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O sucesso é construido d noite! Durante o dia vocé faz o que todos fazem.
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RESUMO

Com a ampla disseminacao da AIDS, uma grande gama de microrganismos
tem aparecido como patégenos emergentes, causando importantes infeccoes em
pacientes imunocomprometidos. Por exemplo, Rhodococcus equi, um agente incomum
de infeccbes em humanos, tem sido isolado em pacientes imunocomprometidos. A
presenca deste microrganismo oportunista em produtos farmacéuticos ndo tem tido
consideravel atencdo. No presente trabalho, o método de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi comparado com métodos convencionais para rapida detecgao de
trés espécies bacterianas em amostras de cremes tdpicos contaminadas artificialmente.
As amostras foram incubadas por 24 horas a 37°C. Depois da incubacdo em caldo com
10% de tween 20, amostras foram semeadas em meio para crescimento seletivo.
ldentificacao bioquimica de Bacillus cereus e Rhodococus equi foram feitas utilizando o
sistemas de identificacdo APl 20E® e API Coryne®, respectivamente. Para identificagao
de Micrococcus luteus foram utilizados os testes de catalase, oxidase, morfologias das
colénias e o sistema Gram. O DNA foi extraido usando o método do fenol-cloroférmio.
Os iniciadores utilizados contendo a sequéncia especifica foram para B. cereus (BC1 e
BC2), R. equi (COX-F e COX-R) e para M. luteus (ML-ISR-R e ML-ISR-F) foram
utilizados na reacdo de PCR. Para validacdo da metodologia molecular, as seqiéncias
dos produtos de PCR foram determinadas e analizadas utilizando-se os programas
Blastn e Blastx. Foi observado uma alta similaridade (E .value < 0,0) e uma alta
identidade ( > 99%) para as bactérias utilizadas neste estudo. Os métodos convencional
e de PCR detectaram B. cereus, R. equi e M. luteus em todas as amostras
contaminadas artificialmente. O tempo para completar o método de PCR incluindo o
preparo de amostras e a amplificacao especifica do DNA bacteriano foi de 27 horas.
Para o método convencional foi necesséario de 72 a 96 horas para o isolamento e
identificacao bioquimica dos microrganismos pesquisados. A rapida deteccao de PCR
para B. cereus, R. equi e M. luteus mostrada neste trabalho sugerem o uso desta
metodologia em controle de qualidade microbioldgica de produtos topicos nao estéreis,
especialmente utilizados por pacientes imunocomprometidos.



Palavras - chave: PCR, imunocomprometidos, patégenos oportunistas, produtos topicos
nao estéreis.

ABSTRACT

With the ample dissemination of the AIDS, a wide range microorganisms has
blunted as emergent pathogens, causing important infection in immunocompromised
patients. For example, Rhodococcus equi, an unusual cause of infection in humans, has
been isolated from HIV-infected patients. The presence of these opportunistic
microorganisms in pharmaceutical products has not receiv considerable attention. In the
present work PCR assay were compared with standard microbiological methods for
rapid detection of three bacterial species from artificially contaminated sample of topical
creams. Artificially contaminated samples were incubated for 24 horas at 37° C. After
incubation in broth with 10% tween 20, samples were streaked on seletive growth
media. Biochemical identification of Bacillus cereus and R. equi was performed using
AP| 20E® and API Coryne® identification systems, respectivelly. For Micrococcus luteus
identification, colony an Gram-stained morphology of the bacterium and the biochemical
tests of catalase and oxidase were used.DNA was extracted using phenol-chloroform
method. DNA primers containing the specific sequences of the BC1 and BC2 for B.
cereus, COX-R and COX-F for R. equi and ML-ISR-F and ML-ISR-F for M. luteus were
used for detection in the PCR reaction. In order to validate this methodology, DNA
sequences of the products were determined. The sequences of the cloned PCR
products were analysed using Blastn and Blastx programs. It was observed a marked
similarity (E.value < 0,0) and a high identity (> 99%) to the bacteria used in the study.
Both the PCR and the standard enrichment tests method detected B. cereus, R. equi
and M. luteus in all of the deliberately contaminated samples. The time to complete the
PCR assay including sample preparation and PCR amplification of the specific DNA
bacterial targets was 27 h. Standard plating methods required 72-96 h for the bacteria
to be isolated, purified and biochemecally identified. Rapid PCR detection of B. cereus,
R. equi and M. luteus showed in this work suggests the use of this methodology in the
microbiology control of non-sterile topical products, specially intended for use with
immunocompromised patients.



Keyword: PCR, immunocompromised patients, opportunistic microorganisms, non-
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contaminados propositadamente. 1: Marcador de 100 pb; 2: acido fusidico; 3:
neomicina-bacitracina; 4: aciclovir; 5: Branco da reagéo.
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1 INTRODUGCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), considerada atualmente
uma grande pandemia, é a manifestacao clinica avancada da infeccao pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV).

O HIV dirige seu ataque contra os linfécitos T CD4" e os macréfagos,
destruindo-os. Deste modo, ocorre o comprometimento dos mecanismos de defesa do
organismo humano, provocando a perda da imunidade e permitindo o aparecimento de
varias infeccoes oportunistas.

