram selecionadas todas as colônias que apresentasse 

morfologia de colônia 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 numeração sequencial  pr           l tr   B”. 

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

 

 

3.3 REISOLAMENTO  

 

 

Cada colônia foi reisolada em placas de ágar sangue de carneiro (ASC) 

a 5% (BioCen) e incubadas em estufa bacteriológica a 30-35ºC, no período de 

24 horas a 10 dias. Este período variou em função do tempo de crescimento de 

cada bacteria. As placas foram analisadas diariamente, para verificação do 

crescimento de colônias bacterianas. Após observação do crescimento, uma 

colônia isolada de cada placa de ASC foi semeada em uma placa de TSA e 

incubada em estufa bacteriológica a 30-35ºC, no período de 24 horas a 10 

dias. A partir do cultivo em TSA, foram realizados os testes de caracterização 

e/ou identificação das estirpes. Para o presente trabalho, foram isoladas 5.842 

bactérias. 

 

 

3.4 CARACTERIZACAO MORFOLÓGICA DAS ESTIRPES 

 

 

3.4.1 Coloração de Gram 

 

 

Todas as estirpes isoladas no período de 2010 a 2014 (N=5.842) foram 

submetidas à Coloração de Gram. O procedimento de preparo de esfregaço 

em lâmina foi o mesmo para todas as estirpes. O método de coloração, 

entretanto, foi distinto: em 2010, foi realizado o método manual; e de 2011 a 

2014 foi realizada a coloração através do aparelho Slide Ink (marca 

Hemogram). 
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3.4.1.1 Preparo dos esfregaços bacterianos em lâmina  

 

 

As lâminas foram limpas, desengorduradas e identificadas com lápis 

dermatográfico. Em seguida, pingou-se um pequeno volume (aproximadamente 

0,1 mL de solução salina) sobre a lâmina. Com alça bacteriológica previamente 

flambada, foi feito um esfregaço com uma pequena quantidade da cultura 

isolada e deixado sobre bancada para secar. Após secagem, a lâmina foi 

passada de quatro a seis vezes sobre a chama do bico de Bunsen para que o 

esfregaço fosse fixado à lâmina.  

 

 

3.4.1.2 Procedimento de coloração de Gram manual 

 

 

Para coloração manual, foi adicionado sobre a lâmina o corante cristal 

violeta, em volume suficiente para cobrir toda a lâmina, e foi mantido durante 

um minuto. Em seguida, o cristal violeta foi descartado e a lâmina foi lavada em 

água corrente. Foi adicionada a solução de iodo-iodetado (Lugol), em volume 

suficiente para cobrir toda a lâmina, sendo mantida por um minuto. Ao termino 

deste período, a lâmina foi lavada em água corrente. Foi depositado o 

descolorante álcool-acetona pelo período de 30 segundos, sendo lavada com 

água corrente ao final deste período. Por último, a lâmina foi coberta pelo 

corante safranina por 30 segundos e lavada em água corrente. 

 

 

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

 

 

Para a coloração automática, as lâminas foram posicionadas com a face 

voltada para o lado esquerdo do operador na espiral de locomoção do 

equipamento. A mesa de coloração controlou o tempo e a saída dos reagentes 
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em cada etapa do processo. Após a passagem das lâminas pela mesa de 

coloração, essas foram armazenadas no depósito do aparelho, onde foram 

recolhidas ao fim do procedimento. 

 

 

3.4.1.4 Leitura das lâminas coradas 

 

 

Após secagem das lâminas, foi adicionada uma gota do óleo de imersão 

(Isofar) e, em seguida, realizada leitura com o auxílio de microscópio óptico na 

objetiva de 100 (aumento de 1000X), por imersão. Foram observadas as 

características 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 não houve definição destas 

colorações (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 período de 2010 a 2012, todas as estirpes foram submetidas ao teste 

de KOH a 3% para confirmação do resultado do Gram.  

Uma quantidade visível da cultura em placa de TSA foi transferida com a 

alça bacteriológica previamente flambada para uma lâmina de vidro limpa e 

seca. Com o auxílio de uma pipeta de um mL estéril, uma gota da solução de 

hidróxido de potássio (KOH) a 3% foi depositada sobre a lâmina.  Movimentos 

circulares foram realizados para homogeneizar a mistura (cultura/KOH) 

continuamente, até o período máximo de 60 segundos. Nas lâminas onde foi 

 v   n        form ç o     f o” v s oso  m m nos    60 s  un os    r  ç o 

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 formação de fio viscoso 

 

 

      

 

 

 Nos casos das estirpes em que não ocorreu a presença de viscosidade 

( us n        f o”) p lo m smo p río o  o r sult  o fo   ons   r  o n   t vo   

a bactéria testada, Gram positiva (Figura 2). 

 

 

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

 

 

Esta etapa foi realizada na Seção 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 identificação utilizados no presente trabalho (Figura 

3). A identificação bioquímica foi realizada através do kit comercial BBL 

Crystal®, método fenotípico bioquímico (Becton, Dickinson and Company) de 

janeiro de 2010 a dezembro de 2011. A partir de janeiro de 2012, pelo kit 

VITEK 2 Compact, método fenotípico bioquímico (BioMeriéux) e pelos sistemas 

VITEK 2 Compact e/ou VITEK MS RUO, método fenotípico proteômico 

(BioMeriéux). Este último sistema foi introduzido a partir de janeiro de 2013.  

Foram utilizadas 52 estirpes (identificadas pelo Kit MicroSEQ, método 

genotípico) para realizar uma comparação entre os três métodos fenotípicos 

utilizados (BBL Crystal, VITEK 2 Compact e VITEK MS RUO). 

 
 
Figura 3 - Esquema sequencial referente aos procedimentos empregados na identificação de 
bactérias isoladas pelo Controle de Qualidade  
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3.5.1 Identificação pelo Kit BBL Crystal®  

 

 

A partir do resultado do Gram e do KOH, as culturas foram direcionadas 

para o kit de identificação correspondente (GN para estirpes Gram negativo e 

GP para estirpes Gram positivo). Para cada estirpe, foi realizada uma 

suspensão bacteriana na turvação 0,5 na escala de MacFarland, utilizando o 

diluente do kit. Esta suspensão foi vertida em uma canaleta e distribuída em 30 

poços. Em seguida, foi acoplado o painel do kit correspondente, com os 

substratos desidratados. Os kits foram incubados em estufa bacteriológica de 

30 a 35°C por 18 a 24 horas. Após o período de incubação, foi realizada a 

leitura do kit através de leitora e os resultados obtidos foram analisados pelo 

software correspondente (BBL Crystal). 

 

 

4.5.2 Identificação pelo sistema VITEK 2 Compact®  

 

 

A partir da placa de TSA com a cultura de cada estirpe, foi preparada 

uma suspensão bacteriana em um tubo de acrílico contendo três mL de 

solução salina estéril a 0,85% (Air Life™ Sodium Chlroride Inhalation Solution – 

Care Fusion). De acordo com o observado ao Gram para cada estirpe, as 

suspensões foram preparadas nas faixas preconizadas para cada grupo 

(Quadro 1). 

 

 

Quadro 1 - Grupos bacterianos ao Gram e faixa de turvação da suspensão correspondente 
 

Resultado do Gram Faixa de turvação 

Bastonete Gram positivo produtor de esporo (cartão BCL) 1,8 a 2,20 

Bastonete ou Coco Gram positivo não produtor de esporo (cartão GP) 0,5 a 0,63 

Bastonete ou Coco Gram negativo (cartão GN) 0,5 a 0,63 
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Cada tubo com a suspensão preparada foi colocado em uma das dez 

posições disponíveis em um cassete plástico e uma lista foi elaborada, com a 

posição das estirpes em cada cassete, discriminando o número da estirpe, o 

número do cassete e o tipo de classificação segundo o Gram. De acordo com a 

ordem da lista das estirpes, foi colocado o cartão correspondente (BCL, GP ou 

GN) na posição de cada tubo de acrílico com a suspensão preparada, 

conforme o Quadro 2. O capilar acoplado ao cartão foi introduzido no tubo de 

acrílico correspondente. 

 

 

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

 

 

Cada cassete preenchido (com os tubos de suspensão e os respectivos 

cartões) foi introduzido no equipamento (câmara de vácuo e câmara 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”. Após o período de incubação (variável para cada estirpe 

analisado, podendo chegar a 24 horas), os resultados foram obtidos através do 

mesmo software. 

 

 

3.5.3 Identificação pelo sistema VITEK MS RUO®  

 

 

As estirpes submetidas ao sistema VITEK MS RUO foram cadastradas 

como amostras no sistema, utilizando o software SARAMIS TargetManager 

Resultado do Gram 
Tipo de cartão 

VITEK 2 

Bastonete Gram positivo produtor de esporo BCL 

Bastonete ou Coco Gram positivo não produtor de esporo GP 

Bastonete ou Coco Gram negativo GN 



48 
 

(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 porção da cultura, com o auxílio de uma alça descartável, para um dos 

poços (spot) de uma lâmina (slide) do modelo Flexi-Mass-DS TO-430 

(BioMérieux). Foi realizado um esfregaço deste cultivo, utilizando toda a área 

do spot. Em seguida, foi aplicada, com auxílio de micropipeta calibrada, um μL 

de solução matriz ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (VITEK MS-CHCA, 

BioMérieux). Nos spots da posição G3 e G4 de cada slide utilizado, foram 

realizados esfregaços 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 análise e como calibrador), que também foram cobertos com um 

μL    soluç o matriz ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA).  

 Após a cristalização da matriz, os slides foram introduzidos no 

equipamento VITEK MS RUO (MALDI-TOF/MS, modelo AXIMA, 

Kratos/Shimadzu), equipado com um laser de nitrogênio que opera a 337 

nanômetros (nm) e utilizando o software Launchpad versão 2.9.3, 2011. Os 

espectros foram adquiridos em modo positivo linear, com uma voltagem de 

aceleração 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 Identificação pelo kit MicroSEQ® 500  

 

 

Esta etapa foi desenvolvida na Seção de Identificação Bacteriana do 

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde/FIOCRUZ. 

 Um total de 52 cepas depositadas na Coleção foram submetidas, além 

da caracterização fenotípica, à identificação genotípica, utilizando o kit 

MicroSEQ® 500 (Applied Biosystems). Estas cepas foram selecionadas no ano 

de 2010, de cinco das principais áreas de produção de Bio-Manguinhos. 
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3.5.4.1 Extração de DNA 

 

 

A extração de DNA total foi realizada com Kit (INVITROGEN ou 

PrepMan Ultra®) de acordo com as instruções do fabricante.  

 A partir do cultivo de cada estirpe em placas de TSA, foi transferida uma 

pequena porção, com uso de alça bacteriológica descartável estéril, para um 

tubo plástico estéril contendo 100 µL de reagente PrepMan Ultra.  Esta 

suspensão (denominada  DNA BRUTO”) fo   olo     no    t  or    tubos 

(Vortex) rapidamente (de 5 a 10 s) e deixada por 10 min a 100 °C em banho 

seco. Em seguida, foi centrifugada por três minutos a 13.000-14.000 

G/temperatura ambiente em mini centrifuga. Foi transferida uma alíquota de 5 

µL de cada amostra (sobrenadante) para outro tubo plástico com 495 µL de 

água estéril (Nuclease-Free Water) para obtenção de uma diluição 1:100 

(  nom n  o  DNA PRONTO PARA USO”)  Os  o s fr s os          mostr  

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

 

 

3.5.4.2 Amplificação de regiões específicas pela reação em cadeia pela 
polimerase (PCR) 

 

 

A amplificação da região do DNA referente ao gene 16S rRNA foi 

realizada com Kit MicroSEQ®  500, de acordo com as instruções do fabricante.  

 A p rt r  o tubo   nom n  o  DNA PRONTO PARA USO”  fo  tr nsf r    

uma alíquota de 15 µL de cada amostra para um tubo plástico contendo 15 µL 

do reagente para PCR MasterMix (Kit MicroSEQ 500 PCR). O preparo foi 

realizado na seguinte ordem: CONTROLE NEGATIVO (água 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 µL por amostra. Os tubos 

foram colocados no aparelho termociclador (Life Technologies) e as condições 

de reação (Quadro 3) foram inseridas no software do aparelho. 
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Quadro 3 - Condições de tempo, temperatura e número de ciclos utilizadas na reação de 
amplificação 
 

Pre-desnaturação 95 °C/10 segundos 

Ciclos (30) 

Desnaturação 95 °C/30 segundos 

Hibridização 60 °C/30 segundos 

Extensão 72 °C/45 segundos 

Extensão final 72 °C/1 minuto 

Término da reação 4 °C/∞ 

 

 

Ao final da reação, foi realizado o procedimento de purificação do 

material amplificado (amplicon). Para isso, foram transferidos cinco µL de cada 

amostra para dois tubos plásticos contendo dois µL 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 µL. 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 Determinação das Sequências Nucleotídicas (Sequenciamento) 

 

 

A reação de sequenciamento do material amplificado foi realizada com 

Kit MicroSEQ®  500, de acordo com as instruções do fabricante. Foram 

adicionados 13 µL do reagente de sequenciamento FF (do kit MicroSEQ®  500 

sequencing) no tubo denominado FF e 13 µL do reagente de sequenciamento 

R (do kit MicroSEQ®  500 sequencing) no tubo denominado R. Ao final, cada 

tubo apresentou volume de 20 µL (FF e R). Os tubos foram colocados no 

aparelho termociclador e as condições de reação (Quadro 4) foram inseridas 

no software do aparelho. 
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Quadro 4 - Condições de tempo, temperatura e número de ciclos utilizadas na reação de 
sequenciamento 
 

Pre-desnaturação 96 °C/1 minuto 

Ciclos (25) 

Desnaturação 96 °C/10 segundos 

Hibridização 50 °C/5 segundos 

Extensão 
60 °C/1 minuto e 15 

segundos 

Término da reação 4 °C/∞ 

 

 

Ao final da reação, foi realizado o procedimento de purificação do 

material sequenciado. Para isso, foram transferidos 20 µL do produto de 

sequenciamento para tubos contendo a coluna de purificação ( C rtu  o p r  

l mp z  MICROSEQ ID”, Life Technologies). Os tubos foram centrifugados por 

cinco min a 3.000 rpm e a coluna (após centrifugação) foi descartada. O 

volume centrifugado (20 µL) foi transferido para um dos poços de uma placa de 

96 poços, observando a ordem de colocada das amostras: Controle 

Positivo/Controle negativo/Amostras (primeiro o FF e depois o R). Os poços 

vazios foram preenchidos com água estéril. A placa pronta foi enviada para 

leitura do sequenciamento no equipamento ABI PRISM 3130 DNA Sequencer 

(Applied Biosystems-Perkin Elmer Co) pertencente à Plataforma Genômica de 

Sequenciamento de DNA (PDTIS/FIOCRUZ). As sequências nucleotídicas 

obtidas foram formatadas no modelo FASTA, editadas e analisadas utilizando 

os programas CHROMAS, BioEdit, MEGA 4. As sequências foram comparadas 

àquelas depositadas no banco de sequências GeneBank e Ribosomal 

DataBase Project (RDP-II). 

 

 

3.6 PRESERVAÇÃO DAS ESTIRPES BACTERIANAS DA COLEÇÃO DE 
CULTURAS (BACTERIOTECA)  

 

 

Cada estirpe cadastrada (N=5.842) foi criopreservada a -80 ºC em skim 

milk (Difco) contendo 20% (V/V) de glicerol (SMG). Para isso, foram 

confeccionadas etiquetas com o número das cepas da Bacterioteca e a data da 

criopreservação. Foram preparados criotubos estéreis contendo um µL de 
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SMG, previamente identificados, no dia do procedimento de criopreservação. A 

partir de cada placa de TSA, foi transferida uma alíquota do crescimento para o 

criotubo correspondente, com o auxilio de uma alça bacteriológica de platina. 

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

 

 

3.7 ANÁLISE DOS PERFIS DE FRAGMENTACAO DO GENOMA DE 

ESTIRPES UTILIZANDO ELETROFORESE EM GEL DE CAMPO PULSADO 

(PFGE) 

 

 

As 11 estirpes selecionadas para avaliação desta técnica como 

ferramenta de investigação das fontes de contaminação (selecionadas a partir 

da análise do banco de dados em Excel na investigação de um evento de 

contaminação) foram semeadas em placas de TSA e incubadas em estufa 

bacteriológica a 30-35 ºC por dois dias. A partir de cada placa, uma colônia 

isolada foi repicada em caldo caseína (BioCen) e incubada a 30-35 ºC por até 

24 horas. O DNA cromossômico foi preparado pela técnica in situ, em blocos 

de agarose (Figura 4). 

 

 

Figura 4 - Esquema ilustrando as etapas da técnica de PFGE 
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Uma alíquota de dois mL do crescimento bacteriano em fase 

exponencial foi centrifugada e as células obtidas foram suspensas em 500 µL 

de salina estéril. Foi adicionada a suspensão de células, 500 µL de agarose 

(low melting, FMC) a 2% em tampão PIV (NaCl  1M; TRIS-HCl 10mM pH 7,6) a 

50 ºC. A mistura foi homogeneizada e distribuída em moldes. Os blocos foram 

então transferidos para tubos contendo 4 mL de solução de lise (NaCl 1 M; 

TRIS-HCl 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 ºC. Em seguida, o 

tampão de lise foi  substituído pelo tampão 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 ºC. Os blocos foram lavados 4 vezes com tampão TE pH 8,0 a 

37 ºC e então incubados com 30 UI da enzima de restrição Xba I durante 24 h 

a 37 ºC. Os fragmentos de restrição foram separados em gel de agarose a 1% 

preparado em tampão TBE pH 8,3 através da eletroforese de campo pulsado, 

usando o aparelho CHEF-DR III (Bio-Rad, Richmond, USA). As condições da 

eletroforese de campo pulsado foram determinadas para o gênero analisado de 

acordo com o protocolo do PulseNet (RIBOT et al., 2006). O padrão de peso 

molecular utilizado foi Lambda ladder (New England). Após a eletroforese os 

géis foram corados com brometo de etídio (0,5 µg/mL), observados e 

fotografados no Image Master VDS (Pharmacia Biotech). A análise dos perfis 

de fragmentação do DNA cromossômico separados em gel de agarose por 

eletroforese de campo pulsado foi realizada de acordo as recomendações de 

Tenover e cols. (1995). 

 

 

3.8 SELEÇÃO DE ESTIRPES DA BACTERIOTECA PARA O PREPARO DOS 

LOTES DE TRABALHO (PADRÕES SECUNDÁRIOS) E IMPLANTAÇÃO NA 

PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO DOS MEIOS DE CULTIVO 

 

 

Esta etapa foi realizada na Seção de Esterilidade, Processos e Insumos 

(SEPIN) de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ. 
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Para a produção de lotes-trabalho de cepas autóctones, foram utilizados 

os micro-organismos com maior incidência no monitoramento ambiental de Bio-

Manguinhos (Figura 5), em acordo com as normas nacionais e internacionais 

de Boas Práticas de Fabricação (BPF).  

 

 

Figura 5 - Esquema ilustrando etapas para o preparo de lotes de trabalho de cepas autóctones 
a serem utilizadas como padrões secundários pelo Controle de Qualidade 
 

 

 

 

Doze bactérias foram selecionadas da Coleção de Culturas de Bio-

Manguinhos, desenvolvida no presente trabalho, como cepas candidatas a 

serem utilizadas como padrões secundários. As estirpes bacterianas foram 

caracterizadas fenotipicamente através de observação morfo-tintorial (Gram), 

teste de KOH e identificadas através do kit comercial BBL Crystal (Becton, 

Dickinson and Co). Para a identificação genotípica, foi utilizado o kit 

MicroSEQ® 500 16S rDNA Bacterial Identification (Applied Biosystems).  

Foram preparadas suspensões dos micro-organismos candidatos a 

serem utilizados como padrão secundário ou lotes de trabalho em SMG. Estas 

suspensões foram distribuídas em 50 alíquotas e então armazenadas à 

temperatura de -80 ºC. O procedimento de preparo de lote de trabalho foi 

realizado conforme a Instrução 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 simulação de envase, antes de serem introduzidas na rotina da promoção 

de crescimento (teste que consiste na avaliação da viabilidade dos meios de 

cultivo). O crescimento microbiano foi considerado satisfatório quando foi 

observada a turvação dos meios desafiados, assim como o crescimento dentro 

da faixa preconizada (10 a 100 UFC). As estirpes autóctones consideradas 

aptas foram inseridas no teste de promoção de crescimento em meios de 

cultura líquidos utilizados em simulações de envase (media fill), no teste de 

esterilidade bacteriana e nos meios sólidos utilizados nas atividades de 

monitoramento e de identificação de contaminantes. 

 

 

3.9 CARACTERIZAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE ESTIRPES (PREVIAMENTE 

IDENTIFICADAS PELO MICROSEQ) PELA TÉCNICA DE MALDI-TOF/MS E 

CRIAÇÃO DE UM BANCO DE ESPECTROS PRÓPRIO COM O USO DE 

ESTIRPES AUTÓCTONES 

 

 

 Esta etapa foi desenvolvida na Universidade do Minho, em Portugal, e 

na SEPIN/Bio-Manguinhos. 

 Foram analisadas as 52 cepas bacterianas autóctones previamente 

identificadas pelo kit MicroSEQ®  500 para a construção do banco de dados 

(BD) in house e as estirpes bacterianas na rotina de identificação de 

contaminantes da SEPIN durante os anos de 2013 e 2014 que foram 

submetidas a identificação pelo VITEK MS RUO.  

 As estirpes da rotina (de 2013 e 2014) foram submetidas a identificação 

pelo VITEK MS RUO e as que apresentaram resultado inconclusivo ou com um 

baixo nível de confiança tiveram seus perfis de espectros analisados e 

armazenados na base de dados, n  p st   N o    nt f    os”   

 Para a construção dos SuperSpectras (modelos de perfis de espectros, 

utilizados como referências de identificação por comparação) autóctones, 

foram utilizados os perfis de espectros de massa obtidos a partir da cada 

estirpe identificado pelo MicroSEQ 500 (N=52). Para a obtenção destes perfis, 
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cada estirpe foi semeada em placas de TSA e ASC, sendo as placas incubadas 

em estufa bacteriológica a 30-35 ºC. Cada estirpe foi submetida a análise pelo 

VITEK MS RUO em oito replicatas (por placa) e em sete períodos de cultivo 

distintos (24h, 48h, 72h, 5 dias, 7 dias, 8 dias e 10 dias), de forma a obter uma 

maior variação do perfil de espectros. Dessa forma, cada estirpe apresentou 

um total de 112 perfis de espectros, que foram triados para a confecção de um 

dendrograma que norteou a proposta de um espectro de referência 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 seleção dos principais espectros de massa 

( p  os”), de acordo com a frequência de detecção. Cada SuperSpectra gerado 

foi avaliado através da comparação com todo o BD do software SARAMIS 

(associado ao Sistema VITEK MS RUO e responsável por todas as inferências 

e comparações) e, caso conforme, foi inserido no Arqu vo  Tree do 

BD/SARAMIS. A estirpe foi novamente submetida ao VITEK MS RUO, para 

verificação da identificação pelo recém-inserido espectro de referência. Este 

procedimento foi uma adaptação do preconizado pelo documento Operating 

Instructions (AnagnosTec, 2008), com base nos conhecimentos adquiridos com 

os técnicos da BioMerieux e com os pesquisadores da UMinho. 

