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RESUMO

As colecbes de culturas bioldgicas sao centros de conservacao responsaveis pela
aquisicao, preservacao, identificacao, catalogacéo e distribuicdo de organismos que
podem ser utilizados como suporte para fins experimentais, académicos, tecnoldgicos
e de controle de qualidade de produtos. Por isso, a preservagdo e manutencao dos
microrganismos devem ser realizadas de modo a assegurar a sobrevivéncia,
estabilidade e pureza durante longos periodos, garantindo a preservacdo de
caracteristicas genéticas e morfolégicas, sem variabilidade da patogenicidade e
viruléncia. Dentre as 33 colecdes reconhecidas institucionalmente na Fiocruz,
destaca-se a Colecdo de Bactérias de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CBRVS)
gue é responsavel pela manutencao, guarda e distribuicdo de cepas bacterianas para
os laboratorios oficiais, utilizadas como controle dos ensaios microbiolégicos. O
presente trabalho avaliou a conformidade (pureza, viabilidade e autenticidade) das
cepas bacterianas, recomendadas em ensaios de controle de qualidade de produtos
e insumos de saude, pertencentes a CBRVS-INCQS/Fiocruz, visto que a
conformidade dessas cepas tem impacto direto nos resultados laboratoriais que darao
sustentacdo as acdes da vigilancia sanitaria. Foram selecionadas 46 cepas
bacterianas da CBRVS, provenientes da American Type Culture Collection (ATCC),
recomendadas na 6° edicdo da Farmacopeia Brasileira e POPs INCQS em métodos
de controle de qualidade de produtos. Dessas, foram realizados testes de pureza,
viabilidade e autenticacdo em 45 cepas bacterianas. O teste de pureza foi realizado
através da semeadura por esgotamento em meio solido e a viabilidade avaliada por
diluicdes seriadas em meios de cultura sélidos e contagem de unidades formadoras
de colbnias. A autenticacao foi realizada pelo método de coloracdo de Gram, seguida
de caracterizacao bioquimica em sistema automatizado VITEK® 2. Das 45 cepas
analisadas, 41 foram consideradas satisfatorias, 3 foram consideradas insatisfatorias
e 1 foi considerada inconclusiva, segundo os critérios estabelecidos nos POPs do
INCQS. Entretanto, as cepas consideradas satisfatorias apresentaram alta
variabilidade de resultados nos testes de conformidade.

Palavras-chave: Controle de Qualidade. Microrganismos de Referéncia. Colecfes

Bioldgicas. Cepas Bacterianas.



ABSTRACT

The collections of biological cultures are conservation centers responsible for the
acquisition, preservation, identification, cataloging and distribution of organisms that
can be used as support for experimental, academic, technological and product quality
control purposes. Therefore, the preservation and maintenance of microorganisms
must be carried out in order to ensure survival, stability and purity for long periods,
guaranteeing the preservation of genetic and morphological characteristics, without
variability in pathogenicity and virulence. Among the 33 collections institutionally
recognized at Fiocruz, the Reference Bacteria Collection in Sanitary Surveillance
(CBRVS) stands out, which is responsible for the maintenance, storage and
distribution of bacterial strains for official laboratories, used as control of
microbiological tests. The present study evaluated the conformity (purity, viability and
authenticity) of bacterial strains, recommended in tests of quality control of health
products and supplies, belonging to CBRVS-INCQS / Fiocruz, since the conformity of
these strains has a direct impact on laboratory results that will support health
surveillance actions. 46 bacterial strains from the CBRVS were selected, from the
American Type Culture Collection (ATCC), recommended in the 6th edition of Brazilian
Pharmacopoeia and POPs INCQS in product quality control methods. From these,
purity, viability and authentication tests were carried out on 45 bacterial strains. The
purity test was carried out by seeding by exhaustion in a solid medium and the viability
was evaluated through serial dilutions in solid culture media and counting of colony
forming units. Authentication was performed using the Gram staining method, followed
by biochemical characterization in a VITEK® 2 automated system. Of the 45 strains
analyzed, 41 were considered satisfactory, 3 were considered unsatisfactory and 1
was considered inconclusive, according to the criteria established in the INCQS POPs.
However, the strains considered satisfactory showed high variability of results in the

compliance tests.

Keywords: Quality Control. Reference Microorganisms. Collections of cultures.

Bacterial Strains
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1 INTRODUCAO

1.1 O Histdrico da Vigilancia Sanitaria no Brasil

Os primeiros conceitos de higiene e nog¢fes sanitarias no Brasil remontam do
inicio do século XIX, com a vinda da familia real portuguesa, em meados de 1808.
Nesse momento, a cidade do Rio de Janeiro passou por mudancgas estruturais e de
hébitos da populacéo, visando adequéa-la a condicdo de sede da corte portuguesa,
garantindo a higiene e salubridade urbana. Nesse contexto, no século XIX a saude
publica foi estabelecida com intuito de controlar e conter doencas epidémicas,
especialmente nas cidades portuarias pela intensa circulagdo de pessoas e
mercadorias, além de adequar o comeércio portuario brasileiro as demandas
crescentes sanitarias internacionais (PIMENTA TS, 2004; COSTA, 1999).

No decreto de 28 de julho de 1809, foi estabelecido o cargo de Provedor-mor
de Saude da Corte e Estado do Brasil, tendo como atribuicdo as fun¢des concernentes
as questdes sanitarias relacionadas ao combate as epidemias e a inspec¢ao dos portos
(ABREU, 1900).

Em 1828, a chamada Lei de 1° de Outubro, atribuiu a funcéo de inspecao sobre
a saude, a vacinacédo, a higiene e a fiscalizacdo dos comestiveis destinados ao
consumo publico as Camaras Municipais, 6rgaos ja existentes no Brasil desde 1532
(BRASIL, 1828).

A Inspetoria-Geral de Saude Publica do Porto do Rio de Janeiro foi instituida
pelo decreto de 17 de janeiro de 1829 e tinha por funcéo verificar o estado sanitario
das embarcacdes e decidir se estavam desimpedidas ou deveriam guardar
guarentena (BRASIL, 1829).

Em 17 de agosto de 1846, foi criado o Instituto Vacinico do Império, através do
Decreto n° 464.Sua atribuicdo era o estudo, a pratica, 0 melhoramento e propagacao
da vacina (BRASIL, 1847).

Em 14 de setembro de 1850, foi criada a Junta de Higiene Publica pelo Decreto
n° 598. Esse 6rgdo tinha como uma das suas atribuicbes propor medidas para a
salubridade nas cidades, exercer a policia médica nas visitas a todos os
estabelecimentos e locais que pudessem provocar danos a saude publica (Brasil,
1851).
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Em 1° de marco de 1884, através do Decreto n® 9.159, foram ampliadas as
atribuicdes da Inspecédo de Saude do Porto do Rio de Janeiro conferindo-lhe também
a atribuicdo de policia sanitaria do litoral e das docas de mercado, bem como o exame
dos géneros fornecidos as embarcacfes pelos quitandeiros maritimos (BRASIL,
1884).

Em 3 de fevereiro de 1886, foi publicado o Decreto n°® 9.554, criando Inspetoria-
Geral de Higiene e o Conselho Superior de Saude Publica, desse modo, reestruturou
0S servicos sanitarios do Império, que passaram a ser dirigidos pela Inspetoria-Geral
de Higiene e pela Inspetoria-Geral de Saude dos Portos (BRASIL, 1886).

Em 12 de janeiro de 1894, foi criado o Instituto Sanitario Federal, a partir da
fusdo do Laboratorio de Bacteriologia e da Diretoria Sanitaria pelo Decreto n° 1.647
(BRASIL, 1895).

Em 1° de fevereiro 1897, foi criada a Diretoria Geral da Saude Publica, através
do Decreto n° 2.449, que unificou a direcdo e execucao dos servicos de higiene da
Unido, antes realizados pelo Instituto Sanitario Federal e Inspetoria Geral de Saude
dos Portos (BRASIL, 1897).

Em 1904, a implantacdo do Regulamento dos Servicos Sanitarios da Unido
(Decreto n®5156/1904), previu a elaboracéo do Codigo Sanitario e do Juizo dos Feitos
de Saude Publica, responsavel pelo julgamento de crimes contra a higiene e
salubridade publicas (BRASIL, 1904).

Em 21 de Janeiro de 1920 foi publicado o Decreto-Lei n°® 3.987, que reorganiza
0s servicos de saude publica, o qual cria o Departamento Nacional de Saude Publica
(BRASIL, 1920).

Em 1923, foi criado Regulamento Sanitario Federal, através do Decreto n°
16.300. Nele constava pela primeira vez o termo Vigilancia Sanitaria, estabelecido
como o controle sanitario de pessoas doentes ou suspeitas de portar doencas
transmissiveis, assim como, o licenciamento e fiscalizacdo de estabelecimentos
comerciais e industriais, controle de logradouros publicos, defesa sanitaria maritima e
fluvial e controle do exercicio profissional da area da saude. Ficou conhecido como
Reforma Carlos Chagas (MINAYO-GOMEZ, 1997; CAMPOS, 2007; FRANCO-
SANTOS, 2008).

Em 14 de novembro de 1930 foi criado o Ministério da Educacédo e Saude

Publica, como ato do Governo provisoério de Getulio Vargas (HOCHMAN, 2005).
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Em 1942 foi criado o Servico Especial de Saude Publica (SESP), através do
Decreto n® 4.275, a partir de um acordo bidirecional entre os governos brasileiro e
norte-americano, tendo como propodsito o saneamento de uma parte da regido
amazonica e do Vale do Rio Doce (CAMPOS, 2008).

Em 25 de julho de 1953 foi criado o Ministério da Saude, através da Lei n°
1.920. Em 1954, o presidente Getulio Vargas aprovou a criagdo do Laboratorio Central
de Controle de Drogas e Medicamentos (LCCDM). Esse laboratério tinha como
objetivo analisar produtos de interesse a saulde publica, aprovar pedidos de
licenciamento de novos produtos e favorecer o desenvolvimento da industria
farmacéutica no pais (Brasil, 1954). Em 1961 foi incorporada ao escopo de anélises
do LCCDM a analise de alimentos de interesse a saude publica modificando seu nome
para Laboratério Central de Controle de Drogas, Medicamentos e Alimentos
(LCCDMA) (BRASIL, 1961a).

Em 21 de Janeiro de 1961 foi regulamentado o Cdédigo Nacional de Saude,
através do Decreto n° 49.974, o qual dissociou entre vigilancia sanitaria e vigilancia
epidemiologica (BRASIL, 1961b).

Em 23 de setembro de 1976, foi publicada a Lei n° 6.630, a Lei da Vigilancia
Sanitaria, que dispde sobre a vigilancia sanitaria de medicamentos, drogas, insumos
farmacéuticos, cosmeéticos, saneantes, entre outros produtos (BRASIL, 1976).

Em 20 de agosto de 1977 foi publicada a Lei n° 6.437 que dispde sobre
infracdes a legislacdo sanitaria federal e estabelece sancdes respectivas, sendo uma
das principais leis da Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1977).

Em 1978, apdés a publicacdo do Decreto n° 82.201 ficou determinada a
transferéncia da administracdo do LCCDMA para a Fiocruz (BRASIL, 1978).

Em 1981com o ato n° 044 da Presidéncia da Fiocruz, o LCCDMA foi
renomeado, sendo assim criado o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS), o qual com o passar dos anos foi recebendo novas atribuicdes de
atuacao (PIOVESAN, 2002).

Em 19 de setembro de 1990, foi criado o Sistema Unico de Saude (SUS)
através da Lei Federal n°® 8.080 que dispde sobre as condi¢cdes para a promocao,
protecdo e recuperacdo da saude, a organizacdo e o funcionamento dos servicos
correspondentes. Essa lei afirma em seu artigo 6° que esta incluida no campo de
atuacdo do SUS a vigilancia sanitaria (BRASIL,1990).
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Em 1999 foi criada a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), e 0
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) mediante a publicacdo da Lei n°
9782, como forma de coordenar esse sistema (LUCCHESE, 2001).

1.2 Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria

O modelo de vigilancia sanitaria brasileiro é descrito na Lei Organica da Saude
(LOS — Lei n® 8.080/1990), em seu artigo 6°, como:

“[...] um conjunto de a¢des capazes de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a
salide e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente,
da producéo, circulacdo de bens e servicos de interesse da saude publica.”

Desse modo, é dever do Estado a protecéo da populacdo por meio de politicas
publicas. Diante disso, as praticas de vigilancia sanitaria tém adquirido uma crescente
relevancia na sua area de atuacao (BRASIL,1990; SILVEIRA, 2006).

Concomitante a criacdo da Anvisa, pela Lei n°® 9.782/1999, foi instituido o
SNVS. O SNVS compde o Sistema Unico de Satde (SUS), sendo constituido pelos
servicos ou Orgados de vigilancia sanitaria nas trés esferas governamentais: federal,
estadual e municipal, havendo pactuacdo e compartiihamento de competéncias e
responsabilidades entre as diferentes instancias. Destarte, ndo ha uma relacdo de
subordinacéo entre as esferas, respeitando assim os diferentes graus de autonomia,
capacidade de execucédo e das responsabilidades nos niveis de governo, permitindo
sua atuacao de acordo com as suas especificidades e divergéncias (BRASIL, 2011).

Aos integrantes do SNVS compete a elaboracéo e fiscalizacdo de normas que
regulamentem o funcionamento dos estabelecimentos que desenvolvem processos
produtivos e oferecem servicos a populacdo. O SNVS é integrado por diferentes
orgaos, dentre eles: a Anvisa, que coordena o Sistema, e o INCQS, da Fiocruz, no
plano federal; Secretarias de Estado de Saude e os Laboratérios Centrais (LACEN)
no plano estadual; e pelos servicos de vigilancia sanitaria dos municipios, mesmo que
muitos ainda ndo possuam um sistema de vigilancia sanitaria bem estruturado. Esses
orgaos empregam diferentes praticas de prevencdo e instrumentos de intervencao
com a finalidade de prevenir, minimizar ou eliminar os riscos nocivos de produtos e
servicos a saude humana (BRASIL, 2011).
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Além disso, o SNVS também dispbe do suporte técnico da Rede Nacional de
Laboratorios Oficiais de Controle de Qualidade, uma rede de sustentacdo a vigilancia
sanitaria composta por laboratorios distribuidos nos diversos estados do territorio
nacional, nas trés esferas governamentais. Esses laboratérios sdo parte integrante e
imprescindivel na estrutura da vigilancia sanitéria, pois sédo responsaveis por acdes
de avaliacdo analitica de controle de qualidade dos produtos relacionados a saude,
atuando em analises fiscais - verificando o cumprimento das leis-, auxiliando assim
nas acdes da vigilancia sanitaria. Ademais também contribuem para a producao
cientifico-tecnolégica (LUCCHESE, 2001; BRASIL, 2011).

1.3 Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

O INCQS é, de acordo com o Decreto n° 3.029/1999, uma unidade técnico-
cientifica, que compde a Rede Nacional de Laboratérios Oficiais de Controle de
Qualidade, em sua esfera federal, ligado ao SNVS, vinculada administrativamente a
Fiocruz e tecnicamente ao SNVS, considerado referéncia nacional para as questdes
cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle de qualidade de produtos, insumos,
ambientes e servi¢os vinculados a saude. Tem o papel de assessorar os demais
laboratérios da rede Nacional de Laboratorios de Vigilancia Sanitaria sobre
metodologias analiticas, questdes tecnologicas e normativas, promover e participar
de ensaios de proficiéncia e estabelecer, manter e distribuir substancias quimicas e
microrganismos de referéncia, atuando na sustentacdo as acfes de vigilancia
sanitaria (BRASIL, 2011).

O INCQS possui alguns de seus ensaios acreditados pela Coordenacao Geral
de Acreditacdo do Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO) e pela Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) e adota a Norma ABNT NBR ISO 17025:2017 em gestédo de
controle de qualidade, que compreende a competéncia de laboratoérios de ensaios e
calibracao.

O INCQS é dividido organizacionalmente em quatro departamentos técnicos
distintos, segundo a sua area de conhecimento: Departamento de Quimica (DQ),
Departamento de Microbiologia (DM), Departamento de Imunologia (DI) e
Departamento de Farmacologia e Toxicologia (DFT). De acordo com o organograma
institucional, os departamentos sdo compostos por laboratérios que, por sua vez, sdo

7z

ainda subdivididos em setores. Cada setor € responsavel por uma determinada
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atividade que normalmente esta relacionada a andlise, em suas diversas
modalidades, de produto ou producéo tecnoldgica e cientifica. Além disso, o instituto
também abriga uma Central de Recebimento de Amostras, comum a todo o Campus
Manguinhos da Fiocruz, para recebimento e armazenamento de amostras e
departamentos e setores administrativos, gerenciais e educacionais (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2020a).

O Instituto possui estrutura matricial, contendo 10 Nucleos Técnicos, a saber:
Alimentos; Artigos de Didlise; Artigos de Saude; Conjuntos, Reagentes e Insumos
Diagnésticos; Cosméticos; Medicamentos; Produtos Bioldgicos; Saneantes; Sangue
e Hemoderivados; Saude Ambiental - que possuem a incumbéncia de distribuir as
amostras aos laboratoérios dos departamentos técnico-cientificos, de acordo com as
analises necessarias a serem realizadas para cada produto (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2020b).

Dentro do DM, situa-se o Laboratorio de Microrganismos de Referéncia (LMR),
o qual é dividido em dois setores, 0 Setor de Bactérias e Arqueas de Referéncia e o
Setor de Fungos de Referéncia. Os mesmos respondem e dao o suporte necessario
a trés Colecdes Microbiolégicas distintas: Colecdo de Bactérias de Referéncia em
Vigilancia Sanitaria (CBRVS); Colecdo de Arqueas de Referéncia em Vigilancia
Sanitaria (CARVS), sob responsabilidade do Setor de Bactérias e Arqueas, e Colecéo
de Fungos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CRFVS), sob responsabilidade do

Setor de Fungos.

1.4 Colecbes Bioldgicas e seu historico no Brasil

As colecdes de culturas biolégicas sé@o centros de conservacao responsaveis
pela aquisicao, preservacao, identificacdo, catalogacao e distribuicdo de organismos,
0S quais servem de apoio a comunidade técnico-cientifica, podendo ser
disponibilizados para a utilizagdo como suporte para fins experimentais, académicos,
tecnolégicos e de controle de qualidade de produtos, sendo assim consideradas a
base da pesquisa cientifica (ROMEIRO, 1996; ABREU; TUTUNJI, 2004; FUNDACAO
OSWALDO CRUZ, 2019).

A preservacdo e manutencdo dos organismos devem ser realizadas de modo
a assegurar a sobrevivéncia, estabilidade e pureza durante longos periodos,

garantindo a preservacdo de caracteristicas genéticas e morfoldégicas, sem
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variabilidade da patogenicidade e viruléncia, informando a procedéncia e identificacao
taxondmica de cada uma das linhagens. SETTE, em 2005, descreve o material
biolégico como um insumo que requer a implementacao de um sistema de qualidade
gue permita assegurar suas caracteristicas identificadas ou a ele atribuidas (ABREU,;
TUTUNJI, 2004; ARANDA, 2014).

Mundialmente, existem diversos tipos de cole¢des bioldgicas, as quais diferem
entre si de acordo com a etiologia do material preservado. A preservacao pode ser
compreendida como o processo de desaceleragdo ao maximo da decomposicao
natural da matéria organica, onde para cada espécie de material serdo necessarios
procedimentos técnicos, conservantes e métodos de preservacao especificos. Diante
disso, cada colecdo possui metodologia prépria de preservacdo, que € relativa a
etiologia do espécime biolégico (ARANDA, 2014).