Infecgdes oportunistas sdo aquelas que se desenvolvem em decorréncia de
uma deficiéncia imunitaria do hospedeiro. Sado geralmente de origem infecciosa, porém
varias neoplasias podem também ser consideradas oportunistas. As infeccoes
oportunistas podem ser causadas por microrganismos que, usualmente, sao
considerados nao patogénicos, ou seja, aqueles que nao sao capazes de desencadear
doenga em pessoas com sistema imune funcionando normalmente.

Varias sdo as infecgdes oportunistas associadas a AIDS, podendo ser
causadas por virus, bactérias, protozoarios e fungos.

O acompanhamento médico e os tratamentos anti-HIV (coquetéis) tém por
finalidade impedir o desenvolvimento do virus, evitando o enfraquecimento do sistema
imunitario e diminuindo as chances de desenvolvimento de infecgdes oportunistas,
permitindo assim, que a pessoa conserve boa saude. Atualmente sdo empregados no
tratamento de pacientes imunocomprometidos uma grande Vvariedade de
medicamentos, incluindo os anti-retrovirais (ARVs), que combatem o HIV. Além destes,

medicamentos tdpicos tém sido também regularmente empregados em pacientes



infectados com o HIV, visando o tratamento de infeccées secundarias que tem como
etiologia principal microrganismos considerados oportunistas.

O Controle de Qualidade é fundamental na Industria Farmacéutica. Busca-se
com a sua aplicagdo garantir que as caracteristicas essenciais de qualidade, esperadas
pelo consumidor, tais como eficacia terapéutica, funcional, cosmética, além da
seguranca, estejam presentes em todos os produtos (GIL, 2007).

O Controle Microbioldgico de farmacos e medicamentos fundamenta-se na
analise quantitativa e qualitativa dos produtos. A analise qualitativa rotineiramente
empregada preconiza a pesquisa de bactérias patogénicas. Pouca atencdo é dada a
possivel presenca de microrganismos oportunistas em produtos farmacéuticos. Além
disso, os métodos classicos usados na pesquisa e identificagcdo de patégenos baseiam-
se em testes bioquimicos que, de modo geral, sao testes complexos e demorados. O
surgimento das técnicas de biologia molecular permite atualmente a identificacdo mais
precisa e rapida de microrganismos. Contudo, para sua correta aplicagéao no controle de
qualidade de medicamentos é indispensavel a definicido de parametros e padroes a
serem avaliados segundo os diferentes tipos de medicamentos.

Para tanto, o diagndstico baseado em metodologia molecular deve ser
avaliado em relacdo aos métodos tradicionais antes de ser utilizado na rotina de
laboratérios de controle de qualidade. A importancia deste fato se deve a tendéncia
mundial em aceitar esses métodos.

Para validacao da metodologia foi aplicado o seqienciamento do DNA obtido
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) através do BLAST, que busca
sequéncias similares em bancos de dados de sequéncias, sendo que suas
implementag¢des mais conhecidas sdo a do NCBI — National Center for Biotechnology
Information e o da University of Washington, conhecido como WU-BLAST.

Assim, buscou-se nesse trabalho a avaliagdo da presenca de patégenos
emergentes em medicamentos topicos usualmente empregados em pacientes
imunocomprometidos. Para tanto, foi proposto e padronizado método baseado em

técnicas de biologia molecular como ferramenta analitica.



2 REVISAO DA LITERATURA

O virus da imudodeficiéncia humana (HIV) foi descoberto no inicio da década
de 80. Atualmente, sdo conhecidos dois sub-tipos do virus, o HIV-1 e o HIV-2.
Trabalhos recentes sugerem que estes virus passaram a infectar o homem ha poucas
décadas, provavelmente entre os anos 40 e 50 (www.abcdaids.com.br).

A organizagdo Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (JUNPA)
estima que, aproximadamente, 40 milhdes de pessoas estao vivendo com o HIV/AIDS
hoje e que 92,5% delas, s&o adultos, enquanto o restante s&o criangas abaixo de 15
anos de idade (ONYANCHA; OCHOLLA, 2005).

Na superficie de linfécitos T CD4" humanos encontram-se glicoproteinas,
dentre elas a glicoproteina de 120 kD (GP 120) que serve como molécula receptora
para o virus HIV. Utilizando esse receptor, o virus penetra nessa célula e em seu
interior se multiplica (geracdo de novas particulas virais), podendo levar a destruicéo
destes linfocitos (SANTOS et al., 2002).