 

 

3.10 CONSTRUÇÃO DE CATÁLOGO DE IDENTIFICAÇÃO 

 

 

Com intuito de registrar a diversidade bacteriana identificada na SEPIN, 

foi construído um modelo de catálogo (APÊNDICE A), em formato de fichas em 

tamanho A4, com as seguintes informações:  gênero ou espécie, estirpe que foi 

utilizada na construção da ficha, fotos das culturas em placas de ASC (em um 

ou dois tempos de cultivo diferentes), descrição da colônia em ASC, fotos das 

culturas em placas de TSA (em um ou dois tempos de cultivo diferentes), 

descrição da colônia em TSA, foto da lâmina de Gram, descrição de aspectos 

morfo-tintoriais ao Gram, resultados bioquímicos pelo VITEK 2 Compact (perfil 

bioquímico), resultados proteômicos pelo VITEK MS RUO (perfil de espectros 

de massa), resultados genotípicos pelo MicroSEQ® (sequência 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 construção de exemplos de fichas do Catálogo. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

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

 

 

 A identificação de micro-organismos na SEPIN era realizada através do 

kit bioquímico 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 número de substratos e controle) para 

Gram positivas (kit GP). Um grande percentual dos resultados obtidos através 

deste kit era inconclusivo para a identificação: aproximadamente 40% do total 

de estirpes submetidas a identificação bioquímica (MEDEIROS et al., 2011a, 

MEDEIROS et al., 2011b). Ademais, a observação das características morfo-

tintoriais das estirpes analisadas também era objeto de grande incerteza na 

classificação do tipo de parede celular, dificultando a escolha do kit bioquímico 

(GP ou GN). 

 A primeira melhoria sugerida para auxiliar a identificação foi a introdução 

da técnica de hidróxido de potássio a 3% (Teste do KOH), cujo objetivo era dar 

suporte ao resultado da Coloração de Gram na divisão das bactérias em Gram 

positiva e Gram negativa (teste confirmatório do Gram).  

 Esta técnica foi avaliada através da comparação de resultados de 94 

cepas (50 Gram positivas e 44 Gram negativas), isoladas na rotina de 

identificação da SEPIN no ano de 2010 e previamente submetidas ao kit BBL 

Crystal e a coloração de Gram. Todos os cultivos (tempo de incubação de 24 

horas) apresentaram resultados satisfatórios e condizentes com o esperado 

(Quadro 5). 
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Quadro 5 - Resultado do teste de KOH a 3% em culturas de 24 horas (n=94) 
 

 Gêneros Resultado 

apresentado 

Resultado 

esperado 

Gram positivo 

(n=50) 

Staphylococcus spp.; 

Micrococcus spp.; Kytococcus 

spp.; Bacillus spp. 

Negativo (100%) Negativo 

Gram negativo 

(n=44) 

Acinetobacter spp.; 

Brevundimonas spp.; 

Pseudomonas spp. 

Positivo (100%) Positivo 

 

 

 Pelo fato da SEPIN receber placas oriundas do monitoramento 

ambiental como amostras para a identificação e por estas placas apresentarem 

cultivos de sete a oito dias, foi proposto um outro estudo para avaliar a variação 

do resultado do teste de KOH em função 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 

Coloração 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 últimos 

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

Gram Gênero Total 24h 48h 
7 

dias 

8 

dias 

10 

dias 

Total 

concordância 

BGN 
(N=21) 

Acinetobacter 4 4 P 4 P 4 P 4 P 4 P 100% 

Brevundimonas 4 4 P 4 P 4 P 4 P 4 P 100% 

Burkholderia 1 1 P 1 P 1 P 1 P 1 P 100% 

Providencia 1 1 P 1 P 1 P 1 P 1 P 100% 

Pseudomonas 
10 9 P/ 

1 N 

9 P/ 

1 N 

9 P/ 

1 N 

9 P/ 

1 N 

9 P/ 

1 N 
90% 

Stenotrophomonas 1 1 P 1 P 1 P 1 P 1 P 100% 

BGP 

(N=12) 

Bacillus 3 3 N 3 N 3 N 3 N 3 N 100% 

Brevibacillus 3 3 N 3 N 3 N 3 N 3 N 100% 

Corynebacterium 3 3 N 3 N 3 N 3 N 3 N 100% 

Gardnerella 1 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 100% 

Leifsonia 2 2 N 2 N 2 N 2 N 2 N 100% 

CGP 

(n=171) 

Kocuria 2 2 N 2 N 2 N 2 N 2 N 100% 

Kytococcus 11 11 N 11 N 11 N 11 N 11 N 100% 

Micrococcus 65 65 N 65 N 65 N 65 N 65 N 100% 

Rhodococcus 1 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 100% 

Staphylococcus 83 83 N 83 N 83 N 83 N 83 N 100% 

Streptococcus 9 9 N 9 N 9 N 9 N 9 N 100% 

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

 

 

  Com base nessas evidências, a técnica do KOH foi introduzida na rotina 

de identificação da SEPIN, e foi confeccionada uma instrução de trabalho (IT) 

para a mesma (APÊNDICE B).  Foi ministrado treinamento nesta técnica a toda 

equipe envolvida na identificação, concluindo sua implementação na rotina da 

SEPIN.   

 Durante o período de 2010 a 2012, foi realizado o teste de KOH em 

todas as bactérias submetidas a identificação (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, não apresentava dúvidas 

no resultado da coloração de Gram: em todas as lâminas observadas, a 
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presença de células bem roxas (coloração esperada para este grupo) foi 

evidenciada. Dessa forma, a confirmação do resultado do Gram pela técnica de 

KOH se mostrava desnecessária, sendo abolida para estirpes que fossem 

caracterizadas como CGP ao Gram. A grande necessidade da confirmação do 

resultado do Gram era para alguns bastonetes isolados na rotina, que 

apresentavam coloração lilás (diferente do vermelho ou do roxo esperados), ou 

que apresentavam na mesma lâmina células coradas de vermelho e de roxo, 

sendo considerados Gram variáveis. Como o kit bioquímico utilizado na 

identificação exigia esta classificação 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 inconsistência nos resultados apresentados, como a variação de 

resposta pela mesma estirpe (ora positivo, ora negativo) e o resultado 

equivocado (resultado oposto ao esperado para o tipo de parede celular). 

Dessa forma, a confirmação do resultado do Gram pelo teste de KOH foi 

abolida em 2012, por não conseguir auxiliar na elucidação destes casos. 

 A segunda melhoria proposta foi a padronização da confecção de 

lâminas submetidas a coloração de Gram, através da introdução do aparelho 

corador de lâminas Slide Ink (marca Hemogram). Este aparelho foi introduzido 

em 2011 na SEPIN e permitiu a automatização do processo de coloração,  

eliminando variações de resultados (decorrentes de diferenças de tempo de 

exposição e de volume dos reagentes do Gram utilizados), diminuindo gastos 

(menor volume utilizado por lâmina)  e aumentando a capacidade de 

processamento de amostras (maior numero de lâminas produzidas em menos 

tempo). Foi confeccionada uma IT para o processamento das lâminas 

(APÊNDICE C) e toda a equipe de identificação foi treinada, permitindo a 

implementação deste procedimento na rotina da SEPIN.  

 Outra melhoria foi a substituição do kit bioquímico BBL Crystal pelo 

sistema bioquímico VITEK 2 Compact (BioMerieux), que permitiu: a) maior 

discriminação entre as estirpes submetidas a identificação pelo aumento do 

número de substratos avaliados (painéis contendo acima de 50 provas) e pelo 

maior número de kits específicos para cada grupo (três cartões, sendo GN para 

bactérias Gram negativas; GP para cocos e bastonetes Gram positivas não 

formadores de esporos; e BCL para bastonetes Gram positivos formadores de 
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esporos), b) padronização dos inóculos (uso de densímetro para avaliação das 

faixas de turvação das suspensões); c) automatização do processo (inoculação 

dos cartões e leituras automáticas e em diversas vezes durante o tempo de 

incubação no próprio aparelho) e d) utilização de banco de dados mais 

atualizado. Uma outra vantagem foi a diminuição do custo por amostra: em 

2012, o novo sistema, adquirido através de comodato, permitiu a realização do 

ensaio de identificação bioquímica por R$ 37,00, enquanto uma identificação 

pelo kit BBL Crystal custava R$ 42,00. Foi elaborada uma IT para este 

processo de identificação (APÊNDICE D) e a equipe recebeu treinamento. Este 

sistema foi qualificado (instalação, operação e desempenho) e validado 

(APÊNDICE E), estando esta atividade totalmente implementada na rotina da 

SEPIN. Apesar de todas as vantagens apresentadas, esse kit bioquímico 

(assim como todos os outros similares) depende do resultado da coloração de 

Gram, que continuou sendo um gargalo na identificação correta dos estirpes, 

uma vez que espécimes Gram variável estavam presentes na microbiota de 

Bio-Manguinhos. Outra desvantagem é que este kit (e todos os outros métodos 

de identificação fenotípicos) está associado a um banco de dados 

relativamente limitado. Dessa forma, alguns resultados permaneceram 

inconclusivos, com a ausência de identificação para estirpes cujo perfil 

bioquímico apresentado no ensaio não 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 dúvida, foi proposta mais uma 

melhoria: o uso de um kit molecular de identificação microbiana (MicroSEQ® 

500, Applied Biosystems). Este kit, por realizar a amplificação e o 

sequenciamento de regiões conservadas e de importância taxonômica, foi 

proposto de forma a permitir a identificação inequívoca dos estirpes, 

independente do resultado apresentado na coloração de Gram. O MicroSEQ® 

apresenta três opções: o MicroSEQ® 500, MicroSEQ® Full gene e MicroSEQ® 

Fungal. Os dois primeiros são destinados à identificação de bactérias, sendo 

que o MicroSEQ® 500 utiliza somente o primeiro terço do gene 16S rRNA 

(aproximadamente 500 pares de base, considerada a porção mais variável) 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 à identificação de fungos, 

tanto filamentosos quanto leveduriformes. 

 Foram identificadas 52 bactérias isoladas na rotina da SEPIN pelo kit 

MicroSEQ® 500. Como somente o primeiro terço do gene 16S rRNA foi 

utilizado para a identificação, os resultados foram tratados somente em nível de 

gênero. Os resultados dos gêneros bacterianos identificados estão ilustrados 

na Tabela 2.  

 

 

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

Gênero 
Número de 

estirpes 

Acinetobacter 4 

Arthrobacter 1 

Bacillus 4 

Corynebacterium 2 

Enhydrobacter 2 

Microbacterium 1 

Micrococcus 15 

Moraxella 2 

Paenibacillus 2 

Providencia 1 

Staphylococcus 16 

Streptomyces 1 

Terribacillus 1 

TOTAL 52 
             

 

 

 Foram identificados 13 gêneros distintos (Tabela 2) e, para todas as 52 

estirpes submetidas a identificação, o kit foi considerado satisfatório (conseguiu 

concluir a identificação). As estirpes selecionadas para esta avaliação foram 

escolhidas com base na morfologia colonial e microscópica. Estes critérios 

foram estabelecidos de forma a tentar verificar a identidade inequívoca da 

microbiota mais frequente assim como a adequação do kit as culturas que 

apresentavam identificação inconclusiva. Na observação das colônias 

frequentemente isoladas na SEPIN, há predominância das de coloração branca 

e de amarela, e 35 culturas apresentando colônias com esta cor foram 

escolhidas. Para representação das estirpes de identificação inconclusiva, 
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foram escolhidas 17 culturas que apresentavam colônias de aspecto singular 

(características incomuns, como crescimento fastidioso, coloração laranja ou 

marrom, etc) ou alguma particularidade ao Gram (coloração inconclusiva, 

morfologia celular ou arranjo incomuns). Como o kit apresenta o mesmo 

tratamento para todas as amostras, havia dúvida quanto a capacidade em 

extrair, amplificar e sequenciar o material genético das culturas tidas como 

inconclusivas. Esta incerteza era devido a algumas culturas apresentarem 

colônias com certa rigidez e também forte aderência ao meio de cultivo, 

sugerindo a presença de uma parede celular de difícil ruptura. Entretanto, o kit 

foi considerado robusto por apresentar êxito nas três etapas (extração, 

amplificação e sequenciamento) e conseguir concluir a identificação das 

estirpes analisadas. Mesmo com a variedade de gêneros submetidos ao kit, o 

material genético foi extraído e amplificado em todas as estirpes submetidas, 

diferente do que ocorre geralmente nos diversos protocolos de PCR, quando as 

alterações das condições de reação (como temperatura e tempo de cada 

etapa) geralmente são necessárias para a adequação a cada tipo bacteriano 

analisado. Weber e cols. (2006) reportaram o uso do sistema MicroSEQ na 

identificação de estirpes ambientais, isoladas no CQ da indústria farmacêutica, 

e utilizaram como exemplo dois gêneros – um bacteriano e um fúngico – de 

difícil identificação fenotípica convencional (Methylobacterium e Fusarium). 

Estes autores utilizaram mais de 40 estirpes ambientais de Methylobacterium 

spp. identificadas previamente por métodos fenotípicos convencionais e 

obtiveram a identificação de todas as bactérias em nível de espécie, sendo o 

primeiro relato de identificação deste gênero em estirpes ambientais da 

indústria farmacêutica utilizando a análise comparativa de sequências do gene 

16S rRNA.    

  As informações referentes a estas estirpes foram armazenadas e as 

estirpes foram utilizadas como padrões autóctones para o controle de 

qualidade 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 são 

padronizados e geralmente associados a procedimentos validáveis (condição 

diferente da apresentada em protocolos de pesquisa), sendo um ponto 

favorável na adequação às boas práticas de fabricação. Outra vantagem que 
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esta proposta de identificação apresentava era a possibilidade de identificação 

de estirpes fúngicas, até então não realizada pela SEPIN, pela inexistência de 

metodologia implementada para tal. As desvantagens apresentadas eram o 

alto custo dos insumos e a necessidade de uma área adequada aos 

procedimentos de amplificação de DNA. Essas duas desvantagens tornariam o 

uso do kit MicroSEQ® na rotina de identificação da SEPIN totalmente inviável, 

em função do grande número de identificações realizadas pela Seção, 

aproximadamente 350 por mês: como o histórico da Seção apontava um alto 

número de estirpes não identificados (40%, isto é, por volta de 140 cepas ao 

mês), seria interessante o armazenamento destas informações de identificação 

em um banco de dados, de forma que esta porcentagem de resultados 

inconclusivos diminuísse em função da retenção da informação.  O grande 

desafio seria a utilização de uma metodologia que conseguisse ser realizada 

independente do resultado do Gram, que identificasse fungos e bactérias e que 

conseguisse concluir a identificação com um custo sustentável. Pensando 

nestes aspectos, foi proposta a quinta melhoria na identificação de micro-

organismos: o 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 construção de um Banco de Dados in 

house através das informações fornecidas na identificação pelo kit MicroSEQ®. 

Através de um contrato de aluguel (contemplando aquisição de insumos e 

manutenção preventiva/corretiva), o sistema VITEK MS RUO foi introduzido na 

SEPIN em 2012, para avaliação da adequação às necessidades da SEPIN. As 

Instruções de Trabalho para a identificação pelo MicroSEQ® e pelo VITEK MS 

RUO foram elaboradas e aprovadas para a rotina da SEPIN (APÊNDICES F e 

G). 

 Nos escassos trabalhos acerca de identificação de estirpes ambientais 

isoladas pelo controle de qualidade da indústria farmacêutica, não há relatos 

sobre resultados inconclusivos nem sobre falhas na identificação (MARTÍN et 

al., 2012, PONCE et al., 2011, UTESCHER et al., 2007). Muito provável que 

isto ocorra para não expor a fragilidade dos sitemas de identificação utilizados 

nem para explicitar o desacordo com o preconizado por normativas e 

regulamentos técnicos, nos quais a identificação de espécies é exigida. 
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4.1.1 Uso do sistema VITEK MS RUO na identificação de estirpes isoladas na 

rotina da SEPIN 

 

 

 Durante janeiro a dezembro de 2013, foram submetidas à identificação 

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  
autóctones de Bio-Manguinhos (período de janeiro a dezembro  
de 2013) 

 

Resultado VITEK MS RUO 
(gênero) 

Número de 
 estirpes 

Não identificado 41 

Acinetobacter 1 

Bacillus 10 

Burkholderia 14 

Comamonas 2 

Cupriavidus 1 

Delftia 2 

Enterococcus 31 

Escherichia 6 

Kocuria 1 

Kytococcus 1 

Micrococcus 17 

Moraxella 2 

Paenibacillus 24 

Propionibacterium 2 

Proteus 7 

Pseudomonas 153 

Ralstonia 9 

Serratia 2 

Stenotrophomonas 5 

Staphylococcus 38 

TOTAL 369 

 

 

No ano de 2013, a partir de 328 bactérias, foram identificados 20 

gêneros utilizando o VITEK MS RUO. O banco de dados utilizado para a 
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identificação foi o do software SARAMIS, associado ao sitema VITEK MS RUO. 

Não há trabalhos sobre identificação de estirpes isoladas em indústrias 

farmacêuticas utilizando este sistema. Do total de bactérias avaliadas por este 

método neste ano (N=369), 41 (11,11%) não foram identificadas, sendo 30 

caracterizadas ao Gram como bastonetes Gram positivos (BGP), oito como 

cocos Gram positivos (CGP) e três como bastonetes Gram negativos (BGN). A 

baixa porcentagem de ausência de identificação (11,11%) foi um resultado 

animador quando comparado ao histórico da SEPIN quando era utilizado o kit 

BBL Crystal, estimada em aproximadamente 40%, de acordo com resultados 

observados nos laudos analíticos da Seção (MEDEIROS et al., 2011a, 

MEDEIROS et al., 2011b). 

No ano de 2014, durante o período de janeiro a maio de 2014, foram 

submetidas à identificação pelo sistema VITEK MS RUO, 506 estirpes 

bacterianas isoladas na rotina do controle de qualidade microbiológico de Bio-

Manguinhos (Tabela 4).  
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  Tabela 4 - Resultados do VITEK MS RUO para 506 estirpes  
  autóctones de Bio-Manguinhos  (período de janeiro a maio  
  de 2014) 

 

Resultado VITEK MS RUO  
(gênero) 

Número de 
estirpes 

Não 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 gêneros distintos, a partir de 350 

culturas (69,17%). Das 506 estirpes submetidas, 156 (30,83%) não foram 

identificadas pelo VITEK MS RUO. Na avaliação dos aspectos morfo-tintoriais 

das culturas não identificadas, foi observado que a maioria (98 culturas, 

representando 62,82% dos resultados não identificados) apresentava-se como 
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bastonetes e cocobacilos Gram positivos. Este resultado foi similar ao obtido na 

avaliação das 369 estirpes isoladas em 2013, quando 30 (73, 17%) das 41 

culturas não identificadas – isto é, a maioria – se apresentavam como BGP. A 

partir desta observação, presumiu-se que a análise pelo MALDI-TOF MS não 

seria uma boa ferramenta de identificação para este grupo morfo-tintorial 

bacteriano. Entretanto, Navas e cols. (2014) realizaram um estudo com 206 

estirpes clínicas de Bastonetes Gram positivos para avaliar a performance do 

sistema VITEK MS para este grupo e encontraram quase 85% de concordância 

de resultados com os métodos de referência (bioquímica ou sequenciamento 

dos genes 16S rRNA e rpoB). Os 15,1% restantes foram resultados 

equivocados (7,3%) e não identificados (7,8%). Outro estudo conduzido por 

Rychert e cols. (2013) também apontou para alta performance de identificação 

através do sistema VITEK MS para bactérias Gram positivas de origem clínica, 

em geral. Não foram encontrados trabalhos similares com estirpes isoladas a 

partir do controle de qualidade na indústria farmacêutica. Essa ausência de 

informação sobre a performance do VITEK MS em micro-organismos nesse 

tipo de ambiente dificulta a análise e a interpretação dos resultados obtidos no 

presente estudo. 

 Os bastonetes Gram negativos não identificados pelo VITEK MS RUO 

em 2014 na SEPIN foram representados por 43 estirpes (27,56% do total não 

identificado). Em relação ao total de estirpes Gram negativas testadas (195), 

152 (77,95%) foram identificadas pelo VITEK MS RUO. A alta performance de 

identificação de bastonetes Gram negativos de origem clínica 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 relação às culturas não 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 clínica 

(DEAK et al., 2015, GUO et al., 2014, DUBOIS et al., 2013), utilizando o 

mesmo sistema. 

 A identificação de estirpes ambientais é um problema enfrentado em 

diversas indústrias. De certa forma, este percentual mais baixo de 

identificações já era um resultado esperado, ao contrário dos excelentes 
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rendimentos de identificação observados em estirpes de origem clínica (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 

é bem distinta das encontradas na clínica: além das variações oriundas do 

estresse ambiental, a diversidade microbiana dentro de áreas controladas e de 

produção ainda não é muito descrita, ocasionando uma grande lacuna entre o 

estirpe e o identificado. Ademais, cada unidade de produção apresenta uma 

microbiota autóctone associada, não sendo às vezes possível a comparação 

entre áreas diferentes (MUNOZ et al., 2011, WELKER; MOORE, 2011). 

Entretanto, este primeiro registro da performance do sistema VITEK MS 

RUO na identificação de estirpes isoladas a partir do controle de qualidade 

industrial reforçou a necessidade do aperfeiçoamento dos sistemas de 

identificação para esta proposta, a partir da obtenção de elevada porcentagem 

(acima de 30%) de resultados inconclusivos obtidos com uma técnica de uso 

tão satisfatório no diagnóstico microbiológico clínico. Muitas dúvidas surgiram 

em relação ao porquê da não identificação destas estirpes. Como estas eram 

oriundas da rotina e não identificadas previamente, seria necessário avaliar a 

performance do VITEK MS RUO (e de outras metodologias de identificação) 

com o uso de cepas de identificação conhecidas: dessa forma, o banco de 

dados associado ao sistema VITEK MS RUO poderia ser avaliado. 