N&o ha uma férmula singular e universal que determine a eficiéncia da
estocagem e preservacao por longos periodos de tempo. Desse modo, a escolha do
método de manutencdo mais adequado deve ser baseada nas caracteristicas do
agente etiologico, bem como as vantagens e desvantagens de cada técnica disponivel
(COSTA et al., 2009).

Os métodos empregados para conservacdo dos microrganismos podem diferir
de acordo com as caracteristicas das cepas, 0 manuseio e a disponibilidade de
equipamentos do laboratorio. Esses métodos podem ser classificados de acordo com
0 seu tempo maximo de preservagao, em: curto prazo - realizado através de repiques
continuos da cepa (onde as culturas podem ser mantidas em temperaturas
relativamente baixas 4-10°C); meédio prazo — realizado através de preservacdo em
oleo mineral, preservacdo em agua esterilizada e congelamento a -20°C; e Longo
prazo — é considerada a opcdo mais viavel, onde as cepas sdo armazenadas em
temperaturas ultrabaixas como a criopreservacdo em freezers a -80°C, em nitrogénio
liquido a -196°C ou pelo processo de liofilizacdo (4-8°c). A escolha adequada de um
ou a combinacdo de mais de um método de preservacdo, permite uma analise
fenotipica e genotipica mais satisfatéria na conservacao de microrganismos a longo
prazo (COSTA; FERREIRA, 1991; CEFAR, 2006; COSTA et al., 2009; GIRAO et al.,
2004).

Uma metodologia amplamente utilizada na conservagdo de microrganismos a
longo prazo é a liofilizacao, visto que oferece alta estabilidade do material, baixa taxa

de mutacao e contaminacao, ndo necessita de manutencéo frequente e ocupa pouco
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espaco no armazenamento. A cepa liofilizada pode ser transportada, por um periodo
de tempo, por longas distancias em temperatura ambiente, sem refrigeragéo
(MORGAN et al., 2006; ZAMORA et al., 2006; MIYAMOTO-SHINOHARA et al., 2008).

A liofilizac&o pode ser definida como um processo de congelamento e remocao
de &gua intracelular, por sublimacédo, das células bacterianas em atmosfera de vacuo.
As etapas que compdem o processo de liofilizagdo podem ocasionar injaria celular as
cepas bacterianas, como aumento da permeabilidade celular. Com o intuito de
diminuir esses danos celulares sdo adicionadas as cepas substancias protetoras
antes do processo de liofilizagdo, como o leite desnatado ou glicerol (CANHOS et al.,
2004; PAOLI, 2005; COSTA et al., 2009).

Ha colecdes biolbgicas tradicionais, mundialmente estabelecidas, e com um
vasto escopo de atividades, principalmente nos paises desenvolvidos, a exemplo da
colecdo norte-americana American Type Culture Collection (ATCC) e a alema
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), sendo duas
instituicbes privadas, sem fins lucrativos. Historicamente no Brasil, as coleg¢bes
biologicas surgiram preponderantemente na regiao Sudeste, no Estado de Séao Paulo,
como uma iniciativa dos pesquisadores nacionais para suprir as demandas cientificas
locais e minimizar a dependéncia das colec¢des internacionais, devido a dificuldade
em obtencéo das cepas ocasionada pelos altos custos e a morosidade nos tramites
de importacao (ABREU; TUTUNJI, 2004; CAVALCANTI, 2010).

A World Federation for Culture Collections (WFCC) € uma comissao
multidisciplinar que tem por objetivo promover e apoiar o estabelecimento de colecbes
de cultura, interconectar e estabelecer uma rede de informacdes entre as colecfes e
seus usuarios, trabalhando para garantir a perpetuacéo a longo prazo de cole¢cbes
importantes e favorecendo o progresso da conservagao genética ex situ. A WFCC
conta com aproximadamente 470 colecdes registradas no World Data Center for
Microorganisms (WDCM), dessas colecdes estima-se a manutencdo de mais de um
milhdo de cepas, onde 43% sdo bactérias (ABREU; TUTUNJI, 2004; COSTA et al.,
2009; WFCC, 2020).

Na realizacdo de um levantamento nacional foram identificados 43 nucleos de
pesquisa registrados no WDCM, abrigando 80 cole¢cdes com acervos de
microrganismos associados a enfermidades em humanos, animais e plantas (ABREU,;
TUTUNUJI, 2004; COSTA et al., 2009).
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Atualmente h& 33 colecBes reconhecidas institucionalmente na Fiocruz, sendo
divididas em cinco categorias: cole¢des microbiologicas, cole¢gdes zooldgicas, colecao
histopatolégica, cole¢cdes arqueopaleontolégicas e colecdo de botanica, cada qual
com uma metodologia propria de preserva¢do. Dentre essas, destaca-se a CBRVS
(FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2019).

1.5 Colecgéo de Bactérias de Referéncia em Vigilancia Sanitéria

A CBRVS é uma colecdo de servico, localizada no INCQS, que produz e
fornece cepas bacterianas, mantendo em seu acervo cerca de 750 linhagens
bacterianas de classe de risco 1 e 2, as quais, algumas de suas linhagens, séo
amplamente utilizadas como padrées em ensaios microbiologicos de controle de
gualidade de produtos e insumos de saude, sendo também utilizadas na pesquisa
cientifica (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2020a).

Desse modo, a CBRVS configura como centro para pesquisa e treinamento em
caracterizacao taxondmica e preservacao de bactérias, a qual submete todos os lotes
produzidos a ensaios de pureza, viabilidade e autenticacdo, antes e apds o0s
procedimentos de preservacado, para garantia da qualidade do material fornecido. A
colecéo esta registrada no WFCC, sob o numero WDCM 1153, e possui como um de
seus principais objetivos a acreditacdo de ensaios de acordo com a Norma ABNT NBR
ISO/IEC 17.025 (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2020a; FUNDACAO OSWALDO
CRUZ, 2020b).

A CBRVS pertencia anteriormente a Colecdo de Microrganismos de Referéncia
em Vigilancia Sanitaria (CMRVS), a qual foi dividida em 2017 em 3 colecdes distintas:
CBRVS, CFRVS e CARVS (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2020b).

Além da sua funcdo primordial, a colecdo também € responsavel por
caracterizacao e distribuicdo de cepas, treinamentos, consultoria, além do servico de

depdsito por meio do qual incrementa seu acervo.

1.6 Justificativa

A relevancia do presente trabalho deve-se ao fato das cepas bacterianas,

pertencentes a CBRVS - INCQS/Fiocruz, distribuidas para os laboratérios publicos



26

oficiais, serem utilizadas como padrfes para 0s ensaios microbiolégicos de controle
de qualidade de produtos e insumos de saude nesses laboratorios. Por isso, €
necessario assegurar o fornecimento de linhagens puras, vidveis e autenticadas.
Desse modo, a conformidade dessas cepas impacta diretamente na qualidade e
veracidade dos resultados laboratoriais. Nesse sentido, além dos testes realizados
imediatamente apos a producdo dos lotes (pureza, viabilidade e autenticacdo), os
mesmos ensaios para confirmagédo da manutencao da conformidade foram repetidos

nesse trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a pureza, viabilidade e autenticidade das cepas bacterianas da CBRVS-
INCQS/Fiocruz, empregadas em ensaios de controle de qualidade de produtos e

insumos de saude.

2.20bjetivos especificos

1) Cultivar as cepas bacterianas nas condi¢des de crescimento recomendadas;

2) Avaliar a Pureza das cepas bacterianas;

3) Verificar a viabilidade do lote pela diluicdo e contagem de unidades formadoras de
colénia em meios de cultura soélidos;

4) Realizar a autenticacdo de forma fenotipica, por meio de analise microscopica e

provas bioquimicas automatizadas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Cepas bacterianas

Foram utilizadas 46 cepas bacterianas pertencentes a CBRVS-Fiocruz,
oriundas de cepas ATCC e recomendadas em métodos compendiais e Procedimentos
Operacionais Padrdo (POPs) relativas a ensaios de controle de qualidade de produtos
e insumos de saude. Essas cepas sao recomendadas em ensaios contidos na 6°
edicdo da Farmacopeia Brasileira e nos POPs do INCQS, conforme descrito no
APENDICE A.

Das 46 cepas bacterianas utilizadas no estudo, 24 cepas (52%) séo
recomendadas na 6° edicdo da Farmacopeia Brasileira e 22 cepas (48%) nos POPs
do INCQS. Das cepas contidas nos POPs INCQS, 9 cepas (20%) sdo recomendadas
em ensaios presentes nos POPs do Setor de Saneantes e 13 cepas (28%) séo
recomendadas em ensaios presentes nos POPs do setor de alimentos, conforme

mostrado no grafico 1.

Grafico 1 - Numero de cepas recomendadas por referéncia

= Farmacopeia = Saneantes = Alimentos

Fonte: (Do autor, 2019).

Foi utilizado como critério de escolha para a selecdo dos lotes das cepas
bacterianas estudadas, o lote que possuisse 0 maior nimero de ampolas estocadas
na CBRVS- Fiocruz.
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3.2 Levantamento de dados

Inicialmente foi efetuado um levantamento de dados documentais arquivados
no Laboratério de Microrganismos de Referéncia relativos as cepas bacterianas
pertencentes ao estudo através dos seus numeros de registro INCQS e numero
correlacionado ATCC. Foram avaliados o registro de producéo de lote e os testes de
controle de qualidade realizados pés liofilizagdo, como: Pureza, Viabilidade e
Autenticagéo.

3.2.1 Meios de Cultivo e condi¢des de crescimento

A partir do namero do lote de cada cepa bacteriana foram obtidos os seus
informes técnicos, disponiveis no banco de dados INFOGER_BAC. Estas informagdes
permitiram definir as condicbes de crescimento de cada microrganismo (atmosfera,
temperatura, tempo de incubacdo e meios de cultura). Tais informacdes foram
resumidas no APENDICE B (FIALHO, 2010).

Os meios utilizados — Agar e Caldo Nutriente; TSA/TSB; Agar e Caldo Caseina
Soja com 5% de sangue desfibrinado; Agar e Caldo Neomicina; Agar e Caldo BHI;
Agar e Caldo RCM; Agar e Caldo NSMP— que constam nos informes técnicos das
cepas bacterianas foram produzidos segundo recomendado pela colecdo
estadunidense ATCC. Suas formulagfes estdo descritas no ANEXO A.

Os microrganismos anaerdbios analisados nesse estudo foram incubados nas
condi¢des de crescimento recomendadas de acordo com o APENDICE B. A atmosfera
de anaerobiose foi obtida pela utilizacdo do gerador de anaerobiose Anaerobac®
(Probac, Brasil) e confirmada pela fita indicadora de desempenho Anaerotest®

(Merck, Alemanha) em jarras de anaerobiose, conforme instrucfes do fabricante.

3.3 Reconstituicéo do liofilo

A abertura da ampola, contendo o microrganismo liofilizado, foi realizada em
condicBes assépticas, conforme POP INCQS 65.3230.006 revisdo 05, anexo F
(INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018f).

A preparacao da suspensdo bacteriana foi realizada através da reconstituicao

do li6filo em 0,5 mL do meio liquido recomendado de acordo com o APENDICE B. Em
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seguida, foi homogeneizada suavemente a suspensao bacteriana com o auxilio de
uma pipeta Pasteur.

O controle da esterilidade do meio de cultura utilizado para a reconstituicdo do
licfilo foi realizado pela inoculagéo de 0,1 mL do meio recomendado em 5 mL de TSB
seguida de incubacdo em estufa bacteriolégica a 36,5 °C + 1,5 °C por 48 horas e
consequente inspecdo visual de turbidez. Essa andlise foi realizada previamente a
realizacdo dos ensaios. A turvacdo do meio liquido (TSB) é indicativa de

contaminacao e esse meio nao seria utilizado.

3.4 Testes de Pureza, Viabilidade e Autenticacao

Apoés a producdo de cada lote das cepas bacterianas estudadas, testes de
conformidade foram empregados. Esses mesmos testes foram repetidos para essas
cepas, ja produzidas, no presente estudo. A conformidade dessas cepas bacterianas
foi avaliada por Testes de Pureza, Viabilidade e Autenticag&o estabelecidos nos POPs
do INCQS n.° 65.3230.045 rev. 2 e n.° 65.3230.047 rev. 1 (INSTITUTO NACIONAL
DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018a; INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018b).

O teste de pureza consiste na avaliacdo do crescimento de coldnias
apresentando morfologia com caracteristicas especificas da cepa bacteriana em meio
sélido. A viabilidade é expressa pela quantidade de Unidades Formadoras de Col6nia

(UFC/mL) e a autenticacao bioquimica confirma a identidade da cepa bacteriana.

3.4.1 Teste de Pureza

A pureza da cepa bacteriana foi determinada através da homogeneizacéo e
inoculacdo de uma gota da suspensédo bacteriana em uma placa de Petri contendo
Agar Caseina Soja pela técnica de semeadura por esgotamento, fazendo estrias com
a alca bacterioldgica sob a superficie do meio. Em seguida, as placas foram incubadas
em estufa bacteriolégica a 36,5 °C + 1,5 °C, em aerobiose, por até 72 horas, conforme
descrito no POP do INCQS POP 65.3230.045 rev. 2. ApGs o periodo de incubacéao,
foi avaliado o padrdo de crescimento colonial (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018a).
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Os microrganismos anaerobios foram incubados, concomitantemente, em duas
condigbes atmosféricas de crescimento. Em aerobiose, segundo o critério do POP,
para avaliar a presencga de contaminantes aerobios. Como também em atmosfera de
anaerobiose na temperatura recomendada no informe técnico para cada cepa
bacteriana (37°C), para avaliar a presenca de contaminantes anaerébios.

A metodologia do Teste de Pureza est4 esquematizada na figura 1.

Figura 1 - esquematizagéo da metodologia do Teste de Pureza.

Temperatura

f/ %< recomendada
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bacteriana

Fonte: (Do autor, 2019).

3.4.2 Teste de Viabilidade

Para a realizacéo do teste de viabilidade foi transferido 0,1 mL da suspensao
bacteriana, produzida conforme o item 3.3, para um tubo de ensaio contendo 9,9 mL
de solucéo de cloreto de sodio a 0,85% (diluicdo 10?). A partir da primeira diluicdo
(10?), foram realizadas novas diluicdes decimais seriadas até 10, transferindo
sucessivamente 0,5 mL para um tubo de ensaio contendo 4,5 mL de solucdo de
cloreto de sédio a 0,85%.

Em seguida, apds homogeneizacdo foram inoculados100uL das trés maiores
diluicdes (104, 10° e 10°), em duplicata, em placas de Petri contendo os meios de
cultura solidos recomendados pela instituicAo fornecedora, pela técnica de
espalhamento com alca de Drigalski. As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica nas condicées de crescimento recomendadas (APENDICE B).

Apbs o periodo de incubacao, foi realizada a contagem de colénias na diluicdo
em que o numero de colbnias por placa estivesse entre 30 e 300. O valor final da
contagem, em UFC/mL, foi obtido através da média aritmética das réplicas
multiplicado pelo fator de diluicdo, sendo expresso em notacéo cientifica.

O controle da esterilidade das solucfes de cloreto de sddio a 0,85% e 0,45%
(item 3.4.3.2) foi realizado através da inoculacdo de 0,1 mL da solucédo salina em 5

mL de TSB seguida de incubacéo em estufa bacteriolégica a 36,5 °C + 1,5 °C por 48



32

horas e consequente observacéo de turbidez. Essa analise foi realizada previamente
a realizacdo dos ensaios. A turvacdo do meio liquido (TSB) € indicativa de
contaminacao e essa solucao salina ndo seria utilizada.

A metodologia do Teste Viabilidade esta esquematizada na figura 2.

Figura 2 - Esquematizacdo da metodologia do Teste de Viabilidade.
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Fonte: (Do autor, 2019).

3.4.3 Autenticacéo

A autenticacdo das cepas bacterianas foi realizada por identificacdo
bioquimica.

Apbés homogeneizacdo, foi inoculada uma gota da suspensdo bacteriana,
reconstituida a partir do liéfilo, conforme o item 3.3, em uma placa de Petri contendo
0 meio de cultura sélido recomendado nos informes técnicos (APENDICE B), pela
técnica de semeadura por esgotamento, fazendo estrias com a alca bacterioldégica sob
a superficie do meio. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica nas

condicdes de crescimento recomendadas de acordo com o APENDICE B.
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Apos o periodo de incubacéo, foi realizada uma triagem inicial através das

caracteristicas microscopicas (morfotintoriais) das cepas.

3.4.3.1 Analise Microscopica

A andlise microscoépica, bacterioscopia, foi realizada pelo do Método de
Coloracdo de Gram, com posterior visualizacdo das estruturas bacterianas ao
microscopio optico.

Essa metodologia possui como principio para a coloracdo a diferenca
morfolégica da parede celular entre as bactérias e, assim, diferente grau de
permeabilidade, dividindo as bactérias em dois grandes grupos: gram positivas e gram
negativas, de acordo com sua caracteristica morfotintorial. As bactérias gram positivas
possuem em sua parede celular uma espessa camada de peptideoglicano, acidos
teicoicos e acidos lipoteicoicos, caracteristica que propicia reter o cristal violeta. Ja as
bactérias gram negativas possuem como composicado de sua parede celular uma fina
camada de peptideoglicano, fosfolipideos, lipopolissacarideos (LPS) e lipoproteinas,
e, por possuirem uma parede celular mais permeavel, sdo descoradas pelo alcool-
acetona e posteriormente coradas pela Safranina. (BEVERIDGE, 2001)

A coloracéo pelo método de Gram foi realizada conforme o Procedimento de
Uso do INCQS PU 3210.102 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2018g), descrita detalhadamente a seguir:

Foi preparado, sobre uma lamina, um esfregaco a partir do crescimento
bacteriano (item 3.4.3) com uma gota de solucéo de cloreto de sddio a 0,85% e esta
foi deixada secar a temperatura ambiente. O material foi fixado na lamina por
aquecimento em bico de Bunsen.

A lamina contendo o esfregaco bacteriano foi coberta com solugédo Cristal
Violeta e incubada em temperatura ambiente por 1 minuto. Apds lavagem em agua
destilada, a amostra foi coberta com solucdo Lugol por 1 minuto. Em seguida foi
lavado com agua e coberto com solucao alcool-acetona (60%-40%), a qual foi retirada
imediatamente com agua. Por fim, foi aplicada solucédo Safranina por 30 segundos e
lavada com agua. ApdOs a bateria de coloracdo, o esfregaco foi examinado no

microscépio 6ptico no aumento de 1000x com 6leo de imerséo.
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3.4.3.2 Identificac@o Bioquimica

A identificagdo bioquimica foi realizada através do sistema automatizado
VITEK® 2 (bioMérieux, Lyon, Fran¢a), o qual consiste na utilizacdo de cartbes
especificos contendo provas bioquimicas e enzimaticas miniaturizadas. Cumpre
destacar que o sistema VITEK® 2 é validado para testes microbioldgicos clinicos e
industriais (TSUKIMOTO, 2018).