O estudo do funcionamento do Sistema Imune mostra que os linfécitos T
CD4" representam elemento central no desenvolvimento da resposta imune humoral e
celular (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

O organismo reage a infeccao pelo virus, produzindo anticorpos anti-HIV e
fabricando mais linfécitos T CD4". Em geral, o sistema imunitario continua a funcionar
bem durante varios anos apdés a infeccdo pelo HIV. Nessa fase chamada de
"assintomatica" a pessoa nao apresenta nenhum sinal visivel da doenga. Entretanto, no
decorrer desse periodo, o virus se multiplica muito intensamente e um grande namero
de linfécitos T CD4* é destruido a cada dia. A relacdo entre linfécitos T CD4* e T CD8*



é rotineiramente utilizada para acompanhar a evolucdo da doenca, sendo que quanto
menor o numero de T CD4", pior é o prognéstico (MATTOS et al., 2004).
A diminuicdo de células de defesa implica na conseqliente diminuicdo da
capacidade do organismo em responder aos diversos agentes nocivos ao organismo.
Como consequéncia, o individuo passa a apresentar, caracteristicamente, sinais das
primeiras manifestacbes de imunodeficiéncia, as infec¢gées oportunistas (I0’s). Mais
adiante, com o grande espalhamento das |O’s, o corpo enfraquece e a situacao evolui
para a morte (MATTOS et al., 2004).
O inicio dos anos 80 mostrou claramente o aumento da ocorréncia de
diversas infecgdes oportunistas em pacientes imunocomprometidos. As doencas sao
geralmente de origem infecciosa, porém varias neoplasias podem também ser
consideradas oportunistas (ONYANCHA; OCHOLLA, 2005).
Infecgdes oportunistas sdo causadas por microrganismos como Vvirus ou
bactérias que em circunstancias normais ndo causariam problemas a saude das
pessoas (National Institute of Allergy and Infectious Diseases, 2003; West Penn
Allerheny Health System for Patientes and Public Health, 2003).
Segundo Trevejo (2005), as infecgdes oportunistas mais freqlientes sao:
= a pneumonia por Pneumocystis carinii que afeta de 70-80% dos portadores;
= as infecgcbes da boca e da garganta causadas por fungos, tais como Candida
albicans, que em mulheres pode também causar infec¢des vaginais;

= as infec¢des do figado, dos pulmdes e da medula 6ssea pelo Mycobacterium avium;

=>» abscessos cerebrais e encefalopatia devidos a infeccao pelo Toxoplasma gondii,
que também pode afetar os olhos, pulmdes e o tecido nervoso;

= infeccdes pelo Cytomegalovirus podendo causar colite, esofagite, pneumonia, além
de infeccbes oculares;

=>» herpes viral caracterizada pelo surgimento de pequenas vesiculas cheias de
liquido.

No Brasil, de acordo com o ultimo Boletim Epidemioldgico (BRASIL, 2006) as
infeccbes mais comumente comunicadas entre 2005-2006 quando da notificacdo dos

casos de AIDS foram: candidiase; pneumonia por Pneumocystis carinii; tuberculose



(disseminada, extrapulmonar e pulmonar ndo-cavitaria); toxoplasmose cerebral; herpes

Microrganismo Infecgdo relacionada

- Citomegalovirose
Virus - Herpes simples

- Leucoencefalopatia multifocal progressiva (Virus JC)

-Micobacterioses (tuberculose e complexo Mycobacterium
Bactérias avium-iiztracellulare ou MAI)

- Pneumonias (S. pneumoniag)

- Salmonelose

- Pneumocistose
Fungos - Candidiase
- Criptococose

- Histoplasmose

- Toxoplasmose
Protozoarios - Criptosporidiose

- Isosporiase

simples; sarcoma de Kaposi; criptococose extrapulmonar e citomegalovirose.
A Tabela 1 mostra as infecgées mais importantes relacionadas a AIDS,
apontando os principais patégenos divididos por grupos (MATTOS et al., 2004).

Tabela 1 — Infec¢gdes mais importantes relacionadas a AIDS (MATTOS et al., 2004).

Com a ampla disseminacdo da AIDS por todo o planeta, inUmeros
microrganismos tém despontado como patdégenos oportunistas, causando infecgdes
importantes e muitas vezes letais nos individuos acometidos. Esses microrganismos

podem ser encontrados contaminando medicamentos e seus correlatos,
facilitando sua veiculacdo aos doentes.



Em decorréncia do aumento do numero de casos de individuos
imunocomprometidos varios microrganismos tém surgido como potenciais patégenos
oportunistas. Dentre esses patégenos, bactérias Gram positivas tém sido relatadas em
uma grande variedade de casos (TREVEJO et al., 2005, SZCZERBA, 2005).

O género Mycobacterium tem sido freqlientemente descrito em infecgdes em
pacientes imunocomprometidos. A tuberculose humana causada pelo Mycobacterium
tuberculosis é a doenca mais importante que afeta pacientes com HIV/AIDS. Esses
mesmos pacientes apresentam grande susceptibilidade para infeccdes com
Mycobacterium avium (GOLUB et al.,, 1986), ou o complexo Mycobacterium avium
(MAC) que infecta os pulmbes, intestino, medula déssea e figado
(www.aidsportugalcom/article.php). Cepas de Mycobacterium bovis foram identificadas
em erupg¢des nosocomiais em pacientes infectados pelo HIV (LINDER, 1997).

Outra bactéria Gram-positiva que tem tido um aumento comum e
frequentemente fatal como patégeno oportunista em humanos infectados com HIV é a
espécie Rhodococcus equi (RABAGLIATI et al., 2005; MARCHIORI et al., 2006).

