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RESUMO

Materiais de referéncia sdo definidos na ABNT ISO GUIA 30:2011 como materiais
suficientemente homogéneos e estaveis com relagdo a uma ou mais propriedades especificas,
estabelecidas, que justificam sua utilizacio numa medicdo ou exame qualitativo. S&o
empregados para dar suporte a grandezas e a propriedades qualitativas e, quando certificados,
podem ser utilizados no controle da precisdo ou na avaliacdo de métodos de medicdo. Na area
da microbiologia destacam-se os microrganismos de referéncia que podem ser utilizados no
controle de qualidade de analises microbioldgicas de produtos e insumos de salde, como
padrdes em ensaios de identificacdo fenotipica e molecular de microrganismos, dentre outras
atividades. Estes microrganismos sdo mantidos e fornecidos por cole¢bes de cultura de
referéncia, como a Colecdo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria
(CMRVS) do INCQS - FIOCRUZ. Na CMRVS as cepas sdo preservadas, principalmente,
pelo processo da liofilizacdo que € um método de preservacdo capaz de manter a integridade
da maioria dos microrganismos por periodos prolongados. Estas cepas sdo regularmente
fornecidas para instituicdes publicas e privadas e assim, demandam a producéo de novos lotes
a partir de cepas originais. Os novos lotes devem ser produzidos e preservados sob rigoroso
controle de qualidade, a fim de conservar a viabilidade e caracteristicas bioquimicas,
morfologicas e genéticas. Os procedimentos de preparo podem gerar contaminacao
microbiana e/ou alteracfes genéticas das culturas que inviabilizam um lote. O objetivo desse
estudo foi avaliar onze lotes de Staphylococcus aureus INCQS00039 (ATCC 6538) e dez
lotes de Pseudomonas aeruginosa INCQS00025 (ATCC 15442) em relacdo a viabilidade,
pureza, identidade fenotipica e genotipica e autenticidade genética. A viabilidade foi
determinada pelo método “Spread Plate” e a identidade fenotipica por provas bioquimicas
convencionais e automatizadas (VITEK 2). A identificacdo genotipica e a autenticidade dos
microrganismos de referéncia ocorreram através da utilizacdo de métodos moleculares, dentre
eles: a amplificacdo dos espacos entre os genes codificadores de tRNA pela PCR (tDNA-
PCR), a amplificacdo dos espacos entre os genes 16S-23S do operon de rRNA (ITS-PCR) e
entre as sequéncias consenso repetitivas de enterobactérias (ERIC-PCR). Dentre os 21 lotes
das duas espécies analisadas, cinco ndao foram viadveis e dentre os lotes que apresentaram
crescimento, a concentracdo de células variou de 10'? a 10° UFC/mL, sendo a maior queda de
concentracdo apresentada por um lote de P. aeruginosa. A identificacdo automatizada

apresentou variacGes bioquimicas entre o primeiro e o Ultimo lote das duas espécies



analisadas. Quatro lotes de P. aeruginosa apresentaram col6nias com morfologias distintas.
No entanto, tanto os lotes com perfis bioquimicos diferentes como aqueles contendo coldnias
com morfologias diferenciadas apresentaram perfis de bandas idénticos pela tDNA-PCR e
ERIC-PCR, descartando a presenca de contaminantes. Os resultados obtidos nos permitem
concluir que os lotes ndo viaveis podem ter sofrido efeitos deletérios durante o processo de
armazenamento e que as variacOes das atividades bioquimicas encontradas entre os lotes mais
antigos e mais recentes alerta para a necessidade da verificacdo das caracteristicas analisadas
no estudo. Ainda assim, a maioria dos lotes produzidos pela CMRVS apresentaram condicdes
satisfatorias em relacdo a identidade, viabilidade e pureza, o que reflete a qualidade do

trabalho realizado pela mesma.

Palavras-Chave: microrganismos de referéncia, preservacao, identificacéo



ABSTRACT

Reference materials are defined by ABNT ISO GUIA 30:2011 as materials sufficiently
homogeneous and stables regarding to one or more specific properties, stablished, that justify
the application in a measurement or qualitative exam. They are employed to give support to
greatness and qualitative properties and when certificated, can be used in the control of
precision or in validation of a measurement method. The highlights in microbiology are
reference microorganisms, which can be used in quality control of microbiological analysis of
healthy products and inputs, or as patterns in phenotypic and molecular identification assays
of microorganisms, among other activities. These microorganisms are maintained and
supplied by reference culture collections as the Reference Microorganisms Collection in
Sanitary Surveillance (CMRVS) of INCQS — FIOCRUZ. At CMRVS the strains are mainly
preserved by the freeze — drying process that is a preservation method able in keeping the
integrity of most microorganisms for long periods. They are often supplied to public and
private institutions what require the production of new batches from original strains. With this
propose, the batches must be made and preserved under rigorous control so as to conserve the
viability and the biochemical, morphological and genetics characteristics. The production can
lead to microbial contamination and/or genetic changes of the cultures, what derail a batche.
The aim of this study was evaluated eleven batches of Staphylococcus aureus INCQS 039
(ATCC 6538) and ten batches of Pseudomonas aeruginosa INCQS 025 (ATCC 15442) in
terms of viability, purity, phenotypic and genotypic identity and genetic authenticity. The
viability was defined by the Spread Plate method and the phenotypic identity through
conventional and automated biochemical (VITEK 2) tests. Genotypic identification and
authenticity of reference microorganisms was done by molecular methods, in which: the
amplification of spaces between the encoder genes of tRNA by PCR (tDNA PCR),
amplification of spaces between 23S and 16S of rRNA operon (ITS-PCR) and between the
enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence (ERIC-PCR). Among the twenty-one
batches of the two-species analyzed, five of them were not viable and among the batches that
showed growth, the concentration of cells ranged of 10** to 10> UFC/mL, and the lowest
viability was showed by one batch of P. aeruginosa. Automated identification revealed
variations between the first and the last batch produced of each specie analyzed. Four batches
of P. aeruginosa exhibited two colonies with distinct morphology. However, both the lots
with different biochemical profiles and those with colonies showing distinct morphology

produced identical bands profiles by the tDNA-PCR and ERIC-PCR, eliminating the presence



of contamination. The results obtained allow us to conclude that: the batches not viable may
have suffered negative effects during the storage, the range of the biochemical activity found
between the older and newest batches alert to the necessity of verification in the
characteristics analyzed in this study. Even so, most of the batches made by CMRVS revealed
right conditions with respect to the identity, viability and purity, what reflects the quality of

the work done in this place.

Key Words: reference microorganisms, preservation, identification
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1 INTRODUCAO

Em 1954 o presidente Getllio Vargas aprovou a criagdo do Laboratorio Central de
Controle de Drogas e Medicamentos (LCCDM) que tinha como objetivos: analisar produtos
de interesse a salde publica, aprovar pedidos de licenciamento de novos produtos apds analise
prévia dos mesmos, favorecer o desenvolvimento técnico-cientifico da industria farmacéutica
do pais, entre outros (BRASIL, 1954).

Em 1961 a analise de alimentos de interesse a saude publica foi incorporada ao escopo
de anélises do LCCDM e seu nome, portanto, foi alterado para Laboratério Central de
Controle de Drogas, Medicamentos e Alimentos (LCCDMA) (BRASIL, 1961). Embora o
LCCDMA estivesse situado dentro do campus da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), ele
era administrativamente subordinado a Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS).
Isto mudou apos a publicacdo do Decreto 82.201 em 1978, determinando a transferéncia da
administracdo para a FIOCRUZ, que a partir deste momento deveria trabalhar de forma
articulada com a SNVS para assumir integralmente a gestdo técnica, administrativa,
orcamentaria e financeira do laboratorio.

Em um ato da Presidéncia da FIOCRUZ de n° 044 em 1981, o LCCDMA passou a ser
denominado Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), que foi ao
longo dos anos recebendo novas atribuicdes, como a oferta de atividades de ensino e o
controle de qualidade de servigos. Atualmente, atua diretamente na vigilancia sanitaria como
laboratério de referéncia nacional para o controle da qualidade de produtos e servicos
vinculados a Vigilancia Sanitaria, desempenhando importante papel na protecdo da populacao
contra as situacdes de risco e os fatores nocivos associados a producéo e a comercializacao de
alimentos, medicamentos, cosméticos, saneantes, produtos bioldgicos, sangue e seus

derivados, e outros de uso corrente.
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1.1 COLECAO DE MICRORGANISMOS DE REFERENCIA EM VIGILANCIA
SANITARIA

A utilizacdo de sistemas da qualidade em laboratérios fornece credibilidade aos
mesmos por garantir a qualidade dos processos que ocorrem desde a amostragem até a
liberagdo dos resultados de andlises. A ABNT ISO/IEC 17025:2005 tem sido o sistema da
qualidade mais reconhecido e utilizado em laboratérios de ensaios analiticos. Ela descreve os
requisitos que os laboratérios de ensaio e de calibracdo devem atender para demonstrarem
competéncia técnica e capacidade de produzir resultados precisos, confidveis e rastreaveis.
Um dos requisitos da norma € a utilizacdo de materiais de referéncia para o controle interno
das analises (ROSAS et al, 2010).

Segundo a ABNT ISO GUIA 30:2011, material de referéncia € um material ou
substancia suficientemente homogénea e estavel em relagdo a uma ou mais propriedades
especificas, estabelecidas, para serem utilizados em um processo de medicédo, ou atribuicdo de
valores a materiais. Um material de referéncia (MR) deve ser empregado para dar suporte a
grandezas e a propriedades qualitativas e pode ser adequado para ser utilizado no controle ou
na avaliagdo de um método de medicdo, enquanto que o material de referéncia certificado
(MRC) é um MR caracterizado por um procedimento metrologicamente valido para uma ou
mais propriedades especificas, acompanhado de um certificado que fornece valor das
propriedades, a incerteza associada e uma declaracéo de rastreabilidade metrologica.

Das normas 1SO, especificamente na area de MR, a ABNT ISO GUIA 17034:2016
apresenta 0s requisitos gerais para as competéncias de Produtores de Materiais de Referéncia
(PMR). Esta norma descreve as regras com as quais 0s MR devem ser produzidos,
identificados, controlados e disponibilizados, seguindo na integra as orientacbes da norma
ISO/IEC 17025:2005, na aplicacdo dos critérios técnicos. A norma também cita a necessidade
de um planejamento de producéo detalhadamente documentado e estabelece como requisitos
técnicos de controle, a obrigatoriedade da verificacdo da homogeneidade e da estabilidade dos
lotes de materiais produzidos.