 

 

4.1.2 Comparação das três metodologias BBL Crystal, VITEK 2 Compact, 

VITEK MS RUO utilizando cepas de referência da Coleção de Micro-

organismos de Referência em Vigilância Sanitária (CMRVS) 

 

 

Foram submetidas 19 cepas bacterianas oriundas da CMRVS aos três 

sistemas de identificação (BBL Crystal, VITEK 2 Compact e VITEK MS RUO), 

conforme o Quadro 6. 
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Quadro 6 - Comparação da performance das três metodologias BBL Crystal, VITEK 2 Compact 
e VITEK MS RUO na identificação de cepas pertencentes a Coleção de Micro-organismos de 
Referência do INCQS 
 

Cepa/Método BBL Crystal VITEK 2 Compact 
Identificação VITEK 

MS RUO (MALDI-TOF) 

Pseudomonas 

aeruginosa 00025 

ATCC 15442 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Pseudomonas 

aeruginosa (99,9%) 

Stenotrophomonas 

maltophilia (CT) 00103 

ATCC 13637 

Não identificado 
Stenotrophomonas 

maltophilia 

Stenotrophomonas 

maltophilia (99,9%) 

Pseudomonas putida 

(Pseudomonas ovalis) 

00113 ATCC 15175 

Não identificado Pseudomonas putida 
Pseudomonas putida 

(82,0%) 

Paenibacillus polymixa 

(CT) 00203 LFB/NCTC 

10337 

Não identificado Paenibacillus polymixa Não identificado 

Hafnia alvei 

(Paracolobactrum 

aerogenoides) 00120 

ATCC 11604 

Não identificado Baixa discriminação Hafnia alvei (99,9%) 

Pseudomonas stutzeri 

(Arthrobacter 

carbazolum) 00520 

ATCC 31258 

Pseudomonas stutzeri Pseudomonas stutzeri 
Pseudomonas stutzeri 

(90,2%) 

Morganella morganii 

00082 ATCC 8019 
Morganella morganii Morganella morganii 

Morganella morganii 

(92,9%) 

Staphylococcus hominis 

00359 ATCC 27844 
Staphylococcus hominis Staphylococcus hominis 

Staphylococcus hominis 

(99,9%) 

Rhodococcus equi (CT) 

00323 CCT 0541 
Não identificado Rhodococcus equi 

Rhodococcus equi 

(77,2%) 

Brevundimonas 

diminuta (CT) 00070 

ATCC 11568 

Brevundimonas 

diminuta 

Brevundimonas 

diminuta 

Brevundimonas 

diminuta (99,9%) 

Raoultella planticula 

00090 ATCC 8329 
Não identificado Não identificado Não identificado 

Streptococcus 

agalactiae (CT) 00128 

ATCC 13813 

Streptococcus 

agalactiae 

Streptococcus 

agalactiae 

Streptococcus 

agalactiae (99,9%) 

Staphylococcus 

saprophyticus 00233 

ATCC 15305 

Staphylococcus 

saprophyticus 

Staphylococcus 

saprophyticus 

Staphylococcus 

saprophyticus (99,2%) 
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Continuação Quadro 6 - Comparação da performance das três metodologias BBL Crystal, 
VITEK 2 Compact e VITEK MS RUO na identificação de cepas pertencentes a Coleção de 
Micro-organismos de Referência do INCQS 
 

Cepa/Método BBL Crystal VITEK 2 Compact 
Identificação VITEK 

MS RUO (MALDI-TOF) 

Staphylococcus 

simulans 00254 ATCC 

27851 

Staphylococcus 

simulans 

Staphylococcus 

simulans 

Staphylococcus 

simulans (99,2%) 

Staphylococcus warneri 

00243 ATCC 10209 
Staphylococcus warneri Staphylococcus warneri 

Staphylococcus warneri 

(99,9%) 

Aeromonas sp 00290 

ATCC 35941 
Não identificado Aeromonas sp. Aeromonas sp. (95,2%) 

Acinetobacter 

baumannii (Bacterium 

anitratum) (CT) 00143 

ATCC 19606 

Acinetobacter 

baumannii 

Acinetobacter 

baumannii 

Acinetobacter 

baumannii (99,9%) 

Corynebacterium 

pseudodiphthericum 

(CT) 00382 ATCC 

10700 

Não identificado Não identificado 

Corynebacterium 

pseudodiphthericum 

(77,0%) 

Bacillus cereus 00003 

ATCC 11778 

Bacillus cereus Bacillus cereus group Bacillus cereus (99,9%) 

 

 

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 identificação da SEPIN (BBL Crystal, que identificou 

somente 11 cepas, isto é, 57,90%) e ao VITEK 2 Compact (que identificou 16 

cepas, ou 84,21%).  

A comparação da performance do VITEK MS RUO com o VITEK 2 na 

identificação de estirpes de origem clinica foi realizada por Guo e cols. (2014) e 

apresentou 92,59% de concordância de resultados entre os dois métodos, 

utilizando um número considerável de cepas (1.025, sendo 1.020 bactérias e 5 

fungos). O percentual de concordância entre os resultados desses dois 

métodos com as 19 cepas avaliadas no presente trabalho foi mais baixo 

(78,95%, com 15 resultados em concordância). Essa diferença pode ser 

atribuída a escolha das estirpes testadas: os patógenos comumente 

identificados na rotina clinica foram utilizados na construção da base de dados 

dos sistemas de identificação, sendo então identificados com precisão (GIO et 
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al., 2014). Dessa forma, espécimes clínicos provavelmente apresentarão uma 

cobertura maior esperada, na avaliação da amplitude da base de dados, 

quando comparados a cepas não patogênicas ou não clínicas.  

Por apresentar grande incidência de isolamento em áreas controladas 

(SHEBARA et al., 2010, PEREIRA, 2009, UTESCHER et al., 2007), o gênero 

Staphylococcus foi representado por quatro espécies (S. hominis, S. 

saprophyticus, S. warneri e S. simulans) e todas foram identificadas a contento 

pelos três métodos testados. Shebara e cols. (2010) também observaram 

correlação para 43 estirpes do gênero Staphylococcus entre os resultados 

obtidos por um método bioquímico (o kit API, da BioMerieux) e os obtidos pela 

amplificação e sequenciamento do gene gap, embora o método genotípico (a 

PCR, do gene gap, para amplificação e sequenciamento) tenha apresentado 

precisão superior de confiança de resultados. 

Entretanto, o grande desafio seria identificar a microbiota autóctone de 

Bio-Manguinhos e então foi realizada uma segunda avaliação, com as 52 

estirpes bacterianas autóctones identificadas pelo MicroSEQ® 500. 

 

 

4.1.3 Comparação das três metodologias BBL Crystal, VITEK 2 Compact, 

VITEK MS RUO utilizando cepas autóctones identificadas pelo kit MicroSEQ® 

500  

  

 

 Os resultados da comparação da performance dos três métodos estão 

apresentados na Tabela 5.  
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Tabela 5 - Comparação da performance das três metodologias BBL Crystal, VITEK 2 Compact 
e VITEK MS RUO na identificação de cepas identificadas pelo kit MicroSeq (N=52) 
 

Gênero 

Número de resultados em concordância 

BBL Crystal VITEK 2 Compact VITEK MS RUO 

Acinetobacter (4) 1 (25%) 1 (25%) 4 (100%) 

Arthrobacter (1) Não identificado Não identificado Não identificado 

Bacillus (4) 2 (50%) 4 (100%) 4 (100%) 

Corynebacterium (2) Não identificado Não identificado Não identificado 

Enhydrobacter (2) Não identificado Não identificado Não identificado 

Microbacterium (1) Não identificado Não identificado Não identificado 

Micrococcus (15) 10 (66,67%) 13 (86,67%) 10 (66,67%) 

Moraxella (2) Não identificado Não identificado 2 (100%) 

Paenibacillus (2) Não identificado Não identificado Não identificado 

Providencia (1) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 

Staphylococcus (16) 11 (68,75%) 14 (87,5%) 15 (93,75%) 

Streptomyces (1) Não identificado Não identificado Não identificado 

Terribacillus (1) Não identificado Não identificado Não identificado 

 

 

 Das 52 estirpes submetidas aos três 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 comparação utilizando 

cepas de referência do presente trabalho, o kit de identificação BBL Crystal, até 

então utilizado pela SEPIN na identificação de bactérias isoladas a partir do 

controle de qualidade, apresentou a pior performance. Este resultado sugere a 

total inadequação deste kit para a identificação inequívoca da microbiota de 

Bio-Manguinhos, levando também ao questionamento dos resultados com 

baixa porcentagem de confiança e aqueles que possam estar equivocados, ou 

seja, a identificação de gênero e/ou espécie errados (dados não apresentados).  

 O sistema VITEK MS RUO apresentou a melhor performance na 

identificação das estirpes testadas, exceto para o gênero Micrococcus, para o 

qual o sistema VITEK 2 Compact conseguiu identificar 13 das 15 estirpes 

avaliadas deste gênero (Tabela 5). Para este gênero, o sistema VITEK MS 

RUO apresentou resultado de performance de identificação (66,67%, 

identificando 10 das 15 estirpes avaliadas) em proporção semelhante ao 

resultado apresentado por Deak e cols. (2015), que identificou duas das três 
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estirpes (66,6%) de Micrococcus spp. avaliadas pelo mesmo sistema. Outros 

dois trabalhos relataram resultados excelentes de identificação para este 

gênero, utilizando estirpes clínicas no VITEK MS RUO. Richert e cols. (2013) 

relataram identificação correta de 33 (94%) das 35 estirpes analisadas, 

enquanto Dubois e cols. (2012) analisaram uma estirpe de Micrococcus sp., 

que foi identificada corretamente. Na avaliação do banco de dados do 

SARAMIS (BD/SARAMIS), foi verificado que o arquivo referente ao gênero 

Micrococcus apresentava somente uma espécie (M. luteus), enquanto este 

gênero tem 10 espécies descritas. Essa ausência de representação da 

diversidade conhecida do gênero Micrococcus no BD/SARAMIS (pois somente 

10% do total de espécies se encontra caracterizado) pode justificar a não 

identificação de cinco das 15 estirpes avaliadas neste estudo. 

 Os resultados de identificação, obtidos para as 16 estirpes do gênero 

Staphylococcus spp. (Tabela 5) avaliadas no presente trabalho, foram de 

93,75% (15 identificadas), muito próximos ao relatado por Dubois e cols. (2012) 

e ao encontrado por Richert e cols. (2013), que também utilizaram o VITEK MS 

RUO para identificação de estirpes clínicas. Outros dois trabalhos realizados 

utilizando o VITEK MS RUO apresentaram 100% de identificação das estirpes 

de Staphylococcus spp. avaliadas (DEAK et al., 2015, GUO et al., 2014), sendo 

todas as estirpes de origem clínica. Outros sistemas de identificação baseados 

na metodologia de MALDI-TOF MS (como o Microflex/Biotyper da Bruker 

Daltonics e o Voyager/DataExplorer da Applied Biosystems) também 

apresentaram excelentes performances na identificação de espécimes deste 

gênero, tanto de origem clínica (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 gênero 

Staphylococcus, sendo 29 de espécies, 16 de subespécies e três pastas com 

resultados comuns a duas ou mais espécies deste gênero. Estas 29 espécies 

representam 60,42% do total descrito para este gênero, com 48 espécies 

relatadas (EUZEBY, 1997, LPSN BACTERIO.NET, 2014). Contudo, o arquivo 

do gênero Staphylococcus no BD/SARAMIS apresenta 957 perfis de espectros, 

sendo 280 SS. As pastas deste arquivo apresentam, no mínimo, 30 perfis de 

espectros cada uma. Isso confere ao gênero Staphylococcus uma boa 
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diversidade de perfis proteômicos armazenada e utilizada para a identificação 

neste BD. 

 As 10 estirpes pertencentes aos gêneros Acinetobacter (4), Bacillus (4), 

Providencia (1) e Moraxella (2) foram identificadas pelo sistema SARAMIS 

(Tabela 5), representando uma performance ideal de identificação (100%) e 

apresentando resultado em acordo com os aqueles apresentados em outros 

trabalhos com estirpes de origem clínica, utilizando o mesmo sistema (MANJI 

et al., 2014, RICHTER et al., 2013, DUBOIS et al., 2012). Assim como o gênero 

Staphylococcus, o gênero Acinetobacter se encontra bem caracterizado no 

BD/SARAMIS: 971 perfis de espectros, alocados em 19 pastas, sendo 13 de 

 spé   s  um   spp”  qu tro     st rp s n o   r  t r z   s   um   ntr  

espécies. Embora este gênero apresente 34 espécies descritas, as 13 contidas 

no BD/SARAMIS permitiram a identificação das estirpes autóctones testadas. 

Os gêneros Moraxella e Providencia apresentaram representação semelhante 

no BD/SARAMIS: 107 e 160 perfis de espectros, respectivamente. Ademais, ao 

considerarmos as espécies descritas para cada um destes gêneros, 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 identificações de 

estirpes do gênero  Bacillus, onde os quatro espécimes deste gênero foram 

identificados com sucesso pelo VITEK MS RUO (Tabela 5), ao contrário do 

encontrado na avaliação anterior das estirpes de BGP autóctones da rotina 

(Tabelas 3 e 4). O gênero Bacillus apresenta 487 perfis de espectros no 

BD/SARAMIS    v    o  m 27 p st s  s n o 22  spé   s  um   spp”   qu tro 

entre espécies. Muito provável que a variedade proteômica apresentada pelas 

estirpes autóctones esteja contida no BD/SARAMIS, uma vez que este gênero 

apresenta 204 espécies descritas e as 22 pastas alocadas no BD representam 

somente 10,78% desta diversidade. 

 Contudo, mesmo com esses bons resultados, um número elevado de 

estirpes não identificadas (aproximadamente 30%) foi observado também nesta 

avaliação (Tabela 5), semelhante ao observado na análise das 506 estirpes da 

rotina em 2014, de identificação desconhecida (Tabela 4). Em uma revisão 

sobre uso do MALDI-TOF MS na sistemática bacteriana, Welker e Moore 
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(2011) destacaram sua limitada capacidade de identificação de estirpes de 

origem ambiental em decorrência de sua baixa representatividade nas bases 

de dados de espectros de massa.  Entretanto, estes mesmos autores afirmam 

a equivalência ou superioridade da resolução taxonômica do MALDI-TOS MS 

em relação ao sequenciamento do gene 16S rRNA, sendo o sucesso do uso 

desta metodologia analítica dependente da expansão das suas bases de dados 

disponíveis. 

 Como o VITEK MS RUO era o único dos três sistemas a permitir a 

construção de um Banco de Dados (BD) complementar (in house), foi realizada 

uma análise do BD do SARAMIS para avaliação dos gêneros não identificados 

e verificação da possibilidade de inserção de novos gêneros e/ou novos 

espectros de referência.  

 

 

4.1.4 Análise do BD/SARAMIS para avaliação dos resultados de ausência de 

identificação obtidos pelo VITEK MS RUO 

 

 

 O BD/SARAMIS se encontra organizado em arquivos, obedecendo a 

organização filogenética das espécies. Estes arquivos apresentam perfis de 

espectros de massa que são utilizados como modelos de comparação para o 

perfil de espectros apresentado pela amostra analisada. Estes perfis 

arquivados podem ser de dois tipos: espectro de referência (ER) ou 

SuperSpectra (SS). O ER é um perfil de espectros adquirido por meio de 

análise da estirpe pelo VITEK MS RUO que é arquivado em uma das pastas do 

BD/SARAMIS por ser considerado representativo da espécie ou gênero 

analisado. O SS é um perfil de espectros obtido por meio do software 

SARAMIS e de cálculos específicos, onde diversos ER obtidos em diversas 

condições ambientais são utilizados para calcular os espectros de massa mais 

frequentes para representar uma espécie ou gênero.  

 Das 19 cepas de referência submetidas à identificação pelo VITEK MS 

RUO (Quadro 6), duas não foram identificadas pelo BD/SARAMIS: Raoultella 

planticola e Paenibacillus polymixa. Na avaliação 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 gênero Raoultella apresentava 109 

perfis de espectros, sendo 99 ER e 10 SS. Estes perfis de espectros estavam 

subdivididos em quatro pastas, sendo três de espécies e uma  spp”, além de 

dois SS representantes de gênero. A pasta da espécie Raoultella planticola 

estava presente e apresentava 18 ER. Curiosamente, esta estirpe não foi 

identificada pelo VITEK MS RUO, nem mesmo seu gênero. Uma possível 

explicação para este resultado é que os 18 ER associados a esta espécie no 

BD/SARAMIS (ou os 109 perfis de espectros da pasta do gênero Raoultella) 

não representem a diversidade proteômica desta espécie ou que o preparo da 

amostra não tenha sido adequado. O mesmo raciocínio foi utilizado para avaliar 

a falha na identificação da cepa Paenibacillus polymixa. Como duas estirpes 

autóctones de Paenibacillus, identificadas pelo MicroSEQ, também não foram 

identificadas pelo VITEK MS RUO, o arquivo referente a este gênero foi 

analisado com maior detalhamento, no texto adiante. 

 Dos sete gêneros avaliados que não foram identificados pelo BD do 

SARAMIS (Tabela 5), dois gêneros  (Enhydrobacter e Terribacillus) não foram 

encontrados no BD/SARAMIS. Esta ausência de um SuperSpectra e de 

espectros de referência no banco de dados justifica a não identificação das 

estirpes testadas. Ademais, o fato destas estirpes não terem sido identificadas 

como pertencentes a outro gênero/espécie (resultado equivocado) representa 

um achado favorável.   

 As sete estirpes pertencentes aos gêneros Paenibacillus (2), 

Streptomyces (1), Microbacterium (1), Arthrobacter (1) e Corynebacterium (2) 

não apresentaram similaridade suficiente para serem identificadas, apesar de 

haver espécies representativas destes gêneros no BD/SARAMIS (Figuras 6 a 

11).  

 Para tentar entender a não identificação destes cinco gêneros, foram 

avaliados os arquivos de cada gênero em relação ao número de espectros de 

referência e/ou SuperSpectras contidos e o número de espécies inseridas. 

Nesta análise, foi realizado um contraponto com o número de espécies 

descritas (de cada gênero), com o intuito de avaliar a representatividade do BD 

em relação aos gêneros relacionados e todas as suas espécies. 
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 Os arquivos do BD/SARAMIS referentes aos cinco gêneros estão 

apresentados nas Figuras 6 a 11 e o conteúdo dos arquivos (espécies, 

espectros de referência e SuperSpectras) se encontram nas Tabelas 6 a 10.
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Figura 6 - Arquivo do BD/SARAMIS (versão Database 4.10) e a Pasta de Espectros de Referência e/ou SuperSpectra para o gênero Paenibacillus 
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Tabela 6-  Agrupamento dos Espectros de Referência e SuperSpectras no Banco de Dados do 
SARAMIS (versão Database 4.10) para o gênero Paenibacillus 
 

Gênero Paenibacillus (BD/SARAMIS, versão Database 4.10 ) 

Nome da Pasta (Espécie) Número 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 1 SS + 12 ER 

P. polymyxa 10 ER 

P. thiaminolyticus 9 ER 

P. turicensis 4 ER 

P. validus 1 SS + 15 ER 

Spp. 15 ER 

SuperSpectra de gênero 2 SS 

TOTAL 4 SS + 139 ER 

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

 

 

 As duas estirpes autóctones de Paenibacillus spp. não apresentaram 

similaridade com nenhum dos 143 perfis de espectros (ER ou SS) presentes na 

pasta deste gênero no BD/SARAMIS (Tabela 6), não sendo identificadas por 

este sistema. 

 Atualmente, o gênero 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 

gênero, 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, necessária para a identificação da estirpe, se 

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

 

Gênero Streptomyces (BD/SARAMIS, versão Database 4.10) 

Nome da Pasta (Espécie) Número de ER e SS 

S. griseus ssp. griseus 1 SS + 2 ER 

Spp. 11 ER 

TOTAL 1 SS + 13 ER 

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

 

 No caso da estirpe autóctone de Streptomyces spp., a não identificação 

pelo BD/SARAMIS provavelmente ocorreu pela baixíssima diversidade 

representada (somente uma espécie) e pelo pequeno número 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 gênero (EUZEBY, 1997; LPSN BACTERIO.NET, 

2014). Assim sendo, o BD apresenta 0,15% de representatividade deste 

gênero: a possibilidade de identificação é praticamente nula. 

 . 
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Figura 8 - Arquivo do BD/SARAMIS (versão Database 4.10) e a Pasta de Espectros de Referência e/ou SuperSpectra para o gênero Microbacterium 
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Tabela 8- Agrupamento dos Espectros de Referência e SuperSpectras no Banco de Dados do 
SARAMIS (versão Database 4.10) para o gênero Microbacterium 
 

Gênero Microbacterium (BD/SARAMIS, versão Database 4.10) 

Nome da Pasta (Espécie) Número de ER e SS 

M. aerolatum 3 ER 

M. arborescens 5 ER 

M. aurum 1 ER 

M. destranolyticum 1 ER 

M. flavescens 1 ER 

M. hydrocarbonoxydans 4 ER 

M. keratonolyticum 2 ER 

M. ketosireducens 4 ER 

M. koreense 4 ER 

M. laevaniformans 2 ER 

M. luteolum 1 ER 

M. natoriense 2 ER 

M. oleivorans 4 ER 

M. paraoxydans 2 ER 

M. phyllosphaerae 4 ER 

M. schleiferi 3 ER 

M. testaceum 2 ER 

M. thalassium 3 ER 

spp. 36 ER 

SuperSpectra de gênero 2 SS 

TOTAL 2SS + 84 ER 

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

 

 

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

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

pasta ssp., contendo somente 86 perfis de espectros para realizar a 

identificação deste gênero (Tabela 8). A maioria das pastas das espécies 

apresenta de um a quatro ER, sendo este número provavelmente muito baixo 
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para representar a variação fenotípica dentro de cada espécie. Este número de 

ER se apresenta muito inferior aos apresentados em pastas de espécies do 

gênero 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 ausência de 

identificação da estirpe autóctone pelo VITEK MS.  
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Figura 9 - Árquivo do BD/SARAMIS (versão Database 4.10) e a Pasta de Espectros de Referência e/ou SuperSpectra para o gênero Arthrobacter 
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Figura 10 - Arquivo do BD/SARAMIS (versão Database 4.10) e continuação da Pasta de Espectros de Referencia e/ou SuperSpectra para o gênero 
Arthrobacter 
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 No arquivo referente ao gênero Arthrobacter, foram observados dois SS 

de gênero, 49 pastas de espécies e uma pasta  spp.” (Figuras 9 e 10). Em 

relação aos outros gêneros avaliados, Arthrobacter spp. apresentou o maior 

número de espécies caracterizadas no BD/SARAMIS. Como este gênero 

apresenta 74 espécies descritas (EUZEBY, 1997, LPSN BACTERIO.NET, 

2014), o sistema proposto contempla 66,22% da diversidade conhecida. 