O primeiro caso de Rhodococcus equi foi relatado em 1967 em um paciente
recebendo corticosterdide para tratamento da hepatite crénica (LINDER, 1997). Varios
outros casos tém sido descritos desde entdo, confirmando o importante papel dessa
bactéria nos casos de infecgdes pulmonares em pacientes imunocomprometidos
(CAPDEVILA et al.,, 1997; GRAY et al.,, 2000; HULSEWE-EVERS et al., 2000;
FERNANDEZ-RIAL et al., 2003). Pneumonia é a manifestacdo mais comum da infecgao
que ocorre por inalagdo dos microrganismos com aparecimento de necrose
granulomatosa (KAMBOQOJ et al., 2005, ROZSYPAL et al., 2007).

Rabagliati e colaboradores (2005) relataram casos de presenca de R. equi
em bidpsia toracica de pacientes com tosse, dispnéia, febre intermitente e pneumonia.

Até o inicio dos anos 90, Brevibacterium sp. nao tinha sido descrita como
patégeno humano. McCaughey e Damani (1991) relataram o primeiro caso de infec¢ao
humana causada, provavelmente, por cateter infectado por Brevibacterium epidermidis.
Em 1993, Gruner, Pfyffer e Graevenitz isolaram nove cepas de Brevibacterium sp. no
periodo de um ano. Estes microrganismos foram isolados de fluidos de dialise, culturas

de sangue, fluido cerebroespinhal e fluido pleural. Funke e Carlotti (1994) examinaram



quarenta e trés cepas de Brevibacterium sp. encontradas em cateteres nos ultimos vinte
anos e identificaram quarenta e uma como Brevibacterium casei e duas como
Brevibacterium epidermidis. Nos Ultimos anos, a presenca de Brevibacterium casei foi
descrita em pacientes com AIDS, adicionando esta espécie na lista de patégenos
oportunistas (REINERT et al. 1995; BRAZZOLA et al., 2002).

Bacillus cereus tem surgido como causa de endoftalmia enddgena,
usualmente como complicacdo grave em pacientes com uso prolongado de cateter e
substancias injetaveis (CALLEGAN, 1998). Também tem sido reconhecido como o mais
importante patégeno ocular (O’'DAY et al., 1981) associado a queratite pdés-traumatica
severa e a endoftalmia (PINNA et al., 2001).

Nos ultimos anos, casos de infeccbes provocadas por B. cereus em
pacientes infectados com o HIV foram relatados. A manifestagéo clinica da infecgao
pode se dar na forma de meningite (CHEMLAL et al., 1995), bacteremia (BALL;
SEPKOWITZ, 1994) ou diarréia (ROWAN; ANDERSON, 1998).

Le Scanff e colaboradores (2006) afirmam que B. cereus € admitido como um
sério patdgeno oportunista em pacientes imunocomprometidos. Ele causa infeccao no
sistema nervoso central freqientemente levando a morte (KUWABARA et al., 2006).

Micrococcus sp. sdo cocos Gram-positivos considerados habitantes normais
da pele. Entretanto, em pacientes com HIV estas bactérias podem produzir infec¢des
cuténeas (SMITH et al., 1999). A maioria das manifestacdes cutaneas surge quando a
taxa de linfécitos T CD4* encontra-se menor do que 100 cels/mm?®. Contudo, alguns
autores nao observaram diferengas significativas na prevaléncia ou gravidade da
doenca entre pacientes assintomaticos e aqueles com AIDS (FERNANDEZ et al.,
2006). Superficies plasticas, como canulas intravenosas, sdo comumente contaminadas
com Micrococcus e sao porta de entrada destes microrganismos no organismo humano
(CASTAGNOLA et al., 1997).

O acompanhamento médico e os tratamentos anti-HIV (coquetéis) tém por
finalidade evitar o enfraquecimento do sistema imunitario e impedir o desenvolvimento
de infecgbes oportunistas, permitindo assim, que a pessoa conserve boa saude.
Atualmente sdo empregados no tratamento de pacientes aidéticos uma grande

variedade de medicamentos, incluindo os anti-retrovirais (ARVs), que combatem o HIV.



Além destes, medicamentos topicos tém sido regularmente empregados em pacientes
infectados com o HIV, visando o tratamento de infecgbes secundarias que tem como
etiologia principal microrganismos considerados oportunistas.

O Controle de Qualidade é fundamental na Industria Farmacéutica. Busca-se
com a sua aplicagdo garantir que as caracteristicas essenciais de qualidade, esperadas
pelo consumidor, tais como eficacia terapéutica, funcional, cosmética, além da
seguranca, estejam presentes em todos os produtos (GIL, 2007).

O Controle de Qualidade de Medicamentos requer criteriosa analise sobre a
qualidade fisico-quimica e microbiolégica dos produtos farmacéuticos. O Controle
Microbiolégico de farmacos, medicamentos, cosméticos e correlatos fundamenta-se na
andlise quantitativa e qualitativa dos produtos. Segundo a Farmacopéia Brasileira
(1988), a analise qualitativa de produtos nao-estéreis valoriza, principalmente, quatro
bactérias (Escherichia coli, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus), cuja presenca nao é admitida em nenhum tipo de medicamento ou cosmético.
Dependendo da via de administracdo, algumas espécies sdo consideradas
indesejaveis, porém, para a grande maioria de espécies bacterianas, salvo legislacao
especifica, observa-se apenas o limite quantitativo, havendo, portanto tolerdncia em
relagdo a presenga microbiana nesses produtos.