De acordo com o Termo de Cooperacdo n°37 emitido pela ANVISA em parceria com
0 Ministério da Saude (MS) e com a Organizacdo Pan Americana de Saude (OPAS), que trata
do Controle Interno da Qualidade para Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos, as cepas de
referéncia devem possuir origem confidvel e devem ser avaliadas por testes fenotipicos e

moleculares que confirmem a sua identidade e o perfil de sensibilidade desses materiais. Este



14

mesmo termo orienta sobre o sistema da qualidade em laboratérios de analises
microbioldgicas e sobre o uso das cepas de referéncia que devem ser empregadas como
controle interno de meios de cultura e testes de identificacdo e sensibilidade, sejam eles
manuais ou automatizados.

Na Farmacopeia Brasileira (FB), compéndio oficial de metodologias de anélise de
insumos farmacéuticos, medicamentos e outros produtos sujeitos a vigilancia sanitéria, séo
definidas quais as cepas de referéncia que devem ser utilizadas nos ensaios microbioldgicos
de controle da qualidade de produtos.

A exigéncia do uso destes materiais no Brasil pode ter justificado o aumento da
demanda, o que em conjunto com os altos custos e a morosidade nos tramites de importagéo,
incentivou o INCQS a definir como uma das suas estratégias o estabelecimento de uma
Colecéo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS) e a investir no
seu desenvolvimento, buscando a autossuficiéncia nacional na producdo e fornecimento dos
mesmos.

Esta colecdo possui representantes dos trés dominios taxondémicos - Bacteria, Eucarya
e Archaea - compreendendo atualmente 667 (69 géneros), 266 (36 géneros) e 34 (19 géneros)
linhagens de referéncia, respectivamente, totalizando 967 cepas de referéncia. Todas estas
cepas sdo responsabilidade do Laboratério de Microrganismos de Referéncia (LMR),
composto por dois setores: Setor de Bactérias e Arqueias (SBA) e Setor de Fungos (SF),
ambos alocados no Departamento de Microbiologia (DM) do INCQS. Os dois setores sdo
operacionalmente independentes e possuem equipamentos e materiais préprios, como estufas,
liofilizador, ultra-freezer e freezers (INCQS, 2015).

1.2 PRODUCAO DE BACTERIAS DE REFERENCIA

A CMRVS adquire bactérias, arqueias e fungos de referéncia, principalmente, de trés
Colecdes de Culturas Internacionais: ATCC (Estados Unidos), DSMZ (Alemanha) e NCTC
(Inglaterra). Ao receber uma cepa, as ampolas matrizes sdo estocadas nas temperaturas
indicadas pelas instituicGes até serem abertas para producdo de sub-lotes destinados ao
fornecimento. Este primeiro sub-lote é considerado a segunda passagem da bactéria e contem

geralmente 40 ampolas como produto.
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Apb6s a producdo do primeiro sub-lote (a partir de uma cepa original), lotes
consecutivos séo produzidos de maneira sequencial (um lote origina outro), exceto quando um
lote apresenta alguma ndo conformidade, como auséncia de viabilidade ou contaminagéo,
neste caso, um novo lote pode ser produzido do anterior, ou seja, do pendltimo lote.

O processo de produgdo conta com basicamente duas etapas: preparo da suspensao

bacteriana em ampolas e a liofilizag&o.

1.2.1 Preparo da Suspenséo Bacteriana

A producdo de um lote ocorre através da hidratacdo da ampola, originaria de uma
colecdo de referéncia ou de um dos sub-lotes produzidos pelo laboratério, com meio de
cultura indicado pela instituicdo fornecedora. A suspensdo formada € transferida para placas
de Petri, com o0 meio de cultura indicado, de forma que seja formado um tapete de bactérias
apos 24 h ou 48 h de incubacdo em condicdes indicadas pela instituicdo fornecedora.
Decorrido este tempo, um volume de “Skim Milk” a 10% (agente criopreservador) é
adicionado em cada placa e o tapete de bactérias formado é suspenso nesta solu¢do por meio
da friccdo de uma alca de Drigalski na superficie das placas. Esta suspensdo bacteriana €
entdo retirada e diluida em um tubo com “Skim Milk” 10%, para ser entdo, distribuida em
ampolas de vidro estranguladas com auxilio de pipeta Pasteur de ponta longa e afilada. As
ampolas contendo a suspensdo em criopreservador sdo congeladas por meio de agitacdo em
um banho de alcool absoluto e gelo seco por aproximadamente 40 segundos ou até que haja
congelamento visivel. Apds este congelamento rapido elas sdo armazenadas a -70°C por no
minimo 24 h e liofilizadas.

A quantidade de placas utilizadas para se obter um crescimento confluente de bactérias
e 0 volume de “Skim Milk” empregado depende da quantidade de ampolas que se pretende
produzir e ndo € um valor fixo.

O processo de fechamento das ampolas de vidro exige que a as mesmas sejam
estranguladas, por este motivo, as pipetas Pasteur utilizadas no processo devem ser de ponta
longa e afilada para que passem pela porcéo fina da ampola. Ndo ha pipetas Pasteur graduadas

e com estas caracteristicas, logo, a distribuicdo da suspensdo nas ampolas ndo é homogénea.
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1.2.2 Liofilizacéo

A liofilizagdo, segundo Adams (2007) é um procedimento que possibilita a passagem
de um produto liquido para o estado sélido sem o emprego de calor. Para isso, ele deve ser
congelado e a agua retida deve ser retirada por meio de sublimagdo. No caso de organismos
vivos, é importante evitar a formacdo de cristais de gelo entre as membranas por meio de
congelamento répido, pois os cristais podem inviabilizar as células, levando a ruptura de
estruturas vitais.

O processo de liofilizagdo é composto por basicamente trés fases: pré-congelamento,
primeira secagem (sublimacdo a vacuo) e segunda secagem. No LMR a fase de pré-
congelamento néo € realizada no liofilizador, ela ocorre através do congelamento das ampolas
em banho de gelo seco e alcool absoluto e posterior armazenamento a -70°C, apesar de haver
modelos de liofilizador capazes de realizar todas as etapas do processo em um Unico
equipamento. Na primeira secagem, 0 Vacuo nao causa por si s0 a sublimacéo da agua, mas
cria condicdes favoraveis para que aconteca, ja que a sublimagdo na verdade sO ocorre se 0
material congelado for aquecido ou, se for possivel, absorver o calor do ambiente. Nesta etapa
grande parte do material congelado é sublimado. Na segunda secagem o residuo que ndo foi
sublimado na primeira secagem é reduzido a um valor de mais ou menos 1% do produto. Ela
pode ser realizada estendendo-se o tempo de liofilizag&o ou transferindo o material para outro
sistema com suprimento de calor reduzido, mas com vacuo mantido.

No LMR estas duas Ultimas fases sao realizadas em um unico equipamento liofilizador
(Edwards e/ou Biotop) por meio da aplicacdo de vacuo, por no minimo 18 h, na campanula

onde sdo depositadas as ampolas, refrigerada a -50°C. Para que esta etapa seja bem sucedida a
temperatura do condensador deve estar entre -45°C e -60°C e 0 vacuo, medido em unidades

Torr, apés algumas horas de liofilizagdo deve atingir 10-1 Torr, valor suficiente para uma boa

liofilizacdo. Pequenas variacdes acima ou abaixo desta marca sdo admissiveis, mas qualquer

indicio de que o vacuo ideal ndo esteja sendo atingido, ou mais que 4 horas a 2 x 10-1 ou
abaixo, € uma indicacdo de que pode estar havendo algum vazamento de vacuo em algum
ponto do sistema, ou que o material estd descongelando, ou ainda, que a quantidade de
material a liofilizar € muito maior do que a capacidade do liofilizador. Outro indicio de que o
material estd descongelando logo no inicio do ciclo, é o borbulhamento do mesmo, o que

inviabiliza os microrganismos. Como a medida do vacuo € considerada essencial para o
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monitoramento do processo, ela é registrada em intervalos regulares definidos por
procedimento interno.

Apo6s 18 a 24 horas, o material esta completamente liofilizado e as ampolas podem ser
retiradas do aparelho, mas como qualquer material liofilizado se torna altamente higroscépico
com grande rapidez e bactérias liofilizadas em contato com oxigénio perdem a viabilidade
rapidamente, € preciso que as ampolas sejam seladas sob vacuo. Por este motivo, as ampolas
ja liofilizadas sdo retiradas da campanula e colocadas uma a uma nas 52 saidas de tubos de
borracha especial do "Manifold" e o vicuo € acionado novamente para atingir, desta vez em

poucos minutos, pois ndo ha mais agua a ser retirada, o nivel de 10-1 Torr, permitindo a
selagem das ampolas com o auxilio de um macarico.

A liofilizacdo, apesar de ser amplamente utilizada, possui etapas que sdo capazes de
gerar injarias ou danos celulares, como alteracdo na permeabilidade da membrana celular,
aumento da fase lag e necessidade de incremento nutricional. Procedimentos de estocagem
influenciam na validade do produto liofilizado. Por isso, 0s que sdo armazenados em ampolas
ou frascos devem ser acondicionados em ambientes de baixa umidade, ao abrigo de luz,

oxigénio e contaminantes e sob baixa temperatura (SOLA et al, 2012).

1.2.3 Controle pré — liofilizacao

1.2.3.1 Identidade

A identidade da cepa a ser liofilizada é confirmada ap6s o crescimento do
microrganismo a partir da matriz no meio indicado pela instituicdo de origem. Os testes de
identificacdo consistem em provas bioquimicas convencionais especificas para cada espécie,
bem como testes sorolégicos (KRIEG; HOLT, 1984; MAC FADDIN, 1985).



18

1.2.3.2 Viabilidade e Pureza

A viabilidade e a pureza sdo determinadas através da inoculacdo da suspensdo em
placa de &gar sangue de carneiro (DIFCO) a 37°C por no minimo 48 h, para se detectar a
presenca de possiveis contaminantes na suspensdo bacteriana da ampola retirada do lote em
producéo, antes do congelamento a -70°C.

1.2.4 Controle po6s — liofilizacdo

Apos a liofilizagdo, séo realizados testes similares aos mencionadas nos testes de pré-

liofilizac&o (pureza e identidade) e testes de controle da qualidade da liofilizac&o.

1.2.4.1 Testes visuais

O primeiro teste é realizado logo apds a colocacdo das ampolas sob a campanula. O
vacuo deve comecar a subir lentamente e o material nas ampolas ndo deve descongelar e nem
apresentar borbulhamento durante a acdo do vacuo. Apos 18-24 horas, as ampolas ao serem
retiradas devem apresentar o li6filo sob a forma de po, solto e com a mesma coloragédo da
suspensdo inicial, caso contrario, a liofilizacdo pode ter sido ineficiente e a causa deve ser

determinada.