O teste foi realizado segundo o PU INCQS 3230.031(INSTITUTO NACIONAL
DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018h), descrito resumidamente a
seqguir:

A partir das caracteristicas morfotintoriais e metabdlicas foram selecionados os
cartbes apropriados para a identificacdo automatizada de cada cepa bacteriana, de
acordo com a quadro 1. Os cartdes utilizados para cada microrganismo, tal como suas
caracteristicas morfotintoriais estdo descritos na tabela 2. Cada cartdo possui pogos
com até 64 reagentes colorimétricos liofilizados especificos para um determinado
grupo de microrganismos e um codigo de barras com um identificador exclusivo a
amostra. As provas bioquimicas contidas em cada cartdo VITEK® 2, tal como os
microrganismos corretamente identificados pelos mesmos, estdo descritas nos
ANEXOS C e B, respectivamente.

Quadro 1 - Cartdes especificos VITEK® 2 relacionado as caracteristicas

morfotintoriais e metabdlicas dos microrganismos.

Cartdes VITEK® 2 Microrganismos
GPID Cocos Gram Positivos e Bacilos ndo produtores
de esporos
GNID Fermentadores Gram Negativos e Bacilos nao
fermentadores.
BCL ID Bacilos Gram Positivos formadores de esporos
ANC ID Anaerobias e corineformes

Fonte:(Adaptado de PINCUS, 2006).
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A partir do crescimento por esgotamento em meio sélido recomendado, nas
condicdes de crescimento especificas, (item 3.4.3) foram preparados indculos em 3
mL de solucéo salina a 0,45% em uma faixa especifica de turbidez na Escala de
MacFarland de acordo com o cartédo utilizado, conforme o quadro 2, com o auxilio do
equipamento densichek (bioMérieux).

Quadro 2 - Faixa de turbidez da suspensao bacteriana usada para inoculagédo do
cartao especifico VITEK® 2.

Cartdes VITEK® 2 Faixa de turbidez na escala de MacFarland
GP ID 0.50 - 0.63
GN ID 0.50 - 0.63
BCL ID 1.80-2.20
ANC ID 2.70 -3.30

Fonte: (Adaptado de INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018h)

As suspensdes bacterianas, juntamente com os cartbes especificos, foram
colocadas em um cassete e inseridas manualmente no equipamento VITEK®
2compact, onde as suspensoes, através de vacuo, foram distribuidas para os pocos
dos cartdes.

O equipamento mede a atividade metabdlica do microrganismo através de um
sistema optico de transmitancia que permite a interpretacéo das reacdes bioquimicas
usando diferentes comprimentos de onda no espectro visivel. Os resultados das
provas bioquimicas contidas nos cartbes sao contrapostos ao banco de dados do
equipamento (software Advanced Expert System™) para a emissdo de um relatério
com o resultado final da identificacéo e das provas bioquimicas em até 18 horas.

Para os microrganismos de referéncia anaerdbios foi necesséario fornecer
manualmente informacBes complementares, como caracteristicas morfotintoriais
(visualizadas pela coloracdo de Gram) e metabdlicas (grau de aero tolerancia), para
gue o sistema correlacione com o seu banco de dados e conclua seus resultados.

Para os Bacilos Gram positivos utilizados no estudo que produzem esporos:
Bacillus atrophaeus (ID INCQS 349), Bacillus cereus (ID INCQS 3),Bacillus cereus(ID
INCQS 435), Bacillus mycoides (ID INCQS 419), Bacillus subtilis (ID INCQS 1),
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Bacillus subtilis (ID INCQS 2),Bacillus thurigiensis(ID INCQS 213), Geobacillus
stearothermophilus (ID INCQS 144), foi utilizado para a identificacdo bioquimica o
cartdo VITEK® 2BCL, conforme tabela 2 (GUIZELINI, 2010; RABINOVITCH, 2015).

3.4.4 Teste de esporulacéo

A confirmagé&o da esporulagao foi realizada de modo complementar ao trabalho
através de um repigue a partir do crescimento bacteriano em um tubo inclinado com
o meio de cultivo solido Agar Nutriente adicionado de metais, o qual simula situacdes
adversas ao microrganismo e induzem a formacao de endésporos, e incubado a 37°c
por 7 dias. Apos o tempo de incubacéo, foi confeccionada uma lamina e corada
através do método de coloracédo de endosporos de Wirtz-Conklin. Esse consiste em
um metodo de coloracdo a quente que utiliza Verde Malaquita como corante primario
e Fucsina como corante de contraste. Ao exame no microscopio optico, no aumento
de 1000x, com Oleo de imersédo as células vegetativas apareceram coradas em
vermelho e os enddsporos em verde (TRENTO, 2018).

Cumpre ressaltar que o teste da esporulacdo nao foi realizado para a cepa
Geobacillus stearothermophilus (ID INCQS 144), pois a metodologia empregada nao

se aplica para o mesmo, visto sua temperatura de incubacao.

3.4.5 Critérios de aceitabilidade dos resultados

Segundo os POPs do INCQS 65.3230.045 e 65.3230.047 para serem
consideradas satisfatorias, as cepas bacterianas devem possuir resultados conformes
nos trés testes realizados: Pureza, Viabilidade e Autenticacdo ou devera ser aberta
uma nova ampola do mesmo lote para repetir os testes. Esse procedimento devera
ser repetido até que uma ampola apresente resultado satisfatério nos trés ensaios.
Caso essa conformidade néo seja alcancada, deverdo ser abertas de 3 a 5 ampolas
e todas apresentarem resultado insatisfatorio para considerar o lote insatisfatorio
(INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018a,
2018b).

Para o Teste de Pureza foi considerado como critério de aceitacdo que as
colénias apresentem morfologia de crescimento colonial com caracteristicas

especificas da cepa bacteriana, previamente identificada, isenta de contaminacao.
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Para o Teste de Viabilidade foi considerado como critério de aceitagdo que a
cepa bacteriana possuisse crescimento em diluicdo superior ou igual a 10

Para a autenticagdo foi considerado como critério de aceitacdo que a cepa
bacteriana apresentasse caracteristicas microscopicas esperadas e para a
identificacdo bioquimica um resultado igual ou superior a 85% de probabilidade de
discriminagdo com o banco de dados do sistema do VITEK® 2 (gerenciado pelo
software Advanced Expert System ™) de ser o microrganismo esperado.

O banco de dados permite a classificacdo dos resultados em 4 grupos:
Identificacdo correta (excelente, muito bom, bom e aceitavel), baixa discriminacéo,
erro de identificacdo e ndo identificado. A estratificacdo do nivel de confianca do
resultado fornecido pelo sistema VITEK® 2 é descrito no quadro 3 (RENNIE et al.,
2008).

Quadro 3 - Nivel de estratificacdo de confianca de identificacdo do sistema do VITEK®

2 considerado pela fabricante

Nivel de confianca I . L.
) onfiang Possibilidades | % de Probabilidade Comentérios
de identificacéo

Excelente 1 96 - 99 -

Muito Bom 1 93 -95 -

Bom 1 89 -92 -

Aceitavel 1 85-88 -

Soma das opc¢des = 100
ApoOs a resolugéo para uma 2 - 3 téaxons exibem o
. L i opcao, a porcentagem de mesmo biopadréo.
Baixa discriminagdo 2-3 probabilidade reflete o Separar por testes
ndmero associado as complementares
opcodes selecionadas.
>3 taxons exibem o
mesmo biopadréo
Ou
Organismo néo identificado >3 0u0 - Biopadrao muito atipico.
Nao corresponde a
nenhum téaxon no banco
de dados.

Fonte: (Adaptado de PINCUS, 2006).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as cepas bacterianas utilizadas, pode-se agrupar taxonomicamente as
cepas de acordo com o0 seu género, conforme grafico 2. Sendo Bacillus sp. e
Staphylococcus sp. 0s géneros que possuem maior numero de cepas bacterianas

analisadas com 7 e 6 cepas, respectivamente.

Gréfico 2 - Distribuicdo das cepas bacterianas por género bacteriano.
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Fonte: (Do autor, 2019).

4.1 Levantamento de dados

As informac0es relativas as cepas bacterianas utilizadas neste trabalho foram
pesquisadas nos arquivos documentais da CBRVS - Fiocruz, a fim de determinar o
registro da producédo das cepas a serem testadas. O levantamento mostrou a origem
de 29 cepas corretamente, 1 cepa apresentou incoeréncia nos dados, 7 cepas
apresentaram duplicidade de registros quanto a origem e ndo foram encontrados 0s
documentos relativos a 9 cepas. A incoeréncia apresentada deve-se ao fato da cepa

Micrococcus yunnanensis (ID INCQS 0009) apresentar espécie diferente para o
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mesmo numero de origem ATCC. Esse fato pode ser explicado devido a cepa
Micrococcus yunnanensis ser um sindénimo taxonémico homotipico de Micrococcus
luteus, por serem proximos fenotipica e geneticamente.

Segundo estudo feito por HUANG et al (2019) foi visto, através de andlises de
sequéncia multilocus (MLST), que Micrococcus aloeverae, Micrococcus luteus e
Micrococcus yunnanensis podem ser classificados dentro de uma mesma espécie. A
comparacao dos genomas, através da analise da sequéncia 16s rRNA e trés genes
constitutivos, das trés cepas indicou que essas podem ser combinadas dentro de uma
Unica espécie. Foram realizadas, também, analises de composi¢ao de acidos graxos
e caracterizacéo fenotipica, sendo a ultima realizada de forma Bioquimica usando o
cartdo GP ID do sistema VITEK® 2. Nos dois testes as trés cepas apresentaram o
mesmo perfil nos resultados. Isso explica a incoeréncia de informac¢des achada, para
0 mesmo numero ATCC ter no registro uma espécie diferente. Desse modo, seria
interessante acrescentar essa informacédo na CBRVS-Fiocruz, colocando os nomes
como sinénimo homotipico.

Algumas cepas INCQS apresentaram duplicidade quanto ao seu depdésito, ou
seja, possuem registros diferentes na colecédo, porém sédo provenientes da mesma
origem. Este fato é facilmente explicado, pois o INCQS adquire microrganismos de
colecbes certificadas e, as vezes, o faz mais de uma vez para um mesmo
microrganismo. Assim, lotes diferentes de um mesmo microrganismo adquirido, geram
na colecdo uma nova producdo e cepas com um novo numero de registro INCQS.

Os resultados dos testes de conformidade, realizados apés a producao, estao
descritos nos certificados de analise das cepas estudadas. Nesses certificados os
resultados apresentaram que as cepas estavam de acordo com o0s critérios de

aceitacao para os trés parametros: pureza, viabilidade e autenticidade.

4.2 Testes de Pureza, Viabilidade e Autenticacéo

Nao foi possivel realizar os ensaios de controle de qualidade da amostra
Micrococcus luteus (ID INCQS 12) por auséncia de insumo necessario para os testes.
Dessa forma, foram consideradas para 0s ensaios de pureza, viabilidade e
autenticacao 45 lotes de cepas bacterianas.

Os resultados dos testes de controle de esterilidade dos meios liquidos

utilizados para a reconstituicdo dos lidfilos (item 3.3) e da solugéo de cloreto de sodio
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a 0,85% para a diluicao seriada no Teste de Viabilidade (item 3.4.2) foram
considerados satisfatorios, ndo apresentando turvacdo no meio liquido.

De acordo com o critério de aceitacdo utilizado para a conformidade das cepas
bacterianas (item 3.4.5), 3 cepas (7%) foram consideradas insatisfatorias, 41cepas
(91%) satisfatorias e 1 (2%) cepa obteve resultado considerado inconclusivo quanto a

sua conformidade, segundo os testes realizados, conforme mostrado no grafico 3.

Gréfico 3 - Resultados dos testes de conformidade das cepas bacterianas utilizadas.
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Fonte: (Do autor, 2019).

4.2.1 Cepas consideradas insatisfatorias quanto a conformidade.

As cepas consideradas insatisfatorias quanto a sua conformidade foram:
Bacteroides vulgatus (ID INCQS 59), Clostridium sporogenes (ID INCQS 352) e
Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae (ID INCQS 30).

A cepa Bacteroides vulgatus (ID INCQS 59) ndo apresentou crescimento
bacteriano nos Testes de Pureza e Viabilidade na primeira abertura de ampola, com
isso, ndo foi possivel realizar o teste de autenticacdo. Desse modo, foi considerada
insatisfatoria para os trés testes. Nas segunda e terceira aberturas de ampolas do
mesmo lote, apresentou 0 mesmo padrédo de resultado da primeira abertura. Sendo
assim, considerada insatisfatoria, conforme item 3.4.5. Para essa cepa foram

realizados testes de conformidade utilizando os dois meios de cultura recomendados
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no informe técnico (APENDICE B) e a mesma n&o apresentou crescimento bacteriano
em nenhum dos meios utilizados. Diante disso, depreende-se que a cepa ndo esta
viavel.

A cepa Clostridium sporogenes (ID INCQS 352) apresentou na primeira
abertura de ampola (contendo o microrganismo liofilizado) crescimento sem
contaminacdo no Teste de Pureza, sendo considerada satisfatoria, porém nao
apresentou crescimento bacteriano no Teste de Viabilidade, sendo assim considerada
insatisfatdria para esse teste. Na segunda abertura de ampola do mesmo lote, a cepa
nNao apresentou crescimento bacteriano nos Testes de Pureza e Viabilidade, com isso,
ndo foi possivel realizar o Teste de Autenticacdo, sendo considerada insatisfatoria
para os trés testes empregados. Na terceira abertura de ampola do mesmo lote, a
cepa apresentou o0 mesmo padrdo de resultado obtido na primeira abertura. Foi
realizada a identificacdo bioquimica da cepa bacteriana, através do sistema
automatizado VITEK® 2, o qual identificou com 95% probabilidade como Grupo
Clostridium. A cepa nao foi considerada viavel segundo critério de aceitacao utilizado
(crescimento igual ou superior a 10* UFC/mL). Sendo assim, considerada
insatisfatoria, conforme item 3.4.5.

A cepa Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae (ID INCQS 30) néo
apresentou crescimento bacteriano na primeira abertura de ampola nos Testes de
Pureza e Viabilidade, ndo sendo possivel realizar o Teste de Autenticacdo, sendo
considerada insatisfatoria para os trés testes. Na segunda abertura de ampola do
mesmo lote, a cepa apresentou mais de uma morfologia colonial de crescimento,
indicativo de contaminacéo, nos Testes de Pureza e Viabilidade, sendo considerada
insatisfatoria quanto ao Teste de Pureza. Nas terceira e quarta abertura de ampolas
do mesmo lote, apresentou 0 mesmo padrdo de contaminacao avaliado na segunda
abertura. Foi realizada a identificacdo do contaminante de forma bioquimica através
do sistema automatizado VITEK® 2, o qual identificou como grupo Moraxella.
Também foi realizada a identificacdo bioquimica da cepa bacteriana, através do
mesmo sistema, o qual identificou com 95% probabilidade como Klebsiella
pneumoniae subsp. Ozaenae, resultado que pode ter sido afetado pela presenca da
contaminacao. Sendo assim, essa cepa foi considerada insatisfatoria, conforme item
3.4.5, pois nao apresentou satisfatoriedade nos trés testes de conformidade

empregados.
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As 3 cepas que foram consideradas insatisfatorias nos testes de conformidade
em, pelo menos, 3 aberturas de ampolas do mesmo lote, se comportaram da seguinte
forma: Na primeira abertura de uma ampola, 2 cepas foram consideradas
insatisfatérias nos trés Testes (Pureza, Viabilidade e Autenticacdo) e 1 cepa foi
considerada insatisfatoria no Teste de Viabilidade. Na segunda abertura de uma
ampola, 2 cepas foram consideradas insatisfatorias nos trés Testes (Pureza,
Viabilidade e Autenticacao) e 1 cepa foi considerada insatisfatéria no Teste de Pureza.
Na terceira abertura de uma ampola, 1 cepa foi considerada insatisfatoria nos trés
testes empregados, 1 cepa foi considerada insatisfatéria no Teste de Viabilidade e 1
cepa foi considerada insatisfatoria nos Testes de Pureza e Autenticacdo, conforme
mostrado no gréfico 4.

Gréfico 4 - Insatisfatoriedade apresentada pelas cepas, consideradas reprovadas

guanto a sua conformidade (item 3.4.5), em cada abertura de ampola.

H Insatisfatoria: Pureza, Viabilidade e Autenticagdo
m [nsatisfatéria: Viabilidade
® [nsatisfatéria: Pureza

® |nsatisfatoria: Pureza e autentlcagao

hlim

Primeira abertura Segunda abertura Terceira abertura

Fonte: (Do autor, 2019).
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4.2.2 Cepa considerada inconclusiva quanto a conformidade.

A cepa Mycobacterium smegmatis (ID INCQS 21) obteve resultado considerado
inconclusivo quanto a sua conformidade. Essa cepa apresentou mais uma morfologia
colonial de crescimento, indicativo de contaminacdo, na primeira abertura de uma
ampola, sendo considerada reprovada quanto ao teste de pureza. Na segunda
abertura de ampola do mesmo lote, a cepa ndo apresentou crescimento bacteriano
nos Testes de Pureza e Viabilidade, ndo sendo possivel realizar o Teste de
Autenticacdo, sendo considerada insatisfatéria para os trés testes. Nas terceira e
guarta aberturas de ampolas do mesmo lote a cepa apresentou crescimento
bacteriano nos Testes de Pureza e Viabilidade, com apenas uma morfologia de
crescimento colonial, sem indicativo de contaminacdo, e contagem de 1,4 x 108
UFC/mL, porém nao apresentou resultado no Teste de Autenticacdo, visto que a
metodologia de identificacdo bioquimica empregada nesse estudo ndo se aplica para
essa cepa, apesar de ter apresentado caracteristicas microscopicas (Bacilo gram
positivo) conforme o esperado.

Conforme PINCUS, 2006 (ANEXO B, item 2), essa cepa ndo esta no escopo
de microrganismos corretamente identificados no Cartdo VITEK® 2 GP ID. O
Mycobacterium smegmatis pertence a um grupo denominado Micobactérias Nao
Tuberculosas (MNT), € uma cepa cromogénica de crescimento rapido. Possui como
principais caracteristicas bioquimicas o crescimento em concentracdo de 5% de
cloreto de sédio, teste da arilsulfatase (enzima que degrada ésteres-sulfatos) negativo
(3 dias), reducéao de nitrato positivo e crescimento até 45°C (RODRIGUES, 2012).

Entretanto, apenas as provas bioguimicas ndo sao suficientes para identificar
essas espécies das demais do mesmo género, sendo necessario a utilizacdo de
meétodos de biologia molecular, como Reacédo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) ou
sequenciamento especifico do gene 16S rRNA, sequéncia altamente conservada em
cada espécie e essencial para a sobrevivéncia das bactérias (Kolk, 1994).

Dessa forma, para ser considerada satisfatoria, conforme item 3.4.5, sera
necessaria a utilizacdo de metodologia de biologia molecular capaz de identificar essa
cepa. A identificacdo de bactérias por sequenciamento de genes funcionais é descrita
no POP 65.3230.046 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM
SAUDE, 2017).
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4.2.3 Cepas consideradas satisfatorias quanto a conformidade.

Das cepas bacterianas consideradas satisfatérias (41 cepas), 25 cepas (61%)
foram consideradas satisfatérias na abertura de uma ampola, 7 cepas (17%) na
abertura de uma segunda ampola do mesmo lote e 9 cepas (22%) na abertura de uma

terceira ampola do mesmo lote, como mostrado no grafico 5.