Pouca atencao é dada a possivel presenca de microrganismos oportunistas
em produtos farmacéuticos. Além disso, os métodos classicos usados na pesquisa e
identificacdo de patégenos baseiam-se em testes bioquimicos que, de modo geral, sdo
testes complexos e demorados. O surgimento das técnicas de biologia molecular
permite atualmente a identificacdo mais precisa e rapida de microrganismos. Contudo,
para sua correta aplicagdo no controle de qualidade de medicamentos € indispensavel
a definicdo de parametros e padroes a serem avaliados segundo os diferentes tipos de

produtos farmacéuticos.

2.1 TRATAMENTO DA AIDS E DAS INFECCOES OPORTUNISTAS



O tratamento das doencas virais e das infecgdes oportunistas associadas é
muitas vezes bastante dificil. As estratégias empregadas em pacientes com AIDS para
superar este desafio, consistem em:

» preservar a fungao imune o maior tempo possivel com terapias anti-retrovirais;
» usar terapias farmacoldgicas profilaticas para impedir as infecgoes;
» diagnosticar e tratar infec¢cdes agudas o mais cedo possivel.

Desde a introdugdo dos anti-retrovirais em 1996, houve importante
diminuicdo na incidéncia das infec¢cdes oportunistas, bem como na mortalidade
associada a AIDS (BENENSON, 1995). O surgimento de novos medicamentos iniciou a
terapia anti-retroviral de alta eficiéncia (highly active anti-retroviral therapy - HAART),
que resultou numa diminuic&o significativa da mortalidade e morbidade (KERR, 2005).

Existem trés classes de anti-retrovirais no mercado: os inibidores da
protease; os inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos e o0s
inibidores da transcriptase reversa nao analogos de nucleosideos (MARKOWITZ, 1996;
MARK et al., 1999; CHEQUER et al., 2001). Suas principais caracteristicas sao:

a) Nucleosideos inibidores da transcriptase reversa: os analogos de
nucleosideos representam a primeira classe de farmacos que demonstraram atividade
anti-retroviral em pacientes tratados (BALINT, 2001). Atuam colocando-se como “falsos
nucleosideos” na formagdo da molécula de DNA pela transcriptase reversa. Quando
ocupam o lugar de um verdadeiro nucleosideo na formag¢ao da molécula do DNA viral,
impedem que um novo nucleosideo se ligue, interrompendo o processo. Portanto, tém a
caracteristica de serem inibidores competitivos. Porém, a transcriptase reversa possui
grande capacidade de mutacdo. Com o passar do tempo, ocorre alteragcdo de sua
estrutura nos sitios de ligacdo dos analogos de nucleosideos, sobrevindo entdo a
resisténcia (OMS, 1998). Os medicamentos inibidores da transcriptase reversa,
analogos de nucleosideos incluem a zidovudina, a didanosina e a zalcitabina
(KOROLKOVAS, 2006; Dicionario de Especialidades Farmacéuticas, 2005/2006).

b) Inibidores de transcriptase reversa nao analogos de nucleosideos: diferem
dos analogos de nucleosideos por inibirem a transcriptase reversa nao
competitivamente, bloqueando a reagdo quimica de duplicagdo da molécula de RNA

viral pela transcriptase reversa sem interferir na ligagao dos nucleosideos (SPENCE et



al., 1995). Os inibidores da transcriptase reversa, ndo analogos de nucleosideos
incluem a nevirapina, a delavirdina, a lovirida e o efavirenz (KOROLKOVAS, 2006;
Dicionario de Especialidades Farmacéuticas, 2005/2006).

c¢) Inibidores de protease: no final de 1995, apds diversas pesquisas, foi
liberada para uso esta nova classe de medicamentos. Esses farmacos atuam na
inibicdo da protease, enzima responsavel por clivar a poliproteina codificada pelos
genes gag e pol, formada no ribossomo da célula hospedeira. E essencial para a
consolidacao da replicagao viral, ja que a regido pol é a transcriptase reversa e a gag, a
proteina p24, levando a formagao de particulas virais defectivas, incapazes de montar
outro virus completo (BALINT, 2001). Os inibidores da protease incluem o saquinavir, o
ritonavir, o indinavir e o nelfinavir (KOROLKOVAS, 2006; Diciondrio de Especialidades
Farmacéuticas, 2005/2006).

2.2 MEDICAMENTOS TOPICOS E CONTROLE DE INFECCOES SECUNDARIAS

Segundo a Farmacopéia Brasileira (1988), preparacdes topicas semi-sélidas
sdo aquelas previstas para aplicacdo na pele ou em certas mucosas para agao local ou
penetragdo percutdnea de medicamentos, ou ainda por sua agdo emoliente ou
protetora.

As preparag6es tdpicas tém sido muito importantes no tratamento de lesdes
secundarias de pele. O acido fusidico tem sido de grande valia para tratamento de
infeccdes superficiais, causadas por cocos Gram-positivos (SMEENK, SEBENS;
HOUWING, 1998; WILKINSON, 1998).

O aciclovir foi descrito por Neves e colaboradores (1996) no tratamento de
queratite ulcerativa provocada pelo herpes zoster e por Ganir e colaboradores (1996)
no tratamento de dermatite atépica em criangas.