1.2.4.2 Testes de presenca de vacuo

Apos o fechamento das ampolas sob vacuo, elas sdo submetidas uma a uma ao teste de
presenca de vacuo que é realizado com um aparelho Edwards, chamado "Spart Tester". Este
aparelho é um leitor de vacuo ligado a corrente, que dispara uma carga elétrica de alta

frequéncia sobre as ampolas liofilizadas indicando a presenca ou ndo de vacuo. Esta carga
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passa pelo interior da ampola e se choca com o0s gases que normalmente estdo na mesma. Em
uma ampola sem vacuo a quantidade de gases no interior da mesma é muito grande e por isso
a carga elétrica ndo produz nenhuma mudanga, mas quando h& poucos gases livres na ampola,
os elétrons dispersados pelo “Spart Tester”, se chocam com o0s gases produzindo uma
coloracédo esverdeada ou azulada segundo 0 gas em maior quantidade.

Este teste garante que ndo h& orificios na ampola, que poderiam ter sido geradas
durante o fechamento da mesma. Estes possiveis orificios possibilitam a entrada de oxigénio,
sendo altamente prejudicial a viabilidade e pureza da cepa. (ASHWOOD-SMITH; GRANT,
1976; DEWALD, 1966).

1.2.4.3 Teste de umidade residual

O teste de Karl Fischer é utilizado para detectar a umidade com ampolas contendo
apenas a solucdo de “Skim Milk", sem bactérias ou qualquer outro contaminante, e é realizado
periodicamente ou sempre que ha conserto ou revisao no liofilizador. Uma boa liofilizacéo

deve reduzir a umidade residual do liofilo para aproximadamente 3%.

1.3 REQUISITOS GERAIS A ACREDITACAO DE PMR QUANTO AO CONTROLE DE
QUALIDADE

Em 2012 foi emitido o guia ABNT ISO Guia 34 que trata dos requisitos gerais para a
competéncia de produtores de material de referéncia (PMR). No mesmo ano, foi aprovada a
norma NIT DICLA 061, que estabelece os requisitos sobre a acreditacdo dos laboratorios de
ensaio e dos produtores de materiais de referéncia dos Centros de Recursos Biologicos
(CRB). Esta norma, especifica para PMR biologicos, descreve que todos o0s requisitos
obrigatdrios devem ser conduzidos em consonancia com a ABNT ISO/IEC 17025:2005.

Em 2015, entretanto, foi aprovada uma nova norma, a NIT DICLA 058, dispondo
sobre a aplicacdo dos requisitos da ABNT ISO GUIA 34:2012 por todos os PMR e ndo
somente por produtores de materiais de referéncia biolégicos, como na NIT DICLA

061:2012. Esta nova norma também orienta que os laboratérios atuem em conformidade com
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a ABNT ISO/IEC 17025:2005 e aborda de maneira mais ampla, visto que ndo trata somente
de produtores de materiais de referéncia bioldgicos, a aplicagdo dos requisitos exigidos pela
ABNT ISO GUIA 34:2012.

Dentre todos os requisitos abordados na NIT DICLA 58:2015, pontuam — se: 0
treinamento da equipe em todos os procedimentos envolvidos com a producéo de materiais de
referéncia e a avaliacdo critica do mesmo a cada ano; a participacdo do proprio laboratério ou
de seu subcontratado em ensaios de proficiéncia (EP) ou comparagdes interlaboratoriais; a
conformidade de instalacfes e equipamentos, do laboratério ou da subcontratada, as normas
de biosseguranca em todos os niveis de atividade (manipulagdo, estudo de homogeneidade,
estabilidade ou caracterizagdo) e o controle de documento e informagéo.

Quanto ao manuseio e estocagem do material e aos métodos de medi¢do, o PMR deve:
documentar e implementar procedimentos para o recebimento e armazenamento adequados ao
tipo de material bioldgico manipulado, incluindo um programa de controle periédico do
material preservado; realizar ensaios de autenticacdo e verificar a estabilidade de algumas
caracteristicas chave, as condi¢des de crescimento, e os métodos de manutencdo e/ou
preservacdo apropriados ao material biolégico mantido, usando tecnologia adequada; quando
possivel, confirmar a identidade do material bioldgico apos seu recebimento, por pessoa
competente; utilizar métodos de preservagdo e manutencdo que garantam alta
viabilidade/recuperacdo, auséncia de contaminantes e autenticidade da cultura preservada,
bem como a integridade do genoma (analises fenotipica e molecular), quando aplicavel (NIT
DICLA 58:2015).

Considerando essas medidas, no que concerne aos ensaios de autenticacdo e
estabilidade de caracteristicas chave, ndo ha definicdo da técnica a ser empregada e nem a
indicacdo ou a definicdo das caracteristicas chave pela norma.

Quanto ao item que trata do método de preservacdo, a alta viabilidade pode ser
determinada por meio da técnica de contagem em placa e a pureza e integridade do genoma

podem ser analisadas por técnicas de tipificacao.
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1.4 MICRORGANISMOS DE REFERENCIA UTILIZADOS EM ENSAIOS DE CONTROLE
DE QUALIDADE

Em microbiologia os materiais de referéncia sdo os microrganismos, definidos como
culturas de referéncia ou bactérias de referéncias. O uso de MR é indicado em diversos
documentos normativos, como: a ABNT ISO/IEC 17025:2005, a FB e o Termo de
Cooperacao n° 37 ANVISA/OPAS.

Como a CMRVS conta com centenas de linhagens de bactérias, neste estudo, foram
escolhidas duas espécies diferentes, uma Gram positiva e uma Gram negativa: Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, bactérias preconizadas pela FB para utilizacdo em
controle de qualidade de produtos ndo estéreis e estéreis, e pela legislacdo de saneantes
(BRASIL, 2010) para avaliagdo da atividade antimicrobiana de desinfetantes de alto nivel e
desinfetantes de nivel intermediario. As cepas S. aureus ATCC 6538 (INCQS 039) e P.
aeruginosa ATCC 15442 (INCQS 025) foram escolhidas para o estudo por serem empregadas
nas analises de controle de qualidade do laboratério de saneantes do Departamento de
Microbiologia e, no caso do S. aureus, por ser indicada também pela FB para outros testes

microbioldgicos.

1.4.1 Staphylococcus aureus

Bactéria presente na microbiota da pele e em mucosas estando estritamente
relacionada a infeccdes topicas e feridas hospitalares devido ao uso de dispositivos médicos
invasivos como cateteres e marcadores. Forma col6nias lisas e amareladas quando cultivadas
a temperatura ambiente (entre 30°C e 37°C) e é morfologicamente visualizada como cocos
Gram positivos por microscopia éptica. Possuem cépsulas e habilidade de formar biofilmes,
sendo habil para crescer em ambientes aerdbios ou anaerdbios e em altas concentracdes de
sais. Esta caracteristica halofilica permite selecionar e diferenciar a bactéria quando incubada
em agar manitol-salgado, pois além de sobreviver em alta concentracdo de sal, é capaz de
utilizar o manitol como fonte energética (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).
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E uma bactéria produtora de catalase (enzima que quebra peréxido de hidrogénio em
agua e oxigénio) e coagulase (enzima que se liga a uma proteina do soro ativadora de
fibrinogénio gerando fibrina). Seu crescimento ocorre facilmente em qualquer meio ndo
seletivo e é capaz de lisar completamente as heméacias presentes em meio &gar sangue,
formando col6nias beta-hemoliticas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

1.4.2 Pseudomonas aeruginosa

E o pseudomonideo mais frequentemente isolado de amostras clinicas e associado a
infeccOes hospitalares, principalmente as que acometem o trato respiratorio inferior. As
infeccOes s&o geralmente observadas em locais que tendem a acumular umidade:
traqueostomias, cateteres permanentes, queimaduras, ouvido externo e feridas cutaneas
exsudativas (KONEMAN et al, 2001).

Este microrganismo caracteriza-se como bastonete Gram-negativo reto ou
ligeiramente curvo, aerobio estrito, podendo ser observado como células isoladas, aos pares,
ou em cadeias curtas, revelando mobilidade através de flagelo polar monotriqueo
(POLLACK, 1995). A pioverdina e a piocianina sd@o pigmentos fluorescentes difusiveis no
meio de cultura produzidos por este microrganismo. A pioverdina pode ser produzida também
por outras espécies de Pseudomonas, mas somente a P. aeruginosa € capaz de produzir
piocianina.

Para a classificacdo da espécie, devem ser consideradas algumas caracteristicas
metabolicas. P. aeruginosa ndo é capaz de fermentar carboidratos; € um bastonete mével, ndo
produtor de indol e H,S; produz citocromo-oxidase e arginina dehidrolase e utiliza citrato
como Unica fonte de carbono (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).
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1.5 METODOS MOLECULARES UTILIZADOS NA TIPIFICACAO DE BACTERIAS DE
REFERENCIA

Tipificagdes baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo ensaios
moleculares rapidos e baratos, como as técnicas: tDNA-PCR (WELSH; MCCLELLAND,
1991), Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - PCR (ERIC-PCR)
(VERSALOVICK, 1991), ITS-PCR (JENSEN; WEBSTER; STRAUS, 1993) e Random
Amplified Polymorphic DNA - PCR (RAPD-PCR) (WILSON; SHARP, 2006) e podem ser
utilizadas na anélise da diversidade genética de diferentes microrganismos tanto no nivel inter

e intraespecifico.

1.5.1t-DNA PCR

Genes de tRNA ocorrem em multiplas copias ao longo do genoma bacteriano e em
alguns casos, podem estar localizados dentro de operons. Em Escherichia coli, por exemplo,
estima-se haver em torno de 100 genes de tRNA, dos quais 30 ja foram sequenciados. O
sequenciamento e mapeamento destes genes permitiu o desenvolvimento dos primers T3A,
T5A e T5B por Welsh e McClelland (1991), mas devido a grande variabilidade das
sequéncias codificadoras de tRNA entre espécies e aminoacidos, € pouco provavel que um
primer consenso universal seja desenvolvido. Estes primers, fazem um pareamento perfeito,

pelo menos, com cinco bases entre 0 seu terminal 3’ com as sequéncias dos genes de tRNA
(Fig. 1).



24

Figura 1- T5A consenso x genes de tRNA de Bacillus
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GAGT GCAAGSCCAATGCTOECOAT GGEOCCT G AS
Fonte: WELSH; MCCLELLAND, 1990. Figura representativa da obtenc¢éo de sequéncia consenso e primer de

tDNA-PCR, onde - = pareamento, * = faltando base.

Considerando que h4 mais de cem genes diferentes de tRNA no genoma, € provavel
que haja pareamento do primer em pelo menos parte destes genes. Como eles tendem a estar
agrupados, a amplificacdo dos espacos entre eles reproduz fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos de acordo com a espécie. A habilidade da técnica em diferenciar espécies, mas ndo
polimorfismos intraespecificos, é justificada pelo fato de a organizagéo destes clusters mudar
de forma relativamente lenta (WELSH; MCCLELLAND, 1990; CLEMENTINO et al, 2001).