Gréfico 5 - Satisfatoriedade das cepas bacterianas de acordo com o numero de

abertura de ampolas.

m 1° abertura
m 2 °abertura

m 3 ° abertura
25

Fonte: (Do autor, 2019).

4.2.3.1 Cepas consideradas satisfatorias na primeira abertura de uma ampola

As cepas bacterianas Bacillus atrophaeus (ID INCQS 349), Bacillus cereus (ID
INCQS 435), Bacillus mycoides (ID INCQS 419), Bacillus subtilis (ID INCQS 2),
Enterobacter cloacae (ID INCQS 74), Escherichia coli(ID INCQS 219), Escherichia coli
(ID INCQS 31), Escherichia coli (ID INCQS 32), Escherichia coli (ID INCQS 33),
Enterobacter aerogenes (ID INCQS 145), Kocuria rhizophila (ID INCQS 10), Listeria
ivanovii (ID INCQS 355), Listeria monocytogenes (ID INCQS 266), Micrococcus
yunnanensis (ID INCQS 9), Proteus hauseri (ID INCQS 106), Pseudomonas
aeruginosa (ID INCQS 25), Salmonella enterica subsp. Enterica(ID INCQS 28),
Salmonella enterica subsp. Enterica (ID INCQS 150), Staphylococcus aureus (ID
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INCQS 358), Staphylococcus aureus (ID INCQS 402), Staphylococcus aureus (ID
INCQS 13), Staphylococcus aureus (ID INCQS 15) e Staphylococcus epidermidis (1D
INCQS 16) apresentaram na primeira abertura de ampola crescimento no Teste de
Pureza e Viabilidade, com uma unica morfologia colonial, sem indicativo de
contaminagéo, apresentaram contagem de col6nias superior a 10* UFC/mL no Teste
de Viabilidade e resultado satisfatério no Teste de Autenticagdo, nas caracteristicas
microscopicas e identificacdo bioquimica, sendo consideradas satisfatorias nos trés
testes de conformidade empregados. Sendo assim, foram consideradas satisfatorias
guanto a sua conformidade, segundo o item 3.4.5. Os seus respectivos resultados nos
Testes de Viabilidade e Autenticagcdo estdo contidos nas tabelas 1 e 2,
respectivamente.

A cepa Pseudomonas aeruginosa (ID INCQS 99) apresentou nos Testes de
Pureza e Viabilidade, na primeira abertura de ampola, aparentemente, crescimento
de mais de uma morfologia colonial, o que seria indicativo de contaminac&o.
Entretanto, ao realizar a identificacdo bioquimica e microscopica através do sistema
VITEK® 2 da cepa e da suposta contaminacéo, foi constatado que as duas colbnias
eram Pseudomonas aeruginosa. Sendo assim, considerada satisfatoria segundo o
item 3.4.5.

A cepa Micrococcus luteus (ID INCQS 11) apresentou crescimento bacteriano,
sem indicativo de contaminacéo, nos Testes de Pureza e Viabilidade em periodo de
tempo superior ao descrito nos informes técnicos (APENDICE B). Apresentou
contagem superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta identificacéo
bioquimica e microscopica no Teste de Autenticacdo. O crescimento bacteriano em
tempo superior ao descrito pode ser explicado pelo fato do tempo de crescimento
informado ser uma estimativa baseada em uma média dos tempos de geracao,
normalmente na fase Log (fase de crescimento exponencial) de diferentes
microrganismos da mesma espécie. Outros fatores também podem influenciar no
tempo de geracdo do microrganismo, tal como: temperatura e formulacdo do meio de
cultura (por exemplo, pH), a qual pode apresentar pequenas variagcdes mesmo sendo
preparados a partir de protocolos de forma padronizada. O tempo de crescimento
também dependera da fase do ciclo de vida bacteriano que o microrganismo se
encontrava quando foi submetida ao processo de preservacéao, nesse caso liofilizacao.
E recomendado que o microrganismo esteja na fase de crescimento exponencial ao

7

ser liofilizado, porém ndo é possivel precisar ao certo. Diante disso, pode haver
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variacdes entre microrganismos da mesma espécie quanto ao tempo de crescimento.
Assim, mesmo apresentando crescimento bacteriano superior ao tempo descrito no
informe técnico a cepa foi considerada satisfatoria quanto a sua conformidade.

Ha na literatura um processo de modificacdo da nomenclatura da cepa
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048 — ID INCQS 145), a qual seria transferida para
0 género Klebsiella, com base no mesmo tipo nomenclatural, sendo criada uma nova
combinacao, Klebsiella aerogenes. Essa modificacdo ja foi validamente publicada.
Atualmente, Klebsiella aerogenes é aceito como um sindnimo heterotipico de
Enterobacter aerogenes, o qual funciona como um basénimo para a mesma. Diante
disso, cabe ressaltar que seria interessante a atualizagdo dessa nomenclatura
(Klebsiella aerogenes) no catadlogo da CBRVS-Fiocruz (OREN, A e GARRITY G.M,
2017; TINDALL, 2017).

A cepa Micrococcus yunnanensis (ID INCQS 9) conforme mencionado
anteriormente (item 4.1) € um sinbnimo homotipico de Micrococcus luteus. Esse fato
explica o resultado da identificacdo bioquimica dessa cepa bacteriana pelo sistema
VITEK® 2 como Micrococcus luteus (tabela 2), visto que as duas cepas possuem 0
mesmo perfil bioquimico.

As cepas Salmonella enterica subsp. enterica (ID INCQS 28) e Salmonella
enterica subsp. enterica (ID INCQS 150), antes denominadas Salmonella choleraesuis
e S. typhimurium, respectivamente, pertencem a familia Enterobacteriaceae. Sua
taxonomia passou por um processo de revisdo e é complexa. De acordo com a
nomenclatura atual adotada pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
0 género compreende duas espécies, S. bongori e S. enterica, as quais possuem
2.463 sorogrupos definidos com base nos antigenos somaticos O (lipopolissacarideo)
e H flagelar. A espécie Salmonella enterica é dividida em seis subespécies
diferenciadas bioguimicamente e por relacdo gendémica denominadas com um
numeral romano e um nome: |, S. enterica subsp. enterica; Il, S. enterica subsp.
salamae; llla, S. enterica subsp. arizonae; lllb,S. enterica subsp. diarizonae; IV, S.
enterica subsp. houtenae; e VI, S. enterica subsp. indica. As espécies conhecidas
anteriormente como S.typhimurium e S. choleraesuis, com a reclassificacdo
taxondmica, sdo atualmente consideradas sorogrupos da espécie | Salmonella
entérica subespécie entérica (BRENNER, 2000; TINDALL et al, 2005).

Diante disso, o sistema VITEK® 2 identificou as cepas bacterianas do género

Salmonella como S. enterica subsp. enterica. (tabela2), a nivel de subespécie. A
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identificacdo dos sorogrupos é realizada por sorologia, o que foge ao escopo da
metodologia da identificacdo Bioquimica empregada nesse trabalho. O proprio
sistema VITEK® 2 em seu relatério sugere que € necessaria a realizacdo de ensaios
sorolégicos complementares para a confirmacdo e identificacdo nesse nivel de
precisdo (sorogrupo). Os testes sorolégicos ndo sdo implementados na rotina do

laboratdrio e, por isso, ndo foi possivel a sua realizacéo.

4.2.3.2 Cepas consideradas satisfatérias na segunda abertura de ampola

As cepas bacterianas Bacillus thurigiensis (ID INCQS 213), Clostridium
sporogenes (ID INCQS 60), Enterococcus faecium (ID INCQS 71), Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae (ID INCQS 147), Raoultella planticola (ID INCQS 90),
Pseudomonas aeruginosa (ID INCQS 230) e Staphylococcus aureus (ID INCQS 39),
foram consideradas satisfatorias, conforme item 3.4.5, apenas nos testes realizados
na segunda abertura de ampola, do mesmo lote, contendo a cepa liofilizada. Os
resultados dos Testes de Viabilidade e Autenticacdo (caracteristicas microscépicas e
identificacdo bioquimica) de cada cepa bacteriana estdo contidos nas tabelas 1 e 2,
respectivamente.

A cepa Bacillus thurigiensis (ID INCQS 213) apresentou na primeira abertura
de ampola apenas uma morfologia colonial de crescimento, sem indicativo de
contaminacao, no Teste de Pureza, sendo considerada satisfatoria quanto a pureza,
porém nao apresentou crescimento bacteriano no Teste de Viabilidade, sendo assim
considerada insatisfatOria para esse teste. Na segunda abertura de ampola do mesmo
lote, a cepa apresentou resultado satisfatério para os trés testes empregados, apenas
uma morfologia colonial de crescimento, sem indicativo de contaminacéo, contagem
superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta identificacédo bioquimica e
microscépica no Teste de Autenticacdo, sendo considerada satisfatoria conforme o
item 3.4.5.

A cepa Clostridium sporogenes (ID INCQS 60) apresentou mais de uma
morfologia colonial de crescimento, indicativo de contaminacéo, nos Testes de Pureza
e Viabilidade, sendo considerada insatisfatéria no Teste de Pureza. Também néo
apresentou resultado na identificacdo bioquimica, no Teste de Autenticacdo, onde o
equipamento VITEK® 2 compact recusou o cartdo durante a analise, ndo chegando a

concluir a mesma. Na segunda abertura de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou
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resultado satisfatorio para os trés testes empregados, apenas uma morfologia colonial
de crescimento, sem indicativo de contaminacéo, contagem superior a 10* UFC/mL
no Teste de Viabilidade e correta identificacdo bioquimica e microscépica no teste de
autenticacdo, sendo assim, considerada satisfatoria segundo o item 3.4.5.

A cepa Enterococcus faecium (ID INCQS 71) apresentou contaminacgédo fungica
na primeira abertura de uma ampola, sendo considerada insatisfatéria quanto ao
Teste de Pureza. Na segunda abertura de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou
resultado satisfatério para os trés testes de conformidade empregados, apenas uma
morfologia colonial de crescimento, sem indicativo de contaminagédo, contagem
superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta identificacdo bioquimica e
microscopica no Teste de Autenticagdo, sendo considerada satisfatoria conforme o
item 3.4.5.

A cepa Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae (ID INCQS 147) apresentou
mais de uma morfologia colonial de crescimento, indicativo de contaminagéo, na
primeira abertura de ampola, sendo considerada insatisfatoria quanto ao Teste de
Pureza. Na segunda abertura de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou apenas
uma morfologia colonial de crescimento, sem indicativo de contaminagao, no Teste de
Pureza, contagem superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta
identificac&o bioquimica e microscoépica no Teste de Autenticacdo, sendo considerada
satisfatoria, conforme item 3.4.5.

A cepa Raoultella planticola (ID INCQS 90) apresentou na primeira abertura de
uma ampola mais de uma morfologia colonial de crescimento, indicativo de
contaminacao, foi realizada identificacdo bioquimica da contaminacédo (Cocos gram
positivo) através do Sistema VITEK® 2, o qual identificou como Staphylococcus
gallinarum, sendo considerada insatisfatoria no Teste de Pureza. Na segunda abertura
de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou resultado satisfatorio para os trés testes
empregados, apenas uma morfologia colonial de crescimento, sem indicativo de
contaminacéo, contagem superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta
identificacdo bioquimica e microscépica no Teste de Autenticacdo, sendo assim,
considerada satisfatoria segundo o item 3.4.5.

Cumpre ressaltar que essa cepa passou por um processo de reclassificacao
taxondmica. Membros do atual género Raoultella eram anteriormente considerados
espécies pertencentes ao cluster Il do género Klebsiella. Apds extenso avanco nos

métodos filogenéticos (sequenciamento do rRNA 16S e rDNA, andlise da sequéncia
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da subunidade 3 polimerase bacteriana), o género Klebsiella foi revisado e o género
independente Raoultella foi criado em 2001, nome em homenagem ao bacteriologista
francés Didier Raoult. Existem semelhancas entre espécies de R. planticola e
Klebsiella em relacdo a caracteristicas como proteinas da superficie celular, antigenos
capsulares e resisténcia sérica. Por isso, foi inicialmente denominada Klebsiella
planticola, entretanto, diferencas nos genes constitutivos 16S rRNA, rpoB e rpoA
levaram a sua reclassificacdo e criagdo do género. O nome Raoultella foi proposto
para designar o género das espécies que estavam no cluster Il do género Klebsiella,
o qual continha Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella planticola, Klebsiella terrigena e K.
trevisanii. Esse fato explica o resultado da identificacdo bioquimica dessa cepa
bacteriana (anteriormente com nomenclatura de Klebsiella planticola na CBRVS-
Fiocruz) pelo sistema VITEK® 2 como Raoultella planticola (tabela 2). Isso deve-se
ao fato de uma atualizacdo do banco de dados (software Advanced Expert System ™)
do sistema para a nova nomenclatura dessa cepa. Essa cepa atualmente ja possui
nomenclatura atualizada na CBRVS-Fiocruz (Drancourt, 2001).

A cepa Pseudomonas aeruginosa (ID INCQS 230) apresentou apenas uma
morfologia de crescimento colonial, sem indicativo de contaminacdo, porém as
colénias espraiaram dentro do tempo de cultivo indicado (24 horas), impossibilitando
a contagem de colonias no Teste de Viabilidade. Cabe ressaltar que colbnias
espraiadas sdo viaveis, assim essa cepa ndo pode ser considerada insatisfatoria
guanto a sua viabilidade. Para mensurar corretamente o nimero de colonias viaveis
e cumprir com o critério de aceitabilidade quantitativo disposto no POP INCQS
65.3230.045 (crescimento bacteriano igual ou superior a 104 UFC/mL) foi aberta uma
segunda ampola dessa cepa do mesmo lote. Na abertura da segunda ampola, a cepa
apresentou apenas uma morfologia colonial de crescimento, sem indicativo de
contaminacéo, contagem superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta
identificacdo bioquimica e microscopica no Teste de Autenticacdo, sendo assim
considerada satisfatéria conforme o item 3.4.5 (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018a).

A cepa Staphylococcus aureus (ID INCQS 39) apresentou na primeira abertura
de ampola mais de uma morfologia colonial de crescimento, indicativo de
contaminacao, foi realizada identificacdo bioguimica da contaminacédo (Cocos gram
positivo) através do Sistema VITEK® 2, o qual identificou como Staphylococcus

chromogenes, sendo considerada insatisfatéria no Teste de Pureza. Na segunda
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abertura de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou resultado satisfatério para os
trés testes de conformidade empregados, sendo assim, considerada satisfatéria
segundo o item 3.4.5.

Das 7 cepas consideradas satisfatérias na segunda abertura de ampola do
mesmo lote, 2 cepas (29%) apresentaram insatisfatoriedade no Teste de Viabilidade
na primeira abertura de uma ampola, 4 cepas (57%) apresentaram insatisfatoriedade
no Teste de Pureza na primeira abertura e 1cepa (14%) apresentou insatisfatoriedade
nos Testes de Pureza e Autenticacdo na primeira abertura de uma ampola, conforme

mostrado no grafico 6.

Gréfico 6 - Insatisfatoriedade apresentada na primeira abertura de uma ampola das

cepas consideradas satisfatdrias na segunda abertura.

1

m |[nsatisfatoério: Pureza e
Autenticacéo
m |[nsatisfatoério: Pureza

m |[nsatisfatério: Viabilidade

Fonte: (Do autor, 2019).

4.2.3.3 Cepas consideradas satisfatorias na terceira abertura de ampola.

As cepas bacterianas Bacillus cereus (ID INCQS 3), Bacillus subtilis (ID INCQS
1), Bordetella bronchiseptica (ID INCQS 23), Clostridium sporogenes (ID INCQS 4),
Enterococcus faecalis (ID INCQS 17), Enterococcus hirae (ID INCQS 19), Geobacillus
stearothermophilus (ID INCQS 144), Listeria innocua (ID INCQS 354) e Pseudomonas
aeruginosa (ID INCQS 26), foram consideradas satisfatorias, conforme item 3.4.5,
apenas na terceira abertura de ampola, do mesmo lote, contendo a cepa liofilizada.

Os resultados dos Testes de Viabilidade e Autenticacdo (caracteristicas
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microscopicas e identificacdo bioquimica) de cada cepa bacteriana estao contidos nas
tabelas 1 e 2, respectivamente.

A cepa Bacillus cereus (ID INCQS 3) ndo apresentou crescimento bacteriano
na primeira abertura de uma ampola nos Testes de Pureza e Viabilidade, ndo sendo
possivel realizar o teste de autenticacdo, sendo considerada insatisfatéria para os trés
testes. Na segunda abertura de ampola do mesmo lote a cepa apresentou 0 mesmo
padrao de resultado da primeira abertura. Na terceira abertura de ampola do mesmo
lote, a cepa apresentou resultado satisfatorio para os trés testes empregados, apenas
uma morfologia de crescimento colonial, sem indicativo de contaminag&o, contagem
superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta identificacdo bioquimica e
microscopica no Teste de Autenticacdo, sendo assim, considerada satisfatoria
segundo o item 3.4.5.

A cepa Bacillus subtilis (ID INCQS 1) ndo apresentou crescimento bacteriano
na primeira abertura de uma ampola nos Testes de Pureza e Viabilidade, ndo sendo
possivel realizar o Teste de Autenticacdo, sendo considerada insatisfatoria para os
trés testes. Na segunda abertura de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou o
mesmo padrao de resultado da primeira abertura. Na terceira abertura de ampola do
mesmo lote, a cepa apresentou resultado satisfatorio para os trés testes empregados,
apenas uma morfologia de crescimento colonial, sem indicativo de contaminacao,
contagem superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta identificacédo
bioquimica e microscopica no Teste de Autenticacdo, sendo assim, considerada
satisfatoria segundo o item 3.4.5.

A cepa Bordetella bronchiseptica (ID INCQS 23) apresentou na primeira
abertura de uma ampola crescimento de apenas uma morfologia colonial no Teste de
Pureza, sem indicativo de contaminagdo, e contagem de colbnias superior a 104
UFC/mL no Teste de Viabilidade, sendo assim considerada satisfatoria para esses
dois testes. Entretanto, no Teste de Autenticacédo, a identificacéo bioquimica realizada
através do sistema VITEK® 2 identificou a cepa com 97% de probabilidade de ser
Acinetobacter Iwoffii, sendo assim considerada insatisfatoria para esse teste.

E descrito em um estudo na literatura, por PANAGOPOULOS et al, 2010, que
o sistema VITEK® 2 apresentou identificacdo sistematicamente errénea de isolados
do género Bordetella, espécie Bordetella holmesii, como Acinetobacter lowoffii com
nivel excelente de identificacdo, porém no estudo conclui-se que esse erro

possivelmente ocorreu pela espécie incorretamente identificada ndo constar no banco
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de dados do sistema VITEK® 2,0 que ndo € uma verdade para a cepa Bordetella
bronchiseptica, conforme ANEXO B, item 3. Diante disso foi realizada uma segunda
abertura de ampola do mesmo lote para confirmar se € um erro de identificacdo
caracteristico do sistema. Na segunda abertura, a cepa apresentou mais de uma
morfologia colonial de crescimento, indicativo de contaminacao, nos Testes de Pureza
e Viabilidade, sendo considerada insatisfatéria quanto ao Teste de Pureza. Foi
realizada a identificacdo do contaminante (Cocos Gram positivo) de forma bioquimica
através do sistema automatizado VITEK® 2, o qual identificou como grupo
Micrococcus. Também foi realizada a identificagcdo bioquimica da cepa bacteriana,
através do mesmo sistema, o qual identificou com 89% de probabilidade como
Pseudomonas luteola, o resultado que pode ter sido afetado pela presenca da
contaminacdo. Na terceira abertura de ampola do mesmo lote, a cepa obteve
resultados satisfatorios para os trés testes de conformidade empregados,
apresentando apenas uma morfologia de crescimento colonial, sem indicativo de
contaminagdo, contagem de col6nias superior a 10* UFC/mL e correta identificacdo
bioquimica e microscopica no Teste de Autenticacdo, sendo assim considerada
satisfatoria segundo o item 3.4.5.