Também € usado no episédio inicial de herpes simples (HSV), na profilaxia
das recorréncias de herpes simples, herpes zoster e citomegalovirus, em encefalite por

herpes simples, em herpes genital e zoster e infeccdo por varicela zoster em pessoas



sadias (ndo gravidas) acima de 13 anos e imunodeprimidos (KOROLKOVAS, 2006). O
medicamento referéncia possui apresentacdo na forma de creme dermatolégico 50
mg/g (GlaxoSmithKline).

Apresentado na forma farmacéutica (medicamento de referéncia) creme a
2% em bisnaga com 10 g e 15 g o acido fusidico (Roche Brasil) é um antibiético
derivado do Fucidium coccineum, exerce poderosa atividade antibacteriana contra uma
variedade de microrganismos Gram-positivos (www.roche.com.br). Os estafilococos,
incluindo as espécies resistentes a penicilina e a outros antibioticos, séo
particularmente sensiveis ao acido fusidico. A eficacia terapéutica de acido fusidico
decorre, em parte, da pronunciada atividade antibacteriana tépica contra os organismos
responsaveis por infecgcdes da pele e, em parte, da capacidade extraordinaria de
penetragao deste antibidtico na pele intacta. Esta indicado para o tratamento de
infeccbes da pele causadas por estafilococos, estreptococos ou outros germes
sensiveis a substancia ativa, sendo as indicagdes mais importantes: impetigo, sicose da
barba, furdnculos, antraz, eritema, foliculite, acne, paroniquia e hidradinite
(KOROLKOVAS, 2006).

Infecgbes secundarias sdo mais comuns em adultos e as bactérias
causadoras destas infeccées sao altamente susceptiveis a alguns antibiéticos como a
cefalexina, a neomicina, o cloranfenicol e o clotrimazol (SUGENG et al., 1999). A
pomada do medicamento referéncia de neomicina+bacitracina (Altana Pharma®) é
apresentada na forma de bisnagas com 15 g e 50 g, sendo que cada grama de pomada
contétm 5 mg de sulfato de neomicina e 250 Ul de bacitracina
(www.altanapharma.com.br). E indicada para o tratamento de infeccdes da pele e das
mucosas causadas por microrganismos sensiveis: piodermite, impetigo, eczema
infectado, infeccdo de mucosa nasal, furdnculo, abscesso, acne infectada e Ulcera
cutanea (KOROLKOVAS, 2006).

Vale salientar que a administracdo da associagao de neomicina+bacitracina
permite obter maior espectro de acado no tratamento das infecgbes, assim como,
propiciar uma diminuigdo nas doses individuais dos farmacos isoladamente,
acarretando diminuicdo dos efeitos colaterais. E indicada no tratamento de dermatites

infecciosas, como piodermites, furunculose e impetigo, bem como abscessos



superficiais ou profundos, infeccoes abertas como eczemas infectados e Ulceras
(Dicionério de Especialidades Farmacéuticas, 2005/2006).

2.3 CONTAMINAGAO DE PRODUTOS FARMACEUTICOS

As matérias-primas estdao entre as principais fontes de contaminacao
microbiana em produtos farmacéuticos acabados. Os microrganismos sao responsaveis
pela perda da qualidade de produtos acabados e podem dar lugar a infecgcbes em
pacientes que estiverem fazendo uso destes medicamentos (DENYER, 1988).

Todo produto deve ser livre de patdogenos usuais e o nivel de qualidade deve
ser mantido, mesmo que durante o uso haja alguma contaminacdo do usuario no
produto (LINTER; GENET, 1998).

Maki (1994) relatou que 11,00% dos produtos administrados em pacientes no
hospital foram contaminados aparentemente durante o uso.

Martinéz-Bermudéz e colaboradores (1991) identificaram as bactérias
contaminantes de matérias-primas farmacéuticas e observaram clara predominancia do
género Bacillus (86,53%). Neste tipo de produto outras bactérias aerdbias tém sido
descritas em menor propor¢ao incluindo cocos Gram-positivos (6,72%) pertencentes
aos géneros Planococcus, Micrococcus e Staphylococcus coagulase-negativos.

Em 1989, Abdelaziz e colaboradores relataram bacteremia causada por
Klebsiella pneumonia originaria de cremes para maos. Em outro estudo, foi relatada a
contaminacéao de talco com Clostridium tetani, o que resultou na morte de quatro bebés
na Nova Zelandia (TREMEWAN, 1991).

Microrganismos causadores de bacteremia devido a presenca em cateteres
tém sido descritos com grande frequéncia (REINERT et al., 1995). Dentre os

microrganismos isolados neste tipo de bacteremia sdo descritas varias espécies de



bactérias Gram-positivas, incluindo Bacillus circulans, Bacillus licheniformis e
Brevibacterium casei (O'DAY et al., 1981).

Em 1998, Itin e colaboradores investigaram a presenca de patégenos
facultativos em hidratantes, em niveis capazes de infectar imunocomprometidos. A
origem da contaminagédo detectada na contagem inicial foi devida as matérias-primas
usadas, bem como as condi¢des ambientais e de como os produtos foram produzidos e
embalados.