Entretanto, o número de perfis de espectros contido em cada pasta de espécie 

se mostra ínfimo (de dois a quatro, na maioria dos arquivos) quando 

comparado a espécies de outros gêneros (como os gêneros 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 

mínimo de 30 perfis de espectros por pasta). O mesmo se aplica ao total de 

133 (SS + ER) referências de identificação associada ao gênero Arthrobacter 

(Tabela 9), ocasionando o mesmo problema já citado para outros gêneros: a 

ausência de identificação de estirpes.    
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Tabela 9- Agrupamento dos Espectros de Referência e SuperSpectras no Banco de Dados do 
SARAMIS (versão Database 4.10) para o gênero Arthrobacter 
 

Gênero Arthrobacter (BD/SARAMIS, versão Database 4.10) 

Nome da Pasta 
(Espécie) 

Número de 
ER e SS 

 Nome da Pasta 
(Espécie) 

Número de 
ER e SS 

A. agilis 2 ER  A. nicotianae 4 ER 

A. albus 2 ER  A. nicotinovorans 2 ER 

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 2 ER  A. pascens 2 ER 

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 2 ER 

A. cumminsii 2 SS + 16 ER  A. rhombi 2 ER 

A. flavus 2 ER  A. roseus 2 ER 

A. gandavensis 2 ER  A. russicus 4 ER 

A. gangotriensis 2 ER  A. scleromae 2 ER 

A. globiformis 2 ER  A. stackebrandtii 2 ER 

A. histidinolovorans 2 ER  A. sulfonivorans 2 ER 

A. ilicis 2 ER  A. sulfureus 2 ER 

A. kerguelensis 2 ER  A. tecti 2 ER 

A. luteolus 2 ER  A. tumbae 2 ER 

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 gênero 2 SS 

Total   4 SS +129 ER 

 ER=Espectros de Referência; SS=SuperSpectras; A = Arthrobacter 
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 O arquivo do gênero Corynebacterium no BD/SARAMIS apresentou 27 

p st s (F  ur  11)  s n o 23     spé   s  um   spp ”   tr s  ntr   spé   s  

Destes cinco gêneros avaliados, o BD/SARAMIS apresentou maior quantidade 

de perfis de espectro no gênero Corynebacterium, num total de 392 (SS + ER) 

referências de identificação (Tabela 10).  Ademais, o número de SuperSpectras 

dentro deste gênero (45 SS) foi bem superior aos observados nos outros 

quatro gêneros avaliados. 
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Figura 11 - Árquivo do BD/SARAMIS (versão Database 4.10) e a Pasta de Espectros de Referencia e/ou SuperSpectra para o gênero Corynebacterium 
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Tabela 10- Agrupamento dos Espectros de Referência e SuperSpectras no Banco de Dados do 
SARAMIS (versão Database 4.10) para o gênero Corynebacterium 
 

Gênero Corynebacterium (BD/SARAMIS, versão Database 4.10) 

Nome da Pasta (Espécie) Número de ER e SS 

C. accolens 4 ER 

C. amycolatum 2 SS + 31ER 

C.amycolatum/minutissimum 1 ER 

C. amycolatum/striatum 1 SS + 13 ER 

C. amycolatum/xerosis 1 SS 

C. aurimucosus 2 SS + 6 ER 

C. auris 7 ER 

C. bovis 10 ER 

C. diphtheriae 2 SS + 37 ER 

C. freneyi 4 ER 

C. glucuronolyticum 4 SS + 7 ER 

C. jeikeium 6 SS + 21 ER 

C. kutscheri 2 SS + 4 ER 

C. macginleyi 1 SS + 4 ER 

C. minutissimum 2 ER 

C. mucifaciens 2 ER 

C. propinquum 6 ER 

C.pseudodiphtheriticum 10 SS + 37 ER 

C. pseudotuberculosis 2 SS 

C. renale 1 SS + 2 ER 

C. riegellii 4 ER 

C. striatum 4 SS + 85 ER 

C. tuberculostearicum 4 ER 

C. ulcerans 2 SS + 27 ER 

C. urealyticum 1 SS + 13 ER 

C. xerosis 2 ER 

spp. 14 ER 

SuperSpectra de gênero 4 SS 

Total 45 SS + 347 ER 

      Legenda: ER=Espectros de Referência; SS=SuperSpectras; C=Corynebacterium 
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 Contudo, a distribuição dos perfis de espectros nas diversas pastas de 

espécie não se apresentou homogênea, pois enquanto algumas apresentavam 

de 30 a 89, como no caso das espécies C. striatum, C.pseudodiphtheriticum e 

C. diphtheriae, outras apresentavam pouquíssimos perfis: de um a seis perfis 

de espectros em 14 das 27 pastas associadas ao gênero Corynebacterium 

(Tabela 10). Outro aspecto importante a ser observado é que as espécies com 

maior número de perfis de espectros (ER e SS) são as de interesse clínico, 

justificando a excelente performance de identificação do BD/SARAMIS para 

estirpes isoladas a partir de pacientes (LI et al., 2014). A identificação deste 

gênero na clínica também foi realizada utilizando outros sistemas/banco de 

dados de análise por MALDI-TOF MS, como o software BioTyper (VILA et al., 

2012). Neste trabalho desenvolvido por Vila e cols. (2012), todas as estirpes 

clínicas de Corynebacterium spp. foram identificadas tanto pelo kit bioquímico 

API (Bio-Mérieux) quanto por MALDI-TOF MS (Bruker). Outros trabalhos 

utilizando o software BioTyper na identificação de estirpes de Corynebacterium 

de origem clínica, tanto humana quanto veterinária, apresentaram porcentagem 

alta (acima de 90%) de resultados de identificação conclusiva, ao menos em 

nível de gênero (GONÇALVES et al., 2014, BARBERIS et al., 2014, THEEL et 

al., 2012). Todavia, nestes artigos não realizou-se este tipo de análise (como a 

do presente trabalho, onde foi estabelecido um contraponto entre espécies 

presentes no BD com as espécies descritas), não sendo possível concluir a 

superioridade ou não do Biotyper em relação ao SARAMIS. No presente 

trabalho, em relação ao total de espécies descritas para o gênero 

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 então apresentados expõem a imperfeição do 

BD/SARAMIS em relação à identificação de estirpes de origem ambiental 

utilizadas no presente trabalho. De acordo com o observado, na identificação 

de bactérias utilizando o sistema VITEK MS, a avaliação do BD quanto ao 

número de espécies descritas e o número de EE e SS contidos em cada pasta 

dos gêneros de interesse se apresenta como fundamental, para ao menos 

estimar a possibilidade (ou não) de acerto na identificação da estirpe analisada. 
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Caso a variedade proteômica da bactéria submetida a este sistema não esteja 

contemplada no BD, haverá grande possibilidade de falha na identificação. 

 Outra observação interessante que deve ser ressaltada na avaliação do 

BD/SARAMIS é a possibilidade da presença de estirpes pertencentes a 

espécies ainda não descritas. Com o aprimoramento das ferramentas utilizadas 

na sistemática microbiana e a diversificação dos estudos com foco na 

microbiota a partir de fontes não clínicas, a descrição de novas espécies e o 

reposicionamento filogenético de estirpes tem sido constante, ocasionando, 

naturalmente, uma dificuldade na atualização do bancos de dados de 

identificação. Além disso,  a estimativa da existência de até centenas de 

milhões de espécies ainda não 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 ausência do perfil proteico (avaliada pelos perfis de espectros obtidos 

nos resultados) expresso pelas estirpes autóctones de Bio-Manguinhos no 

BD/SARAMIS foi uma das hipóteses avaliadas para os resultados de ausência 

de identificação. Entretanto, por esta técnica analítica ser muito dependente da 

qualidade da amostra preparada (entrada do processo), esta hipótese também 

foi avaliada.  

A confecção do spot contendo a estirpe misturada com a matriz é 

extremamente crítica para o resultado, sendo uma das desvantagens desta 

metodologia. Para descartar a possibilidade de mal preparo da amostra, cinco 

estirpes (representando os cinco gêneros cujas estirpes não foram identificadas 

pelo BD/SARAMIS e que estão apresentados na Tabela 5) foram novamente 

submetidos a identificação pelo VITEK MS RUO, desta vez em quadruplicata. 

Novamente, não houve identificação das estirpes. Os perfis de espectros 

obtidos foram comparados entre si para avaliação 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 atípico. O perfil de espectros obtido na 

primeira análise também foi comparado às quatro replicatas e a similaridade 



96 
 

entre os perfis analisados permaneceu elevada, reforçando a validade dos 

resultados obtidos. Ademais, um dos scores de qualidade atribuído aos 

resultados (datacount) se encontrava dentro da faixa indicada como adequada 

(entre 100 e 200), segundo recomendações da BioMérieux.  

 Todas estas evidências apontam para a inexistência destas variedades 

das estirpes testadas no BD/SARAMIS, sendo estas candidatas potenciais a 

 onstruç o    Sup rSp  tr s” – que são modelos de comparação – a serem 

inseridos no BD, de forma complementar. 
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Figura 12 - Dendrograma do espécime do gênero Arthrobacter 
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Figura 13 - Dendrograma de um espécime do gênero Paenibacillus 
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Figura 14 - Dendrograma de um espécime do gênero Corynebacterium 
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Figura 15 - Dendrograma do espécime do gênero Streptomyces 
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Figura 16 - Dendrograma do espécime do gênero Microbacterium 
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4.1.5 Construção de SuperSpectras e incorporação ao BD do SARAMIS 

 

 

De acordo com os resultados obtidos na comparação das três 

metodologias (BBL Crystal/VITEK 2 Compact/VITEK MS RUO, apresentados 

no Quadro 6 e na Tabela 5), foi verificada a necessidade da expansão do 

BD/SARAMIS para a conclusão das identificações bacterianas no controle de 

qualidade de Bio-Manguinhos por este sistema. Dessa forma, as estirpes 

autóctones identificadas pelo MicroSEQ® 500 foram utilizadas para a 

construção de SuperSpectras e incorporação ao BD/SARAMIS, constituindo 

um BD in house customizado para a microbiota de Bio-Manguinhos. 

 Para apresentação dos primeiros SuperSpectras construídos e inseridos, 

foram utilizadas as estirpes B1047 (Streptomyces sp.) e B704 (Microbacterium 

sp.) autóctones.   

 A estirpe de Streptomyces sp. B1047 representa o único exemplar 

identificado deste gênero na Coleção de Bio-Manguinhos. A identificação deste 

gênero é complexa, em função de dificuldades no seu cultivo (tempo longo de 

incubação e colônias fortemente aderidas ao meio de cultura) e dos métodos 

fenotípicos utilizados resultarem em identificação inconclusiva (BAIO, 2007). 

Dessa forma, para a construção 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, não foram realizadas as análises 

nos tempos de cultivo de 24 e 48 horas, por ausência 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 construção do SS. Dos 80 resultados, foram 

excluídos os resultados com baixo datacount (n=38), que não apresentaram 

perfil de espectros (n=23) e que se apresentaram como outliers (n=6) no 

dendrograma obtido. A obtenção de um grande número de resultados 

considerados de baixa qualidade (tanto os resultados com baixo datacount 

quanto os que não apresentaram perfil de espectros) pode refletir uma 

dificuldade na obtenção de proteínas ionizadas, uma vez que a parede celular 

deste gênero é de difícil ruptura. Talvez haja a necessidade de uma adaptação 
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do protocolo proposto pela empresa responsável pelo Sistema VITEK MS RUO 

(BioMerieux) para este gênero.  

 Os 13 perfis de espectros restantes foram importados para o 

BD/SARAMIS e alocados numa pasta criada para esta estirpe, denominada 

 Autóctone B1047”    ntro    P st   o   n ro Streptomyces (Figura 17).  
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Figura 17- Organização das pastas do gênero Streptomyces no BD/SARAMIS, com detalhamento dos perfis de espectros (ER e SS) contidos na pasta 
‘Autó ton  B1047’ 
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 Com os perfis de espectros alocados na pasta criada, foi construído o 

SS para a estirpe Streptomyces sp. B1047, utilizando as ferramentas do 

software SARAMIS Premium para esta finalidade. Após a verificação dos 

critérios exigidos (ANAGNOSTEC, 2008) para a inserção do SS no 

BD/SARAMIS, este foi ativado, para uso na identificação de estirpes. O 

diagrama dos espectros selecionados (representados por picos) e a lista com 

cada massa associada a cada espectro estão apresentados nas Figuras 18 a 

20.     
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Figura 18- Diagrama SuperSpectra Streptomyces sp. B1047 
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Figura 19- Picos de massas para SuperSpectra Streptomyces sp. B1047 (parte I) 
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Figura 20- Picos de massas para SuperSpectra Streptomyces sp.  B1047 (parte II) 
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 Em relação ao gênero Microbacterium, há um representante, o 

Microbacterium sp. B704 presente na coleção, que consta como único 

exemplar identificado por sequenciamento para este gênero (Tabela 5). Por 

outro lado, há outros seis exemplares na coleção que foram identificados como 

pertencentes ao gênero 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 não foram 

utilizadas, por apresentar crescimento confluente das colônias desta estirpe. 

Na análise do datacount, 38 estavam fora da faixa desejada (entre 100 e 200) e 

foram excluídos, assim como os oito que não apresentaram espectros 

(problemas na confecção do spot) e os quatro outliers visualizados no 

dendrograma. Dos 96 perfis de espectros obtidos, 46 foram considerados 

adequados (datacount e posição no dendrograma) e foram importados para o 

BD/SARAMIS, sendo alocados na pasta  Autóctone B704”, dentro da pasta do 

gênero Microbacterium (Figura 21).  

 Na construção do SS desta estirpe, foram utilizados perfis de espectros 

com todos os tempos de cultivo. Pela frequência dos espectros de massa 

apresentados, não houve grande diferença entre os resultados obtidos nos 

diferentes tempos de cultivo analisados.  
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Figura 21 - Organização das pastas do gênero Microbacterium no BD/SARAMIS, com detalhamento dos perfis de espectros (ER e SS) contidos na pasta 
‘Autó ton  B704’ 
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 Foi construído 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 estão apresentados na Figuras 22 e 23. 
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Figura 22 - Diagrama SuperSpectra Microbacterium sp. B704  
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Figura 23 - Picos de massas para SuperSpectra Microbacterium sp. B704 
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 Após a construção dos SS e a sua ativação, as estirpes Microbacterium 

sp. B704 e Streptomyces sp. B1047 foram novamente submetidas ao VITEK 

MS RUO e corretamente identificadas, representando os primeiros SS 

autóctones inseridos e a expansão com sucesso do BD/SARAMIS em Bio-

Manguinhos. 

 O aumento do BD dos softwares associados a sistemas de identificação 

por MALDI-TOF MS tem sido reportado em trabalhos a partir de estirpes 

clínicas (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 construção destes 

SuperSpectras, que será convertido em uma Instrução de Trabalho em Bio-

Manguinhos. Dessa forma, a expansão do BD in house será uma atividade de 

rotina e contínua no controle de qualidade. 

 

 

4.1.6 Elaboração de Documentos Técnicos  

 

 

 Foram confeccionados diversos documentos técnicos com os resultados 

de performance dos métodos e das melhorias propostas: Instruções de 

Trabalho para cada método de identificação ou caracterização (APÊNDICES B, 

C, D, F e G), Protocolo e Relatório de Validação para o sistema VITEK 2 

Compact (APÊNDICE E), Relatório de Investigação de Fontes de 

Contaminação utilizando o Banco de Dados, a Bacterioteca e a técnica de 

PFGE (APÊNDICE H), Relatório das Cepas Autóctones utilizadas como 

padrões Secundários (APÊNDICE I) e Instrução de Trabalho para investigação 

de origens de contaminação utilizando a técnica de PFGE (APÊNDICE L). 

 Foi construído um modelo de Ficha para o Catálogo de Identificação 

(APÊNDICE A) e, a partir deste modelo, foram construídas as duas primeiras 

fichas (APÊNDICES J e K) deste catálogo. A confecção destas fichas foi 

incorporada a rotina da equipe de identificação da SEPIN, e seu procedimento 
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está sendo descrito através de uma Instrução de Trabalho, cuja conclusão está 

prevista para julho de 2015.   

 

 

4.1.7 Melhorias quanto ao Custo/Tempo/Precisão associadas: cálculo do valor 

por amostra 

 

 

 A melhoria das técnicas analíticas em busca da excelência dos 

resultados deve estar atrelada ao seu impacto na demanda e no orçamento da 

Instituição, de forma a racionalizar a relação custo/benefício. Geralmente, a 

associação dos três aspectos ideais (resultado correto/baixo custo/rapidez de 

resposta) em um único método de identificação é uma rara probabilidade, 

sendo necessária uma avaliação prévia destes aspectos antes da escolha da 

metodologia a ser implementada na rotina. 

 Dentre as quatro metodologias propostas, o kit MicroSEQ® seria o mais 

indicado na obtenção de uma resposta inequívoca a respeito da identidade 

taxonômica da estirpe avaliada. Entretanto, como já discutido anteriormente, o 

uso desta ferramenta em todas as amostras submetidas a identificação na 

SEPIN seria completamente inviável, uma vez que o custo por amostra 

(MicroSEQ®) foi estimado em R$ 116,89 (considerando somente os insumos e 

consumíveis, com base em orçamento recebido em 2015 pela Life 

Technologies). Entretanto, seu uso é de fundamental importância na 

identificação de estirpes não identificadas pelos outros três métodos ou de 

resultado questionável, e seu uso na rotina na SEPIN deve ser implementado 

com este propósito, inclusive para atender as exigências da Anvisa e da OMS 

quanto a este aspecto. Dos outros três métodos restantes, o VITEK MS RUO 

foi o que apresentou melhor performance na identificação das estirpes, 

conforme já discutido anteriormente. 

 Em relação ao custo por amostra dos outros três métodos (BBL Crystal, 

VITEK 2 Compact e VITEK MS RUO), de acordo com os 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 cálculo de hora-homem, hora-máquina, etc), a identificação 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 - Comparação do custo dos insumos por amostra (valores obtidos em 2012) 
 

 

Observação: O primeiro ano de contrato do VITEK MS RUO foi o ano de 2013. 

 

 

 Importante ressaltar que, no cálculo da amostra dos sistemas VITEK 2 

Compact e do VITEK MS RUO, os custos de manutenção/prevenção (inclusive 

troca de peças) e de assessoria técnica e científica já estão embutidos no 

preço dos insumos, inclusive o uso do equipamento. No estudo desenvolvido 

por Deng e cols. (2014), foi realizado o cálculo do custo por amostra para o 

VITEK MS RUO e para o VITEK 2, considerando somente os insumos 

utilizados no primeiro método – solução matriz, slides, alças de inoculação e 
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ponteiras – e no segundo – cartões de identificação, tubos de preparo de 

suspensões, swabs e solução salina. O custo para a identificação de uma 

amostra pelo VITEK MS (20 yuans, moeda chinesa) ficou avaliado em 

aproximadamente 65% menor que uma identificação pelo VITEK 2 (56 yuans). 

Outros trabalhos também apresentaram a redução do custo da identificação 

através do uso da técnica de MALDI-TOF MS (SENG et al., 2009, CHERKAOUI 

et al., 2010, BIZZINI & GREUB, 2010) 

 Ao compararmos os três métodos segundo o tempo de obtenção de 

resultado, observamos uma diferença drástica entre os métodos bioquímicos 

(BBL Crystal e VITEK 2 Compact) e o proteômico (VITEK MS RUO), conforme 

a Figura 25. Este cálculo foi realizado para a identificação de uma estirpe 

bacteriana. 

 

 

Figura 25 - Comparação do tempo de obtenção de resultados 
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 Deng e cols. (2014) também avaliaram o tempo para a identificação 

pelos dois métodos (VITEK MS RUO e VITEK 2) e utilizaram 16 cepas para 

realizar esse cálculo: enquanto o VITEK MS RUO concluiu a identificação deste 

número de amostras em 48 minutos, o VITEK 2 apresentou resultados após 

510 minutos. Estes resultados apontam para a liberação de resultados 10 

vezes mais rápida pelo sistema VITEK MS RUO. 

Num estudo mais detalhado, Tan e cols. (2012) avaliaram o tempo e o 

custo por identificação de espécimes clínicos realizando análises estatísticas 

dos valores mensurados em um ano na rotina de identificação do laboratório de 

um hospital americano. Neste estudo, o gasto com implementação e 

manutenção do equipamento também foi avaliado. A identificação pelo MALDI-

TOF, mais uma vez, foi considerada vantajosa economicamente. 

A rápida obtenção de resultados permite um feedback mais veloz em 

relação aos riscos relacionados aos processos e ambientes produtivos. Esta 

pronta resposta, por sua vez, favorece a liberação de produtos em um menor 

período de tempo (PAVLOVIC et al., 2013). Isso representa um ganho 

econômico para a Instituição pela economia com gastos relacionados a 

infraestrutura (energia elétrica, força de trabalho, etc). Se for traçado um 

paralelo entre custo com hora-homem e hora-máquina associado a cada 

método e o tempo necessário para a realização do ensaio, o sistema VITEK 

MS RUO se apresenta muito mais econômico. 

 

 

4.2 BACTERIOTECA E BANCO DE DADOS 

 

 

A Bacterioteca de Bio-Manguinhos foi concebida com a proposta de ser 

uma coleção de trabalho, de memória e de pesquisa. Todas as bactérias 

depositadas nesta coleção são oriundas da rotina de identificação de 

contaminantes da SEPIN e apresentam diversas fontes de isolamento 

(monitoramento ambiental, monitoramento de água, processos de validação, 

produtos, insumos e matérias-primas analisados, entre outros), desde 2008. 

Sua estruturação contribuiu para o conhecimento da microbiota autóctone de 
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Bio-Manguinhos e da sua distribuição nas áreas produtivas monitoradas. Além 

disso, permitiu a investigação fidedigna de fontes de contaminação e a 

implementação de padrões autóctones no controle de qualidade Microbiológico. 