A cepa Clostridium sporogenes (ID INCQS 4) apresentou apenas uma
morfologia de crescimento colonial no Teste de Pureza e contagem satisfatéria no
Teste de Viabilidade na primeira abertura de uma ampola, porém ndo apresentou
resultado na identificacdo bioquimica no Teste de Autenticacdo, sendo assim
considerada insatisfatoria no mesmo. Na segunda abertura de ampola do mesmo lote,
apresentou o0 mesmo padrao de resultado obtido na primeira abertura. Na terceira
abertura de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou apenas uma morfologia
colonial de crescimento, sem indicativo de contaminacéo, contagem superior a 104
UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta identificacdo bioquimica e microscopica no
Teste de Autenticacdo, sendo assim considerada satisfatoria conforme o item 3.4.5.

A cepa Enterococcus faecalis (ID INCQS 17) apresentou mais de uma
morfologia de crescimento colonial nos Testes de Pureza e Viabilidade, indicativo de
contaminacao, na primeira abertura de uma ampola, sendo considerada insatisfatoria
guanto ao Teste de Pureza. Na segunda abertura de ampola do mesmo lote a cepa
nao apresentou crescimento bacteriano nos Testes de Pureza e Viabilidade, néo
sendo possivel realizar o Teste de Autenticacdo, sendo considerada insatisfatoria para

os trés testes. Na terceira abertura de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou
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apenas uma morfologia colonial de crescimento, sem indicativo de contaminacéo,
contagem superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta identificacdo
bioguimica e microscépica no Teste de Autenticacdo, sendo assim considerada
satisfatoria conforme o item 3.4.5.

A cepa Enterococcus hirae (ID INCQS 19) apresentou apenas uma morfologia
de crescimento colonial no Teste de Pureza, sem indicativo de contaminacao, e
contagem de coldnias superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade. Entretanto, ndo
apresentou resultado na identificacdo bioquimica no Teste de Autenticacdo, sendo
assim considerada insatisfatoria. Na segunda abertura de ampola do mesmo lote, a
cepa apresentou apenas uma morfologia de crescimento colonial, sem indicativo de
contaminacdo, e contagem de coldnias superior a 10* UFC/mL no Teste de
Viabilidade, porém apresentou na identificagdo bioquimica, através do sistema
automatizado VITEK® 2,resultado com 93% de probabilidade para Enterococcus
durans, sendo assim considerada insatisfatoria quanto ao Teste de Autenticagdo. Na
terceira abertura de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou apenas uma
morfologia colonial de crescimento, sem indicativo de contaminacdo, contagem
superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta identificacdo bioquimica e
microscépica no Teste de Autenticacdo, sendo assim considerada satisfatoria
conforme o item 3.4.5.

Depois de estabilizada a temperatura recomendada no informe técnico (55°c)
na estufa bacterioldgica, a cepa Geobacillus stearothermophilus (ID INCQS 144) néo
apresentou crescimento bacteriano nos Testes de Pureza e Viabilidade na primeira
abertura de uma ampola, impossibilitando assim a realizacdo do Teste de
Autenticidade, sendo considerada insatisfatoria para os trés testes de conformidade
empregados. Na segunda abertura de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou uma
Unica morfologia colonial de crescimento, sem indicativo de contaminacéo, contagem
de colbnias superior a 10* UFC/mL, porém na identificagdo bioguimica realizada no
Teste de Autenticacdo a cepa apresentou resultado de baixa discriminacdo no
Sistema VITEK® 2, sendo considerada insatisfatdria nesse teste. Na terceira abertura
de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou apenas uma morfologia colonial de
crescimento, sem indicativo de contaminagdo, contagem superior a 10* UFC/mL no
Teste de Viabilidade e correta identificacdo bioquimica e microscopica no Teste de

Autenticagdo, sendo assim considerada satisfatéria conforme o item 3.4.5.
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A cepa Listeria innocua (ID INCQS 354) apresentou mais de uma morfologia
colonial de crescimento, indicativo de contaminagcdo, nos Testes de Pureza e
Viabilidade na primeira abertura de uma ampola, sendo assim considerada
insatisfatdria quanto ao Teste de Pureza. Na segunda abertura de ampola do mesmo
lote, a cepa apresentou apenas uma morfologia de crescimento colonial no Teste de
Pureza, porém ndo apresentou crescimento bacteriano no Teste de Viabilidade, sendo
considerada insatisfatéria. Na terceira abertura de ampola do mesmo lote, a cepa
apresentou apenas uma morfologia colonial de crescimento, sem indicativo de
contaminagdo, contagem superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta
identificacdo bioquimica e microscépica no Teste de Autenticacdo, sendo assim
considerada satisfatéria conforme o item 3.4.5.

A cepa Pseudomonas aeruginosa (ID INCQS 26) apresentou apenas uma
morfologia de crescimento colonial, sem indicativo de contaminagcdo, porém as
colonias espraiaram dentro do tempo de cultivo indicado (24 horas), impossibilitando
a contagem de colonias no Teste de Viabilidade. Cabe ressaltar que colbnias
espraiadas sdo viaveis, assim essa cepa ndo pode ser considerada insatisfatoria
guanto a sua viabilidade. Para mensurar corretamente o nimero de colbnias viaveis
e cumprir com o critério de aceitabilidade quantitativo disposto no POP INCQS
65.3230.045 (crescimento bacteriano igual ou superior a 104 UFC/mL) foi aberta uma
segunda ampola dessa cepa do mesmo lote. Na abertura da segunda ampola, a cepa
apresentou mais de uma morfologia colonial de crescimento nos Testes de Pureza e
Viabilidade, indicativo de contaminacdo, sendo considerada insatisfatéria quanto a
pureza. Na terceira abertura de ampola do mesmo lote, a cepa apresentou apenas
uma morfologia colonial de crescimento, sem indicativo de contaminac&o, contagem
superior a 10* UFC/mL no Teste de Viabilidade e correta identificacdo bioquimica e
microscépica no Teste de Autenticacdo, sendo assim considerada satisfatoria
conforme o item 3.4.5.

As 9 cepas que foram consideradas satisfatorias na terceira abertura de ampola
do mesmo lote se comportaram da seguinte forma: na primeira abertura de ampola, 3
cepas foram consideradas insatisfatorias nos trés testes empregados (pureza,
viabilidade e autenticacdo); 3 cepas foram consideradas insatisfatérias no Teste de
Autenticacdo; 2 cepas foram consideradas insatisfatérias no Teste de Pureza; e 1
cepa foi considerada insatisfatoria no Teste de Viabilidade. Na segunda abertura de

ampola do mesmo lote, 3 cepas foram consideradas insatisfatérias nos trés testes
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empregados (pureza, viabilidade e autenticagéo), 1 cepa foi considerada insatisfatoria
nos Testes de Pureza e Autenticagdo; 3 cepas foram consideradas insatisfatorias no
Teste de Autenticacdo; 1 cepa considerada insatisfatéria no Teste de Viabilidade; e 1

cepa considerada insatisfatoria no Teste de Pureza, conforme mostrado no grafico 7.

Grafico 7 - Insatisfatoriedade apresentada na primeira e segunda aberturas de uma
ampola do mesmo lote das cepas consideradas satisfatorias na terceira abertura de

ampola.

3 3

H Insatisfatoria: Pureza,

Viabilidade e Autenticacéo
® |nsatisfatoria: Autenticacéo
m |[nsatisfatéria: Pureza

m Insatisfatéria: Viabilidade

m |Insatisfatéria: Pureza e
Autenticacdo

1° abertura 2° abertura

Fonte: (Do autor, 2019).

Uma dificuldade apresentada na identificagdo de microrganismo anaerobios
pelo sistema VITEK® 2 foi a obtencéo de inoculo com alta concentragéo celular (8-10
x108 UFC/mL), visto que o microrganismo por serem anaerébios possuem crescimento
em direcdo ao interior do meio de cultura .O sistema VITEK® 2, através da utilizacédo
do cartdo ANC ID, tem desempenho satisfatério validado na literatura para a
identificacdo fenotipica da maioria dos microrganismos anaerobios de importancia
médica. Entretanto, pode apresentar dificuldades de identificagdo para algumas cepas
do género Clostridium sp. que apresentam perfil assacarolitico, ou seja, ndo utilizam
glicose como fonte de carbono. Segundo RENNIE et al. 2008, as cepas bacterianas

anaerobias utilizadas nesse estudo: Bacterioides vulgatus e Clostridium sporogenes



56

apresentam correta identificagdo com o cartdo ANC ID pelo sistema VITEK® 2,
conforme ANEXO B, item 1.

O POP INCQS 65.3230.045 exige o minimo de trés aberturas de ampolas com
resultados insatisfatérios no Teste de Pureza para ser reprovado nos testes de
conformidade. Dentro destes parametros o trabalho demonstrou que 41 cepas
bacterianas apresentaram resultado satisfatério quanto ao Teste de Pureza em, pelo
menos, uma das trés aberturas de ampolas (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE
DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018a).

Dos resultados obtidos nos Testes de Viabilidade para as 41 cepas bacterianas
consideradas satisfatérias (tabela 1), de acordo com o item 3.4.5, 1 cepa (3%)
apresentou contagem de colonias superior a 10 UFC/mL, 19 cepas (46%)
apresentaram contagem de colbénias superior a 10° UFC/mL, 14 cepas (34%)
apresentaram contagem de colonias superior a 108 UFC/mL, 4 cepas (10%)
apresentaram contagem de colbnias superior a 10’ UFC/mL e 3 cepas (7%)
apresentaram contagem de col6nias superior a 10® UFC/mL, conforme mostrado no
grafico 8. As contagens obtidas como resultados dessas cepas foram bem superiores
ao critério de aceitacdo do Teste de Viabilidade estipulado pela CBRVS-Fiocruz no
POP INCQS 65.3230.045 e pelo valor utilizado em cole¢bes internacionais como a
ATCC (crescimento igual ou superior a 10* UFC/mL). A cepa bacteriana que
apresentou menor resultado de contagem colonial, Clostridium sporogenes (ID INCQS
60), tem valor mais de 100 vezes superior (1,6 x 10®° UFC/mL) ao critério de
aceitabilidade estipulado. J4 a cepa bacteriana que apresentou maior resultado na
contagem colonial, Listeria innocua (ID INCQS 354), possui valor 100.000 vezes
superior (1,7 x 10 UFC/mL) ao critério de aceitabilidade estipulado (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018a).
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Grafico 8 - Valor de contagem de coldnias obtido nos testes de viabilidade das cepas

consideradas satisfatorias.

¢

Fonte: (Do autor, 2019).

=210M0 UFC/mL
= 210"9 UFC/mL
= 210"8 UFC/mL
= 2107 UFC/mL
= 21076 UFC/mL

Tabela 1 - Resultado do teste de viabilidade das cepas bacterianas consideradas

satisfatorias (continua)

ID ID Contagem ID ID Contagem

Microrganismo ATCC INCQS (UFC/mL) Microrganismo ATCC INCQS (UFC/mL)

Bacillus 9372 349 5,6 x 108  Kocuria 9341 10 6,9 x 10°

atrophaeus rhizophila

Bacillus cereus 11778 3 1,3x 107 Listeriainnocua 33090 354 1,7 x 10%°

Bacillus cereus 14579 435 3,1 x 10% Listeria ivanovii 19119 355 2,8 x 10°

Bacillus

mycoides 6462 419 4,0x10% Listeria 7644 266 2,1x 108
monocytogenes

Bacillus subtilis 6633 1 5,0 x108 Micrococcus 10240 11 2,5 x 10°
luteus

Bacillus subtilis 19659 2 1,7 x 10"  Micrococcus 7468 9 2,5x 108
yunnanensis

Bacillus 33679 213 1,7 x10®  Proteus hauseri 13315 106 4,2 x 108

thurigiensis

Bordetella 4617 23 2,5x10° Pseudomonas 9027 230 2,1x 108

bronchiseptica aeruginosa

Clostridium 3584 4 5,4x 108  Pseudomonas 15442 25 1,2 x 10°

sporogenes aeruginosa
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Tabela 1 - Resultado do teste de viabilidade das cepas bacterianas consideradas

satisfatérias (conclusao)

Clostridium 11437 60 1,6 x 106 Pseudomonas 25619 26 5,7 x 108
sporogenes aeruginosa
Enterobacter 13048 145 1,40 x 10° Pseudomonas 27853 99 2,2 x10°
aerogenes aeruginosa
(Klebsiella
aerogenes)
Raoultella
Enterobacter 13047 74 5,9x10° planticola 8329 90 1,1x10°
cloacae (Klebsiella
planticola)
Enterococcus 4083 17 3,6 x10°  Salmonella 10708 28 1,3x10°
faecalis enterica subsp.
enterica
Enterococcus 6569 71 5,7x10°  Salmonella 14028 150 1,1x10°
faecium enterica subsp.
enterica
Enterococcus 10541 19 7,2x 10®  Staphylococcus 12600 358 2,0 x 10°
hirae aureus
Escherichia coli 8739 219 3,7x 10  Staphylococcus 25923 15 2,6 x 10°
aureus
Escherichia coli 10536 31 3,0x 10°  Staphylococcus  6538P 13 8,1 x 107
aureus
Escherichia coli 11229 32 9,2x 10%  Staphylococcus 6538 39 3,9x10°
aureus
Escherichia coli 25922 33 5,0x 108  Staphylococcus 6538 402 1,3 x 10°
aureus
Geobacillus 7953 144 7,5x107  Staphylococcus 12228 16 1,6 x 10°
stearothermophi epidermidis
lus
Klebsiella 13883 147 6,5 x 108
pneumoniae
subsp.
Pneumoniae

Fonte: (Do autor, 2019).

Os resultados obtidos nos Testes de Autenticacdo das cepas consideradas

satisfatdrias quanto a sua conformidade, item 4.2, estdo descritos na tabela 2.

Dos resultados obtidos quanto a identificagcdo bioquimica das 41 cepas

bacterianas no Teste de Autenticacdo, realizado através do sistema automatizado
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VITEK® 2, 31 cepas (76%) apresentaram resultados considerados Excelente, 7 cepas

(17%) apresentaram resultado considerado Muito Bom, 2 cepas (5%) apresentaram

resultado considerado Bom e 1 cepa (2%) apresentou resultado considerado

Aceitavel, conforme critério de confiabilidade fornecido pela fabricante (quadro 3),

como mostrado no grafico 9.

Gréfico 9 - Numero de cepas satisfatérias que apresentaram resultado conforme nivel

de estratificacdo de confianca de identificacdo do sistema do VITEK® 2

2. 1
-y |

41

31

Fonte: (Do autor, 2019).

= Excelente
= Muito bom

= Bom

= Aceitavel

Tabela 2 - Resultado da autenticacdo das cepas bacterianas consideradas

satisfatorias (continua)

Microrganismo ID ID Caracteristica Cartao Resultado
ATCC INCQS Microscopica VITEK® 2 Identificac&o
Bioguimica

Bacillus atrophaeus 9372 349 BGP BCL Bacillus atrophaeus
94% probabilidade

Bacillus cereus
Bacillus cereus 11778 3 BGP BCL 95% probabilidade

Bacillus cereus 14579 435 BGP BCL Bacillus cereus
95% probabilidade
Bacillus mycoides 6462 419 BGP BCL Bacillus mycoides
92% probabilidade

Bacillus subtilis 6633 1 BGP BCL Bacillus subtilis

96% probabilidade
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Tabela 2 - Resultado da autenticacdo das cepas bacterianas consideradas

satisfatorias (continuagéo)

Bacillus subtilis 19659 2 BGP BCL Bacillus subtilis
88% probabilidade
Bacillus thurigiensis 33679 213 BGP BCL Bacillus thurigiensis
91% probabilidade
Bordetella 4617 23 BGN GN Bordetella
bronchiseptica bronchiseptica
99% probabilidade
Clostridium 3584 4 BGP ANC Clostridium
sporogenes sporogenes
99% probabilidade
Clostridium 11437 60 BGP ANC Grupo Clostridium
sporogenes 99% probabilidade
aerogenes aerogenes
(Klebsiella 99% probabilidade
aerogenes)
Enterobacter 13047 74 BGN GN Enterobacter cloacae
cloacae ssp. cloacae
95% probabilidade
Enterococcus 4083 17 CGP GP Enterococcus faecalis
faecalis 97% probabilidade
Enterococcus 6569 71 CGP GP Enterococcus faecium
faecium 98% probabilidade
Enterococcus hirae 10541 19 CGP GP Enterococcus hirae
95% probabilidade
Escherichia coli
Escherichia coli 8739 219 BGN GN 99% probabilidade
Escherichia coli 10536 31 BGN GN Escherichia coli
99% probabilidade
Escherichia coli 11229 32 BGN GN Escherichia coli
99% probabilidade
Escherichia coli 25922 33 BGN GN Escherichia coli
98% probabilidade
Geobacillus 7953 144 BGP BCL Geobacillus

stearothermophilus

stearothermophilus
95% probabilidade
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Tabela 2 - Resultado da autenticacdo das cepas bacterianas consideradas

satisfatorias (continuagéo)

Klebsiella 13883 147 BGN GN Klebsiella pneumoniae
pneumoniae subsp. subsp. pneumoniae
pneumoniae 93% probabilidade
Kocuria rhizophila 9341 10 CGP GP Kocuria rhizophila
99% probabilidade
Listeria innocua 33090 354 BGP GP Listeria innocua
98% probabilidade
Listeria ivanovii 19119 355 BGP GP Listeria ivanovii
99% probabilidade
Listeria 7644 266 BGP GP Listeria
monocytogenes monocytogenes
99% probabilidade
Micrococcus luteus 10240 11 CGP GP Micrococcus luteus
96% probabilidade
*Micrococcus 7468 9 CGP GP Micrococcus luteus
yunnanensis 99% probabilidade
Proteus hauseri 13315 106 BGN GN Proteus hauseri
99% probabilidade
Pseudomonas 9027 230 BGN GN Pseudomonas
aeruginosa aeruginosa
99% probabilidade
Pseudomonas 15442 25 BGN GN Pseudomonas
aeruginosa aeruginosa
99% probabilidade
Pseudomonas 25619 26 BGN GN Pseudomonas
aeruginosa aeruginosa
99% probabilidade
Pseudomonas 27853 99 BGN GN Pseudomonas
aeruginosa aeruginosa
96% probabilidade
*Raoultella planticola 8329 90 BGN GN Raoultella planticola
(Klebsiella 99% probabilidade
planticola)
*Salmonella enterica 10708 28 BGN GN Salmonella enterica
subsp. enterica subsp. enterica.
96% probabilidade
*Salmonella enterica 14028 150 BGN GN Salmonella enterica

subsp. enterica

subsp. enterica
97% probabilidade
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Tabela 2 - Resultado da autenticacdo das cepas bacterianas consideradas

satisfatérias (conclusao)

Staphylococcus 12600 358 CGP GP Staphylococcus aureus
aureus 99% probabilidade
Staphylococcus 25923 15 CGP GP Staphylococcus aureus
aureus 98% probabilidade
Staphylococcus 6538P 13 CGP GP Staphylococcus aureus
aureus 99% probabilidade
Staphylococcus 6538 39 CGP GP Staphylococcus aureus
aureus 99% probabilidade
Staphylococcus 6538 402 CGP GP Staphylococcus aureus
aureus 99% probabilidade
Staphylococcus 12228 16 CGP GP Staphylococcus
epidermidis epidermidis

99% probabilidade

*Microrganismo reclassificado taxonomicamente
BGN — Bacilo Gram Negativo BGP — Bacilo Gram Positivo CGP — Cocos Gram Positivo
Fonte: (Do autor, 2019).