1.5.21TS-PCR

Em organismos procarioticos, o operon de rRNA contém 0s genes para as trés
subunidades do rRNA: 16S, 23S e 5S. Estes genes sdo separados por regides espacadoras que
variam quanto a sequéncia e comprimento de acordo com o género e/ou espécie. Esta variacao
pode ocorrer devido a alteracdes no tamanho das sequéncias dos genes de tRNA e por outros
genes e sequéncias ndo codificantes, geralmente relacionadas a eventos de insercdo-delecéo,
encontrados nestes espacos. A reacdo de PCR amplifica a sequéncia entre os genes 16S e 23S
do operon de rRNA (Fig. 2), gerando fragmentos de diferentes tamanhos de acordo com a
linhagem ou espécie, e por isso tem sido utilizada em analises intraespecificas, ou seja, entre
linhagens de uma unica espécie (JENSEN; WEBSTER; STRAUS, 1993; CLEMENTINO et
al, 2001).
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Figura 2 - operon de rRNA e espago intergénico (ITS)
165 tRNA 238 5%

regites hipervariaveis
Fonte: Adaptado de JENSEN, 1993. Representacdo do operon de rRNA mostrando os sitios de ligagdo dos
primers L1 e G1 na amplificagdo pela PCR.

1.5.3 ERIC-PCR

A familia de elementos repetitivos chamada Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus (ERIC) é um palindromo imperfeito de 127 pb que ocorre em multiplas copias no
genoma de bactérias entéricas e vibrios e pode servir como iniciadores para a amplificacdo do
DNA genémico (VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991). Essas regides localizadas entre
os elementos ERIC variam de tamanho entre as cepas, gerando perfis de bandas unicos e
caracteristicos quando separados por eletroforese em géis de agarose (COSTA et al, 2006).

Versalovic e colaboradores (1991) propuseram inicialmente essa metodologia para
tipificacdo de genomas bacterianos como os de Pseudomonas aeruginosa. Atualmente, 0 uso
desta técnica na tipificacdo desta espécie ja& é bem estabelecido, fornecendo resultados
reprodutiveis de forma rapida e eficiente (SILBERT et al, 2004; INACIO et al, 2014).

A ERIC-PCR também vem se mostrando Util em estudos epidemiolégicos de isolados
de Enterobacter aerogenes e Escherichia coli, o que permite o rastreamento de cepas
epidémicas durante surtos, bem como a caracterizacdo clonal de diferentes espécies de
enterobactérias e o estudo da relacdo genética entre isolados (ABREU et al, 2014; COSTA et
al, 2006).

Embora haja estudos que mostrem a eficacia da ERIC-PCR na diferenciacdo de
isolados através do perfil de bandas linhagem especifica, também ha estudos em que néo é
possivel demonstrar esta especificidade (MILLEMANN et al, 1996).
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1.5.4 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA

Estudos de diversidade genética e relacdes filogenéticas entre espécies vegetais e entre
isolados bacterianos de amostras clinicas e ambientais tém sido amplamente empregados apés
0 advento de técnicas de biologia molecular que sdo capazes de detectar polimorfismos
moleculares, como o “Random Amplified Polymorphism DNA” (RAPD), o “Restriction
Fragment Lenght Polymorphism” (RFLP) e o “Amplified Fragment Lenght Polymorphism”
(AFLP). Através do perfil de bandas gerado por estas técnicas, é possivel determinar a
similaridade entre os perfis de bandas obtidos do DNA das amostras. Cada perfil fornece uma
matriz de valores binarios, em que cada coluna representa um gendtipo e as linhas de cada
coluna representam os fragmentos de DNA. Analisando-se a distancia e a auséncia de bandas
entre os diferentes genotipos é possivel determinar a similaridade entre eles (MEYER, 2002;
CARVALHO, 2012).

Os coeficientes de similaridade ou dissimilaridade comparam o nimero de atributos
comuns para um par de objetos e o nimero total de atributos envolvidos, ou seja, avalia a
presenca de bandas nos diferentes genotipos, comparando com um padrdo de bandas definido
pelo analista ou automaticamente pelo computador. Os coeficientes de similaridade podem ser
divididos entre os que consideram a auséncia conjunta de banda e 0s que ndo consideram a
auséncia conjunta de banda. Dentre os que consideram a auséncia conjunta de banda,
destacam-se os coeficientes de Sorensen-Dice e Jaccard (MEYER, 2002). O coeficiente de
Dice ¢ o recomendado nos estudos que utilizam a técnica de RFLP e “Pulsed Field Gel
Electrophoresis” (PFGE) (VAN BELKUM et al, 2007).

O agrupamento dos perfis de bandas pode ser obtido por técnicas que produzem
dendrogramas ou por técnicas que envolvem particbes. O dendrograma (diagrama
bidimensional em forma de arvore) pode ser considerado a representacdo simplificada da
matriz de dissimilaridade. Para obter um é necessario calcular as medidas de similaridade,
apos escolha de um coeficiente de similaridade adequado, entre todos os pares possiveis de
genotipos e, assim, utilizar uma técnica de formacéo de grupos (SILVA, 2012).

Ha diversas técnicas ou algoritmos disponiveis na literatura para a analise por
agrupamento. Elas diferem entre si pelo tipo de resultado e pelas diferentes formas de definir
a proximidade entre bandas e entre os grupos formados, portanto, a escolha do método
depende do material e da finalidade do estudo, visto que métodos diferentes podem gerar

resultados distintos. Nos estudos de diversidade genética, 0 método da ligacdo média entre
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grupos (UPGMA) é o mais utilizado, por considerar médias aritméticas das medidas de
dissimilaridade, o que evita caracterizar a dissimilaridade por valores extremos entre 0s
individuos considerados (SILVA, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Bactérias de referéncia preconizadas por compéndios oficiais, normalmente sdo
preservadas através de liofilizagdo e armazenadas sob refrigeracdo. Tendo em vista que o
processo de liofilizacdo pode gerar injdrias celulares capazes de inviabilizar a célula e que
bactérias liofilizadas armazenadas sob refrigeracdo perdem gradualmente sua viabilidade ao
longo dos anos, a aplicacdo de um estudo retrospectivo de lotes de culturas de referéncia
produzidos por colecdo mostra-se Util na identificacdo de pontos de melhorias em seu
processo produtivo.

Para garantir a qualidade dos lotes produzidos, quanto a autenticidade das cepas, é
necessario a utilizacdo de métodos mais sensiveis e apurados na identificacdo, certificacdo e
tipificagdo através de métodos moleculares.

A realizacdo deste estudo foi fundamentada nas legislagdes vigentes no Brasil e visou
avaliar a viabilidade de bactérias de referéncia por meio da técnica de diluicdo seriada e
contagem em placa, a autenticidade por meio da identificacdo automatizada e molecular
(VITEK e tDNA-PCR), a estabilidade de caracteristicas fenotipicas por meio de provas
bioguimicas convencionais e automatizadas (VITEK) e a integridade genémica por técnicas
de tipificacdo (ITS e ERIC-PCR).

Com base nos resultados obtidos, acreditamos que a utilizacdo de tais metodologias,
no controle dos lotes produzidos, nos permitira uma melhor avaliacdo da viabilidade e
autenticidade das cepas de referéncia fornecidas pela Cole¢cdo de Microrganismos de
Referéncia em Vigilancia Sanitaria do INCQS/FIOCRUZ.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a manutencdo da concentragdo bacteriana, a identidade e autenticidade

genética de lotes de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa da Colecdo de

Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a pureza e a viabilidade por esgotamento em meio sélido;

Determinar a manutencao da concentragéo celular pelo método de contagem em placa;

Identificar as cepas por testes fenotipicos;

Tipificar as cepas por métodos moleculares;

Propor uma metodologia alternativa de quantificacdo de células viaveis com base em

pesquisa bibliogréafica.
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4 METODOLOGIA

Para definir os lotes a serem estudados analisamos a ficha cadastral de cada cepa,
desde a implementacdo do processo de producdo, até o0 més de maio de 2015. Nesta pesquisa
foi observado que a producdo de bactérias de referéncia teve basicamente dois momentos: o
antes e o depois da implantacdo do sistema da qualidade no INCQS, visto que depois disso
tornou-se compulsério o registro de informacdes relacionadas a producdo de um lote, como o
lote de origem, meio de cultura empregado, resultados dos controles de qualidade e
quantidade de ampolas produzidas. Somente os registros posteriores ao ano de 2004 possuem
informacdes completas sobre a producdo dos lotes de bactérias de referéncia. Desta forma,
ndo foi possivel determinar com seguranca a procedéncia ou a sequéncia de producdo dos
lotes, visto que um lote do ano 2000 pode ndo ter sido originado do unico lote produzido antes
dele e sim de um lote mais antigo.

Como ndo foi possivel definir essa sequéncia de producdo até um determinado
momento, optou-se por nomear os lotes de acordo com o ano em que foram produzidos, sendo
0 lote mais antigo a ser estudado da cepa INCQS 039 de S. aureus do ano de 1989 e o0 da cepa
INCQS 025 de P. aeruginosa do ano de 1983.

Conforme figura 3, os lotes de S. aureus foram entdo definidos como S1, S2, S3, S4,
S5 e S6, ou seja, teoricamente, quando a ampola de S. aureus foi recebida da colecdo de
referéncia internacional em 1989 (matriz X), foi produzido o lote S1 a partir dela, e do lote S1
foi produzido o lote S2, e assim sucessivamente. Em 2008, entretanto, houve a introducdo de
uma nova matriz ATCC de S. aureus (matriz Y), gerando o lote S1*, e dele o lote S2*, e deste
0 S3*, até o lote S5*, de 2014, o que resultou em um total de 11 amostras.

A codificacdo dos lotes de P. aeruginosa seguiu 0 mesmo principio adotado com o0s
lotes de S. aureus, mas todos eles foram originados somente de uma matriz, adquirida em

1983 (matriz Z), sendo o altimo lote analisado (P10) do ano de 2013, totalizando 10 amostras.
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Figura 3 - Amostragem das Cepas de Referéncia

Staphylococcus aureus

Matriz X— S1—» S2— S3—» S4—» S5—» SG}( Matriz Y = S1* —» S2*—» S3*» S4*» ShH*
(1989) (1998) (1999) (2001) (2003) (2007) (2008)  (2011) (2012) (2013) (2014)

Pseudomonas aeruginosa

Matriz Z = P1—» P2— P3—» P4—» P5— P6— P7—» P8— P9—> P10
(1983) (1985) (1989) (1992) (1998) (2000) (2003) (2008) (2010) (2013)

Fonte: (o autor)

Somente uma ampola de cada lote pode ser utilizada porque foram retiradas do
estoque da memoria. Este estoque tem sido mantido por um periodo prolongado a
aproximadamente -15°C para ser utilizado sempre que houver alguma reclamacdo de nédo
conformidade pelo laboratorio solicitante e contém somente cinco ampolas de cada lote

produzido pelo laboratorio.