 A primeira apresentação formal desta coleção foi em maio de 2011. No 

mesmo ano, um trabalho com os primeiros resultados compilados foi 

apresentado oralmente no 26o. Congresso Brasileiro de Microbiologia. Em 

relação à diversidade em indústrias farmacêuticas, poucos dados são 

publicados (XAVIER et al., 2013) e o uso de coleções 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 gêneros distintos, de acordo 

com a identificação bioquímica, obtida por meio deste kit. Os seis gêneros 

identificados que apresentaram a maior incidência foram Staphylococcus 

(32,06%), Micrococcus (26,23%), Bacillus (7,11%), Corynebacterium (6,60%), 

Leifsonia (3,98%) e Pseudomonas (3,55%). Estes seis gêneros representam 

quase 80% do total de cepas identificadas. Para mais de 1.800 estirpes, a 

   nt f   ç o b oquím    fo   n on lus v  (r sult  o  In    t v l”)  

correspondendo a aproximadamente 40% de todo acervo biológico (Dados não 

apresentados no presente trabalho, sendo as informações extraídas de 

MEDEIROS et al., 2011a, MEDEIROS et al., 2011b). 

No presente trabalho, esta baixa performance de identificação pelo kit 

BBL Crystal foi observada não somente com relação às estirpes de referência 

(57,90%), conforme o Quadro 6, mas também nas autóctones identificadas 

pelo MicroSEQ (48,08%), conforme a Tabela 5. Este resultado reflete a 

inadequação deste sistema de identificação para a diversidade isolada pelo CQ 

de Bio-Manguinhos.   

De janeiro de 2010 a agosto de 2014, período utilizado para o presente 

trabalho, a Bacterioteca era constituída por 5.842 estirpes que representavam 

80 gêneros bacterianos distintos (Figura 26). Este levantamento foi realizado 

com o resultado obtido  pelos métodos de identificação disponíveis no 

momento de isolamento. Até 2011, todas as estirpes foram identificadas pelo 

kit bioquímico BBL Crystal. Em 2012, as estirpes foram identificadas pelo 

Sistema bioquímico 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. 
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Figura 26 - Distribuição dos gêneros bacterianos dos estirpes da Bacterioteca, no período de 2010 a 2014 (N=5.842) 
 

 

Outros gêneros: 54 gêneros bacterianos restantes 
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 A diversidade de gêneros registrados na Bacterioteca (no período de 

2010 a 2014) quase dobrou em relação aos dados registrados até 2011 

(MEDEIROS et al., 2011a, MEDEIROS et al., 2011b): de 42 para 80 gêneros 

identificados. Os 54 gêneros que representam 6% das estirpes da Bacterioteca 

estão apresentados na Tabela 11. 

 

 

Tabela 11 – 54 gêneros (6%) da Bacterioteca que não foram discriminados na Figura 26 
 

Gênero Nº de 
estirpes 

  Gênero Nº de 
estirpes 

Actinomyces 2  Lactococcus 5 

Achromobacter 2  Leclercia 2 

Aeromonas 3  Leuconostoc 17 

Alloiococcus 4  Lysinobacillus 4 

Alicyclobacillus 22  Methylobacterium 1 

Agrobacterium 3  Microbacterium 7 

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 gêneros Staphylococcus (29%) e Micrococcus (14%) 

permanecerem como os mais frequentes no período de 2010 a 2014, a 

porcentagem destes apresentou queda em relação ao total da Bacterioteca, 

quando comparado ao observado por Medeiros e cols. no período de 2008 a 

2011 (MEDEIROS et al., 2011a, MEDEIROS et al., 2011b). A lista dos gêneros 

mais frequentes também apresentou mudanças nas posições: atualmente, o 

gênero Pseudomonas (10% das estirpes da Bacterioteca) é o terceiro mais 

identificado, ao contrário do observado até 2011, quando constava na sexta 

posição dos mais frequentes, com 3,55% das estirpes (MEDEIROS et al., 

2011a, MEDEIROS et al., 2011b). O gênero Bacillus (5%) caiu para a quarta 

posição e o gênero Corynebacterium, para a sexta (4%), enquanto o gênero 

Enterococcus (5%) aponta como o quinto mais identificado.  Até 2011, o 

somatório dos seis gêneros mais frequentes chegava a 79,53% do total da 

coleção (MEDEIROS et al., 2011a, MEDEIROS et al., 2011b). Agora, eles 

somam 67%. Outra mudança observada foi a diminuição do quantitativo de 

estirpes não identificadas: dos 40% (MEDEIROS et al., 2011a, MEDEIROS et 

al., 2011b), houve uma redução para 19%. A introdução dos sistemas VITEK 2 

Compact e VITEK MS RUO em 2012 sugere que estes dois métodos ajudaram 

na discriminação mais apurada das estirpes submetidas à identificação e 

diminuíram a quantidade de estirpes não identificadas. 

 Os resultados encontrados apresentam similaridade com outros 

realizados em outras unidades farmacêuticas. Utescher e cols. (2007) 

encontraram os gêneros Staphylococcus (74,52%), Micrococcus (19,08%) e 

Bacillus (6,40%) como os mais incidentes em três áreas classificadas numa 

indústria de imunobiológicos. Abreu e cols. (2003) observaram os gêneros 

Bacillus, Staphylococcus e Corynebacterium, enquanto Wu e Liu (2007) 

relataram a predominância dos gêneros Staphylococcus, Microbacterium e 

Bacillus. Pereira (2009) relatou o isolamento e a identificação de 227 estirpes 

bacterianas a partir de amostras de ar em uma área controlada (Classes C e 

D). Destas, 154 (67%) eram Staphylococcus spp. 

 Ao realizar uma análise do perfil geral da Bacterioteca no presente 

trabalho (no período de 2010 a 2014), foram observadas algumas modificações 

(Figura 27). 
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Figura 27 - Distribuição dos grupos bacterianos (Gram) da Bacterioteca no período de 2010 a 
2014 

 

CGP=Cocos Gram positivos; BGP=Bastonetes Gram positivos não formadores de esporos; 
BGP esporo: Bastonetes Gram positivos formadores de esporos; GN=Bastonetes e Cocos 
Gram negativos 

 

 

A grande predominância das estirpes permanece como Gram positiva, 

em relação ao observado no período de 2008 a 2011 (MEDEIROS et al., 2011a, 

MEDEIROS et al., 2011b). Este grupo representa 57% de todas as estirpes da 

coleção, enquanto o grupo de Gram negativos consta como 24%. Os Cocos 

Gram positivos (CGP), maior grupo da Bacterioteca, apresentam 17 gêneros 

(Figura 28) . 
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Figura 28 - Gêneros identificados entre os cocos Gram positivos (2010-2014) 
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 Destes, 1.290 pertencem ao gênero 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). 

Há a possibilidade, de 2010 a 2011 (quando as estirpes eram identificadas pelo 

kit BBL Crystal, sem as atualizações taxonômicas relacionadas), das estirpes 

dos gêneros Kytococcus e Kocuria terem sido identificadas na SEPIN como 

pertencentes ao gênero Micrococcus. Somando estes três gêneros, obtem-se 

32,45% dos CGP, aproximando-se da estatística anterior, quando 

Staphylococcus e Micrococcus apresentavam uma menor diferença entre si. 

Novamente, o poder discriminatório se mostrou maior com a introdução dos 

dois métodos de identificação (VITEK MS e VITEK 2 Compact). 

 O perfil das estirpes Gram negativas (GN) da Bacterioteca apresentou 

mudanças significativas ao longo destes anos. De 2008 a 2011, contavam 

como 6,06% das estirpes (MEDEIROS et al., 2011a, MEDEIROS et al., 2011b), 

divididos em 18 gêneros. Já no período de 2010 a 2014, constam como 24% 

da Bacterioteca, e abrangem 42 gêneros (Figura 29). 
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Figura 29 - Gêneros identificados entre as estirpes Gram negativas (2010-2014) 
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 O gênero Pseudomonas, com 468 estirpes (35,22% do grupo GN), 

apresenta liderança na frequência de isolamento. Em seguida, foram 

observados os gêneros 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 três gêneros mais frequentes 

(Pseudomonas, Acinetobacter e Stenotrophomonas) e o gênero Enterobacter já 

apresentam histórico de isolamento de 2010 a 2014, sendo encontrados em 

todos os anos. Entretanto, o gênero Ralstonia foi identificado somente a partir 

de 2013 e, em dois anos, já soma estirpes para constar como o quarto gênero 

GN mais frequente na Bacterioteca (Figura 29).  

 Estas mudanças (aumento do número de estirpes GN e aumento da 

diversidade de gêneros) podem estar atribuídas à melhoria das metodologias 

de identificação, às modificações nos meios de cultura utilizados no 

monitoramento de águas e ao aumento dos pontos de água monitorados. 

Entretanto, em relação às estirpes GN provenientes do monitoramento 

ambiental de amostras de ar e de operadores (cujos procedimentos, pontos de 

amostragem e meios utilizados não apresentaram grandes modificações), a 

diversidade e o número de estirpes também aumentaram em 2013 e 2014, 

sugerindo que as mudanças tenham sido evidenciadas pela melhoria dos 

métodos de identificação.    

 No perfil dos Bastonetes Gram positivos (BGP), a porcentagem das 

estirpes da Bacterioteca permaneceu quase a mesma: no período de 2008 a 

2011, 12,6% das estirpes identificadas eram classificadas como BGP 

(MEDEIROS et al., 2011a, MEDEIROS et al., 2011b); e, no período de 2010 a 

2014, 13% se apresentavam como tal. A diferença ocorreu na divisão – até 

então inexistente – no grupo de BGP na Bacterioteca: o dos produtores de 

esporos (7%) e o dos não produtores desta estrutura (6%), conforme a Figura 

6. 

 Dos BGP não formadores de esporos, o gênero Corynebacterium se 

mostra o mais frequentemente identificado (Figura 30), com 188 estirpes 

(56%), sendo o sexto gênero da Bacterioteca (Figura 26). 
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Figura 30 - Gêneros identificados entre os bastonetes Gram positivo não formadores de esporos ( 2010-2014) 
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 Em seguida, o gênero Leifsonia (anteriormente pertencente ao gênero 

Corynebacterium) tem como representantes 89 estirpes (26%). Outros gêneros 

– Brachybacterium (10 estirpes) e Arcanobacterium (uma estirpe) – também 

eram pertencentes ao gênero Corynebacterium. Se todas as estirpes desses 

três novos gêneros (100 estirpes) fossem somadas às do Corynebacterium 

(188)   st  últ mo   n ro r torn r     su  pos ç o no  r nk n ”  st b l    o  m 

2011 (MEDEIROS et al., 2011a; MEDEIROS et al., 2011b), como o quarto 

gênero mais frequente na Bacterioteca. Mais uma vez, há evidências do 

aumento do poder discriminatório dos métodos estabelecidos por meio do 

presente trabalho.  

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

principal, representando 67% das estirpes desta categoria (Figura 31). 
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Figura 31 - Gêneros 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 

identificação inequívoca representa um dos principais desafios enfrentados 

pelo controle de qualidade microbiológico de Bio-Manguinhos. A maioria das 

estirpes não identificadas na SEPIN pertence a este grupo. Dos gêneros 

identificados, o Terribacillus (com um único exemplar identificado na 

Bacterioteca, isolado em 2010) somente foi identificado por meio do kit 

MicroSEQ®, não estando este gênero representado nos Bancos de Dados dos 

outros sistemas de identificação avaliados. O gênero Paenibacillus teve duas 

estirpes em 2010 que foram identificadas também utilizando o kit MicroSEQ®. 

Entretanto, a partir de 2013, outras 38 estirpes do gênero Paenibacillus foram 

identificadas pelos sistemas VITEK 2 Compact e VITEK MS RUO. Até 2012, 

pelo kit BBL Crystal, somente eram identificados os gêneros Bacillus e 

Brevibacillus. A partir de 2013, três outros gêneros foram identificados 

(Alicyclobacillus, Geobacillus e Lysinobacillus), pela introdução do VITEK 2 

Compact e do VITEK MS RUO. 

 A presença de BGP formadores de esporos em áreas produtivas merece 

atenção quanto aos processos de limpeza e desinfecção, em particular das 

áreas classificadas (WHO, 2012; WHO, 2011). A eliminação eficiente de suas 

estruturas de resistência (esporos) requer escolha criteriosa de produtos 

desinfetantes com atividade esporicida comprovada, e a identificação correta 

destes micro-organismos permite o mapeamento do risco associado aos 

processos. Assim, o conhecimento da presença ou ausência deste grupo de 

micro-organismos nas áreas, assim como a sua frequência, é fundamental para 

conseguirmos manter a segurança dos processos em cada área (WHO, 2012, 

BRASIL, 2010).  

 Um dos objetivos da construção da Bacterioteca foi permitir esse estudo 

mais detalhado da microbiota encontrada em cada área de Bio-Manguinhos. O 

conhecimento e o mapeamento dos gêneros microbianos em áreas produtivas 

é uma estratégia de controle (por permitir análise de tendências), uma vez que 

dados referentes a este tipo de microbiota são praticamente inexistentes no 

mundo todo. Na busca de trabalhos sobre microbiot      s l s l mp s”  for m 

encontradas muitas pesquisas em centros cirúrgicos e da Agencia Espacial 

Norte Americana (NASA). Para áreas farmacêuticas controladas, entretanto, 



133 
 

poucos são encontrados. Nesse aspecto, pode se considerar esta uma 

experiência bem sucedida, pois forneceu muitos dados acerca deste nicho. 

 Devido ao grande número de estirpes introduzidas a cada mês, a 

Bacterioteca da SEPIN apresenta um fluxo dinâmico de entrada e de descarte 

de parte do acervo anualmente. O prazo determinado para a manutenção das 

estirpes foi de cinco anos (por uma limitação física, uma vez que a SEPIN não 

possui infraestrutura exclusiva para coleções, que incluem equipamentos, 

áreas e funcionários). Dessa forma, a cada ano, serão selecionadas as estirpes 

de interesse em permanecer nas coleções e as outras serão descartadas. Os 

critérios de seleção deverão se basear na importância taxonômica da estirpe 

para a Bacterioteca, na origem da identificação (com ênfase para ingredientes 

farmacêuticos ativos, produtos intermediários e acabados), no ano do 

isolamento, assim como outros de interesse para a SEPIN.   

 Este descarte – assim como outros aspectos, como o fato de não haver 

manutenção em duas formas de preservação destas bactérias, equipe 

reduzida, ausência de área dedicadas, ausência de identificação polifásica das 

estirpes – fere algumas exigências preconizadas para Coleções Institucionais, 

impossibilitando a Bacterioteca a se transformar em uma destas coleções. A 

solução encontrada seria a criação de uma outra coleção – a COLECAO DE 

CULTURAS DE MICRO-ORGANISMOS AUTÓCTONES (CCMA) – na qual 

seriam depositadas somente as estirpes identificadas utilizando a abordagem 

polifásica,  oriundos da Bacterioteca. Esta coleção, então, poderia constar 

como uma das coleções institucionalizadas da Fiocruz, seguindo as exigências 

determinadas. Entretanto, o presente trabalho apenas sugere tal criação, 

devendo esta ser uma decisão da Diretoria da Unidade, caso haja interesse, 

inclusive de prestação de serviços. 
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4.2.1 Uso de padrões autóctones: procedimentos e aplicações 

 

 

 Com o intuito de se introduzir as cepas autóctones (in house) como 

padrões secundários nas validações dos processos de fabricação de injetáveis 

(media fill), assim como nos testes de promoção de crescimento realizados no 

Departamento de Controle de Qualidade de Bio-Manguinhos, foram 

selecionadas 12 estirpes bacterianas (Quadro 7), de acordo com sua incidência 

em cinco das principais áreas de produção em 2010, avaliada a partir da 

identificação fenotípica prévia (APÊNDICE I). Estas estirpes foram novamente 

submetidas às provas fenotípicas – identificação bioquímica, coloração de 

Gram, teste de KOH, produção de indol, oxidase e catalase – e a identificação 

genotípica, utilizando-se o kit MicroSEQ® 500 16S rDNA Bacterial 

I  nt f   t on™. 

 

 
  
Quadro 7- Cepas bacterianas candidatas a serem utilizadas como padrões autóctones 

 

Identificação das estirpes Procedência 
Características 

morfo-tintoriais 

B-287 (Providencia stuartii) Suspensão 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 turvação mais discreta dos meios testados, por apresentar 

necessidade de um tempo de cultivo maior. Essa turvação, entretanto, foi 

suficiente para a leitura do teste no período preconizado pelo procedimento 

referente a promoção de crescimento e o número de células viáveis se 

apresentou na faixa indicada para desafio, que é de 10 a 100 UFC (Dados não 

apresentados, sendo resultado dos laudos dos ensaios de promoção 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 promoção de crescimento dos meios de 

cultura preparados para media fill e teste de esterilidade. Quase 900 lotes de 

meios líquidos (caldo caseína, em especial) já foram avaliados com o uso dos 

padrões secundários (lotes de trabalho – Tabela 12). Este procedimento 

garantiu a conformidade de Bio-Manguinhos às exigências da Anvisa em 

relação às boas práticas de fabricação (WHO, 2012, BRASIL, 2010). Estes 

resultados foram apresentados em três eventos científicos, em 2010, 2011 e 

2012 (MEDEIROS et al., 2012, MATTOSO et al., 2011, MEDEIROS et al.; 

2010). 
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Tabela 12 - Quantitativo de lotes de meio de cultura avaliados com uso de padrões autóctones, 
no período de 2010 a 2014 
       

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

 

 

4.2.2 Mapeamento da distribuição das bactérias isoladas nos ambientes de 

produção (monitoramento ambiental/água) por área: gêneros em cada área de 

produção de Bio-Manguinhos, no período de 2010 a 2014 

 

 

 A distribuição da microbiota circulante foi estimada pela análise do BD 

(planilha Excel com os dados das estirpes) da Bacterioteca de Bio-Manguinhos 

(BD/Bacterioteca). Por meio desta primeira avaliação, puderam ser observados 

os gêneros de maior frequência de isolamento e a sua permanência/surgimento 

ao longo dos anos. Entretanto, ainda restavam dúvidas quanto à distribuição 

destes gêneros nas diversas áreas de produção da unidade, assim como nos 

processos produtivos. 

 Para facilitar esta análise e tentar chegar a um perfil por área, foram 

destacadas as seis áreas produtivas de maior importância, denominadas de 

área 1 a área 6. O compilado da microbiota destas seis áreas foi apresentado 

na Tabela 13 e consiste em 1.823 estirpes. 

 

LOTES DE TRABALHO 

MEIOS LÍQUIDOS 

AVALIADOS 

2010-1014 

MEIOS SÓLIDOS 

AVALIADOS 

2010-2014 

B-287 (Providencia stuartii) 

Caldo Caseina 

(706 lotes) 

 

Caldo Tioglicolato 

(190 lotes) 

TSARM/Count-Act 

(112 lotes) 

 

TSA/TSNI 

(140 lotes) 

B-358 (Staphylococcus cohnii urealyticum) 

B-359 (Moraxella osloensis) 

B-614 (Micrococcus sp) 

B-726 (Corynebacterium sp) 

B-883 (Bacillus firmus) 

B-986 (Micrococcus sp) 

B-988 (Acinetobacter schindleri) 
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      Tabela 13 - Distribuição entre as Áreas e a Bacterioteca 
 

Bacterioteca 
N=5.842 

Área 1 
N=474 

Área 2 
N=346 

Área 3 
N=121 

Área 4 
N=603 

Área 5 
N=194 

Área 6 
N=85 

Staphylococcus 
(29%) 

Staphylococcus 
(25,53%) 

Staphylococcus 
(33,82%) 

Staphylococcus 
(16,53%) 

Staphylococcus 
(38,97%) 

Staphylococcus 
(55,67%) 

Staphylococcus 
(29,41%) 

Micrococcus 
(14%) 

Micrococcus 
(20,47%) 

Micrococcus 
(25,72%) 

Ralstonia 
(14,05%) 

Micrococcus 
(26,20%) 

Micrococcus 
(17,01%) 

Micrococcus 
(23,53%) 

Pseudomonas 
(10%) 

Enterobacter 
(9,92%) 

Corynebacterium 
(5,78%) 

Pseudomonas 
(12,4%) 

Corynebacterium 
(5,47%) 

Bacillus 
(5,67%) 

Corynebacterium 
(15,30%) 

Bacillus 
(5%) 

Pseudomonas 
(6,12%) 

Bacillus 
(3,76%) e 

Kytococcus 
(3,76%) 

Micrococcus 
(11,57%) 

Bacillus 
(4,65%) 

Corynebacterium 

(2,58%), 
Enterobacter 

(2,58%) e 
Kytococcus 

(2,58%) 

Bacillus 
(9,41%) 

Enterococcus 
(5%) 

Corynebacterium 
(5,48%) 

Bacillus e 
Kocuria 

(4,96% cada) 

Chryseobacterium 

(3,32%) 
Streptococcus 

(5,88%) 

Corynebacterium 
(4%) 

Burkholderia 
(4,01%) 

Leifsonia 
(3,18%) 

Kytococcus e 
Pseudomonas 
(1,83% cada) 

Alicyclobacillus, 
Brevibacillus e 
Sphingomonas 
(2,35% cada) 

E mais 75 
gêneros (33%) 

E mais 29 
gêneros(28,47%) 

E mais 31 
gêneros (23,98%) 

E mais 18 
gêneros 
(40,49%) 

E mais 33 
gêneros 
(17,73%) 

E mais 11 
gêneros 
(13,91%) 

E mais 8 
gêneros(9,42%) 
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 Todas as áreas avaliadas (com exceção da área 6) apresentam um 

sistema de águas próprio (1 a 5) e a microbiota isolada a partir do 

monitoramento ambiental (amostras do ar e de operadores) e do 

monitoramento de águas (água para injetáveis, vapor puro e água purificada) 

foi analisada como pertencente ao ambiente produtivo e utilizada para 

caracterizar a composição da microbiota das referidas áreas (1 a 6). 

 Em cada área 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 águas. O mapeamento por área é interessante para 

avaliações de risco e para acompanhamento da introdução de novos gêneros. 

 Durante a avaliação do período citado (2010 a 2014), o ano de 2014 

(janeiro a agosto) foi caracterizado pela pouca produção de lotes de produtos 

(vacinas e biofármacos) em decorrência das diversas obras e melhorias de 

processos/áreas que ocorreram a partir do final do ano de 2013, em todas as 

áreas produtivas de Bio-Manguinhos. Por consequência da parada de 

produção 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 está associado a áreas que estejam em 

processo de produção. O monitoramento dos pontos de água, entretanto, se 

manteve durante o ano de 2014. Dessa forma, na análise da microbiota obtida 

pelo monitoramento ambiental (ar e operadores), os dados relacionados ao ano 

de 2014 foram considerados, mas não representaram o funcionamento normal 

de cada área.  