As cepas bacterianas Bacillus atrophaeus (INCQS 349), Bacillus cereus (ID
INCQS 3), Bacillus cereus (ID INCQS 435), Bacillus mycoides (ID INCQS 419),
Bacillus subtilis (ID INCQS 1), Bacillus subtilis (ID INCQS 2), Bacillus thurigiensis (ID
INCQS 213) apresentaram crescimento bacteriano no meio Agar Nutriente adicionado
de metais quando incubados conforme metodologia ja descrita. Na observacédo ao
microscépio Optico no aumento de 1000x com Oleo de imersédo, através do método de
coloracdo de enddsporos de Wirtz-Conklin, apresentaram a formacdo de esporos.
Corroborando assim para a confirmacdo da identificacdo e utilizacdo do cartdo
VITEK® 2 BCL ID na identificacao bioquimica.

Diante dos resultados apresentados sugere-se que as cepas bacterianas
consideradas satisfatérias (41 cepas), de acordo com o item 3.4.5, foram
consideradas puras, mantiveram sua viabilidade frente ao processo de
armazenamento empregado e possuiram correta confirmacéo da sua identidade. Com
isso, 0 estudo confirmou os resultados obtidos nos testes de conformidade realizados
logo apds a producéo dos lotes de ampolas dessas cepas.

Entretanto, cumpre ressaltar que apesar do maior percentual de amostras

terem sido consideradas satisfatorias (91%), segundo a metodologia empregada, as
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mesmas apresentaram alta variabilidade nos resultados obtidos nos ensaios com
diferentes ampolas de um mesmo lote de cepas bacterianas. O que infere a
necessidade da realizacdo a posteriori de um estudo estatistico para avaliacdo da
amostragem significativa necesséria frente ao quantitativo de cada lote produzido para
a realizacdo dos testes de controle de qualidade pos liofilizacdo, visto o impacto direto
da conformidade dessas cepas nos resultados dos ensaios em que séo
recomendadas e nas acdes de vigilancia sanitaria decorrentes dos mesmos.

ApOs a realizacdo do estudo estatistico de amostragem, é sugerido que os
resultados obtidos sejam implementados na rotina do Setor de Bactérias e Arqueas
com consequente modificagdo na revisdo dos POPs INCQS 65.3230.045 e
65.3230.047 no que tange aos ensaios de conformidade (pureza, viabilidade e
autenticacao pos liofilizacado) com valores mais significativos e rigidos de amostragem
guanto ao lote (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM
SAUDE, 2018a; INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM
SAUDE, 2018b).

O objetivo de qualquer método de manutencdo € conservar ao maximo a
viabilidade, garantindo a quantidade de células viaveis, e prover estabilidade genética
do microrganismo ao isolamento por maior periodo de tempo possivel. A escolha do
meétodo deve ser baseada nas particularidades do microrganismo, caracteristicas do
meétodo e seu custo de manutencdo, capacidade laboratorial, disponibilidade de
equipamentos e capacidade de recuperacdo de microrganismos viaveis (ABREU;
TUTUNJI, 2004; GIRAO et al., 2004).

O proprio método de preservacao leva uma injaria das células bacterianas e
com isso h&a diminuicdo do numero de células viaveis. As bactérias mediante a
utilizacdo de métodos de conservacdo produzem mecanismos de resposta, como:
proteinas especializadas para a resisténcia térmica, mudancas estruturais da
membrana celular e reparo do material genético como alternativa para a
sobrevivéncia. Esses mecanismos conferem capacidade de recuperacéo das células
injuriadas frente a um ambiente favoravel. Esse decaimento na viabilidade devido ao
meétodo de preservacao utilizado foi avaliado durante o Teste de Viabilidade realizado
logo apds a producdo do lote e liofilizacdo da cepa e segundo os critérios utilizados
pela CBRVS-Fiocruz e colecdes internacionais foram considerados satisfatorios
(BOZIARIS; ADAMS, 2001; VIEIRA et al., 2007).
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Também, fatores relacionados ao método de estocagem e acondicionamento
dessas ampolas influenciam significativamente a vida de prateleira dos
microrganismos liofilizados, interferindo no decaimento da viabilidade dos mesmos.
Os microrganismos liofilizados armazenados em ampolas ou frascos de vidro devem
ser acondicionados em ambientes com baixa umidade, baixas temperaturas (2 a 8°c
para esse método de preservacao), a vacuo e protegidos da luz (DAY; MCLELLAN,
1995; MORGAN et al., 2006).

Os microrganismos podem estar presentes em uma amostra que passou por
um método de conservacdo em trés estados: inviabilizados (possuem injuria letal e
incapacidade de multiplicacdo), apresentando injaria subletal (possuem capacidade
de multiplicacdo sob condi¢des favoraveis, apesar dos danos celulares sofridos) e
viaveis. (BAATI et al., 2000; VIEIRA et al., 2007).

Durante a pesquisa bibliografica do trabalho n&o foram encontrados muitos
estudos na literatura que contemplem a validacdo de protocolos relativos a
manutencdo e estocagem de amostras microbiologicas. Entretanto, nos estudos
disponiveis diversos protocolos de estocagem tém sido desenvolvidos e aplicados, os
guais nao tem demonstrado serem plenamente eficazes, visto as peculiaridades dos
microrganismos e caracteristicas intrinsecas das técnicas. Desse modo, tém-se
considerado a associacdo de mais de um protocolo para garantir a melhor
recuperacao dos microrganismos (GOLDMAN; GREEN, 2008; COSTA et al., 2009).

Ha estudos na literatura que avaliaram de forma temporal a taxa de
sobrevivéncia entre determinados microrganismos em relacdo ao método de
preservacao e armazenamento empregado, no qual foi demonstrado que a taxa de
sobrevivéncia é variavel entre as diferentes espécies. A viabilidade relativa das
bactérias apds a liofilizacdo decresce menos nas bactérias formadoras de esporos,
seguida das gram positivas e gram negativas, o que pode ser explicado pela diferenca
na estrutura celular desses microrganismos. As bactérias gram positivas possuem
maior taxa de sobrevivéncia imediatamente apos a liofilizacdo quando comparadas as
gram negativas, quando expostas as mesmas condi¢cées. Em relacdo ao periodo de
estocagem, verifica-se que a taxa de sobrevivéncia de algumas espécies se mantém
fixa de forma temporal, enquanto em outros microrganismos apresentam um declinio
durante os primeiros cinco anos, tendendo a estabilizar por volta de 15 anos
(MIYAMOTO-SHINOHARA, 2008).
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N&o foi possivel realizar um estudo comparativo de decaimento temporal da
viabilidade de cada lote das cepas bacterianas apos a liofilizac&o, similar aos descritos
na literatura, pois nos certificados de analise obtidos no levantamento de dados
arquivados no laboratério, os resultados dos Testes de Viabilidade realizados pos
liofilizag&o, previamente ao presente estudo, foram expressos na forma de Satisfatério
(crescimento bacteriano acima de 10 UFC/mL) ou Insatisfatério. Ndo sendo assim,
registrado o valor absoluto da contagem de col6nias.

Os lotes das cepas bacterianas utilizadas nesse estudo foram considerados
satisfatorios nos testes mencionados. Como esses resultados na época eram
registrados sem os valores absolutos nos certificados de andlise, as cepas
consideradas satisfatorias em relacéo a viabilidade no presente estudo ndo puderam
ser comparadas ao seu valor prévio de contagem e assim poder inferir sobre a
gualidade do método de estocagem utilizado pela CBRVS-Fiocruz para a manutencéo
da viabilidade desses microrganismos. Essa inferéncia pode ser realizada quanto as
cepas que apresentaram problemas de viabilidade, sugerindo que o método de
armazenamento das ampolas empregado pode ndo ser adequado para esses
microrganismos. E sugerido que seja realizado periodicamente um estudo para a
avaliacdo da pureza, autenticidade e decaimento da viabilidade das cepas ja
produzidas e armazenadas na CBRVS-Fiocruz.

Cumpre ressaltar uma possivel modificacdo na forma de registro dos resultados
dos Testes de Viabilidade no certificado de andalise ou em registros internos do
laboratério, como foi inicializado e realizado durante um tempo no Laboratério de
Microrganismos de Referéncia, registrando o valor absoluto de contagem do
crescimento bacteriano (UFC/mL) no Teste de Viabilidade para posterior estudo
periddico de decaimento temporal da viabilidade frente a forma de armazenamento
das ampolas, contendo o li6filo, que a CBRVS-Fiocruz emprega. Para esse proximo
estudo, poderdo ser utilizados, como base comparativa, os dados obtidos nesse
trabalho para as cepas bacterianas utilizadas.

E sugerido que, antes da realizacdo desses proximos estudos temporais
confirmatorios da pureza, autenticacdo e decaimento da viabilidade das cepas seja
avaliado o vacuo nas ampolas, visto que, o0 mesmo, é um fator preponderante para a
manutencao da viabilidade das cepas bacterianas. O teste de andlise de vacuo esta
contido no POP INCQS 65.3230.014 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2018i). Seria indicado também a realizac&o do teste de
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vacuo antes do envio das cepas ao cliente, caso a mesma nao apresentasse vacuo
deveria ser descartada e seria enviada uma cepa que apresentasse resultado
satisfatorio para esse teste.

Segundo o POP INCQS 65.3230.045 os lotes das cepas consideradas
insatisfatérias nesse estudo Bacteroides vulgatus (ID INCQS 59), Clostridium
sporogenes (ID INCQS 352) e Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae (ID INCQS
30) deveriam ser descartados. Entretanto, como o estudo realizado tem cunho
confirmatério aos testes de conformidade (pureza, viabilidade e autenticacao)
realizados apés a producdo e liofilizagdo dessas cepas, e 0os mesmos foram
considerados, em tempo, satisfatorios deve-se realizar, posteriormente, novos testes
de conformidade para essas cepas com lotes anteriores produzidos a partir da ampola
matriz e/ou ampolas da memaria, com a finalidade de rastrear a causa do problema
(INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018a).

A metodologia dos testes de conformidade empregada no presente estudo foi
adaptada em algumas peculiaridades a que consta nos POPs do INCQS, ja
mencionados. O critério de aceitabilidade do resultado do Teste de Pureza para os
microrganismos anaerobios, segundo o POP INCQS 65.3230.045, seria a auséncia
de crescimento bacteriano em placa contendo Agar Caseina Soja incubada a 36,5 °C
+ 1,5 °C em aerobiose. Para este trabalho, essas cepas foram incubadas,
concomitantemente, em duas condicfes atmosféricas de crescimento. Em aerobiose,
segundo o critério do POP, para avaliar a presenca de contaminantes aerébios. Como
também em atmosfera de anaerobiose na temperatura recomendada no informe
técnico para cada cepa bacteriana (37°C). Essa adaptacdo foi realizada tendo em
vista que € mais relevante avaliar a presenca de contaminantes anaerobios nessa
ampola, do que aerdbios, pois 0 microrganismo sera cultivado em atmosfera de
anaerobiose, inibindo o crescimento dos contaminantes aerdbios e propiciando o
crescimento dos contaminantes anaerdbios (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE
DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018a).

O critério de aceitabilidade do Teste de Pureza foi adaptado no presente estudo
para a cepa Geobacillus stearothermophilus (ID INCQS 144). O POP INCQS
65.3230.045 estipula como critério de aceitacdo dos resultados do Teste de Pureza
para microrganismos aerobios, as colonias apresentem morfologia de crescimento
colonial com caracteristicas especificas da cepa bacteriana, isenta de contaminacéo.

A cepa Geobacillus stearothermophilus (ID INCQS 144) possui temperatura
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recomendada de crescimento de 55°C, desse modo, ndo apresenta crescimento na
temperatura recomendada pelo POP (36,5 °C + 1,5 °C). Diante disso, o critério de
aceitacao utilizado para essa cepa foi a auséncia de crescimento bacteriano em placa,
contendo Agar Caseina Soja, no Teste de Pureza (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018a).

Diante do exposto, € sugerido que haja a modificacdo desses pontos abordados
na proxima revisdo do POP INCQS 65.3230.045 (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2018a).

Alguns microrganismos apresentam mais de uma caracteristica morfolégica de
crescimento colonial. A partir da experiéncia técnica da equipe do laboratorio, foi
avaliado se h4, tanto no padrao de crescimento, quanto nas morfologias observadas
nas placas, alguma diferenca discrepante da esperada. Cumpre ressaltar que nao ha
bem descrito na literatura as caracteristicas macroscopicas de crescimento colonial
das cepas estudadas nos meios de cultivo utilizados no presente trabalho,
recomendados nos informes técnicos das cepas bacterianas. As caracteristicas
macroscopicas dessas cepas sao descritas para crescimento em meios seletivos, 0
gue néo € o caso. Diante disso, a analise da pureza foi realizada através da avaliacao
das cepas que apresentaram nos crescimentos suspeita de contaminacdo por
possuirem mais que uma morfologia colonial em placa. Nesses casos, foram
avaliadas as caracteristicas morfotintoriais da possivel contaminacdo. Se essas
caracteristicas também fossem semelhantes entre as diferentes cepas, era feita sua
identificacdo bioquimica e a analise da pureza ficou condicionada a autenticacao.

E sugerido ainda que seja atualizado o catalogo da CBRVS-Fiocruz
modificando ou acrescentando 0s nomes das cepas bacterianas que foram
reclassificadas taxonomicamente, conforme ja mencionado. No caso das cepas do
género Salmonella sp., padronizar a nomenclatura atual para o nome reclassificado
da espécie e subespécie, visto que o laboratério ndo possui metodologia

implementada para identificacdo a nivel de sorogrupos.
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6 CONCLUSAO

Dados os resultados obtidos nesse trabalho, pbde-se concluir que a
metodologia empregada foi aplicavel a 98% das amostras analisadas, ndo sendo
possivel realizar a autenticacdo da cepa Mycobacterium smegmatis (ID INCQS 21)
pela mesma néo ser identificada através do sistema VITEK® 2.

91% das cepas estudadas foram consideradas satisfatérias quanto a sua
conformidade (Pureza, Viabilidade e Autenticacdo), segundo o critério de aceitacdo
contido nos POPs utilizados.

Do total das cepas analisadas, 7% foram consideradas insatisfatorias por ndo
cumprirem um ou mais dos trés requisitos aplicados nesse estudo e devem ser
reavaliadas para se decidir a manutencao, ou nao, destes lotes na colecdo e/ou a
realizacdo de producao de novos lotes.

A metodologia implementada no setor possui alguns parametros que nao
abrangem particularidades de certos microrganismos e precisaram ser adaptadas.
Sugere-se a revisao dos procedimentos para serem mais abrangentes e desta forma
a nao restringir a analise de alguns microrganismos.

Os resultados sugerem gque mesmo sem ter uma base de comparacao para o
decaimento da viabilidade, a metodologia empregada para a conservacdo das
ampolas da CBRVS-Fiocruz é adequada e eficiente para a grande maioria das
espécies estudadas, mostrado pela alta contagem observada nas placas de cultivo.

Durante o estudo foi visto que algumas das cepas estudadas foram
reclassificadas taxonomicamente e, com isso, € sugerida a modificacdo na sua
nomenclatura na CBRVS-Fiocruz.

Recomenda-se a implementacdo de metodologias alternativas para 0s
microrganismos que nao puderam ser identificados pela biogquimica. Mesmo que nao
validadas, metodologias como PCR, Sequenciamento ou Sorologia podem ser

complementares da autenticacao.
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APENDICE A — REFERENCIAS E ENSAIOS ONDE SAO RECOMENDADAS A

UTILIZACAO DAS CEPAS BACTERIANAS

MICRORGANISMO ID ID ENSAIO REFERENCIA
ATCC INCQS
Bacillus atrophaeus 9372 349 5.5.3.5 MICRO- Farmacopeia
ORGANISMOS Brasileira 6° edicéo,
EMPREGADOS EM volume 1.
TESTES E ENSAIOS
Bacillus cereus 11778 3 5.5.3.3 ENSAIO Farmacopeia
MICROBIOLOGICO Brasileira 6° edigéo,
DE ANTIBIOTICOS volume 1.
Bacillus cereus 14579 435 N° 65.3240.003 POP INCQS
Bacillus mycoides 6462 419 N° 65.3240.003 POP INCQS
55314
ADEQUAGCAO DOS
METODOS ;
. - Farmacopeia
Bacillus subtilis 6633 1 FARMACOPEICOS Brasileira 6° edico,
volume 1.
5.5.3.2 ENSAIOS
MICROBIOLOGICOS
PARA PRODUTOS
ESTEREIS
5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS
Bacillus subtilis 19659 2 N°65.3240.010 POP INCQS
Bacillus thurigiensis 33679 213 N° 65.3240.003 POP INCQS
5.5.3.2 ENSAIOS
Bacteroides vulgatus 8482 59 MICROBIOLOGICOS Farmacopéia
PARA PRODUTOS Brasileira 6° edicao,
ESTEREIS volume 1.
Bordetella 4617 23 5.5.3.3 ENSAIO Farmacopéia

bronchiseptica

MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

Brasileira 6° edicao,
volume 1.
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Clostridium sporogenes

Clostridium sporogenes

Clostridium sporogenes

Enterobacter aerogenes
(Klebsiella aerogenes)

Enterobacter cloacae

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Enterococcus hirae

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Geobacillus
stearothermophilus

3584

11437

19404

13048

13047

4083

6569

10541

8739

10536

11229

25922

7953

60

352

145

74

17

71

19

219

31

32

33

144

N° 65.3240.010

5.5.3.2 ENSAIOS
MICROBIOLOGICOS
PARA PRODUTOS
ESTEREIS

5.5.3.2 ENSAIOS
MICROBIOLOGICOS
PARA PRODUTOS
ESTEREIS

N°65.3240.023

N° 65.3240.023

N° 65.3240.002

N° 65.3240.031

5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

5.5.3.1.4
ADEQUACAO DOS
METODOS
FARMACOPEICOS

5.5.3.4TESTE DE
EFICACIA
ANTIMICROBIANA

5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

N°65.3240.031

N°65.3240.026

5.5.3.5 MICRO-
ORGANISMOS
EMPREGADOS EM
TESTES E ENSAIOS

POP INCQS

Farmacopéia
Brasileira 6° edicéo,
volume 1.

Farmacopéia
Brasileira 6° edicéo,
volume 1.

POP INCQS

POP INCQS

POP INCQS

POP INCQS

Farmacopéia
Brasileira 6° edicéo,
volume 1.

Farmacopéia
Brasileira 6° edicao,
volume 1.

Farmacopéia
Brasileira 6° edicao,
volume 1.