4.1 ABERTURA DE AMPOLAS

Conforme anexo G do Procedimento Operacional Padrdo (POP) do Setor de Bacterias
e Arqueas (POP 65.3230.006), cada ampola foi aberta com auxilio de um cortador de vidro;
quebrada na parte superior, no local serrado, com a protecdo de uma gaze esteril umedecida
com alcool 70%; a parte superior fragmentada foi retirada e o liofilo foi reconstituido pelo
meio de cultura recomendado pela colecdo de origem.

A ampola quebrada foi envolta na mesma gaze utilizada para sua quebra e em papel
aluminio e posteriormente descartada em recipiente préprio ao descarte de material perfuro
cortante.

A reconstituicdo do liéfilo foi realizada com 1 mL de caldo caseina-soja (TSB) e este
volume foi entdo transferido para 9 mL do mesmo meio de cultura, suspensdo mae. Desta
suspensdo, 1 mL foi transferido para um novo tubo com 9 mL de TSB (diluicdo 1:10), e deste
tubo para um novo tubo com 9 mL de TSB (diluicdo 1:100), de forma sucessiva como
diluicdes decimais até a diluicdo 1:10°. De cada tubo da diluicdo seriada foi transferido, em
duplicata, 0,1 mL de suspensdo para placas distintas de agar caseina-soja (TSA), o volume foi
espalhado na superficie da placa com auxilio de alga de Drigalski, técnica de “Spread Plate”, e

as placas foram incubadas a 36°C por 24 h. Para a contagem foram selecionadas as placas que
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continham de 30 a 300 Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) e a média da contagem foi
expressa em UFC/mL, considerando-se o volume de 0,1 mL cultivado em placa e o fator de
diluigdo utilizado.

De acordo com a 5?2 edicdo da FB, um produto hidrossoltvel pode ser diluido em
solucdo tampao cloreto de sodio - peptona ou solucdo tampdao fosfato, mas o caldo TSB foi
escolhido como diluente por ser 0 meio indicado, pelos informes destas bactérias, para a
reconstituicdo dos liofilos.

Da suspensdo mde, uma placa de agar sangue e uma de TSA foram cultivadas por
técnica de esgotamento para verificacdo de pureza e obtencdo de colbnias isoladas,
respectivamente, ap6s incubacdo a 36°C por 24 h. As coldnias isoladas na placa de TSA apds
incubacdo foram usadas na realizagdo das provas bioquimicas convencionais, na coloracdo de

Gram, na extracdo de DNA e na producao de criotubos.

4.2 IDENTIFICACAO FENOTIPICA

4.2.1 Provas Bioquimicas Convencionais

Os testes bioguimicos para identificacdo de S. aureus foram efetuados com base na
producdo de catalase, da enzima coagulase e da utilizacdo do manitol. Para a identificacdo de
P. aeruginosa, o0s testes se basearam: na utilizagdo do citrato como Unica fonte de carbono; na
mobilidade, auséncia da producdo de indol e de sulfeto de hidrogénio no meio SIM; na
presenca de citocromo oxidase e no metabolismo oxidativo sobre a glicose (KRIEG; HOLT,

1984). Todos estes ensaios ocorreram utilizando-se cultura pura de 24 h de incubacéo.

4.2.1.1 Prova da catalase

O centro de uma colbnia foi retirado da placa de TSA com al¢ca bacteriologica e

transferido para uma lamina de vidro limpa. Uma gota de H,O, a 30% foi aplicada na lamina
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com auxilio de pipeta Pasteur e a formacéo de bolhas foi observada, indicando a capacidade

da bactéria em converter o H,O, em &gua e oxigénio, caracteristico de resultado positivo.

4.2.1.2 Prova da coagulase

Uma gota de salina fisiologica (0,85% de NaCl) estéril foi aplicada em uma lamina de
vidro limpa e o centro de uma colonia da placa de TSA foi emulsificada na gota de salina;
uma algca pequena do plasma de cavalo foi misturada vagarosamente na suspensdo e a
formacdo imediata de um precipitado macroscopico sob a forma de grumos brancos foi
observada. A reagdo positiva ocorre entre 5 a 20 seg. Um controle positivo e um negativo

foram também utilizados na mesma lamina e o teste realizado simultaneamente.

4.2.1.3 Prova de utilizacdo do manitol

A prova consistiu em cultivar por técnica de esgotamento uma alga de cultivo
bacteriano em agar manitol. Foi observado o crescimento de culturas de coloracdo amarela
neste meio apos incubacdo a 36°C por 24 h, indicando a existéncia de bactérias halofilas e

capazes de fermentar manitol.

4.2.1.4 Prova do citrato

Uma colbnia bacteriana foi retirada da placa de TSA e inoculada como uma Unica
estria na superficie do &gar citrato de Simmons inclinado. O crescimento com intensa
coloracdo azulada do meio (antes verde) indicou que a bactéria foi capaz de utilizar o citrato

como Unica fonte de carbono, logo, o resultado foi considerado como positivo.
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4.2.1.5 Teste do SIM

O meio de cultivo empregado neste teste é semi-sélido, para que seja possivel haver a
difusdo das bactérias moveis.

Para o teste de motilidade, uma coldnia isolada foi inoculada em uma Unica picada no
meio, utilizando-se a agulha de platina estéril. O cultivo foi entdo incubado a 37°C por 24 h e
a presenca de um crescimento difuso ou turbidez em torno da linha de inoculagéo e a partir
dela indicou que a bactéria possui motilidade.

Para o teste do indol, gotas do reagente de Kovacs foram adicionadas neste tubo apds
as 24 h de incubagdo. Como o0 meio SIM contém aminoécidos como o triptofano, bactérias
produtoras da enzima triptofanase sdo capazes de degradar este aminoécido gerando indol,
acido piravico e amonia. Este indol produzido reage com o p-dimetilaminobenzaldeido
presente nos reativos de Ehrlich ou de Kovacs formando a coloragdo vermelha na superficie
do meio. Desta forma, a coloragdo vermelha gerada no teste, indicou a presenca de bactéria
produtora de indol.

No teste de producdo de sulfeto de hidrogénio (H.S), observou-se a presenca de
precipitado negro ao longo da linha de inoculacdo. Este precipitado se forma sempre que a
bactéria é capaz de reduzir o enxofre organico ou inorgéanico presente no meio SIM a sulfeto
de hidrogénio. Este composto, quando formado, reage com o sulfato ferroso amoniacal,
também presente no meio, produzindo sulfureto de ferro que é um precipitado negro e
insoluvel. Logo, a auséncia deste precipitado no meio indicou inabilidade da bactéria em

produzir H,S.

4.2.1.6 Teste da oxidase

Uma tira de papel foi colocada em uma placa de petri e umedecida com o reagente
dicloridrato de tetrametil — p — fenilodiamina a 1%. Uma alcada da massa bacteriana foi entédo
transferida para a tira utilizando alca de platina (a de niquel-cromo ndo pode ser usada por
fornecer resultado falso-positivo). O desenvolvimento de cor parpura foi observado alguns
segundos apos friccdo da colbnia em tira de papel, pois bactérias oxidase positivas produzem

esta cor no local da inoculagéo.
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4.2.1.7 Teste de utilizacédo da glicose

Uma porgéo da colbnia isolada foi inoculada com agulha de platina em dois tubos com
meio OF (Hugh e Leifson) contendo 1% de glicose de forma que atingisse a altura de ¥ do
fundo do tubo. Em um dos tubos foi adicionado trés gotas de Gleo mineral estéril apos a
inoculagédo. Os dois tubos foram incubados a 35°C por 24 h.

Este teste baseia-se na producdo de acido quando a glicose é metabolizada, portanto
permite determinar o uso da via oxidativa ou fermentativa da glicose de acordo com o tubo
em que ocorre a mudanca de cor ap0Os incubacdo. A presenca de acidificacdo do meio,
evidenciada pela cor amarela do mesmo, no tubo contendo 6leo mineral indica que a bactéria
metaboliza glicose de maneira fermentativa. Quando isto ocorre no tubo que ndo contem o
0leo mineral, indica que ela tem metabolismo oxidativo e quando ocorre nos dois tubos,

indica que ela é capaz de realizar metabolismo oxidativo e/ou fermentativo.

4.2.2 Sistema Automatizado de Identificacdo Fenotipica

Duas amostras, uma do lote mais antigo e uma do lote mais recente, de cada bactéria
foram identificadas através do Sistema Automatizado VITEK2, utilizando os cartdes GP Test
Kit VTK 2 (Gram-positivas) e os cartdes GN Test Kit VTK 2 (Gram-negativas) de acordo
com instrucdes do fabricante (BioMerieux). Neste sistema, foi necessario preparar uma
suspensdo bacteriana de turvacdo entre 0,5 e 0,63 na escala Mac Farland para que nao
houvesse interferéncia nas provas bioquimicas que ocorreram nos cartdes onde a suspensao
foi inserida. Esta suspensao foi obtida através da verificacdo da turvacdo por um densimetro
Densicheck® (BioMerieux).

Esses cartdes foram inoculados automaticamente por um sistema a vacuo, e
posteriormente, inseridos no moédulo de incubacdo e leitura, submetidos a uma medida
cinética fluorescente a cada 15 minutos. Os resultados foram armazenados através de um
sistema computadorizado, o qual ao final da analise emitiu um relatério referente aos testes
bioguimicos, descrevendo o género e espécie do microrganismo identificado, tempo de

analise, e quando necessario, sugeriu outras provas bioquimicas.
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4.3 EXTRACAO DE DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando o protocolo para bactérias Gram
positivas e Gram negativas do kit Dnaeasy®Blood&Tissuet (Qiagen®) de acordo com as

instrucdes do fabricante.

4.4 IDENTIFICACAO E TIPIFICACAO MOLECULAR

Ap0s abertura de todas as ampolas de S. aureus e P. aeruginosa, 0 DNA extraido da
amostra de cada lote foi analisado por: t-DNA PCR (analise interespecifica), ITS-PCR e

ERIC-PCR (anélises intraespecificas) para determinar a diversidade genética desses lotes.

4.4.1t-DNA PCR

A PCR foi realizada utilizando-se os primers consenso T5A (5°-
AGTCCGGTGCTCTAACCAACTGAG-3") e T3B (5-AGGTCGCGGGTTCGAATCC-3’)
descritos por Welsh e McClelland em 1991. As reacGes de amplificacdo foram preparadas
com 50% (v/v) de Master Mix (Promega®), 50 pmol de cada primer, 2 uL de DNA e agua
MilliQ estéril suficiente para completar o volume de 25 uL de reacdo por tubo.

As amplificacbes foram realizadas em termociclador Applied® da ThermoFisher
Scientific, programado para uma desnaturacéo inicial a 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos
de amplificacdo e uma extensdo final a 72°C por 10 min. Cada ciclo conteve as seguintes
etapas: desnaturacdo a 94°C por 30 seg, anelamento a 50°C por 30 seg e extensao a 72°C por
2 min.