 Na avaliação dos gêneros por área, somente foi possível a análise de 

frequência de isolamento e de mudanças ao longo no período, não sendo 

possível realizar inferências em relação aos motivos/fatores que poderiam 

influenciar esta microbiota, por desconhecimento das particularidades que cada 

área apresenta e dos eventos que ocorreram nestas. 
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4.2.2.1 Área 1 

 

 

 Esta área pode ser considerada a área de produção mais antiga de Bio-

Manguinhos. Geograficamente, é a mais isolada das áreas produtivas. Todavia, 

o processo produtivo iniciado nesta área tem continuidade nas áreas 4 ou 5.  

Alocada em um prédio antigo, tombado pelo patrimônio histórico, apresentou 

diversas limitações em relação às atuais exigências para uma área de 

produção, que foram ajustadas com obras.  

 Dentre todas as áreas avaliadas, esta foi a que se manteve em 

produção quase continua durante todo o período avaliado, parando por 

períodos curtos para reformas e/ou intervenções.  

 Em relação ao total de estirpes no período analisado, foram identificados 

35 gêneros (N=474), sendo 18 de GN, quatro de BGP produtor de esporos, 10 

de CGP e três de BGP não produtor de esporos (Quadro 8). 

 O gênero Staphylococcus (N=121) foi o que apresentou maior número 

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 gêneros 

representam mais de 70% da microbiota bacteriana isolada na Área 1. 
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Quadro 8 - Total dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental (ar 
e operadores) e de monitoramento de águas na área 1 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero Total 

GN 

Acinetobacter 14 

Agrobacterium 1 

Brevundimonas 13 

Burkholderia 19 

Chryseobacterium 2 

Delftia 2 

Enterobacter 47 

Escherichia 1 

Flavimonas 2 

Gardnerella 2 

Klebsiella 4 

Pantoea 1 

Pseudomonas 29 

Ralstonia 2 

Serratia 2 

Sphingomonas 3 

Sphingobacterium 2 

Stenotrophomonas 3 

BGP 
(esporo) 

Alyclicobacillus 1 

Bacillus 7 

Brevibacillus 14 

Paenibacillus 2 

CGP 

Aerococcus 3 

Gemella 1 

Enterococcus 9 

Rhodococcus 1 

Kocuria 5 

Kytococcus 7 

Leuconostoc 1 

Staphylococcus 121 

Streptococcus 16 

Micrococcus 97 

BGP 

Oerskovia 1 

Corynebacterium 26 

Leifsonia 13 

             GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram  
      positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram  
      positivos, BGP= bastonetes Gram positivos não  
      produtores de esporos 
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 Outros trabalhos também apontam o gênero Staphylococcus como o 

mais incidente entre as estirpes isoladas a partir do controle de qualidade de 

ambientes de produção (PEREIRA, 2009, UTESCHER et al., 2007, WU e LIU, 

2007).  

Ao comparar estes resultados com o total da Bacterioteca (Tabela 14), a 

prevalência de estirpes dos gêneros Staphylococcus e Micrococcus já era 

esperada, por representarem mais de 40% das estirpes preservadas nesta 

coleção. Todavia, o gênero Enterobacter constar como o terceiro mais 

fr qu nt  n st   r nk n ” fo  um      o   st nto do perfil da Bacterioteca, na 

qual sua frequência foi estimada em 2% do acervo. A mesma observação foi 

apontada para o gênero Burkholderia, o sexto mais frequente nesta área. 

 

 

  Tabela 14 - Gêneros das estirpes identificadas: Bacterioteca X Área 1 
 

Bacterioteca 

2008-2011* 

Bacterioteca 

2010-2014 

Área 1 

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 extraídos de trabalhos previamente apresentados (MEDEIROS et al., 2011a, 

MEDEIROS et al., 2011b) 

  

 

Para tentar entender o fato do gênero Enterobacter estar em uma 

posição destacada na frequência de isolamentos desta área, foi realizada uma 

análise, ano a ano, da frequência de cada gênero (Quadro 9). Do período 

analisado, o ano de 2012 apresentou um perfil completamente distinto dos 

outros três anos: a predominância de gêneros de bactérias GN, sendo o gênero 

Enterobacter (n=35) o de isolamento mais frequente, superando o número de 

estirpes dos gêneros Staphylococcus (n=22) e Micrococcus (n=16) inclusive. O 

gênero Burkholderia (n=18) e o gênero Pseudomonas (n=17) aparecem em 

t r   ro   qu rto lu  r  r sp  t v m nt   no  r nk n ”    2012  Est s tr s 
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gêneros de GN representaram 48,96% do total de isolamentos nesta área, em 

2012. 

Durante a análise das fontes de isolamento destas estirpes de 

Enterobacter spp., o sistema de água foi evidenciado como a origem do 

isolamento (Quadro 10). Todas as 47 estirpes eram oriundas de amostras 

obtidas no ponto de água purificada (PW) da área. Sendo Enterobacter um dos 

gêneros do grupo Coliforme, este resultado aponta a inadequação da qualidade 

microbiológica desta água, no ano de 2012. Ademais, Souto (2008) relata a 

detecção e o isolamento de espécies deste gênero (E. intermedius e E. 

cloacae) e de Pantoea agglomerans (anteriormente classificada como 

pertencente ao gênero Enterobacter) em testes de esterilidade para produto 

injetável. A presença deste gênero na área 1, portanto, pode representar um 

risco biológico associado. Apesar deste ponto de água não ter seu uso 

associado ao processo produtivo de maneira direta, este aspecto sanitário foi 

evidenciado e corrigido, por meio de sanitizações no sistema de água. 

Para verificar se a frequência de estirpes do gênero Enterobacter se 

mantinha elevada, foram observados os resultados dos anos de 2013 e 2014 

para o mesmo ponto de água. Houve uma drástica queda no ano de 2013 (sete 

estirpes) e, até agosto de 2014, somente uma estirpe foi identificada em 

amostras de PW nesta área (Quadro 9). Importante ressaltar que esta área 

teve sucessivas sanitizações (como uma ação corretiva resultante da 

comprovação deste desvio), uma grande obra em 2013 e teve todo seu sistema 

de água substituído. 

As estirpes obtidas a partir do monitoramento ambiental, tanto de 

amostras de ar quanto de operadores, estão organizadas no Quadro 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 



143 
 

Quadro 9 - Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento 
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de águas na área 1 (2010 a 2014) 
 

Gênero 2010 2011 2012 2013 2014* Total 

Acinetobacter 5  2 1 6 14 

Aerococcus  1 2   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 1 2 9 

Escherichia    1  1 

Flavimonas   2   2 

Gardnerella 1 1    2 

Gemella  1    1 

Klebsiella   4   4 

Kocuria    2 3 5 

Kytococcus 4 2  1  7 

Leifsonia 8 3 2   13 

Leuconostoc   1   1 

Micrococcus 47 16 16 9 9 97 

Oerskovia 1     1 

Pantoea 1     1 

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 
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Quadro 10 - Distribuição dos gêneros identificados em procedimento de monitoramento de 
águas (WFI e PW) na área 1 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero WFI PW Total 

GN 

Acinetobacter 0 7 7 

Agrobacterium 0 0 0 

Brevundimonas 1 3 4 

Burkholderia 0 18 18 

Chryseobacterium 0 2 2 

Delftia 0 2 2 

Enterobacter 0 47 47 

Escherichia 0 0 0 

Flavimonas 0 1 1 

Gardnerella 0 1 1 

Klebsiella 0 4 4 

Pantoea 0 0 0 

Pseudomonas 1 18 19 

Ralstonia 0 2 2 

Serratia 0 2 2 

Sphingomonas 1 1 2 

Sphingobacterium 0 2 2 

Stenotrophomonas 0 1 1 

BGP 
(esporo) 

Alyclicobacillus 0 0 0 

Bacillus 0 0 0 

Brevibacillus 0 1 1 

Paenibacillus 0 0 0 

CGP 

Aerococcus 0 0 0 

Gemella 0 0 0 

Enterococcus 0 9 9 

Rhodococcus 0 0 0 

Kocuria 1 1 2 

Kytococcus 0 0 0 

Leuconostoc 0 0 0 

Staphylococcus 3 4 7 

Streptococcus 0 0 0 

Micrococcus 0 0 0 

BGP 

Oerskovia 0 0 0 

Corynebacterium 0 5 5 

Leifsonia 0 2 2 

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram positivos 
produtores de esporos, CGP= cocos Gram positivos, BGP= 
bastonetes Gram positivos não produtores de esporos, WFI= água 
para injetáveis, PW= água purificada 
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Como já 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 gêneros Staphylococcus (34,13% das 

estirpes obtidas a partir de amostras do monitoramento do ar e dos operadores 

nesta área) e Micrococcus (29,04%) mais preponderantes (Quadro 11), 

estando esse resultado em concordância com outros relatos em áreas de 

produção farmacêutica, que apontam o gênero Staphylococcus como o 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 área 1 
 

Gram Gênero 
Número 
estirpes 

GN 

Acinetobacter 8 

Agrobacterium 1 

Brevundimonas 13 

Burkholderia 19 

Chryseobacterium 2 

Delftia 0 

Enterobacter 6 

Escherichia 1 

Flavimonas 2 

Gardnerella 2 

Klebsiella 4 

Pantoea 1 

Pseudomonas 29 

Ralstonia 0 

Serratia 2 

Sphingomonas 4 

Sphingobacterium 0 

Stenotrophomonas 2 

BGP 
(esporo) 

Alyclicobacillus 1 

Bacillus 7 

Brevibacillus 13 

Paenibacillus 2 

CGP 

Aerococcus 3 

Gemella 1 

Enterococcus 0 

Rhodococcus 1 

Kocuria 4 

Kytococcus 7 

Leuconostoc 1 

Staphylococcus 120 

Streptococcus 16 

Micrococcus 97 

BGP 

Oerskovia 1 

Corynebacterium 26 

Leifsonia 13 

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

 

 

 Esta área apresenta proximidade geográfica com outras duas (áreas 3 e 

4), sendo que parte dos processos realizados na área 2 são finalizados na área 

4. Entretanto, apresentam separações físicas e barreiras sanitárias bem 

estabelecidas. Suas instalações são específicas para áreas produtivas 

classificadas, tendo fluxograma de processos e trânsito de funcionários e 

materiais definidos. 

 O perfil de gêneros bacterianos observados na área 2 apresentou 

Staphylococcus (N=117) como o de maior frequência 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 gêneros distintos nesta área, no período de 2010 

a 2014. Entretanto, os seis gêneros mais identificados representam 76,02% da 

microbiota bacteriana isolada (na área 2) nestes cinco anos de estudo e 

somente os gêneros Staphylococcus e Micrococcus, juntos, representam 

59,54% deste total.  Das 346 estirpes isoladas no período analisado, 306 

(88,44%) pertenciam ao grupo Gram positivo, caracterizando a predominância 

de estirpes GP na área 2. 

 Na análise da distribuição dos gêneros por ano (Quadro 13), foi 

observado que o ano de 2011 apresentou o maior número de estirpes isoladas 

(n=188), representando 54,34% do total identificado nos cinco anos avaliados. 

Como este foi o ano em que esta área esteve em produção ativa, é provável 

que este resultado esteja associado a um maior número de amostragens 

realizadas, principalmente do monitoramento ambiental, aumentando 

naturalmente o número de isolamentos e identificações. 

A observação concreta que se pode extrair destes resultados é que o 

gênero Micrococcus (N=68) superou o número de estirpes do gênero 

Staphylococcus (N=41) em 2011, sendo portanto o mais frequente neste ano 

na área 2. Todavia, nos outros quatro anos avaliados, Staphylococcus spp. se 

manteve como o mais frequente. 

A elevada frequência de estirpes de Staphylococcus spp. também foi 

observada a partir de amostras de WFI (Water For Injection, ou água para 
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injetáveis, sendo um dos graus farmacêuticos de água, segundo BRASIL, 

2010) oriundas do Monitoramento de Águas. Entretanto, o mesmo não foi 

observado para as amostras de PW (Purified Water, ou água purificada), das 

quais o gênero mais frequentemente isolado foi Pseudomonas spp. (Quadro 

14). 

As estirpes obtidas a partir do monitoramento ambiental, tanto de 

amostras de ar quanto de operadores, estão organizadas no Quadro 15. 
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Quadro 12 - Total dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental (ar 
e operadores) e de monitoramento de águas na área 2 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero Total 

GN 

Acinetobacter 3 

Brevundimonas 4 

Burkholderia 1 

Citrobacter 1 

Gardnerella 4 

Klebsiella 1 

Pseudomonas 8 

Ralstonia 1 

Serratia 1 

Sphingomonas 3 

Vibrio 1 

Stenotrophomonas 2 

Moraxella 5 

Sphingobacterium 4 

Shewanella 1 

BGP 
(esporo) 

Bacillus 13 

Brevibacillus 3 

Paenibacillus 1 

Alyciclobacillus 1 

BGP 

Arcanobacterium 1 

Corynebacterium 20 

Leifsonia 11 

Oerskovia 4 

Microbacterium 6 

Brachybacterium 4 

Dermabacter 2 

Granulicatella 1 

CGP 

Aerococcus 2 

Alloiococcus 1 

Gemella 7 

Kocuria 6 

Kytococcus 13 

Micrococcus 89 

Pediococcus 1 

Rothia 1 

Staphylococcus 117 

Streptococcus 2 

 GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram  
 positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram  
 positivos, BGP= bastonetes Gram positivos não  
 produtores de esporos 
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Quadro 13 - Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento 
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de águas na área 2 (2010 a 2014) 
 

Gênero 2010 2011 2012 2013 2014* Total 

Acinetobacter  1  2  3 

Aerococcus  2    2 

Alloicoccus  1    1 

Arcanobacterium  1    1 

Bacillus 1 7 3 2  13 

Brevibacillus  2  1  3 

Brevundimonas  2   2 4 

Burkholderia   1   1 

Citrobacter   1   1 

Corynebacterium  19 1   20 

Gardnerella  4    4 

Gemella  7    7 

Klebsiella   1   1 

Kocuria  1   5 6 

Kytococcus  9   4 13 

Leifsonia  11    11 

Micrococcus 1 68 1 1 18 89 

Oerskovia  4    4 

Paenibacillus  1    1 

Pediococcus  1    1 

Pseudomonas 1 2 4 1  8 

Ralstonia    1  1 

Rothia  1    1 

Serratia   1   1 

Sphingomonas   1 2  3 

Staphylococcus  41 7 6 63 117 

Stenotrophomonas   2   2 

Streptococcus  2    2 

Vibrio  1    1 

Microbacterium     6 6 

Moraxella     5 5 

Sphingobacterium     4 4 

Brachybacterium     4 4 

Dermabacter     2 2 

Alyciclobacillus     1 1 

Granulicatella     1 1 

Shewanella   1   1 

Total 3 188 24 16 115 346 

  2014* considerado até agosto de 2014 
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Quadro 14 - Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento de 
águas na área 2 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero WFI PW Total 

GN 

Acinetobacter 2 0 2 

Brevundimonas 0 1 1 

Burkholderia 1 0 1 

Citrobacter 1 0 1 

Gardnerella 0 1 1 

Klebsiella 0 1 1 

Pseudomonas 1 5 6 

Ralstonia 0 1 1 

Serratia 0 1 1 

Sphingomonas 2 1 3 

Vibrio 1 0 1 

Stenotrophomonas 0 2 2 

Moraxella 0 0 0 

Sphingobacterium 0 0 0 

Shewanella 0 0 0 

BGP 
(esporo) 

Bacillus 3 0 3 

Brevibacillus 1 0 1 

Paenibacillus 0 1 1 

Alyciclobacillus 0 0 0 

BGP 

Arcanobacterium 0 0 0 

Corynebacterium 0 2 2 

Leifsonia 1 0 1 

Oerskovia 0 0 0 

Microbacterium 0 0 0 

Brachybacterium 0 0 0 

Dermabacter 0 0 0 

Granulicatella 0 0 0 

CGP 

Aerococcus 1 0 1 

Alloiococcus 0 0 0 

Gemella 0 0 0 

Kocuria 0 0 0 

Kytococcus 0 0 0 

Micrococcus 2 0 2 

Pediococcus 0 0 0 

Rothia 0 0 0 

Staphylococcus 12 0 12 

Streptococcus 0 0 0 

     GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram  
     positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram  
     positivos, BGP= bastonetes Gram positivos não produtores  
     de esporos 
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Quadro 15 – Estirpes isoladas a partir de amostras do monitoramento ambiental (ar e 
operadores) na área 2 
 

Gram Gênero Total 

GN 

Acinetobacter 1 

Brevundimonas 3 

Burkholderia 0 

Citrobacter 0 

Gardnerella 3 

Klebsiella 0 

Pseudomonas 2 

Ralstonia 0 

Serratia 0 

Sphingomonas 0 

Vibrio 0 

Stenotrophomonas 0 

Moraxella 5 

Sphingobacterium 4 

Shewanella 1 

BGP 
esporo 

Bacillus 10 

Brevibacillus 2 

Paenibacillus 0 

Alyciclobacillus 1 

BGP 

Arcanobacterium 1 

Corynebacterium 18 

Leifsonia 10 

Oerskovia 4 

Microbacterium 6 

Brachybacterium 4 

Dermabacter 2 

Granulicatella 1 

CGP 

Aerococcus 1 

Alloiococcus 1 

Gemella 7 

Kocuria 6 

Kytococcus 13 

Micrococcus 87 

Pediococcus 1 

Rothia 1 

Staphylococcus 105 

Streptococcus 2 

GN= Gram negativos, BGP esporo=bastonetes Gram positivos produtores de esporos, CGP= 
cocos Gram positivos, BGP= bastonetes Gram positivos não produtores de esporos  
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4.2.2.3 Área 3 

 

 

 Esta área permaneceu por muito tempo inoperante, por estar em obras 

de manutenção e melhorias.  

 Foram identificados 24 gêneros distribuídos em 121 estirpes bacterianas 

durante o período de 2010 a 2014.  

 O gênero Staphylococcus apresentou o maior número de estirpes 

(N=20), sendo seguido por Ralstonia (N=17), Pseudomonas (N=15) e 

Micrococcus (N=14). Os gêneros Bacillus e Kocuria apresentaram o mesmo 

núm ro     st rp s (N=6)  o up n o   qu nt  pos ç o no  r nk n ”    

frequência na área 3 (Quadro 16). 

Assim como nas áreas anteriores, o gênero Staphylococcus foi o mais 

frequentemente identificado. O gênero Ralstonia chamou atenção por ocupar a 

segunda posição em frequência. Conforme já foi citado, este gênero foi 

identificado na microbiota circulante em Bio-Manguinhos somente a partir de 

2013. Em dois anos, foram isoladas nesta área 17 estirpes pertencentes a este 

gênero – 10 estirpes em 2013 e 7 em 2014 – assumindo uma posição de 

destaque na microbiota da área 3 (Quadro 17). Em 2012, o gênero 

Pseudomonas se apresentou como o gênero de GN de maior frequência. 
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Quadro 16 - Total dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental (ar 
e operadores) e de monitoramento de águas na área 3 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero Total 

GN 

Acinetobacter 4 

Brevundimonas 4 

Burkholderia 1 

Chryseobacterium 3 

Comamonas 1 

Delftia 1 

Flavibacterium 2 

Flavimonas 2 

Pseudomonas 15 

Ralstonia 17 

Serratia 3 

Sphingomonas 3 

Stenotrophomonas 5 

Yersinia 2 

BGP 
(esporo) 

Bacillus 6 

Alyciclobacillus 1 

Brevibacillus 3 

BGP 
Granulicatella 1 

Leifsonia 5 

CGP 

Streptococcus 1 

Staphylococcus 20 

Enterococcus 1 

Kocuria 6 

Micrococcus 14 

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram positivos produtores de 
esporos, CGP= cocos Gram positivos, BGP= bastonetes Gram positivos não 
produtores de esporos  
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Quadro 17 - Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento 
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de águas na área 3 (2010 a 2014) 
 

Gênero 2010 2011 2012 2013 2014* Total 

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  1 

Enterococcus    1  1 

Flavibacterium   2   2 

Flavimonas   1 1  2 

Granulicatella    1  1 

Kocuria    6  6 

Leifsonia  4 1   5 

Micrococcus 1 4  7 2 14 

Pseudomonas  3 8 4  15 

Ralstonia    10 7 17 

Serratia    3  3 

Sphingomonas    3  3 

Staphylococcus 1 4  11 4 20 

Stenotrophomonas   2 3  5 

Streptococcus   1   1 

Yersinia   2   2 

Total 2 18 22 56 23 121 

  2014* considerado até agosto de 2014 

 
 
 

Ao observar a fonte de isolamento de Ralstonia spp. na área 3, foi 

observado que as estirpes foram obtidas a partir de amostras do 

monitoramento de águas, tanto de amostras de WFI quanto de PW (Quadro 

18). Contudo, o número de estirpes a partir de WFI foi maior. Essa tendência 

aponta para a necessidade de um acompanhamento cuidadoso desse ponto do 

sistema de água, uma vez que este micro-organismo já foi associado à 

contaminação 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). 
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Quadro 18 – Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de 
monitoramento de águas na área 3 (2010 a 2014) 

 

Gram Gênero WFI PW Total 

GN 

Acinetobacter 2 1 3 

Brevundimonas 0 4 4 

Burkholderia 0 0 0 

Chryseobacterium 1 2 3 

Comamonas 1 0 1 

Delftia 0 0 0 

Flavibacterium 1 1 2 

Flavimonas 0 2 2 

Pseudomonas 0 1 1 

Ralstonia 12 5 17 

Serratia 0 3 3 

Sphingomonas 0 1 1 

Stenotrophomonas 0 4 4 

Yersinia 0 0 0 

BGP 
(esporo) 

Bacillus 0 0 0 

Alyciclobacillus 1 0 0 

Brevibacillus 2 1 3 

BGP 
Granulicatella 0 0 0 

Leifsonia 0 1 1 

CGP 

Streptococcus 0 1 1 

Staphylococcus 3 0 3 

Enterococcus 0 1 1 

Kocuria 0 0 0 

Micrococcus 0 0 0 

    GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram  
    positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram  
    positivos, BGP= bastonetes Gram positivos não produtores 
    de esporos, WFI= água para injetáveis, PW=água  
    purificada 

 

 

Apesar das estirpes de Pseudomonas spp. detectadas 

predominantemente em pontos de PW, a presença no sistema de água e a sua 

frequência de isolamento também devem servir de alerta para a área 3, uma 

vez que este gênero foi associado também à contaminação de produtos 

injetáveis, 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, estão organizadas no Quadro 19. 