POP INCQS

POP INCQS

Farmacopéia
Brasileira 6° edicao,
volume 1.
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Klebsiella pneumoniae

subsp. pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

subsp. pneumoniae

Kocuria rhizophila

Listeria innocua

Listeria ivanovii

Listeria monocytogenes

Micrococcus luteus

Micrococcus luteus

Micrococcus
yunnanensis

Mycobacterium
smegmatis

Proteus hauseri

Pseudomonas
aeruginosa

10031

13883

9341

33090

19119

7644

10240

14452

7468

607

13315

9027

30

147

10

354

355

266

11

12

9

21

106

230

5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

N°65.3240.023

5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

N° 65.3240.024

N° 65.3240.024

N° 65.3240.024

5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

N° 65.3240.026

5.5.3.1.4
ADEQUACAO DOS
METODOS
FARMACOPEICOS

5.5.3.2 ENSAIOS
MICROBIOLOGICOS
PARA PRODUTOS
ESTEREIS

5.5.3.4 TESTE DE
EFICACIA
ANTIMICROBIANA

Farmacopéia
Brasileira 6° edicéo,
volume 1.

POP INCQS

Farmacopéia
Brasileira 6° edicéo,
volume 1.

POP INCQS

POP INCQS

POP INCQS

Farmacopéia
Brasileira 6° edicéo,
volume 1.

Farmacopéia
Brasileira 6° edicéo,
volume 1.

Farmacopéia
Brasileira 6° edicao,
volume 1.

Farmacopéia
Brasileira 6° edicao,
volume 1.

POP INCQS

Farmacopéia
Brasileira 6° edicao,
volume 1.
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Pseudomonas
aeruginosa

Pseudomonas
aeruginosa

Pseudomonas
aeruginosa

Raoultella planticola
(Klebsiella planticola)

Salmonella enterica
subsp. enterica

Salmonella enterica
subsp. enterica

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

15442

25619

27853

8329

10708

14028

12600

25923

6538P

6538

6538

25

26

99

90

28

150

358

15

13

39

402

N°65.3240.011

5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

N°65.3240.023

N° 65.3240.016

N°65.3240.011

5.5.3.1.4
ADEQUACAO DOS
METODOS

FARMACOPEICOS

N° 65.3240.002

N°65.3240.023

5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

5.5.3.2 ENSAIOS
MICROBIOLOGICOS
PARA PRODUTOS
ESTEREIS

5.5.3.4 TESTE DE
EFICACIA
ANTIMICROBIANA

5.5.3.2 ENSAIOS
MICROBIOLOGICOS
PARA PRODUTOS
ESTEREIS

5.5.3.4 TESTE DE
EFICACIA
ANTIMICROBIANA

POP INCQS

Farmacopéia
Brasileira 6° edicéo,
volume 1.

POP INCQS

POP INCQS

POP INCQS

Farmacopéia
Brasileira 6° edicéo,
volume 1.

POP INCQS

POP INCQS

Farmacopéia
Brasileira 6° edicao,
volume 1.

Farmacopéia
Brasileira 6° edicao,
volume 1.

Farmacopéia
Brasileira 6° edicao,
volume 1.
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Staphylococcus
epidermidis

12228

16 5.5.3.3 ENSAIO
MICROBIOLOGICO
DE ANTIBIOTICOS

Farmacopéia
Brasileira 6° edicéo,
volume 1.

Fonte: (do autor, 2019)
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APENDICE B — CONDICOES DE CRESCIMENTO E MEIOS DE CULTURA
RECOMENDADOS PARA AS CEPAS BACTERIANAS

ID ID LOTE Meio de Temperatura  Tempo de
Microrganismo ATCC INCQS  Utilizado Cultura de Incubagdo incubagao Atmosfera
Bacillus atrophaeus 9372 349 1103349 Nutriente 30° 24 horas Aerobiose
Bacillus cereus 11778 3 0312003 Nutriente 30° 24 horas Aerobiose
Bacillus cereus 14579 435 0415435 Nutriente 30° 24 horas Aerobiose
Bacillus mycoides 6462 419 0911419 Nutriente 30° 24 horas Aerobiose
Bacillus subtilis 6633 1 0617001 BHI 30° 24 horas Aerobiose
Bacillus subtilis 19659 2 0810002 Nutriente 30° 24 horas Aerobiose
Bacillus thurigiensis 33679 213 1013213 NSMP 30° 24 horas Aerobiose
modificado
TSA/ TSB +
Bacteroides 8482 59 0318059 sangue 37° 24 horas Anaerobiose
vulgatus desfibrinado
ou RCM
Bordetella 4617 23 0208023 Nutriente 37° 24-48 horas Aerobiose
bronchiseptica
Clostridium 3584 4 0411004 TSA/ TSB + 37° 24-48 horas  Anaerobiose
sporogenes sangue
desfibrinado
ou RCM
Clostridium 11437 60 0517060 RCM 37° 24-48 horas  Anaerobiose
sporogenes
Clostridium 19404 352 0809352 TSA/ TSB + 37° 24-48 horas  Anaerobiose
sporogenes sangue
desfibrinado
ou RCM
Enterobacter 13048 145 0218145 Nutriente 30° 24 horas Aerobiose
aerogenes
(Klebsiella
aerogenes)
Enterobacter 13047 74 1013074 Nutriente 30° 24 horas Aerobiose

cloacae subsp
cloacae
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Enterococcus 4083 17 0617017 BHI 37° 24 horas Aerobiose
faecalis
Enterococcus 6569 71 126071 BHI 37° 24 horas Aerobiose
faecium
Enterococcus hirae 10541 19 1007019 BHI 37° 24 horas Aerobiose
Escherichia coli 8739 219 0118219 Nutriente 37° 24 horas Aerobiose
Escherichia coli 10536 31 0714031 Nutriente 37° 24 horas Aerobiose
Escherichia coli 11229 32 0712032 Nutriente 37° 24 horas Aerobiose
Escherichia coli 25922 33 0898033 TSA/ TSB 37° 24 horas Aerobiose
Geobacillus 7953 144 0707144 Nutriente 55° 24 horas Aerobiose
stearothermophilus
Klebsiella 10031 30 1206030 Nutriente 37° 24 horas Aerobiose
pneumoniae subsp.
pneumoniae
Klebsiella 13883 147 0516147 Nutriente 37° 24 horas Aerobiose
pneumoniae subsp.
pneumoniae
Kocuria rhizophila 9341 10 0616010 TSA/TSB 30° 24 horas Aerobiose
Listeria innocua 33090 354 0511354 BHI 37° 24-48 horas Aerobiose
Listeria ivanovii 19119 355 07100355 BHI 37° 24 horas Aerobiose
Listeria 7644 266 1111266 BHI 37° 24 horas Aerobiose
monocytogenes ou
TSA/ TSB +
sangue
desfibrinado
Micrococcus luteus 10240 11 0516011 Nutriente 30° 48-72 horas Aerobiose
Agar
Micrococcus luteus 14452 12 - Neomicina 26° 48-72 horas Aerobiose
Micrococcus 7468 9 0805009 Nutriente 30° 24-48 horas Aerobiose

yunnanensis
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Mycobacterium 607 21 0312021 BHI 37° 2-7 dias Aerobiose
smegmatis

Proteus hauseri 13315 106 0612106 TSA/ TSB 37° 24 horas Aerobiose
Pseudomonas 9027 230 0616230 Nutriente 37° 24 horas Aerobiose
aeruginosa

Pseudomonas 15442 25 0615025 TSA/ TSB 37° 24 horas Aerobiose
aeruginosa

Pseudomonas 25619 26 1206026 Nutriente 37° 24 horas Aerobiose
aeruginosa

Pseudomonas 27853 99 0516099 TSA/ TSB 37° 24 horas Aerobiose
aeruginosa

Raoultella planticola 8329 90 0907090 Nutriente 37° 24 horas Aerobiose
(Klebsiella

planticola)

Salmonella enterica 10708 28 0315028 Nutriente 37° 24 horas Aerobiose
subsp. enterica

Salmonella enterica 14028 150 1016150- Nutriente 37° 24 horas Aerobiose
subsp. enterica 2

Staphylococcus 12600 358 0911358 Nutriente 37° 24 horas Aerobiose
aureus subsp.

aureus

Staphylococcus 25923 15 0317015 TSA/ TSB 37° 24 horas Aerobiose
aureus subsp.

aureus

Staphylococcus 6538P 13 0217013 TSA/ TSB 37° 24 horas Aerobiose
aureus subsp.

aureus

Staphylococcus 6538 39 1117039 TSA/ TSB 37° 24 horas Aerobiose
aureus subsp.

aureus

Staphylococcus 6538 402 0899402 TSA/ TSB 37° 24 horas Aerobiose
aureus

Staphylococcus 12228 16 0117016 Nutriente 37° 24 horas Aerobiose

epidermidis

ID ATCC = Numero de identificacdo (registro) ATCC ID INCQS = Numero de identificacdo (registro)

INCQS.

Fonte: (Do autor, 2019).
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ANEXO A — FORMULACOES DOS MEIOS DE CULTURA RECOMENDADOS
PELO ATCC, QUE CONSTAM NOS INFORMES TECNICOS DAS CEPAS
BACTERIANAS

1- Meio Agar/ Caldo Nutriente (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2020a)

Meio Agar:
Agar Nutriente (BD 213000) ............ 23 g
Agua Deionizada ...........cccccueenen.... 1000 mL

Autoclavar a 121°c.

Meio Caldo:
Caldo Nutriente (BD 234000) ......... 8¢
Agua Deionizada .........c..c..c.cu....... 1000 mL

Autoclavar a 121°c.

Para fazer o caldo omitir o agar.

Composicdo do Agar Nutriente:

Extrato de carne.............cceeeeeevevnnnnnns 39
Peptona.......cccoeveiiiiiiiii e, 59
AGar. oo, 15 g

Ajustar o pH final para 6.8 +/- 0.2.
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2- Meio Agar/ Caldo Infusdo Cérebro Coracdo (AMERICAN TYPE CULTURE

COLLECTION, 2020b)

Meio Agar:
Agar Infuséo Cérebro Coracdo (BD 211065) ....... 52
Agua Deionizada ..........ccccoveeveeeeeieeeeeeeeeeean 1000 mL

Autoclavar a 121°c.

Meio Caldo:
Agar Infusdo Cérebro Coracgéo (BD 237500) ....... 3749
Agua Deionizada ............ccccoveeviveeerinieeeeee e 1000 mL

Autoclavar a 121°c.

Para fazer o caldo omitir o agar.

Composicdo da Infusdo Cérebro Coracao:

Infusdo de Cérebro de Vitelo...........cceeeeeeeeeennn.n. 200 g

Infusdo de Coracdo de Carne .............cceevvveevvnenns 250 g

Proteose Peptona.........ccooevvviiiiiiiiiiii e 10g
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DEXITOSE. ...t 29

NACH . 50
NAZHPOA.......cco e 25¢9
Agua Deionizada...........ccoveeveveeeeeeee e 1000 mL

Ajustar o pH final para 7.4 +/- 0.2.

3- Meio TSA/TSB - Agar/ Caldo Caseina Soja (AMERICAN TYPE CULTURE

COLLECTION, 2020c)

Meio Agar:

Agar Caseina Soja (BD 236950) ..........cccoeeveunnenn 40 g

Agua Deionizada ............cc.coveviveeeieeer e, 1000 mL

Autoclavar a 121°c.

Meio Caldo:

Caldo Caseina Soja (BD 211825) ........ccccceeveeeeeees 309
Agua DeioNIiZada .........ccocovveveeeeeeeeeeeee e, 1000 mL

Autoclavar a 121°c

Para fazer o caldo omitir o agar.
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Composicido do Agar Caseina Soja:

LI 100] o F- TR 179
SOYIONE.....oviviiviiie e 39
DeXtroSe......ccocveeiiiveiiiniennn, 259
NaCH..ooiiiiiiiiiiiiiiie 59
K2HPOA......oooooeeeeeee) 254
AQar.....coiiiiiiiii e 159

Ajustar o pH final para 7.3 +/- 0.2.

4- Meio Agar/ Caldo Clostridial Reforgcado Modificado (RCM) (AMERICAN TYPE

CULTURE COLLECTION, 2020d)

TriptOSe...coeevveeeeeeeee e, 109
Extrato de carne.................. 10g
Extrato de levedura............. 39
Dextrose........ccoeevvveviniiiinnnnns 59
NaCl......oooviiiiciieee e, 59



HCI L-Cisteina..........ccc........ 59
Acetato de Saodio................. 39
Resazurin (0,025%))............. 4 mL
Agua Deionizada................. 1000 mL

89

Misturar os ingredientes e dissolver. Ajustar o pH para 6,8. Dispensar e autoclavar a

121°C.

5- Meio Esporulagdo Nutriente incluindo Fosfato — NSMP (Nutrient Sporulation

Medium including Phosphate) (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION,

2020¢)
Acido Casimino............... 59
GlicoSe.....uvvviiiieieeeieee, 29
KH2POA4.........oiiiee. 0,869
K2HPOA4.......cooiiiei 0,559
Citrato de Sédio.............. 0,609
CaCl2......cccceeiieeeeieee 0,19
MnCI2 x 4H20................ 0,016 g
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ZNCI2...iiiiiiiiiiiiiie 7 mg
FeCl3..s 3 mg
Agar (se necessario) ...... 15g
Agua Deionizada............ 1000 mL

Ajustar o pH para 6,5. Autoclavar a 121°C. Apés autoclavacdo, meio apresentara

precipitacdo. Ele ficara claro depois de ficar em temperatura ambiente por 1 dia.

6- Meio TSA/TSB — Agar/ Caldo Caseina Soja com 5% de Sangue de Ovelha

(desfibrinado) (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2020f)
Meio Agar:

Agar Caseina Soja (BD 236950) ... 40g

Sangue de Ovelha (desfibrinado) .. 50 mL

Agua Deionizada ............c..co.cu...... 950 mL

Autoclavar a 121°c. Arrefecer o meio esterilizado a ~ 47°C. Adicione assepticamente
50 ml de sangue de ovelha desfibrinado a temperatura ambiente. Misture

delicadamente e distribua conforme necessario.

Meio Caldo:

Caldo Caseina Soja (BD 211825) ..... 30¢g
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Sangue de Ovelha (desfibrinado) ..... 50 mL

Agua Deionizada .............cccceveunenn.n. 950 mL

Seguir o mesmo procedimento que o meio de Agar acima.

Se o produto comercializado néo estiver disponivel, o Agar Caseina Soja pode ser

produzido a partir do zero, seguindo a formulacdo abaixo:

Composicdo do Agar Caseina Soja:

Triptona.........uvvveeeveeeeenn. 159
SOYIONE.....ovvviiiiiieeiieeee 50
NaCl.......ovvvvveeiiiiinnnnn, 59
Agar......ccooeiiiiiiineiiiineeas 15¢g
Agua Deionizada .......... 950 mL

Ajustar o pH final para 7.3 +/- 0.2.

Para fazer o caldo omitir o agar.
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4- Meio Agar/ Caldo Neomicina (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION,

20209)
Extrato de carne............. 159
Extrato de levedura........... 30
Peptona...........ccccvviieiens 649
GliCOSE.....uviiiiiiiiiiiiiiiiie, 19
Casitona...........oeoeeeiiinnnnen 49
Solucédo Neomicina............ 50 mL
AQAr.....ccoiiiiiiiiiiiiiiieeiies 15¢g
Agua Deionizada.............. 950 mL

Ajustar o pH para 7.0 Autoclavar a 121°C.

Solucdo Neomicina:

NEOMICINA......cevvrreiiie e eie e eeeeeeeeas 19

Agua Deionizada .............cccueu....... 50 mL

* Filtrar a solucéo esterilizada e adicionar ao meio basico estéril



ANEXO B — MICRORGANISMOS CORRETAMENTE IDENTIFICADOS POR

1- Microrganismos corretamente identificados no cartdo ANC ID VITEK® 2.

CARTAO DO SISTEMA VITEK® 2.

93

3 g Tqml na.of Overall % correctly % of low % Incorrectly A o
Hacierial spopies ff:fézs identified discrimination identified P M Mndentifon
Actinomyces israelii 2 50 0 50 0
Actinomyces meyeri 2 100 0 0 0
Arcanobacterium haemolyticum + 100 0 0 0
Arcanobacterium pyogenes 2 100 0 0 0
Bacteroides caccae 3 100 0 0 0
Parabacteroides (Bacteroides) distasonis 7 100 0 0 0
Bacteroides fragilis 40 975 0 25 0
Bacteroides ovatus 8 100 0 0 0
Bacteroides stercoris 1 100 0 0 0
Bacteroides thetaiotaomicron 21 95.2 48 48 0
Bacteroides uniformis 6 100 0 0 0
Bacteroides ureolyticus 1 100 0 0 0
Bacteroides vulgatus 13 100 0 0 0
Bifidobacterium spp. 4 75 25 25 0
Clostridium barati 1 100 0 0 0
Clostridium bifermentans 5 100 100 0 0
Clostridium butyricum 1 100 100 0 0
Clostridium cadaveris 3 100 0 0 0
Clostridium clostridioforme 4 75 25 25 0
Clostridium difficile 4 75 0 25 0
Clostridium paraputrificum 5 100 0 0 0
Clostridium perfringens 32 100 0 0 ]
Clostridium ramosum 11 90.9 0 9.1 0
Clostridium septicum 8 87.5 0 12.5 0
Clostridium sordellii 2 0 0 50 50
Clostridium sporogenes 2 100 100 0 0
Clostridium subterminale 1 100 100 0 0
Clostridium tertium 7 714 0 28.6 0
Corynebacterium amycolatum 2 100 0 0 0
Corynebacterium diphtheriae 3 100 66.7 0 0
Corynebacterium jeikeium 10 100 0 0 0
Corynebacterium pseudodiphtheriticum 9 100 0 0 0
Corynebacterium striatum 20 100 5 0 0
Corynebacterium ulcerans 2 100 ] 0 0
Corynebacterium urealyticum 5 80 0 20 0
Eggerthella lenta 9 100 0 0 0
Eubacterium limosum 3 100 0 0 0
Finegoldia magna 14 100 0 0 0
Fusobacterium mortiferum 3 100 0 0 0
Fusobacterium necrophorum 7 714 0 28.6 0
Fusobacterium nucleatum 7 100 14.3 0 0
Lactobacillus gasseri 2 100 0 0 0
Micromonas micros 7 100 0 0 0
Peptostreptococeus anaerobius 3 100 0 0 0
Prevotella bivia 7 100 143 0 0
Prevotella buccae 3 100 0 0 0
Prevotella intermedia 3 66.7 0 333 0
Prevotella melaninogenica 4 75 25 25 0
Prevotella oralis 1 100 0 0 0
Propionibacterium acnes 35 97.1 0 29 0
Veillonella spp. 6 100 0 0 0
Cumulative totals 365 95.1 4.9 4.6 0.3

Fonte: (Adaptado de RENNIE et al., 2008).



2 - Microrganismo corretamente identificados no cartdo GP ID VITEK® 2.