Um volume de 10 L dos produtos da PCR e um padrdo de peso molecular de 100 pb
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v), a 60 V por 5 h em um tampéao
de tris/borato/EDTA 0,5 X (pH 8,0). Os fragmentos foram marcados para revelagdo com o
agente intercalante Gel Red™ (de acordo com instrugdes do fabricante) e foram visualizados

em sistema de video documentacdo ImageQuant 300 (GE Healthcare).
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4.4.21TS—-PCR

Antes de proceder a analise de todas as amostras, a especificidade da PCR foi
analisada empregando-se amostra de DNA de duas cepas distintas para cada espécie de
bactéria: cepas INCQS 00089 e INCQS 00230 de S. aureus e cepas INCQS 00099 e INCQS
00250 de P. aeruginosa.

A PCR foi realizada empregando-se os primers L1 (5’-CAAGGCATCCACCGT-3") e
Gl (5-GAAGTCGTAACAAGG-3’), descritos por Jensen e colaboradores (1993). As
reacOes de amplificacdo foram preparadas com 50% (v/v) de Master Mix (Promega®), 50
pmol de cada primer, 2 uL de DNA e dgua milliQ estéril suficiente para completar o volume
de 25 pL de reacéo por tubo.

As amplificagbes foram realizadas em termociclador Applied® da ThermoFisher
Scientific, programado para uma desnaturacéo inicial a 94°C por 2 min, seguida de 25 ciclos
de amplificacdo e uma extensdo adicional a 72°C por 7 min. Cada ciclo conteve as seguintes
etapas: desnaturacao a 94°C por 1 min, anelamento a 50°C por 7 min e extensdo a 72°C por 2
min.

Um volume de 10 pL dos produtos da PCR e um padrédo de peso molecular de 100 pb
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v), a 60 V por 5 h em um tampé&o
de tris/borato/EDTA 0,5X (pH 8,0). Os fragmentos foram marcados para revelacdo com o
agente intercalante Gel Red™ (de acordo com instrucbes do fabricante) e foram visualizados

em sistema de video documentacdo ImageQuant 300 (GE Healthcare).

4.4.3 ERIC-PCR

Antes de proceder a analise de todas as amostras, a especificidade da PCR também foi
analisada empregando-se as mesmas amostras utilizadas na ITS-PCR. A reacdo foi realizada
empregando-se os primers ERIC 1 e ERIC 2, descritos por Versalovic (1991), separadamente.

As reacOes de amplificacdo foram preparadas com 50% (v/v) de Master Mix
(Promega®), 25 pmol de primer, 3 pL de DNA (para as amostras de P. aeruginosa) e 5 pL de
DNA (para as amostras de S. aureus) e agua MilliQ estéril suficiente para completar o volume

de 25 pL de reacédo por tubo.
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As amplificagcbes foram realizadas em termociclador Veriti® da ThermoFisher
Scientific, programado para uma desnaturacao inicial a 94°C por 5 min, seguida de 45 ciclos
de amplificacdo e uma extensédo adicional a 74°C por 10 min. Cada ciclo foi composto pelas
seguintes etapas: desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 45°C por 1 min e extensdo a
74°C por 1 min.

Um volume de 10 pL dos produtos da PCR e um padréo de peso molecular de 100 pb
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v), em uma corrida inicial a 70 V
por 1 h e mais 4 ha60 YV, comum tampéo de tris/borato/EDTA 0,5X (pH 8,0). Os fragmentos
foram marcados para revelagdo com o agente intercalante Gel Red™ (de acordo com
instrucbes do fabricante) e foram visualizados em sistema de video documentacdo
ImageQuant 300 (GE Healthcare).

4.5 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA

Os padrdes de bandas obtidos pela ERIC-PCR foram analisados atraves do Programa
BioNumerics versdo 6.6 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). O dendograma foi construido
com a utilizacdo do indice de Dice e do método UPGMA. Isolados bacterianos que

apresentaram perfis de banda idénticos foram classificadas em um mesmo genotipo.
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5 RESULTADOS

5.1 TESTE DA MANUTENCAO DA CONCENTRACAO DE CELULAS

Na quantificacdo de bactérias dos lotes de S. aureus ndo houve decaimento da
concentracdo conforme o tempo ou o numero de passagens, mas foi detectado que os lotes S4
e S4* ndo apresentaram crescimento bacteriano mesmo apds 48h de incubagdo, sendo
considerados ndo viaveis. Nestes dois casos, a suspensao mae foi diluida de forma seriada e as
suspensoes das diluicGes foram plagueadas novamente. Ainda assim, ap6s 24h de incubacéo,
ndo foi detectado crescimento bacteriano.

Considerando-se que um lote é proveniente de seu lote antecessor e que os lotes S5 e
S5* foram produzidos dos lotes S4 e S4* sem crescimento, possivelmente estas duas ampolas
ndo viaveis possuiam microfissuras que possibilitaram a perda de vacuo. Como o0 vacuo nao
foi detectado antes da abertura das ampolas com o aparelho Spart Tester, ndo foi possivel
definir se este foi 0 motivo da perda de viabilidade.

Curiosamente, alguns lotes apresentaram concentragcdes de células mais elevadas que
seus antecessores, mostrando que as limitacGes no processo de producdo de ampolas de

referéncia ndo possibilitam lotes quantitativamente homogéneos (Fig. 4).
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Figura 4: Resultado do estudo da concentracio de células de S. aureus
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O mesmo pode ser observado na determinacédo da viabilidade dos lotes de Pseudomonas
aeruginosa (Fig. 5). Mas uma particularidade na analise destes lotes deve ser considerada,
visto que, na pesquisa documental das fichas de producdo ndo ha definicao clara da origem de
alguns, como também ndo ha apontamento de producdo de lote a partir de nova ampola
ATCC, como ocorreu com as ampolas de S. aureus.
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Figura 5: Resultado do estudo da concentracéo de células de P. aeruginosa
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5.2 CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

Todos os representantes dos lotes apresentaram coldonias com caracteristicas
morfologicas especificas de cada umas das bactérias. Porém, os lotes P7, P8, P9 e P10 de P.
aeruginosa possuiram aparente contaminacdo nas placas estriadas em TSA, ja que foram
verificados dois tipos de colénias com caracteristicas distintas, uma mais opaca e outra mais
translicida. Apesar disso, na coloracdo de Gram e na analise fenotipica por provas
bioguimicas confirmatorias, todos os lotes apresentaram resultados satisfatorios, inclusive as
colénias classificadas com caracteristicas diferentes. A fim de comparar as colénias com
caracteristicas morfologicas distintas, foi realizado o repique das coldnias para placas de TSA
individualizadas. Foi realizada a extracdo do DNA genémico apds cultivo de 24 h a 36°C. A
analise do DNA destas colbnias por t-DNA PCR reproduziu o mesmo perfil de bandas do

DNA dos outros lotes de P. aeruginosa que nédo tiveram contaminacao aparente (Fig. 6B).
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A anélise fenotipica por VITEK 2 da amostra mais antiga e mais recente de cada cepa,
gerou a identificagdo das amostras S1 e S5* como Staphylococcus caprae com uma
probabilidade de 89%. Ao repetir o teste, o resultado da identificagdo das mesmas amostras
como S. aureus com uma probabilidade de 99%. Entre os resultados do VITEK 2 das duas
amostras mais antigas (S1), seis provas bioquimicas do total de quarenta e trés forneceram
resultados diferentes: d-ribose (dRIB), alcalinizagéo de I-lactato (ILATK), resisténcia ao 0129
(O129R), urease (URE), presenca de N-acetil-d-glucosamina (NAG) e producéo de fosfatase
(PHOS). Ja entre os resultados do VITEK 2 das duas amostras mais recentes (S5*), somente 3
provas bioquimicas forneceram resultados diferentes: alcalinizacdo de I-lactato (ILATK),
resisténcia a0 0129 (O129R) e urease (URE). Todas estas provas bioquimicas ndo sdo
utilizadas como provas confirmatodrias de S. aureus, mas ainda assim, foram suficientes para
fornecerem uma identificacdo divergente.

Na analise das amostras P1 e P10 houve a identificacdo das mesmas como P.
aeruginosa com 99% de probabilidade.

Comparando-se as amostras antigas e recentes de cada cepa, observa-se que apesar de
a identificacdo permanecer a mesma, ocorreram modificacbes nos resultados de algumas
provas biogquimicas.

Entre as duas amostras de S. aureus (S1 e S5*) a prova da utilizagdo de ribose foi

positiva na amostra S1 e negativa na amostra S5* (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados divergentes das provas bioquimicas por VITEK 2 entre os lotes S1 e S5*

Amostras Utilizac&o de ribose
S1 +
S5* -

Entre as duas amostras de P. aeruginosa houve cinco testes bioquimicos com
resultados divergentes: na amostra P1, a resisténcia ao 0129 e a optoquina, e a producdo de
tirosina arilamidase foram positivas, enquanto que na P10 foram negativas; na amostra P1, a
producdo de fosfatase e L-pirrolidonil arilamidase foram negativas, enquanto que na amostra

P10 foram positivas (Tabela 2).



Tabela 2: Resultados divergentes das provas bioquimicas por VITEK 2 entre os lotes P1 e P10
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Resisténciaa | Resisténcia a Tirosina L-pirrolidonil
Amostras . o Fosfatase o
0129 optoquina arilamidase arilamidase
P1 + + + -
P10 - - - + +

5.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR

Para certificacdo da especificidade da t-DNA PCR a nivel de espécie, foram utilizadas
as seguintes (INCQS 00016),
saprophyticus (INCQS 00233), Pseudomonas alcaligenes (INCQS 00069) e Pseudomonas
stutzeri (INCQS 00520). As amostras de DNA das cepas do género Staphylococcus sp. foram

cepas: Staphylococcus epidermidis Staphylococcus

analisadas com a amostra de DNA do lote S1 e as amostras de DNA das cepas do género
Pseudomonas sp. foram analisadas com a amostra de DNA do lote P1. As amostras de DNA
do género Staphylococcus sp, forneceram perfis de bandas distintos (Fig. 6A), mas as
amostras dos lotes de S. aureus forneceram o mesmo perfil de bandas (Fig. 6B).

O mesmo ocorreu com as amostras de DNA do género Pseudomonas sp (Fig. 7A) e as

amostras dos lotes de P. aeruginosa (Fig. 7B)
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Figura 6: Resultado da t-DNA PCR de representantes dos lotes de Staphylococcus aureus avaliados
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(A) Gel controle: coluna M, marcador de peso molecular (100bp); Coluna 1, Staphylococcus saprophyticus
INCQS 00233; Coluna 2, Staphylococcus epidermidis INCQS 00016; Coluna 3, amostra S1; Coluna 4, controle
negativo (nenhum DNA adicionado). (B) Gel teste com representantes dos lotes: coluna M, marcador de peso
molecular (100bp); Coluna 1 a 9, DNA dos representantes dos lotes S1, S2, S3, S5, S6, S1*, S2*, S3*, S5%*,
respectivamente; Coluna 10, controle negativo (nenhum DNA adicionado).