 

Quadro 19 – Estirpes isoladas a partir de amostras do monitoramento ambiental (ar e 
operadores) na área 3 
 

Gram Gênero 
Número 
estirpes 

GN 

Acinetobacter 1 

Brevundimonas 0 

Burkholderia 1 

Chryseobacterium 0 

Comamonas 0 

Delftia 1 

Flavibacterium 0 

Flavimonas 0 

Pseudomonas 2 

Ralstonia 0 

Serratia 0 

Sphingomonas 2 

Stenotrophomonas 1 

Yersinia 2 

BGP 
(esporo) 

Bacillus 6 

Alyciclobacillus 0 

Brevibacillus 0 

BGP 
Granulicatella 1 

Leifsonia 4 

CGP 

Streptococcus 0 

Staphylococcus 17 

Enterococcus 0 

Kocuria 6 

Micrococcus 14 

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram       
positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram 
positivos, BGP= bastonetes Gram positivos não 
produtores de esporos. 
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4.2.2.4 Área 4 

 

 

 Esta área, apesar de fisicamente separada, apresenta correlações (de 

processo) com as outras determinadas no presente estudo, por realizar 

atividades de finalização de processos produtivos. Assim como as áreas 2 e 3, 

a área 4 apresenta instalações mais recentes para áreas controladas de 

produção e também barreiras sanitárias efetivas. 

 Nesta área, foram obtidas 603 estirpes no período de cinco anos, 

agrupadas em 40 gêneros: quatro de BGP produtores de esporo, seis de BGP 

não produtores de esporo, 13 de CGP e 17 de GN (Quadro 20). 

 Na avaliação geral da microbiota bacteriana associada a esta área, pode 

se observar a prevalência expressiva de estirpes dos gêneros Staphylococcus 

(N=235) e Micrococcus (N=158), conforme o Quadro 20, em acordo com a 

distribuição apresentada na Bacterioteca de Bio-Manguinhos (Figura 26). 

Entretanto, nesta área, estes dois gêneros compreendem 65,17% de todas as 

estirpes no período analisado. 

 

Quadro 20 - Total dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental (ar 
e operadores) e de monitoramento de águas na área 4 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero Total 

BGN 

Acinetobacter 7 

Brevundimonas 7 

Chryseobacterium 20 

Empedobacter 1 

Enhydrobacter 2 

Enterobacter 3 

Escherichia 1 

Gardnerella 4 

Leclercia 1 

Moraxella 1 

Pantoea 1 

Pseudomonas 11 

Ralstonia 2 

Serratia 8 

Shewanella 1 

Sphingomonas 5 

Stenotrophomonas 7 
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Continuação Quadro 20 - Total dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento 
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de águas na área 4 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero Total 

BGP esporo 

Bacillus 28 

Brevibacillus 7 

Paenibacillus 2 

Terribacillus 1 

BGP 

Arthrobacter 1 

Corynebacterium 33 

Leifsonia 8 

Microbacterium 5 

Oerskovia 1 

Streptomyces 1 

CGP 

Aerococcus 2 

Alloicoccus 1 

Gemella 3 

Globicatella 1 

Kocuria 7 

Kytococcus 11 

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 não produtores de esporos 

 

 

 Os outros quatro gêneros mais frequentes (Quadro 20) foram 

Corynebacterium (N=33), Bacillus (N=28), Chryseobacterium (N=20), 

Kytococcus (N=11) e Pseudomonas (N=11).  

 Ao observar a frequência de isolamento dos gêneros Staphylococcus e 

Micrococcus, pode-se notar uma diminuição do número de estirpes a cada ano 

(Quadro 21). Como não foi avaliado o número de amostras nesta inferência 

(para estabelecer o número de estirpes por evento de amostragem), em função 
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da ausência de registro desta informação no BD/Bacterioteca, não se pode 

afirmar que houve queda na frequência. 

 

 

Quadro 21 - Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento 
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de águas na área 4 (2010 a 2014) 
 

Gênero 2010 2011 2012 2013 2014* Total 

Acinetobacter  1 3 3  7 

Aerococcus    1 1 2 

Alloicoccus 1     1 

Arthrobacter 1     1 

Bacillus 10 9 2 4 3 28 

Brevibacillus 4 3    7 

Brevundimonas 2 2 3   7 

Chryseobacterium  8 12   20 

Corynebacterium 15 8 9 1  33 

Empedobacter  1    1 

Enhydrobacter 2     2 

Enterobacter  2  1  3 

Escherichia   1   1 

Gardnerella 1 1 1 1  4 

Gemella  3    3 

Globicatella   1   1 

Kocuria 3 3  1  7 

Kytococcus 9 2    11 

Lactococcus   1   1 

Leclercia  1    1 

Leifsonia 2 4 2   8 

Leuconostoc  2 1   3 

Microbacterium 1    4 5 

Micrococcus 78 60 8 7 5 158 

Moraxella    1  1 

Oerskovia  1    1 

Paenibacillus 2     2 

Pantoea    1  1 

Pediococcus 1  1   2 

Pseudomonas  4 4 3  11 

Ralstonia    2  2 

Rothia  1    1 

           2014* considerado até agosto de 2014 

 

 



161 
 

Continuação Quadro 21 - Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de 
monitoramento ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de águas na área 4 (2010 a 
2014) 
 

Gênero 2010 2011 2012 2013 2014* Total 

Serratia  7  1  8 

Shewanella   1   1 

Sphingomonas 1   4  5 

Staphylococcus 79 72 47 26 11 235 

Stenotrophomonas   5  2 7 

Streptococcus 7 1 1   9 

Streptomyces 1     1 

Terribacillus 1     1 

Total 221 196 103 57 26 603 

  2014* considerado até agosto de 2014 

  

 Nesta área, o gênero Chryseobacterium apresenta frequência de 

isolamento elevada (3,32%) quando comparada com outras áreas (Tabela 13) 

e a Bacterioteca (Figura 26). Por este gênero apresentar esta estatística 

singular, buscou-se observar sua distribuição 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), não foi identificada nenhum representante deste 

gênero. A frequência deste gênero deverá ser acompanhada nos próximos 

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 águas) das estirpes do gênero Chryseobacterium. Todas 

(N=20) foram isoladas a partir de amostras de água, sendo 19 de PW e uma de 

WFI (Quadro 22). 
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Quadro 22 - Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento de 
águas na área 4 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero WFI PW Total 

BGN 

Acinetobacter 0 4 4 

Brevundimonas 1 0 1 

Chryseobacterium 1 19 20 

Empedobacter 0 0 0 

Enhydrobacter 0 0 0 

Enterobacter 0 2 2 

Escherichia 0 0 0 

Gardnerella 0 0 0 

Leclercia 0 1 1 

Moraxella 0 0 0 

Pantoea 0 0 0 

Pseudomonas 3 5 8 

Ralstonia 2 0 2 

Serratia 0 8 8 

Shewanella 0 0 0 

Sphingomonas 0 0 0 

Stenotrophomonas 2 5 7 

BGP 
(esporo) 

Bacillus 0 0 0 

Brevibacillus 0 1 1 

Paenibacillus 0 0 0 

Terribacillus 0 0 0 

BGP 

Arthrobacter 0 0 0 

Corynebacterium 3 1 4 

Leifsonia 2 1 3 

Microbacterium 0 0 0 

Oerskovia 0 0 0 

Streptomyces 0 0 0 

BGN= Bastonetes Gram negativos, BGP esporo= 
bastonetes Gram positivos produtores de esporos, 
CGP= cocos Gram positivos, BGP= bastonetes Gram 
positivos não produtores de esporos, WFI= água para 
injetáveis, PW= água purificada. 
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Continuação Quadro 22 - Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de 
monitoramento de águas na área 4 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero WFI PW Total 

CGP 

Aerococcus 1 0 1 

Alloicoccus 0 0 0 

Gemella 0 0 0 

Globicatella 0 0 0 

Kocuria 0 3 3 

Kytococcus 0 0 0 

Lactococcus 0 0 0 

Leuconostoc 1 0 1 

Micrococcus 0 1 1 

Pediococcus 0 0 0 

Rothia 0 1 1 

Staphylococcus 9 1 10 

Streptococcus 0 0 0 

GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes Gram 
positivos produtores de esporos, CGP= cocos Gram 
positivos, BGP= bastonetes Gram positivos não 
produtores de esporos, WFI= água para injetáveis, 
PW= água purificada. 

 

 

Dos gêneros mais frequentemente identificados em amostras do sistema 

de águas 4, Chryseobacterium spp. foi o que apresentou maior número de 

estirpes em amostras de PW, enquanto as amostras de WFI apresentaram 

Staphylococcus spp. com elevada frequência (Quadro 23). A elevada detecção 

deste último gênero em amostras de WFI também foi evidenciada nos sistemas 

1 e 2. Este é um perfil pouco usual em amostras de água, 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, estão organizadas no Quadro 23. 
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Quadro 23 - Estirpes isoladas a partir de amostras do monitoramento ambiental (ar e 
operadores) na área 4 

 

Gram Gênero Total 

BGN 

Acinetobacter 3 

Brevundimonas 6 

Chryseobacterium 0 

Empedobacter 1 

Enhydrobacter 2 

Enterobacter 1 

Escherichia 1 

Gardnerella 4 

Leclercia 0 

Moraxella 1 

Pantoea 1 

Pseudomonas 3 

Ralstonia 0 

Serratia 0 

Shewanella 1 

Sphingomonas 5 

Stenotrophomonas 0 

BGP (esporo) 

Bacillus 28 

Brevibacillus 6 

Paenibacillus 2 

Terribacillus 1 

BGP 

Arthrobacter 1 

Corynebacterium 29 

Leifsonia 5 

Microbacterium 5 

Oerskovia 1 

Streptomyces 1 

        GN= Gram negativos, BGP esporo= bastonetes  
        Gram positivos produtores de esporos, CGP= cocos  
        Gram positivos, BGP= bastonetes Gram positivos não  
        produtores de esporos 
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Continuação Quadro 23 – Estirpes isoladas a partir de amostras do monitoramento ambiental 
(ar e operadores) na área 4 
 

Gram Gênero Total 

CGP 

Aerococcus 1 

Alloicoccus 1 

Gemella 3 

Globicatella 1 

Kocuria 4 

Kytococcus 11 

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 não  
        produtores de esporos 

 

 

4.2.2.5 Área 5 

 

 

 Tanto a área 5 como a área 6 eram prédios de laboratórios de pesquisa, 

que foram adaptados para as necessidades de Bio-Manguinhos. Nestas duas 

áreas, são realizadas atividades de desenvolvimento, de produção e 

administrativas. As áreas destinadas a produção foram adaptadas com base 

nas exigências regulatórias vigentes, tendo passado por diversas obras ao 

longo dos anos, particularmente após 2012. 

 Em relação às estirpes de 2010 a 2014 depositadas na Bacterioteca, 

194 foram associadas a esta área de produção (Quadro 24). Destas, 108 

(55,67%) foram identificadas como pertencentes ao gênero Staphylococcus e 

33 (17,01%) ao Micrococcus, posicionando estes dois gêneros novamente 

como os de maior frequência de isolamento. O terceiro gênero Bacillus (11 

estirpes – 5,67%) e os gêneros 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 gêneros representam 86, 09% de todas as 

estirpes isoladas nesta área no período estudado (de 2010 a 2014). Foram 

identificados 17 gêneros nesta área. 

 

Quadro 24 - Total dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental (ar 
e operadores) e de monitoramento de águas na área 5 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero Total 

GN 

Acinetobacter 2 

Enterobacter 5 

Gardnerella 3 

Klebsiella 3 

Moraxella 1 

Pantoea 1 

Pseudomonas 1 

BGP (esporo) Bacillus 11 

BGP 

Corynebacterium 5 

Leifsonia 3 

Turicella 2 

CGP 

Gemella 3 

Kocuria 4 

Kytococcus 5 

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 não  
       produtores de esporos 

 

 

Como observado nas áreas anteriores, a frequência de isolamento dos 

gêneros Staphylococcus e Micrococcus apresenta diminuição do número de 

estirpes a cada ano (Quadro 25). 
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Quadro 25 –  Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento 
ambiental (ar e operadores) e de monitoramento de águas na área 5 (2010 a 2014) 
 

Gênero 2010 2011 2012 2013 2014* Total 

Acinetobacter 1 1       2 

Bacillus 2 1 4 3 1 11 

Corynebacterium 2 3       5 

Enterobacter   5       5 

Gardnerella 2 1       3 

Gemella     3     3 

Klebsiella     3     3 

Kocuria 3     1   4 

Kytococcus 5         5 

Leifsonia 2 1       3 

Micrococcus 14 10 9     33 

Moraxella       1   1 

Pantoea       1   1 

Pseudomonas       1   1 

Staphylococcus 38 11 36 18 5 108 

Streptococcus   4       4 

Turicella   2       2 

2014* considerado até agosto de 2014 

 

  

 A presença de estirpes do gênero Enterobacter nesta área, apesar de 

baixa (2,58% do total de estirpes na área 5), foi evidenciada e buscou-se 

verificar a origem de isolamento. Como resultado não esperado, todos foram 

oriundos de amostras do monitoramento ambiental (Quadro 25), não sendo 

evidenciada a presença de estirpes deste gênero no sistema de água 5, ao 

contrário do observado no sistema de águas 1 (Quadro 14).  

 Outra surpresa em relação ao sistema de água desta área foi a presença 

de uma única 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 águas, como já citado anteriormente, é de bactérias 

Gram negativo. 
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Quadro 26 – Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento de 
águas na área 5 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero WFI PW 
Total 
água 

BGN Klebsiella 1 0 1 

BGP 
(esporo) 

Bacillus 3 0 3 

BGP 
Corynebacterium 1 0 1 

Turicella 1 0 1 

CGP 

Gemella 1 0 1 

Micrococcus 5 0 5 

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 não 
produtores de esporos, WFI= água para injetáveis, PW= 
água purificada. 

 

 

A presença de Staphylococcus spp. em WFI novamente foi evidenciada, 

sendo este o gênero mais frequente dentre as estirpes isoladas nas amostras 

de água (Quadro 26). Este resultado foi similar ao encontrado nos sistemas de 

água das áreas 1 e 2 (Quadros 10 e 14). O sistema de águas 4 (Quadro 22) 

também apresentou um grande número de estirpes de Staphylococcus spp. 

isoladas a partir de amostras de WFI (N=10), sendo este o segundo gênero 

mais frequentemente identificado para esta categoria de água farmacêutica. 

As estirpes obtidas a partir do monitoramento ambiental, tanto de 

amostras de ar quanto de operadores, estão organizadas no Quadro 27. 
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       Quadro 27 – Estirpes isoladas a partir de amostras  
       do monitoramento ambiental (ar e operadores) na área 5 

 

Gram Gênero 
Número 
estirpes 

GN 

Acinetobacter 2 

Enterobacter 5 

Gardnerella 3 

Klebsiella 2 

Moraxella 1 

Pantoea 1 

Pseudomonas 1 

BGP 
(esporo) 

Bacillus 8 

BGP 

Corynebacterium 4 

Leifsonia 3 

Turicella 1 

CGP 

Gemella 2 

Kocuria 4 

Kytococcus 5 

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  
       não produtores de esporos  

 

 

4.2.2.6 Área 6 

 

 

Nesta área, foram evidenciados 16 gêneros bacterianos, sendo 

Staphylococcus spp. e Micrococcus spp., novamente, os de maior frequência 

(Quadro 28). 

Esta área não possui sistema de água exclusivo, portanto não foram 

isoladas estirpes a partir de água. 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 gêneros identificados em procedimentos de monitoramento ambiental 
(ar e operadores) na área 6 (2010 a 2014) 
 

Gram Gênero Total 

GN 

Moraxella 1 

Pseudomonas 1 

Sphingomonas 2 

Brevundimonas 1 

BGP 
(esporo) 

Bacillus 8 

Brevibacillus 2 

Alyciclobacillus 2 

BGP Corynebacterium 13 

CGP 

Gemella 1 

Kytococcus 1 

Lactococcus 1 

Micrococcus 20 

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 não  
         produtores de esporos 

 

 

Como observado nas áreas anteriores (Quadros 11, 15, 19, 23 e 27), os 

gêneros Staphylococcus e Micrococcus foram os mais identificados (Quadro 

24) a partir de amostras de monitoramento ambiental (ar e operadores) e a 

frequência de isolamento dos gêneros Staphylococcus e Micrococcus 

apresenta diminuição do número de estirpes a cada ano (Quadro 29). 
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Quadro 29 - Distribuição dos gêneros identificados em procedimentos de monitoramento 
ambiental (ar e operadores) na área 6 (2010 a 2014) 
 

Gênero 2010 2011 2012 2013 2014* Total 

Moraxella       1   1 

Pseudomonas   1       1 

Sphingomonas       1 1 2 

Brevundimonas         1 1 

Bacillus   4 3 1   8 

Brevibacillus 1 1       2 

Alyciclobacillus         2 2 

Corynebacterium   5 8     13 

Gemella   1       1 

Kytococcus   1       1 

Lactococcus   1       1 

Micrococcus 1 14 1 2 2 20 

Staphylococcus   21   3 1 25 

Streptococcus   5       5 

Dermacoccus         1 1 

Kocuria         1 1 

            2014* considerado até agosto de 2014 

 

 

4.2.3 Mapeamento da distribuição nos processos produtivos: gêneros 

identificados no processo de produção do Insumo Farmacêutico Ativo na área 1 

(IFA-A), no período de 2010 a 2013 

 

 

No período de 2010 a 2013, foram analisados mais de 180 lotes de IFA-

A, subdivididos em um número superior a 3.600 amostras enviadas para o 

ensaio de Esterilidade na SEPIN. A partir das amostras que foram enviadas 

para a Identificação 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 
 

Gênero 2010 2011 2012 2013 Total 

Acinetobacter  2 37  39 

Aerococcus  1   1 

Alyciclobacillus    3 3 

Bacillus 11 4 2 19 36 

Brevibacillus 1    1 

Brevundimonas   3  3 

Burkholderia  1 2  3 

Citrobacter  1  2 3 

Chryseobacterium   1  1 

Corynebacterium 3 3  2 8 

Cronobacter    1 1 

Empedobacter   1  1 

Enterobacter   2  2 

Enterococcus  1 52 209 262 

Escherichia 4 3 18 21 46 

Gardnerella    2 2 

Granulicatella    1 1 

Gemella  2   2 

Klebsiella   2  2 

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

 
Gênero 2010 2011 2012 2013 Total 

Lactococcus   2  2 

Leuconostoc   2  2 

Leifsonia   1  1 

Micrococcus  1 8 1 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 

Não identificado 236 42 32 94 404 

Total 286 106 264 681 1337 

 

 

 Deste total (N=1.337), foram identificados 37 gêneros distribuídos em 

933 (69,78%) estirpes identificadas e 404 (30,22%) não identificadas (Tabela 

16), embora fossem caracterizadas por coloração de Gram, sendo este o 

resultado da identificação liberado. 
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Tabela 16 - Número de amostras de IFA-A analisadas e resultados inconclusivos na 
identificação de contaminantes (2010 a 2013) 
 

Ano 
Não 

identificado 
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 número muito elevado de estirpes não 

identificadas. Na análise destes resultados, a porcentagem destas estirpes 

(maior que 80%) chamou atenção por se apresentar muito superior a 

porcentagem geral de estirpes com resultado inconclusivo na rotina (estimada 

em 40%, segundo MEDEIROS et al., 2011a, MEDEIROS et al., 2011b). Na 

busca por informações que justificassem este número, foram apontados 

problemas diversos que resultaram na liberação dos laudos analíticos apenas 

com os resultados obtidos no teste de Gram. Dessa forma, não se pode fazer 

qualquer inferência em relação à acurácia do método de identificação (BBL 

Crystal) a partir do número de estirpes não identificados em 2010. 

 Durante todo o período analisado, o maior número de isolamentos 

bacterianos a partir de IFA-A foi observado no ano de 2013 (Figura 32), com 

prevalência dos gêneros Pseudomonas e Enterococcus.  
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Figura 32 - Distribuição dos gêneros identificados a partir de amostras de IFA-A (2010 a 2013) 
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Estes dois gêneros (Pseudomonas e Enterococcus) representam 

45,92% (N=614) de todas as 1.337 estirpes isoladas a partir de amostras de 

IFA-A no período analisado (quatro anos), conforme apresentado na Tabela 15. 

O gênero Pseudomonas apresentou histórico de isolamento em todo período 

analisado, enquanto o gênero Enterococcus só não foi isolado no ano de 2010 

(Tabela 17). 

 

 

            Tabela 17 - Principais gêneros identificados (2010 a 2013) a partir de IFA-A 
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2010  11  4 23 3 5 

2011 2 4 1 3 22 18 2 

2012 37 2 52 18 49 15 4 

2013  19 209 21 258 27 16 

Total 39 36 262 46 352 63 27 

 

 

 Durante o ano de 2010, foram identificados sete gêneros bacterianos a 

partir de estirpes de amostras de IFA-A (Tabela 15). O gênero Pseudomonas 

foi o que apresentou maior número de estirpes identificadas, sendo seguido por 

Bacillus spp. 

Em 2011, foram identificados 16 gêneros. Novamente, o gênero 

Pseudomonas foi o mais frequentemente identificado. Neste ano, o gênero 

Staphylococcus f  ou  m s  un o lu  r no  r nk n ”  os   n ros m  s 

identificados (Tabela 15). 

 Em 2012, o gênero Enterococcus constou como o de maior frequência 

de isolamento e identificação (Tabela 15). Pseudomonas spp. ficou em 

segundo, sendo seguido por Acinetobacter spp. Neste ano, foram identificados 

22 gêneros distintos. 
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 Em 2013, o ano do maior número de identificações a partir de IFA-A 

(n=681), foram identificados 21 gêneros bacterianos. A predominância dos 

gêneros Pseudomonas e Enterococcus foi marcante (Tabela 15). 

 A identificação da microbiota encontrada em etapas do processo 

produtivo pode representar um dado interessante na compreensão das origens 

de contaminação. A amostragem de simulação de envase (media fill) e de 

matérias-primas e insumos utilizados na formulação também se apresenta 

como peça fundamental para este entendimento (BRASIL, 2010). Como os 

dados referentes a estas amostras não foram completamente discriminados (as 

informações extraídas das solicitações de análise enviadas a SEPIN estavam 

incompletas), não foi possível a correlação das estirpes isoladas a partir de 

amostras de media fill e de matéria-prima/insumo, por isso não foram inseridas 

neste estudo. Entretanto, a partir desta observação, serão encaminhadas ao 

Departamento de Garantia da Qualidade a solicitação de mudança nos campos 

de preenchimento das solicitações, de forma a assegurar o rastreamento de 

toda a informação necessária para a alimentação do banco de dados da 

bacterioteca. 