Okeke e Lamikanra, em 2001, mostraram que em 49 produtos (cremes e
locdes) analisados, 20 continham crescimento microbiano. Dos microrganismos
encontrados, E. coli, Pseudomonas spp. e Bacillus spp. foram 0s que apareceram mais
freqUentemente na contagem inicial (sem uso do produto) e microrganismos Gram-
negativos foram mais observados na contagem final (ap6s o uso).

Em seu estudo, Behravan e colaboradores (2005) identificaram bacilos
Gram-positivos como a bactéria mais freqlientemente isolada em cremes (54% apds o
uso e 38,00% antes do uso).

O aumento progressivo da complexidade da terapia anti-retroviral, bem como
dos medicamentos utilizados no tratamento de infeccées secundarias relacionadas,
vem exigindo aplicagbes cotidianas de principios de cuidados primarios, como o intenso
controle de qualidade na produgao destes medicamentos (HOFFMAN et al., 2005).

O limite microbiano de medicamentos e seus insumos, assim como de
correlatos, pode se constituir em auséncia absoluta de formas viaveis ou sua presenca
em grandezas definidas, restritos ou ndo a determinadas cepas microbianas
(FARMACOPEIA, 1988). Vérias sdo as fontes de contaminagdo microbiana presente
durante o processo de fabricagdo de medicamentos. Esta contaminagdo pode estar
presente na matéria-prima que sera invariavelmente transferida para o produto, assim
como outras contaminagdes oriundas de equipamentos e ambiente produtivo, dos
operadores e do material de embalagem (BLOOMFIELD et al., 1988).

A édrea de produgdo deve ser freqlentemente monitorada quanto a
contaminagéo, pois bacilos Gram-positivos, cocos e fungos sao facilmente encontrados
em paredes secas (RUSSELL; HUGO; AYLIFFE, 1982).



A contaminacao derivada de operadores é normalmente significante. Durante
atividades normais, a perda de escamas da pele é da ordem de 10* por minuto. Os
contaminantes por elas transportados sdo micrococos nao patogénicos, difterdides e
estafilococos, assim como Salmonella e Escherichia coli também podem estar
presentes associados a habitos de higiene dos operadores (PINTO; KANEKO; OHARA,
2003).

O material de embalagem deve ter uma atengéo especial principalmente em
relacdo a produtos tdépicos, que sao facilmente passiveis de contaminagao por
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (DENYER; BAYRD, 1990).

A agua é muitas vezes o componente presente em maior quantidade em
uma formulagdo podendo ser o de maior relevancia como fonte de contaminagédo. O
controle de qualidade da agua €, também, uma ferramenta basica para otimizacdo dos
processos operacionais, oferecendo como retorno, um produto de melhor qualidade.
Todo esse trabalho é feito para atender as exigéncias da Portaria n® 518, do Ministério
da Saude, que dita as normas para o tratamento e controle da qualidade da agua
potavel (MACEDO, 2005) e a RDC n® 214 de 12 de dezembro de 2006, que estabelece
a exigéncia de se controlar a 4gua usada na producao farmacéutica.

Embora na maior parte das situacdes adultos saudaveis apresentem
resisténcia adequada a infecgdes, os produtos farmacéuticos sdo frequientemente
administrados a pessoas cujas defesas se encontram prejudicadas. Esta situacao pode
ocorrer em pacientes com doengas como leucemia, diabetes ou AIDS. Pode também
estar associada a terapia com farmaco imunossupressor, incluindo tratamento com
corticosterdide ou quimioterapico (www. anvisa.gov.br).

Produtos nao estéreis sao aqueles nos quais se admite conceitualmente a
presenca de carga microbiana, que em condi¢des ordinarias de uso terdo contato com
areas portadoras de flora microbiana natural, constituida de sapréfitas em nimero por
vezes elevado (FARMACOPEIA, 1988). A presenca de cepas reconhecidamente
patogénicas € proibitiva, pois representa risco de aquisicao de quadro clinico infeccioso.
A qualidade microbiana de medicamentos deve ser definida frente a diferentes fatores,
entre os quais, de elevada importancia, o fato de ser consumido por pessoas
debilitadas, inclusive imunodeprimidos (SANTORO, 1988).



2.4 CONTROLE DE QUALIDADE DE MEDICAMENTOS

De acordo com o conceito atual de Controle Total de Qualidade, a qualidade
é algo que se constréi, durante todo o processo de fabricacdo de um medicamento, e
nao apenas € alcangado por inspecao do produto final (SANTORO, 1988).

O Controle de Qualidade consiste em um conjunto de operagdes cujos
objetivos incluem a obtencdo de medicamentos cada vez melhores, mais eficazes e
seguros, menos toxicos e mais estaveis. Antigamente, as solugdes para estes
problemas eram feitas intuitivamente e com base em observagbes e referéncias
populares, isto €, empiricamente. Hoje, isto é feito racionalmente fixando-se hipéteses
prévias que podem ou nao ser comprovadas experimentalmente (PINTO; KANEKO;
OHARA, 2003). Outro objetivo do controle de qualidade € verificar se o produto esta em
conformidade com as especificacdes farmacopéicas. A ndo-conformagao representa um
somatorio de atribuicdes para a empresa que podem resultar, além dos prejuizos
decorrentes do retrabalho, a perda de credibilidade e até a cassagéao da licenca de
funcionamento e do registro do produto (COOPER, 1979). Para o paciente, a falta de
qualidade do medicamento ocasiona sérios transtornos com o comprometimento da sua
saude (PEIXOTO Jr. et al., 2005).