Abiotrophia defectiva Listenia seeliger
Aerococcus unnae Listena welshimern
ASFOCOCCUS Wndans Micrococcus lufeus/iylae

Alldlacoccus ofitis

Pediococous acdilacticd

Dermacoccus nishinomiyaensis/’
Kutococcus sedentarius

Pediococous penfosaceus

Rothia muciaginesa

Enterococcus avidm Staphylococeus anlettas
Enterococcus casseliflavus Staphylococcus aureus
ENterococcus cecorum Stophylococcus guricwlons

Enterococcus columbag

Staphylococcus cofimg ssp. cohmil

Enterococcus durans

Staphylococcus cohmil 55p. urealybicum

Enterococcus faecalis Stophylococcus epidermidis
Enterococcus faecium Stophylacoccus egquovum
Enterococcus gallingrum Staphylococcus galinagrum
Enterococcus hirae Staphylacoccus haemolyiicus
Enterococcus rafinosus Staphylococcus hominis
Enterococcus sacchanolyticus Staphylacoccus Rgkous
Erysipelothrix rhusiopatiae Staphylococcus intermedius
Facklamia hominis Stophylococcus Koosii
Cardnerefla vagimans Stophylacoccus lenfus
Gemella bergen Staphylococcus ugdumensis
Gemella haemalysans Staphylococcus saprophyticus
Gemella morbillarum Staphylacoccus schleiferi
Gemella sanguinis Staphylacoccus soiur
Globicatella sanguinis Staphylococcus simuwlans
Globicatella sulfidifaciens Staphylococcus vitulings
Granulicatela adiacens Staphylacoccus warmeri
Granulicatella elegans Staphylacoccus syiosus
Helcococous kunzii Streptococcus agalactioe
Kocuria krisfinae Strepiococcus alaciolybicus
Kocuria roseg Streploconcus anginasus
Kocuria varnans Streplococcus cams
Lactacoccus gandeone Streptococcus consleliatus ssp. constellatus

Lactacoccus kclis ssp. Ccremorns

Streptococcus consteliatus ssp. pharyngis

Lactacoccus kachis ssp. lactis

Streptococcus crishalus

lactococcus raffnoiactis Streptococcus downel
Leuconosioc cilreum Strepiococcus dysgalactiae ssp. dysgalactiae
Leuconosioc kactis Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis

Leuconosioc mesenteroides ssp. cremons

Streplocoacs equi ssp. equl

Leuconosioc mesenteroides ssp.
dextranicum

Streptococcus equil S5p. Z00epidenicus

Sreplocoocus equinus

Leuconosiocs mesenteroides ssp.
mesenteroides

Streptococcus galiolyticus

Streptococcus gordomi

Leuconosioc pseudomesenternides

Strepitococcus hyointestinalis

Listeria grayi Streptococcus infantarius

Listeria innacua Streplocoacus infermedius

Listeria ivanovi Streptococeus lufetiensis/Strepfococcus bowis
Listeria monocytogenas Streptococcus mitis/Streptococcus oralis
Streplococcus mulans Streptococcus suwis |

Streplococcus avis Streptococcus suis

Streplocorcus Parasanguins

Streptococcus thermophilus

Streplococcus pasteurianus

Streptovoccus thoraltensis

Streptococcus pluranimalivm Staphylococcus capitis

Strepiococcus preumoniae Staphylococcus caprae

Streplocorcus POrCinus Staphylococcus carmasus ssp. camasus
Streplocorous pyogenss Staphylococcus chromogenes

Streplococcus salivarius

Streptococcus uberis

Streplocorcus Sanmguins

Streptococcus veshbularis

Streptococcus sobrinus

Wagocaccus fuvialis

Fonte: (Adaptado de PINCUS, 2006).
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3- Microrganismo corretamente identificados no cartdo GN ID VITEK® 2.

Enterobacteriaceae

Mon-Enterobacteriaceae

Buttiguxeilla agrestis

Achromobacter xylosoxidons ssp. dentrificans

Cederea davisae

Achramobacter xylosowdans s5p. Xyosoxidans

Cederea lapagel Acinetobacter baumaniil

Citrobacter amalonabicus Acinetobacter haemolyticus

Citrobacter braakiy Acinetobacter junil

Citrobacler farmeri Acinetobacter lwoffi

Citrobacter freundi Actinobacillus urege

Citrobacter kaseri Aeromonas hydrophila/Aeromanas caviae
Citrobacler sediaki Aermmonas salmonicda

Citrobacter youngoe Aeromonas sobria

Edwardsielia hoshinag

Aeromonas veronii

Edwardsiello fardg

Alcaligenes faecalls ssp. faecalis

Enterabacter aerogenes Baordetella bronchiseptica
Enterobacter amnigenus 1 Bordetella rematum
Enterabacter amnigenus 2 Brevundimanas diminuiaivesicularis
Enterobacter ashuriae Brucelia melitensis

Enterabacter cancerogenus Budvicia aquatica

Enterobacter cloacae Burkholderia cepacia group
Enterabacter gergoviae Burkholderia gladioli
Enterabacter intermedius Burkholderia malei
Enterabacter sakazaki Burkholderia pseudomaliel
Escherichia coli COC group EF-4 (Pasbeurelia)
Escherichia coli 0157 CDC group BEO-2 {Psychrobacter]
Escherichia fergusonii Chromobactenum vislaceurn
Escherichia hermannii Chiyseobacterium glewm

Escherichia wulneris

Chrusechactenium indalogenes

Ewingefla americana

Chrysechacterium meningasepticum

Hainia alver

Comamanas testosteron

Hlebsiella oxytoca

Delftia acideverans

Kiebsiella preumoniae ssp. ozaenae

Francisela uiarensis

Hiebsiella pneumonias ssp. preLmomios

Mannheimia haemalytica

Hiebsiella pneumonias ssp rhingscleromaiis

Methylobacterium spp.

Kluyverg ascorbata Moraxella group
Kluyvena cryacrescens Myroides spp.
Leclercia agecarboxylata Ochirobactrum anthropl

Maoelierella wiscansensis

Ofigelia ureslytica

Morganella morganii ssp. morganit

Fasteurella oerogenes

Marganella morganii ssp. sibami

FPasteurelia multocida

FPantoed agglomerans

Pasteursiia pneumotropica

FPantoead spp.

Photobacterium damselae

Proteus mirabilis

Plesiomonas shigelloides

Proteus wilgans group/Probeus penneri

Pseidomamas geriginasa

Providencia alcalifaciens Pseudomuonas alcaligenes
Provadencia rettgeri Pseudomanas fuorescens
Providencia rus bgianil Pseudomanas lulesla

Providencia stuartil

Psendomonas mendacing

Rahnella aguatilis

Pseudomonas aryzibabilans

Raoultella ornithinalytica

Pseudomonas pseudoalcaligenes

Salmonela choleraesuwis ssp. anzonae

Pseudomonas pultida

Salmonella group

Pseudomonas stutzeni

Salmoneia ser. Gallinarum

Ralstonia mannifatilybica

Salmaonelia ser. Paratyphi A Ralstonia paucula
Salmonella typhi Ralstonia picketti
Serrafia ficaria Rhizobium radiobacter
Serratia fonticola Shewanealla putrefaciens

Serratia liguefaciens group

Sphingobacterium mulbivorum

Serralia marcescens

Sphingobacterium spintivarim

Sernatia odorifera Sphingobacterium thalpophilum
Serrafia plymuthica Sphingomonas paucimobilis
Serralio rubidoea Stenoirophomonas malbophilia
Shigella group Vibrio alginalyticus

Shigella sonnei Vibrio cholerae

Yersinia enferocalilica group Vibrio Auvials

Yersinia pestis Vibrio hollisae

Yorsinia pseudotuberculosis

Vibrio metschnikovi

Yersinia ruckeri

Vibrio mimicus

Yokenella regensburgel

Vibrio parahoemolyticus

Vibrio vulmificus

Fonte: (Adaptado de PINCUS, 2006).
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4- Microrganismo corretamente identificados no cartédo BCL ID VITEK® 2.

Aneunnibacillus areurinilyticus Brevibacillus choshinensis
Bacillus anthracis Brevibacilius invocatus

Bacillus badius Brevibaciius katerosporus
Bacillus cereusBacillus thuringiensis Brevibacillus parabrevis
Bacillus circulans Geobacillus stearothermaophilus
Bacillus coagulans Ceobacilus thermoglucosidasius’
Bocilius frmus Geob. thermaodenitrificans
Bacillus fentus Paenibaciilus alvel

Bacillus licheniformis Paenibacillus amylolyticus
Bacillus megatenim Paenibacillus durus

Bacillus mycoides Paenibaciius glucanolyficus
Bacillus pumilus Paenibacillus macerans
Bacillus smithil Paenibacillus pabuli

Badillus sphaenicus/Bacillus fusifonmis Paenibacilus peanae

Bacillus sporathermodurans Paenibacilius polymixa
Bocillus subtilis/Bacilius amyloigquefadens | Poenibacilius thiaminolyticus
Brevibacillus agri Paenibacillus validus
Brevibaciilus borstelansis Virgibacillus pantothenticus
Brevibacilius brevis Virgibacilus proomii
Brevibacillus centrosporus

Fonte: (Adaptado de PINCUS, 2006).

Owverall comect

identification
(%)
Total -
Species strains® BCL BAC
Bacillus amyloliquetacions 2 100 100
Badillus cereust 14 100 64
Badillus coaguians 3 100 0
Bacillus firmus [ 100 33
Bacillus licheniformis 13 100 77
Badillus megaterium 4 75 100
Bacillus mycoidest 3 100 100
Bacillus pumilus 10 100 a0
Bacillus subtilis 15 100 100
Badillus thuringicnsist 8 100 100
Bacillus floxust 1 0 100
Bacillus simplext 3 a7 0
Bacillus siralist 1 100 0
Badillus sp.} 2 100 0
Brevibadillus borstelensis 1 100 100
Brovibacillus centrosporus 1 100 0
Geobacillus stearathermophilus 1 100 NT
Geaobacilius thermogiucosidasius 2 100 NT
Goobacillus thermodenitrificans 2 100 NT
Lysinibacillus sphaericus 5 60 75
Pacnibacillus alvei 5 100 20
Pacnibacillus polymyxa 1 100 100
Pacnibacillus thiaminolyticus 1 100 100
Pacnibacillus lautusi 2 0 0
Virgibacillus pantothenticus 3 67 67
Toital 109 a3 70

Fonte: (Adaptado de HALKET, 2010).



ANEXO C — PROVAS BIOQUIMICAS CONTIDAS POR CARTAO DO SISTEMA
VITEK® 2.

1- Provas bioguimicas contidas no cartdo GP ID VITEK® 2.

Well | Test Mnemonic | Amount/Well
2 D-AMYCDALIN AbAY 0.1875 mg
& PHOSPHATIDVUNOSITOL PHOSPHOLIPASE C | PIPLC 0.015 mg
5 D-XYLOSE L 0.3 mg
a8 ARCIMIMNE DIHYDROLASE 1 ADH1 0111 mg
9 BETA-CALACTOSIDASE BOAL 0.036 mg

11 ALPHA-CLUCOSIDASE AGLU 0.0%36 mg
13 Ala-Phe-Pro ARYLAMIDASE APPA 0.0384 mg
14 CYCLODEXTRIN CDEX 0.3 mg

15 L-Aspartate ARYLAMIDASE AspA 0.024 mg
16 BETA CALACTOPYRANOSIDASE BOAR 0.00204 mg
17 ALPHA-MANNOSIDASE AbAAN 0.0%36 mg
19 PHOSPHATASE PHOS 0.0504 mg
20 Leucine ARYLAMIDASE Lewud, 00254 mg
23 L-Proline ARYLAMIDASE Prod 0.0234 mg
24 BETA GLUCURONIDASE BGURr 00018 mg
25 ALPHA-CALACTOSIDASE AGAL 0036 mg
26 L-Pyrrolidonyl- ARYLAMIDASE PyrA 0.018 mg
27 BETA-GLUCURONIDASE BOLUR 0.0378 mg
28 Alanine ARYLAMIDASE Ala 00216 mg
259 Tyrosine ARYLAMIDASE TyrA 0.0276 mg
20 D-SORBITOL dS0R 01875 mg
£y UREASE LIRE 0.15 mg

32 POLYMIXIN B RESISTANCE POLYE 0.00093 mg
37 D-GALACTOSE dCAL 0.3 mg

8 D-RIBOSE dRIB 0.3mg

29 L-LACTATE alkalinization ILATK 0.15 mg

432 LACTOSE LAC 0.96 mg

&4 M-ACETYL-D-CLUCOSAMIME MNAG 0.3 mg

45 D-MALTOSE dhAL 0.3mg

45 BACITRACIN RESISTAMCE BALCI 0.0006 mg
47 MNOVOBIOCIN RESISTAMCE MNCRO 0.000075% mg
50 CROWTH IN 6.5% NaCl MCE.5 1.68 mg

52 D-MANNITOL dhAN 0. 1875 mg
53 D-MANNOSE dMNE 0.3 mg

54 METHYL-B-D-CLUCOPYRANOSIDE MBAG 0.Zmg

56 PULLULAN PUL 0.3 mg

57 D-RAFFINOSE dRAF 0.3 mg

58 2129 RESISTANCE (comp vibrio.) 01291 0.0084 mg
59 SALICIN SAL 0.3mg

&0 SACCHAROSESUCROSE SALC 0.3 mg

62 D-TREHALOSE dTRE 0.3 mg

63 ARCININE DIHYDROLASE 2 ADHZs 0.27 mg

64 QOPTOCHIN RESISTAMCE OPTO 0.000399 mg

Fonte: (Adaptado de PINCUS, 2006).



2- Provas bioquimicas contidas no cartdo GN ID VITEK® 2

Well | Test Mnemonic Amount/Well
2 Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE APPA 0.0384 mg
% ADOMNITOL ADO 0. 1875 mg
£ L-Pyrolydony -ARYLAMIDASE Pyri 0.018 mg
5 L-ARABITOL IARL 0.3 mg
7 D-CELLOBICSE dCEL 0.3 mg
9 BETA-CALACTOSIDASE BGAL 0.036 mg

10 H25 PRODUCTION H25 0.0024 mg
11 BETA-M-ACETYL-CLUCOSAMINIDASE BNAG 0.0408 mg
12 Clutamyl Arylamidase phA ACLTp 0.0324 mg
13 D-GLUCOSE dGLU 0.3 mg

1 4 CAMMA-GLUTAMYL- TRANSFERASE CoT 0.0228 mg
15 FERMENTATION! CLUCOSE OFF 0.45 mg
17 BETA-CLUCOSIDASE BGLU 0.036 mg
18 D-MALTOSE dhAL 0.3 mg

19 D-MAMNMNITOL dhAM 0. 1875 mg

20 D-MAMNOSE dhNE 0.3 mg

21 BETA-XYLOSIDASE BXYL 0.0324 mg

22 BETA-Alanine arylamidase phA BAlap 00174 mg

23 L-Proline ARYLAMIDASE Prod 0.0234 mg

26 LIPASE LIP 0.0192 mg

27 PALATINGSE PLE 0.3 mg

29 Tyrosing ARYLAMIDASE TyrA 0.0276 mg

31 LREASE URE 0.15 mg

32 D-SORBITOL dSOR 0. 1875 mg

i3 SACCHAROSESUCROSE SAL 0.3 mg

34 D-TACATOSE dTAG 0.3 mg

i5 D-TREHALOSE dTRE 0.2 mg

36 CITRATE [SCDILUM) I 0.054 mg

37 MALONATE MANT 0.15 ma

39 5-KETO-D-CLUCOMATE SKC 0.3 mg

&0 L-LACTATE alkalinisation ILATE 0.15 mg

41 ALPHA-CLUCOSIDASE ACLU 0.036 mg

&2 SUCCIMATE alkalinisation SUCT 0.15 mg

43 Beta-N-ACETYL-CALACTOSAMINIDASE MAGA 0.0306 mg

L4 ALPHA-CALACTOSIDASE ASAL 0.036 mg

45 PHOSPHATASE PHOS 0.0504 mg

46 Clycinge ARYLAMIDASE ClyA 0.012 mg

&7 ORMITHINE DECARBOXYLASE QoDC 0.3 mg

48 LYSINE DECARBOXYLASE LDC 0.15 mg

52 DECARBOXYLASE BASE ODEC MIA

53 L-HISTIDINE assimilation IH15a 0.087 mg

55 COUMARATE CMT 0126 mg

57 BETA-CLUCOROMNIDASE BGLUR 0.0378 mg

58 0129 RESISTANCE (comp.vibrio.) 01298 0.0105mg

59 Clu-Cly-Arg-ARYLAMIDASE COAA 0.0576 mg

61 L-MALATE assimilation IMLTa 0.042 mg

62 ELLMAMN ELLM 0.03 mg

G4 L-LACTATE assimilation ILATa 0185 mg

Fonte: (Adaptado de PINCUS, 2006).
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3- Provas bioquimicas contidas no cartdo BCL ID VITEK® 2.

Well | Test Mnemonic | Amount/Well
1 BETA-XYLOSIDASE BXYL 0.0324 mg
3 L-Lysine-ARYLAMIDASE LysA 0.0228mg
4 L-Aspartate ARYLAMIDASE Asph 0024 mg
5 Leucine-ARYLAMIDASE LeuA 0.0234 mg
7 Phenylalanine ARYLAMIDASE Phed 0.0264 mg
B L-Praline ARYLAMIDASE ProA 0.0234 mg
g BETA-CALACTOSIDASE BGAL 0.036 mg

10 L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE PyrA 0.018 mg
11 ALPHACALACTOSIDASE AGAL 0.036 mg
12 Alanine ARYLAMIDASE Alad 0.0222 mg
13 Tyrosine ARYLAMIDASE TyrA 0.0282 mg
14 BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE BMNAG 0.0408 mg
15 Ala-Phe-Pro ARYLAMIDASE APPA, 0.0384 mg
18 CYCLODEXTRIN CDEX 0.3 mg

19 D-CALACTOSE dGAL 0.3 mg

21 CLYCOGEN CLYG 0.1875mg
22 myo-INOSITOL ING 0.3 mg

24 METHYL-A-D-CLUCOPYRAMOSIDE acidification | MdG 0.3 mg

25 ELLMAMN ELLM 0.03 mg
26 METHYL-D-XYLOSIDE X 0.3 mg

27 ALPHA-MANNOSIDASE AMAN 0.0 Sﬁ-mg
29 MALTOTRIOSE MTE 0.3 mg

30 Clycine ARYLAMIDASE ClyA 0.012 mg
31 D-MANMITOL dhiAMN 0.3 mg

32 D-MANMOSE diINE 0.3 mg

4 D-MELEZITOSE dhLZ 0.3 mg

26 MN-ACETYL-D-CLUCOSAMINE MAG 0.3 mg

37 PALATINOSE PLE 0.3 mg

39 L-RHAMMNOSE IRHA 0.3 mg

41 BETA-CLUCOSIDASE BGLU 0.036 mg

43 BETA-MANMNOSIDASE BhAN 0.036 mg

dd PHOSPHORYL CHOLIME PHC 0.0366 mg

45 PYRUVATE PUATE 0.15 mg

46 ALPHAGLUCOSIDASE AGLL 0.036 mg

47 D-TAGATOSE dTAG 0.3 mg

48 D-TREHALOSE dTRE 0.3 mg

50 IMULIM IMLI 0.12 ma
53 D-CLUCOSE dGLL 0.3 mg
54 D-RIBOSE dRIB 0.3 mg
o] PUTRESCINE assimilation PSCNa 0.201 mg
S8 GCROWTH IN 6.5% Mall NaCl 6.5% 1.595 mg
59 KAMAMYCIN RESISTANCE AN 0,006 mga

&0 OLEAMDOMYCIM RESISTAMCE LD 0,003 mg

61 ESCULIM hydrolysis ESC 0.0235 mg

62 TETRAZOLIUM RED TTZ 0.0189 ma

63 POLYMIXIN_B RESISTAMCE FOYB_R 0.0009% mg

Fonte: (Adaptado de PINCUS, 2006).
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