 Outra comparação interessante seria entre as estirpes identificadas em 

cada área e aquelas identificadas no seu respectivo processo produtivo. Para 

exemplificar, foram comparados os resultados encontrados na área 1 

(monitoramento ambiental e monitoramento de pontos de água) com os 

resultados apresentados na análise de amostras de IFA-A (produzida na área 

1) durante o ano de 2013 (Tabela 18).  
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Tabela 18 - Resultados da identificação de estirpes isoladas no ano de 2013 de diversas fontes 
na Área 1 
 

Gênero/Fonte Gram IFA-A M.AR M.HU WFI PW Total 

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 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 Farmacêutico Ativo;  M.AR=Monitoramento Ambiental; 
M.HU=Monitoramento de Operadores; WFI=Água para injetáveis; PW=Água purificada; 
BGN=Bastonete Gram negativos; BGP=Bastonete Gram positivos; CGP=Coco Gram positivos  

 

 

 Atualmente em Bio-Manguinhos e em diversas indústrias farmacêuticas, 

a comparação dos resultados de identificação das estirpes isoladas no 

processo produtivo e de produtos com os das isoladas nos pontos de 
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monitoramento das áreas (amostras de ar, de operadores, de superfícies e de 

água) é uma das únicas maneiras de elucidação de possíveis origens de 

contaminação dos processos e, consequentemente, dos produtos. Mais uma 

vez, é importante ressaltar que o ambiente de produção (e todas as partes 

monitoradas nas áreas) não é o único responsável pela contaminação de 

produtos, devendo se considerar também a natureza da matéria-prima, o grau 

de pureza dos insumos utilizados, o uso de quaisquer utensílios/instrumentos, 

entre outros (WHO, 2012, BRASIL, 2010). 

 Ao seguir essa abordagem de investigação e esta ressalva, pode-se 

observar que alguns gêneros identificados em amostras de IFA-A (como, por 

exemplo, Alyciclobacillus, Bacillus, Gardnerella, Proteus e Stenotrophomonas, 

para citar alguns dos 13 gêneros nesta mesma condição) não foram 

identificados em qualquer outra amostra de fonte diferente (Tabela 18). Este 

resultado não permite a elucidação da fonte de contaminação da IFA, de 

acordo com esta abordagem, permanecendo a dúvida sobre o que ocasionou a 

presença do micro-organismo investigado e, consequentemente, não 

possibilitando uma medida corretiva adequada.  

 Ainda mantendo esta abordagem de comparação dos resultados de 

identificação como mecanismo de investigação, pode-se observar uma 

situação oposta, na qual o mesmo gênero foi identificado em mais de uma 

possível fonte de contaminação monitorada (como os gêneros Kocuria, 

Micrococcus, Pseudomonas e Sphingomonas). O gênero Staphylococcus foi 

identificado em todas as fontes (Tabela 18). Nestes casos, a dúvida sobre qual 

a real fonte de contaminação permaneceu e a investigação, novamente, foi 

inconclusiva.  

 Por fim, mesmo nos casos onde um gênero foi identificado em amostras 

de IFA-A e em amostras de uma única fonte de monitoramento, resta a dúvida 

se as estirpes apresentavam, de fato, uma origem comum. Os três gêneros que 

foram identificados somente em IFA-A e uma única outra fonte de isolamento 

(Corynebacterium spp., Enterococcus spp. e Escherichia spp.) estão ilustrados, 

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

Gênero/Fonte Gram IFA-A M.AR M.HU WFI PW Total 

Corynebacterium BGP 2 1    3 

Enterococcus CGP 209    1 210 

Escherichia BGN 21  1   22 

IFA-A=Ingrediente Farmacêutico Ativo;  M.AR=Monitoramento Ambiental; 
M.HU=Monitoramento de Operadores; WFI=Água para injetáveis; PW=Água purificada; 
BGN=Bastonete Gram negativos; BGP=Bastonete Gram positivos; CGP=Coco Gram positivos.  

 

  

Na análise realizada com as três estirpes pertencentes ao gênero 

Corynebacterium isoladas na Área 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 possível fonte 

de contaminação 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 são fundamentais para verificar se as estirpes podem estar associadas 

a uma origem comum ou não. 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, não 

há como correlacioná-las  e, mais uma vez, a investigação será inconclusiva. 

 Este raciocínio também foi utilizado na análise dos resultados das 

estirpes dos gêneros Enterococcus e Escherichia citadas na Tabela 19. Caso 

as datas de isolamento sejam distintas, não há como estabelecer relação entre 

as estirpes. Com estes dois gêneros, entretanto, foi apontado mais um dos 

possíveis problemas encontrados nesse tipo de investigação: a grande 

diferença numérica entre as estirpes isoladas a partir de amostras de IFA-A e 

as isoladas na possível fonte. É pouco provável 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 produção)? Qual seria a origem da contaminação das amostras de IFA-

A, caso não houvesse relação cronológica entre as estirpes? Dúvidas e 
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problemas de correlação como os apresentados reafirmam a necessidade de 

um método de investigação com mais evidências para sua conclusão. 

 

 

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 

identificação da microbiota autóctone e contaminante, assim como de 

estabelecimento de investigações efetivas, como o rastreamento molecular 

pela técnica de eletroforese de campo pulsado (PFGE). O uso original da 

técnica de PFGE era relacionado à investigação de surtos: a análise do 

cromossomo bacteriano inteiro, com o auxilio de enzimas de restrição de corte 

raro (macro restrição), fornece perfis de fragmentos que podem indicar a 

presença de uma relação clonal (muito próxima, sugerindo uma fonte em 

comum). A construção de uma coleção de culturas fez parte deste conjunto de 

melhorias atuando como um   m mór   b oló    ”  e, desta forma, permitindo 

que as investigações retrocedam no tempo através da recuperação de cada 

micro-orrganismo envolvido. 

Em Bio-Manguinhos e em outras indústrias, de modo geral, a 

investigação de origens de contaminação é realizada por meio da análise de 

documentos, como resultados de laudos de identificação. Esta forma de 

investigação se revela um pouco ineficaz na resolução dos problemas de 

contaminação, uma vez que a comparação dos registros impressos nem 

sempre permite apontar uma origem e, consequentemente, uma ação corretiva. 

Ademais, esta análise é de grande subjetividade por não conseguir a 

comprovação de que os micro-organismos investigados apresentam uma 

origem comum entre si.  Assim sendo, o uso de uma técnica analítica seria 

interessante neste tipo de investigação, por apresentar maior objetividade na 

interpretação de resultados e por fornecer subsidios concretos de comparação. 

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

Bacterioteca, na investigação de um evento de contaminação (desvio da 
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qualidade) ocorrido em Bio-Manguinhos. A viabilidade e a eficácia do uso desta 

técnica como ferramenta de investigação no Controle de Qualidade foram 

avaliadas na execução deste estudo. Os resultados relacionados estão 

descritos no relatório produzido para esta investigação (APÊNDICE H), sendo 

seu teor considerado sigiloso por se tratar de assuntos internos de Bio-

Manguinhos. Entretanto, a linha de raciocínio utilizada e os resultados obtidos 

no gel de PFGE e sua análise serão apresentados, omitindo somente a espécie 

isolada, as possíveis fontes de contaminação analisadas e a linha produtiva 

envolvida. 

 

 

4.3.1 Uso do Banco de Dados e da Bacterioteca 

 

 

 Um desvio da qualidade (evento de contaminação, evidenciado em um 

ponto de um dos processos produtivos) foi detectado na Área 1. Foi realizada 

uma pesquisa a partir da espécie envolvida nesse desvio ao Banco de Dados 

(BD) da Bacterioteca, utilizando os seguintes parâmetros: data do desvio, 

espécie identificada, local de isolamento, lote envolvido e tipo de fonte de 

isolamento. A partir do BD/Bacterioteca, tornou-se possível o cruzamento de 

informações para fins de investigação com os espécimes envolvidos no 

momento exato do evento. Dessa forma, seu uso permitiu não só 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 superfícies), 

monitoramento de pontos de utilização de água, entre outros relacionados ao 

mesmo processo produtivo. O BD/Bacterioteca permitiu uma pesquisa rápida e 

a Bacterioteca permitiu a recuperação 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 contaminação e 10 

isoladas de três fontes distintas (denominadas Fonte 1, Fonte 2 e Fonte 3) e 
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correlacionadas ao evento de contaminação em algum dos parâmetros 

pesquisados (Tabela 20).  

  

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

Estirpe Fonte de isolamento 

Bac-1 1 

Bac-2 1 

Bac-3 1 

Bac-4 2 

Bac-5 3 

Bac-6 2 

Bac-7 2 

Bac-8 2 

Bac-9 3 

Bac-10 3 

Bac-11 Desvio investigado 

    

 

 

4.3.2 Uso da técnica do PFGE 

 

 

 As 11 estirpes foram submetidas à técnica de PFGE, após a realização 

dos ajustes para o gênero envolvido. Os perfis de restrição 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. 
 

 

Legenda – P= Padrão de peso molecular Lambda ladder, unidade= quilobase (kb) 

 

Quadro 30 - Relação entre estirpe e perfil apresentado. 
 

Estirpe Fonte de isolamento Perfil PFGE 

Bac-1 Fonte 1 A 

Bac-2 Fonte 1 A1 

Bac-3 Fonte 1 A 

Bac-4 Fonte 2 B 

Bac-5 Fonte 3 A 

Bac-6 Fonte 2 B 

Bac-7 Fonte 2 B 

Bac-8 Fonte 2 C 

Bac-9 Fonte 3 A 

Bac-10 Fonte 3 A2 

Bac-11 Desvio B 

 

P    Bac1    Bac2  Bac3  Bac4  Bac5  Bac6 Bac7  Bac8 Bac9 Bac10 Bac11  P 

582,0 
533,5 

485,0 

436,5 
388,5 

339,5 

291,0 
242,5 

 

194,0 

 

145,5 

 
97,0 

 

 

48,5 
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 Entre três estirpes oriundas de amostras da fonte 2 e a estirpe do desvio 

investigado, pode-se observar exatamente o mesmo perfil de restrição 

(denominado B), o que sugere uma relação clonal (muito próxima) e, dessa 

forma, uma provável origem única, segundo os critérios estabelecidos por 

Tenover e cols. (1995). A obtenção do perfil de restrição B observado em 

amostras da fonte 2 antes do evento de contaminação (uma estirpe) e após 

(duas estirpes) indica também a persistência deste clone na fonte 2, 

necessitando uma investigação aprofundada do sítio exato de contaminação 

para a sua total eliminação. 

 Como resultado, é interessante ressaltar que o uso desta técnica foi 

considerado satisfatório na investigação epidemiológica da possível fonte de 

contaminação neste evento, a partir da qual pode ser observada relação clonal 

entre os estirpes de uma das prováveis fontes de contaminação (fonte 2) e a 

estirpe observada no desvio da qualidade (evento de contaminação). A 

realização de uma investigação utilizando diretamente as estirpes bacterianas 

envolvidas no evento e a obtenção de uma correlação avaliada por uma técnica 

analítica de valor epidemiológico representou uma investigação mais fidedigna, 

quando comparada ao método de investigação de desvios atualmente utilizado 

pelas industrias farmacêuticas em geral, que se baseia somente pela análise 

dos resultados impressos (obtidos a partir dos laudos emitidos), sem uso das 

estirpes envolvidas e sem método analítico.   

 

 

4.4 CONSTRUÇÃO DE CATÁLOGO DE IDENTIFICAÇÃO 

 

 

 Com intuito de registrar a diversidade bacteriana identificada na SEPIN, 

foi construído um modelo de catálogo (APÊNDICE A). Foram construídas duas 

fichas a partir deste modelo proposto: uma com informações sobre 

Micrococcus luteus (a partir da estirpe Micrococcus luteus B934, no APÊNDICE 

K) e uma sobre o gênero Streptomyces (estirpe Streptomyces spp. B1047, no 

APÊNDICE J). 
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 Este catálogo representa uma iniciativa importante para o conhecimento 

das espécies ambientais, em especial as de ambientes industriais. Esta 

microbiota isolada de áreas controladas apresenta grande variação e 

diferenças marcantes quando comparadas as estirpes isoladas de solo, da 

agropecuária e da clinica (humana e animal). Em geral, estas espécies não 

estão amplamente descritas em livros didáticos ou outras fontes de referência, 

gerando uma grande lacuna para a sua correta identificação pelo Controle 

Microbiológico de Qualidade de produtos de saúde. Este catálogo representa 

uma fonte de referência futura para outras instituições que trabalhem com CQ 

de medicamentos e imunobiológicos. 

 Este catálogo será utilizado pela equipe de identificação microbiana, 

sendo mais uma ferramenta disponibilizada para auxiliar a conclusão das 

identificações.   

 

 

4.5 PROPOSTA DE SISTEMA EXCLUSIVO DE IDENTIFICAÇÃO E DE 

RASTREAMENTO DE FONTES DE CONTAMINAÇÃO: 

 

 

 A identificação de micro-organismos isolados a partir de ambientes 

controlados consta como um dos principais desafios ao CQ da indústria 

farmacêutica. A Anvisa e a OMS exigem a identificação em nível de espécie e 

o não atendimento a esta exigência implica em transgressão (BRASIL, 2010, 

WHO, 2011, WHO, 2012). Em relação ao método que atenda essa exigência, 

tanto as Farmacopeias quanto os Compêndios não determinam o procedimento 

ideal de identificação. Além disso, ainda não há um consenso sobre qual seria 

este procedimento, uma vez que cada método apresenta limitações (custo, 

banco de dados, sensibilidade, entre outros).  

 A proposta de um sistema que pudesse resolver não só a identificação 

de todo micro-organismo isolado, mas que também permitisse a elucidação de 

sua origem de contaminação por meio de método analítico, até então era uma 

utopia do CQ industrial, não 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 subsídios para a proposta (e a verificação da funcionalidade) de um 

sistema integrado de identificação e de rastreamento de fontes de 

contaminação. Este sistema poderá ser implementado em qualquer unidade 

industrial que disponibilize os métodos sugeridos (MALDI-TOF/MS, 

sequenciamento de genes conservados e PFGE), permita a construção de uma 

coleção de culturas de micro-organismos autóctones e apresente corpo técnico 

capacitado para a construção de um BD in house. 

 Este sistema visa permitir que cada microbiota autóctone seja 

inequivocamente identificada e que o Controle de Qualidade realize 

investigações fidedignas das possíveis fontes de contaminação, sendo 

especifico para cada unidade Industrial. 

 

 

4.5.1 Fluxograma proposto 

 

 

 O fluxograma do Sistema Integrado de Identificação de Micro-

organismos e de Investigação de Fontes de Contaminação proposto está 

ilustrado na Figura 34. 

 Cada uma das etapas está discriminada e apresenta a cor das setas 

(azul ou vermelha) indica a sequencia a ser seguida, dependendo da atividade 

(Identificação ou Investigação) que se deseja realizar. 
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Figura 34 - Fluxograma do Sistema Integrado de Identificação de Micro-organismos e Investigação de Origem de Contaminação. 
 

 
      Fonte: Elaborado pela autora 
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 As setas de cor azul indicam a sequência de etapas do processo de 

Identificação de Micro-organismos. Nesta, todas as amostras serão semeadas 

em placas de ASC e incubadas em estufa bacteriológica a 30-35 0C, sendo o 

período de incubação variável (dependendo do tempo de crescimento de cada 

micro-organismo). Cada colônia isolada será repicada para uma placa de TSA 

e incubada nas mesmas condições. Após crescimento suficiente, as culturas 

serão submetidas a coloração de Gram (segundo protocolo sugerido no 

APÊNDICE C) e a identificação pelo VITEK MS RUO (segundo protocolo 

sugerido no APÊNDICE G). Serão utilizados três parâmetros de identificação: o 

resultado da identificação apresentado pelo software SARAMIS; as 

características das colônias (cultivo em placas de ASC e TSA); e as 

características morfo-tintoriais (observação do resultado do Gram). De acordo 

com o resultado apresentado, ocorrerá uma dicotomia entre as estirpes 

identificadas (seguindo as etapas de inserção na Bacterioteca/Banco de Dados 

e liberação do laudo analítico) e as não identificadas. Quando os três 

parâmetros apresentarem concordância (resultados característicos e 

esperados para cada espécie identificada), o resultado da identificação será 

considerado conclusivo e estará apto a ser liberado a partir de laudo analítico e 

a estirpe será incorporada à Bacterioteca. Nas estirpes cujos resultados forem 

inconclusivos ou divergentes (quando os três parâmetros observados estiverem 

em desacordo com o esperado), as mesmos serão submetidas a identificação 

pelo kit MicroSEQ®. Após esta identificação, o resultado será considerado 

conclusivo e estará apto a ser liberado a partir de laudo analítico. Em seguida, 

todas as estirpes identificadas pelo MicroSEQ® serão caracterizadas pelo 

VITEK MS RUO e pelo VITEK 2 Compact; terão suas culturas fotografadas (em 

placas de ASC e de TSA); e terão suas lâminas de Gram fotografadas. Os 

dados obtidos serão utilizados para alimentar o Banco de Dados do VITEK MS 

RUO, o Banco de dados da Bacterioteca e o Catálogo de Identificação da 

Unidade. As estirpes serão então incorporadas à Bacterioteca.   

 Quando o objetivo for a investigação de fontes de contaminação, a 

sequência das etapas será determinada pelas setas de cor vermelha. Para a 

investigação, em caso de ocorrência de desvio, será 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 serão recuperadas na Bacterioteca e novamente 

submetidos a identificação (VITEK MS RUO, coloração de Gram e 

características de colônia), para confirmação da identidade. As estirpes serão 

então analisadas pela técnica de PFGE e os perfis de restrição obtidos serão 

comparados e avaliados na busca da provável fonte de contaminação. 

 

 

4.5.2 Sequenciamento de cepas de difícil identificação  

 

 

 Esta etapa será realizada para todas as estirpes que apresentarem 

identificação inconclusiva ou divergente (entre o observado na lâmina de Gram 

e os sistemas VITEK MS RUO e/ou VITEK 2 Compact). Esta etapa deverá ser 

realizada conforme o descrito no item  3.5.4 do presente trabalho (Identificação 

pelo sistema MicroSEQ®500) e segundo Protocolo sugerido no APÊNDICE F. 

 O resultado obtido na identificação pelo MicroSEQ® será liberado no 

laudo analítico e inserido no Banco de Dados da Coleção de Culturas. 

  

 

4.5.3 Construção de uma Base de Dados de espectros própria  

 

 

As estirpes que forem submetidas a identificação pelo kit MicroSEQ® 

deverão ser submetidas a caracterização pelo VITEK MS RUO, para a 

construção de um SuperSpectra e a inserção deste no BD do SARAMIS. Esta 

etapa devera ser realizada conforme o descrito no item 3.9 do presente 

trabalho (Caracterização e identificação de estirpes...o uso de estirpes 

autóctones) 
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4.5.4 Fotodocumentação e inserção no Catálogo de Identificação 

 

 

 As estirpes que forem submetidas a identificação pelo kit MicroSEQ® 

deverão ser fotografados (lâmina de Gram e cultivos em placas de TSA e de 

ASC) para a construção de uma nova ficha do catálogo de identificação, 

segundo o descrito no item 3.10 do presente trabalho (Construção de catálogo 

de identificação), com a utilização do modelo de ficha sugerido (APÊNDICE A). 

Todas as informações geradas a partir da nova identificação (nova espécie ou 

novo gênero) deverão ser adicionadas a ficha, que deverá ser incorporada ao 

catálogo de identificação. 

 

 

4.5.5 Preservação das cepas em coleção de cultivos 

 

 

Todos os estirpes bacterianos deverão ser preservados numa Coleção 

de Culturas e os seus dados deverão ser registrados no BD da mesma, 

conforme o descrito nos itens 3.2 (Construção do Banco de Dados da Coleção 

de Culturas (Bacterioteca)) e 3.6 (Preservação das estirpes bacterianas da 

coleção de culturas (Bacterioteca)) do presente trabalho. 

Futuramente, estas cepas também serão liofilizadas, e desta forma a 

bacterioteca estará preservada por dois métodos, conforme recomendações 

dos guidelines da Federação Mundial de Coleções de Cultura (WFCC, 2010) 

da Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (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 investigação de 

fontes de contaminação 

 

 

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

ser realizada e informações a respeito do desvio (lote envolvido, data do 
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processo, local de ocorrência e espécie identificada) serão utilizadas para 

selecionar outras estirpes da Bacterioteca que apresentem informações em 

 omum  A f rr m nt   F ltro”  o software Excel deverá ser utilizada no 

cruzamento destas informações para a busca de estirpes. Estas cepas deverão 

ser avaliadas através da técnica de PFGE, segundo protocolo sugerido no 

APÊNDICE L.  Este protocolo deverá ser adaptado em função do gênero 

pesquisado, onde a consulta a protocolos descritos em artigos científicos e 

trabalhos acadêmicos deve constar como uma etapa prévia a sua execução. 

Uma vez estabelecida a adequação do protocolo gênero-especifico, as estirpes 

serão processadas e terão seus perfis de restrição avaliados. Os critérios 

descritos por Tenover e cols. (1995) deverão ser observados. O resultado 

desta análise deverá ser emitido em forma de relatório técnico, a ser construído 

em parceria com profissionais da Garantia da Qualidade e da área de 

Produção envolvida. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

 A avaliação e a incorporação de novas metodologias de identificação de 

micro-organismos autóctones foram realizadas com êxito e contribuíram 

para a melhoria dos resultados de Identificação de Contaminantes da 

SEPIN; 

 

 A construção da Bacterioteca e de um Banco de Dados associado 

auxiliaram no conhecimento da microbiota autóctone de Bio-Manguinhos 

e na investigação das origens de contaminação, se apresentando como 

ferramenta útil ao Controle de Qualidade de Indústrias;  

 

  A técnica de PFGE foi empregada com sucesso na investigação de um 

desvio da qualidade; 

 

 A construção de um Banco de Dados in house associado ao software 

SARAMIS se mostrou viável; 

 

 O Sistema Integrado de Identificação de Micro-organismos e 

Investigação de Origem de Contaminação foi avaliado e considerado 

aplicável. 
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APÊNDICE A – Modelo de ficha para catálogo de identificação 
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APÊNDICE B – Instruç o    tr b l o (IT) n°4989  Té n     o KOH p r  
diferenciação entre bactérias Gram negativo e Gram positivo 
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APÊNDICE C – Instruç o    Tr b l o (IT) n° 7673  Uso  o  p r l o p r  
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APÊNDICE I – Relatório cepas autóctones 
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