Figura 7: Resultado da t-DNA PCR de representantes dos lotes de Pseudomonas aeruginosa

A B

M 1 2 3 4 8 9 10 11 12

(A) Gel controle: Coluna M, marcador de peso molecular (100bp); Coluna 1, Pseudomonas alcaligenes INCQS
00069; Coluna 2, Pseudomonas stutzeri INCQS 00520; Coluna 3, amostra P1; Coluna 4, controle negativo
(nenhum DNA adicionado). (B) Gel teste com representantes dos lotes: coluna M, marcador de peso molecular
(100bp); Coluna 1 a 9, DNA dos representantes dos lotes P1, P2, P4, P7ct, P7co, P8ct, P8co, P9ct, P9co, P10ct,
P10co, respectivamente; Coluna 10, controle negativo (nenhum DNA adicionado). Obs: ct = coldnia transldcida;

co = col6nia opaca.
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5.4 TIPIFICACAO MOLECULAR E INTEGRIDADE GENOMICA

Para verificar a especificidade da técnica de ITS-PCR a nivel de linhagem, foram
utilizadas duas cepas distintas de cada espécie estudada. Para o S. aureus foram extraidos
DNA das cepas S. aureus INCQS 00089 e S. aureus INCQS 00250. Para a P. aeruginosa
foram extraidos DNA das cepas P. aeruginosa INCQS 00099 e P. aeruginosa INCQS 00230.

A técnica de ITS-PCR ndo foi capaz fornecer perfis de bandas nitidos e distintos para
cada cepa, como o esperado. Por este motivo, optou-se por utilizar a técnica de ERIC-PCR
para as duas espécies, mesmo havendo poucos estudos empregando a técnica na tipificacao de
bactérias Gram positivas.

Na ERIC-PCR, cada primer foi testado isoladamente e 0 DNA das amostras foi diluido
em solucdo tampdo na proporcéo 1:10. Tanto o DNA concentrado quanto o diluido foram
testados. A amplificacéo e reprodutibilidade foram analisadas e o primer ERIC 2 mostrou-se
reprodutivo e especifico as amostras de P. aeruginosa (Fig. 8).

Figura 8: Testes de especificidade da ERIC-PCR para P. aeruginosa e S. aureus utilizando os primers ERIC 1 e
ERIC 2

2 3 4 5 6 /.8 9 10411 12 13 14 1516 17/

Gel teste dos primers ERIC 1 e ERIC 2: Coluna M, marcador de peso molecular (100bp). Coluna 1 a 8, primer
ERIC 1; Coluna 1, Pseudomonas aeroginosa INCQS 099 concentrado; Coluna 2, Pseudomonas aeruginosa
INCQS 230 concentrado; Coluna 3, Staphylococcus aureus INCQS 089 concentrado; Coluna 4, Staphylococcus
aureus INCQS 250 concentrado; Coluna 5 a 8, DNA diluido das mesmas amostras das colunas 1 a 4; Coluna 9 a
16, primer ERIC 2; Coluna 9, Pseudomonas aeroginosa INCQS 099 concentrado; Coluna 10, Pseudomonas
aeruginosa INCQS 230 concentrado; Coluna 11, Staphylococcus aureus INCQS 089 concentrado; Coluna 12,
Staphylococcus aureus INCQS 250 concentrado; Coluna 13 a 16, DNA diluido das mesmas amostras das
colunas 9 a 12; Coluna 13, controle negativo (nenhum DNA adicionado).
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O primer ERIC 2, embora tenha gerado boa amplificacdo das cepas testadas de S.
aureus, como demonstrado nas colunas 11, 12, 15 e 16 (Fig. 8), ndo ofereceu resultados
reprodutiveis, conforme observado nas colunas 7 e 9, que deveriam ter o mesmo
fingerprinting, visto que sdo exatamente a mesma amostra (Fig. 9). Por este motivo, a analise

foi repetida utilizando-se o primer ERIC 1.

Figura 9: Teste de reprodutibilidade de ERIC-PCR com representantes dos lotes S1 e S2 e com 0s primers
ERIC 1eERIC 2

Coluna M, marcador de peso molecular (100bp). Coluna 1 a 3, primer ERIC 1; Coluna 7 a 9, primer ERIC 2;
Coluna 1, 3,7e09, S1; Coluna 2 e 8, S2. OBS.: colunas 4, 5 e 6 ndo foram preenchidas.

Os perfis de bandas obtidos pela ERIC-PCR, tanto na analise das amostras de S.
aureus (Fig. 10) quanto na analise das amostras de P. aeruginosa (Fig. 11), ndo demonstraram
diversidade genética (100% de similaridade) e foram altamente reprodutiveis.

Portanto, os resultados indicaram que todas as amostras de P. aeruginosa, inclusive as
provenientes das duas colbnias distintas dos lotes P7, P8, P9 e P10, representam uma Unica
cepa, a cepa INCQS 00025, e todas as amostras de S. aureus representam a cepa INCQS
00039.
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Figura 10: Perfil de bandas representativo dos nove perfis obtidos para os lotes de Staphylococcus aureus por
ERIC-PCR
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Dendrograma obtido com base no agrupamento UPGMA e analise de similaridade com calculo do coeficiente de
Dice. Analise realizada utilizando-se o programa BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,

Belgium).

Figura 11: Perfil de bandas representativo dos onze perfis obtidos para os lotes de P. aeruginosa por ERIC-PCR
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Dendrograma obtido com base no agrupamento UPGMA e anélise de similaridade com calculo do coeficiente de
Dice. Anélise realizada utilizando-se o programa BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium).



48

6 DISCUSSAO

A viabilidade de uma cepa liofilizada pode ser mantida por mais de 20 anos se a
concentracdo de células estiver entre 10° e 10"°UFC/mL antes da liofilizacio e sobreviverem
ao processo. Ha estudos em que bactérias liofilizadas sobrevivem por pelo menos 35 anos de
acordo com o género e a espécie (SHINOHARA et al, 2000). A variacdo da resisténcia de
cepas liofilizadas ao longo de seu armazenamento entre espécies foi pioneiramente avaliada
por Shinohara (2000), que buscou investigar a diferenca na taxa de sobrevivéncia entre nove
espécies de bactérias e uma de fungo imediatamente apds a liofilizacdo e durante os primeiros
10 a 16 anos de estocagem a 5°C. O processo de liofilizacdo empregado neste trabalho é
muito semelhante ao SBA, salvo algumas excecfes: aléem de “Skim Milk” como
criopreservador, adiciona-se glutamato a 1%; o tempo que as ampolas previamente
congeladas em gelo seco e alcool absoluto permanecem em freezer a -70°C é de somente dois
a dez minuto e o vécuo alcancado é menor que 0,1 Pa, o que corresponde a 7,5 x 10™ Torr,
vacuo maior que o utilizado no laboratorio. Ainda nesse trabalho, a verificacdo da
concentracdo de células ocorreu antes e depois da liofilizacdo através da ressuspensdo do
liofilo com agua esteril, diluicdo seriada e plagueamento pelo método automatizado Spiral
Platter em modelo D. A concentracdo de células antes da liofilizacdo foi considerada 100% e
a taxa de sobrevivéncia apos este processo foi relativa a este valor. Segundo Shinohara e
colaboradores, a maioria das cepas liofilizadas foram homogéneas e as que ndo foram, podem
ter sofrido influéncia de variagdes externas e internas como: procedimentos, equipamentos e
componentes da equipe técnica. Apesar destas variagcdes, espécies diferentes apresentaram
padrdes de sobrevivéncia similares. Todas as cepas mostraram concentracdes maiores que 10°
UFC/mL depois de 10 anos, a temperatura de 5°C durante o armazenamento. A taxa de
sobrevivéncia para os fungos foi de 10%, bactérias Gram positivas 80% e Gram negativas
50%, logo apos a liofilizacdo. Mas o perfil entre as espécies Gram positivas e Gram negativas
variaram. Dentre as Gram negativas, Pseudomonas putida e Serratia marcescens foram as
gue apresentaram a menor taxa de manutencdo da concentracdo de células apds cinco anos.
Escherichia coli mostrou-se como a mais resistente, pois apos 10 anos manteve a taxa de
sobrevivéncia em torno de 10%. As bactérias Gram positivas tiveram maior indice de

sobrevivéncia apos a liofilizacdo, alcancando uma taxa de 80% de sobrevivéncia em algumas
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espécies. Esta taxa inclusive permaneceu inalterada em algumas dessas espécies durante o
armazenamento. O Streptococcus mutans, contudo, diminuiu para 20% ap6s 10 anos.

Um estudo recente e semelhante foi realizado por Rosas (2010) com o objetivo de
desenvolver material de referéncia para ensaio de proficiéncia. Uma das etapas envolvidas no
processo consistiu em avaliar a homogeneidade dos lotes de bactérias liofilizadas e a
estabilidade a curto e longo prazo. Para isso, unidades representativas dos lotes foram
quantificadas apos a liofilizacdo. Os resultados indicaram lotes homogéneos. Na andlise de
estabilidade a curto prazo, uma quantidade representativa de unidades de cada lote foi
quantificada através da incubacdo em trés diferentes temperaturas por um maximo de sete
dias, ja na analise da estabilidade a longo prazo, representantes dos lotes foram mantidos a -
20°C e os liéfilos quantificados a cada trés meses consecutivos e um ano ap6s a liofilizagéo.
Este estudo, portanto, apesar de nédo ter avaliado a suscetibilidade de bactérias ao processo de
liofilizagdo e sua concentragdo de células durante o armazenamento por mais de um ano,
forneceu dados relevantes sobre a estabilidade de MR a condic¢des de transporte.

Todavia, tanto o estudo de Rosas (2010) quanto os estudos de Shinohara (2000 e
2008), determinaram a homogeneidade de suas amostras para realizar a avaliacdo da
estabilidade. Neste sentido, os resultados obtidos na determinacdo da viabilidade deste estudo
dos lotes de S. aureus e P. aeruginosa ndo fornecem dados sobre a estabilidade dos mesmaos,
pois como ndo houve comprovacdo de homogeneidade entre eles e nem quantificacdo pos-
liofilizag&o, ndo € possivel definir a concentracéo inicial. Para que isso seja possivel no LMR,
alguns procedimentos deveriam ser incluidos e/ou alterados no laboratorio: seria necessario
definir a transmitédncia, medida por um espectrofotdmetro, representativa de uma
concentracdo definida de bactérias, de forma que seja possivel estimar o0 volume de suspenséo
a ser utilizado no preparo das ampolas, obtendo-se assim MR homogéneos. O volume
aplicado em cada ampola deve ser uniforme, de forma que, definida a concentracdo da
suspensdo em Skim Milk, cada ampola receba a mesma quantidade de células. Desta forma
seria possivel acompanhar a concentracdo de células viaveis apos a liofilizacdo e registrar este
valor em documento pertencente ao lote, atendendo-se assim as especificacbes da norma
ABNT ISO GUIA 17034:2016.

Considerando-se que as pipetas Pasteur devem ser de ponta afilada para serem
introduzidas nas ampolas e que nenhuma destas ampolas comercializadas possui graduacéo,
um método alternativo para indicar o volume seria necessario.

A quantidade significativa de linhagens fornecidas pelo laboratério demanda que o0s

ensaios realizados no controle dos lotes produzidos sejam simples, rapidos, robustos e
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reprodutiveis. Neste sentido, a quantificacdo de bactérias mesofilicas viaveis pelo método de
contagem em placa (método preconizado pela FB), embora seja relativamente simples,
demanda tempo, material e um longo periodo de incubacdo (24-72 h), mostrando-se inviavel
a rotina do laboratério. Além disso, este método pode conduzir a subestimacdo da
concentracdo de células vidveis devido a juncdo de colbnias proximas e/ou a presenca de
células viaveis ndo-cultivaveis, como células sob injuria, inibida, dormente ou inativa
(RAULT et al, 2007).

A citometria de fluxo tem se revelado um método alternativo muito promissor a
quantificacdo de células viaveis, inclusive na area de microbiologia, e pode ser realizada
utilizando marcadores para viabilidade, como por exemplo, presenca de esterases celulares,
integridade de membrana citoplasmatica, atividade respiratéria, entre outros. (RAULT et al,
2007; NATI, 2014). Apesar de a falta de para@metros do presente estudo ndo permitir avaliar a
estabilidade, os resultados obtidos (Figura 4 e 5) sugerem fortemente que mesmo néo havendo
controle de viabilidade e homogeneidade, todos os lotes viaveis possuiam concentracao
superior a 10*UFC/mL. Quanto aos lotes que ndo apresentaram viabilidade, presume-se que
possa ter ocorrido a formacéo de microesferas nas ampolas durante a estocagem, uma vez que
a presenca de vacuo foi detectada em todas as ampolas apds a producdo do lote. Como o
vacuo ndo foi detectado por Spart Tester antes da abertura das ampolas e como ndo havia
registros de procedéncia de todos os lotes produzidos, ndo foi possivel esclarecer a causa da
auséncia de viabilidade nos lotes S4, S4*, P3, P5 e P6, 0 que ressalta a importancia do
registro fiel de informacges relacionadas a producédo, ao controle de qualidade e a existéncia
de ocorréncias ou ndo conformidades, permitindo uma boa rastreabilidade, a identificacdo de
melhorias e a execucao de medidas preventivas.

Esclarecida a importancia de se avaliar a estabilidade de MR quanto a viabilidade, ha
ainda outro aspecto talvez mais importante que ndo foi abordado pelos estudos citados até o
momento: a estabilidade de caracteristicas chave, exigida pela norma NIT DICLA 61:2012 e
NIT DICLA 58:2015. Embora ambas as normas ndo definam quais seriam estas
caracteristicas ou fornecam informacdes que norteiem a escolha das mesmas, tratando-se de
bactérias, pode-se considerar que estdo relacionadas as suas caracteristicas fenotipicas, como
reacGes enzimaticas, metabolismo, sorologia, aspectos morfologicos, capacidade de formar
esporos, sensibilidade a antimicrobianos, dentre outros. Desta forma, a avaliacdo de provas
bioguimicas convencionais e a determinacdo de caracteristicas morfolégicas de culturas de

referéncia liofilizadas poderiam cumprir esta exigéncia da ABNT ISO GUIA 34:2012.
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Os resultados obtidos no presente estudo pelas provas bioquimicas convencionais
evidenciaram que as principais caracteristicas que diferenciam as bactérias liofilizadas
estudadas a nivel de espécie, permanecem inalteradas mesmo apds 24 anos de
armazenamento, mas os aspectos morfoldgicos de suas coldnias podem se alterar ao longo do
tempo, como ocorreu nos lotes de Pseudomonas aeruginosa. Contudo, ha provas bioquimicas
ndo convencionais que se alteram a longo prazo, o que pode ter ocorrido pela perda ou falha
na expressdo génica ou por alteracBes pds-traducionais. Ainda que estas alteracbes ndo
representem falha na identificacdo de bactérias em laboratérios de poucos recursos, como 0s
que ndo possuem métodos automatizados de identificacdo, ha grandes laboratérios de rotina
exaustiva, como os de diagndstico, que usam estes métodos automatizados na préatica
laboratorial, havendo o risco pronunciado de equivoco na identificacdo da amostra, como
houve durante a primeira analise das amostras S1 e S5* pelo aparelho VITEK 2, apesar da
baixa probabilidade de 89% ser um alerta de falha de identificagao.

Quanto a autenticacdo, como citado na introducdo deste trabalho, ha documentos e
normas técnicas que indicam as cepas a serem utilizadas em analises laboratoriais. Desta
forma, além da identificacdo da espécie, que pode ser realizada por sequenciamento do gene
16s do rRNA por exemplo, também € necessario autenticar a cepa de referéncia. Nenhum
método ndo molecular até 0 momento é capaz de identificar bactérias a nivel de linhagem, por
isso, as técnicas de ITS-PCR e ERIC-PCR foram escolhidas para verificar a autenticidade das
linhagens. Esta ultima foi também empregada na andlise da integridade genémica por
amplificar sequéncias repetitivas ao longo do genoma.

A t-DNA PCR, utilizada para a identificacdo molecular das espécies, deve ter a
especificidade testada utilizando-se cepas de referéncia de diferentes espécies como controle,
ainda que tenha mostrado ser reprodutivel e espécie especifica em estudos de identificacdo de
isolados (MAES et al, 1997; CLEMENTINO et al, 2001; ZSCHOCK et al, 2005). No
presente estudo, esta foi a técnica de identificacdo molecular mais reprodutivel e sensivel das
trés utilizadas, pois a reacdo gerou diversos fragmentos em quantidade suficiente para
possibilitar boa visualizacdo no gel de agarose e perfis idénticos ao reanalisar as amostras.
Nesta técnica, os dois tipos de colbnias presentes nas amostras P7, P8, P9 e P10, resultaram
em perfis idénticos a todos outros obtidos das amostras de P. aeruginosa.

A autenticacdo da linhagem destas colbnias e de todas as outras, foram avaliadas por
ITS-PCR, que ndo amplificou de maneira eficiente os espacos intergénicos de 16S e 23S de

rRNA, mesmo tendo sido programado ciclos mais extensos que o utilizado corriqueiramente.
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Na ERIC-PCR, os dois primers tiveram que ser testados isoladamente. O primer ERIC
1 forneceu resultados satisfatorios na andlise de S. aureus, enquanto que o primer ERIC 2 se
mostrou reprodutivel somente na andlise das amostras de P. aeruginosa. Portanto, é
aconselhavel testar cada primer isoladamente ao analisar amostras de isolados a fim de
garantir a especificidade e reprodutibilidade da reacdo, pois a técnica ndo € aplicavel a
algumas espécies de bactérias, como a Avibacterium paragallinarum (HELLMUTH et al,
2016), enquanto que demonstra especificidade com outras (BARRADAS et al, 1995;
ARDAKANI; RANJBAR, 2016). Apesar disso, nossos resultados mostram que a ERIC-PCR
pode ser empregada na tipificacdo de cepas da espécie P. aeruginosa e S. aureus (Fig. 7, 8, 9
e 10), o que ndo significa que possa ser utilizada sem testes prévios na analise de outras
espécies. Portanto, cada cepa de referéncia fornecida pelo laboratério que tenha sua
identificacdo autenticada, devera ser analisada pelas técnicas moleculares que fornecerem os
melhores resultados, apos testes prévios isolados para cada uma destas cepas. Todas as outras
técnicas de tipificacdo ou investigacdo da diversidade gendmica também podem ser aplicadas,
mas cada uma delas apresenta falhas, seja de especificidade, seja de reprodutibilidade, de

acordo com a espécie estudada.



53

7 CONCLUSAO

A auséncia de viabilidade verificada em 23,8% dos lotes analisados sugere a
possibilidade de formacdo de microfissuras durante armazenamento de ampolas liofilizadas.
A manutencdo da concentracdo de células nas ampolas viaveis ndo pdde ser verificada devido
a auséncia da demonstracdo de homogeneidade entre os lotes produzidos pela CMRVS. Por
outro lado, todas as amostras vidveis reproduziram os resultados esperados nos testes
bioquimicos convencionais e automatizados, havendo modificacdo nos resultados de algumas
provas bioguimicas entre o lote mais antigo e mais recente de cada espécie estudada.

Por haver um numero limitado de produtores de materiais de referéncia ha poucos
estudos abordando o tema, e 0s existentes concentram seus esfor¢os na determinacdo da
estabilidade da viabilidade, havendo pouca, sendo nenhuma, informagdo a respeito da
estabilidade de caracteristicas chave destes materiais, relacionadas ao fenotipo bacteriano por
exemplo. Considerando-se os resultados acima, como a utilizagdo de bactérias de referéncia
destina-se principalmente a comparacdo de dados qualitativos ou a identificacdo de amostras
microbioldgicas, € imprescindivel que se avalie em estudos futuros a manutencdo de
caracteristicas fenotipicas, morfoldgicas, soroldgicas e de resisténcia a antimicrobianos. Neste
caso, por se tratar de uma vasta diversidade de ensaios, seria pratico e valido avaliar as
principais caracteristicas de cada espécie ou cepa bacteriana, ou seja, aquelas que séo
necessarias em ensaios normatizados ou regulamentados, e analisar somente estas, porque
ainda que se avalie todo o genoma bacteriano, é provavel que haja diversas alteracdes
gendmicas que ndo impactam nas caracteristicas essenciais de uma linhagem, bem como é
provavel que haja inUmeras alteracbes enzimaticas ou proteicas que ndo serdo capazes de
modificar a identificacdo de uma espécie, embora, como sugerido neste estudo, isso também
seja possivel, justificando mais ainda a necessidade de se realizar estudos de manutencdo das
caracteristicas fenotipicas de cultura de referéncia.

A liofilizacdo também é capaz de originar colbnias diferentes em uma Unica cepa de
referéncia, gerando a suspeita de contaminacgdo, que pode ser ocasionada por uma linhagem
diferente ndo detectada pelos métodos tradicionais de identificacdo. Neste sentido, 0s ensaios
moleculares de tipificacdo mostram-se Uteis a verificacdo de contaminacdo a nivel de
linhagem em uma cultura. Estes métodos moleculares, portanto, sdo cada vez mais
necessarios na identificacdo de cepas ou isolados, visto que sdo muito mais sensiveis e, desta

forma, capazes de corroborar ou refutar um resultado de analise.
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