A producdo de medicamentos de alta qualidade e a conservacao desta
qualidade, durante todo o processo de comercializagéo, interessa tanto aos fabricantes,
quanto aos consumidores. Varios modelos de sistemas tém sido implementados
visando assegurar a qualidade dos medicamentos (LACHMAN et al., 1986).

Na década de 60 surgiram sistemas importantes de controle de qualidade

dentre eles o PDCA, a estratégia benchmarking, a metodologia dos seis sigma, o Just in



Time (JIT), o Material Requirements Planning (MPR), o Optimized Production
Technology (OPT), o brainstorming, o diagrama de Ishikawa, o plano de acao 5W2H, as
folhas de verificagdo, incluindo as Boas Praticas de Fabricagédo, o Controle de
Qualidade Total e a ferramenta 5S: seiri (organizagado), seisé (limpeza), seiton
(arrumagao), seiketsu (asseio) e shitsuke (disciplina) (CORREA; GIANESI, 1994; GIL,
2007).

Na década de 70 surge a Garantia da Qualidade, que assegura apoio, com
procedimentos, equipamentos adequados, pessoal qualificado e treinado para
desenvolver em conjunto com os diversos setores envolvidos nos processos produtivos,
as atividades necessarias para garantir a homogeneidade e qualidade dos produtos
fabricados (JURAN, 1990).

Sem invalidar os conceitos anteriores, em 1987 surgem sistemas envolvendo
certificacdo, respaldados em normas internacionais ISO (International Standard
Organization), particularmente a série 9000. Tamanha foi sua influéncia, que o Food
Drug Administration (FDA) realizou trabalho de compatibilizacdo entre seu ja tradicional
sistema de Good Manufacturing Practice (GMP) e a ISO 9000. As necessarias
atualizagdes se fazem imprescindiveis, assim € usual hoje a sigla cGMP (current Good
Manufacturing Pratice), cujo indicativo de atual (current), expressa a constante revisao
do sistema (SGQ Consultoria, 2005).

O controle de medicamentos, ndo é, sem duvida alguma, um processo
estaciondrio; evolui sempre, de acordo com o0s problemas que vao surgindo
(SANTORO, 1988). A qualidade de um produto pode ser considerada como um
conjunto de caracteristicas e propriedades que o tornam satisfatério para o atendimento
as necessidades dos consumidores. Em vista disso, a avaliagdo da qualidade dos
medicamentos na industria farmacéutica representa uma etapa indispensavel para a
sua comercializacdo em condigdes adequadas (PEIXOTO Jr. et al., 2005).

Para o paciente, a administracdo de medicamentos com qualidade,
seguranca e eficacia é imprescindivel, considerando-se que o doente necessita do
farmaco para obter uma melhoria ou cura dos processos patoldgicos, garantindo seu
bem estar fisico, social e mental e a melhoria na sua qualidade de vida (PEIXOTO Jr. et
al., 2005).



Independentemente do modelo do sistema de controle de qualidade adotado,
no caso de medicamentos, ha a necessidade de serem estabelecidos padrdes ou niveis
de qualidade idealizados para cada produto, cujo modelo deve ser atingido em cada
lote produzido, de forma que o médico, ao prescrever uma medicagao e, sobretudo o
préprio paciente tenha seguranca quanto ao seu efeito (SANTORO, 1988).

A Farmacopéia (1988) sugere para contagem de microrganismos viaveis
totais diferentes métodos, entre eles: método de filtragdo por membrana, método de
contagem em placas e método dos tubos multiplos. As técnicas empregadas devem ser
assépticas na amostragem e na execugao do teste.

Ja para a pesquisa e identificacdo de microrganismos patogénicos sao
usados meios de enriquecimento e meios seletivos para crescimento dos quatro
principais patégenos. Sao eles: Pseudomonas aeruginosa (agar cetrimida),
Staphylococcus aureus (agar sal manitol vermelho de fenol ou Vogel-Johnson),
Salmonella (dgar verde brilhante) e Escherichia coli (agar Mac Conkey).

Os métodos classicos de identificagdo bacteriana sao baseados nas
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas dos microrganismos (DESVIGNES et al.,
1973; PALMIERI et al., 1988; MARTINEZ-BERMUDEZ, 1991). Estes métodos requerem
o isolamento e a identificacdo dos contaminantes microbianos, dispensando tempo
excessivo, e requerendo grandes quantidades de amostras (ORTH, 1989). Eles sao
lentos, nem sempre especificos, ndo diferenciam ou diferenciam pouco género e
espécie (JIMENEZ et al., 2000).

O desenvolvimento e a aplicacdo de métodos rapidos tém resultado em uma
alta qualidade e um rapido diagnéstico de patégenos (CROTCHFELT et al., 1997;
FUNG, 1994). A aplicagdo de novas tecnologias para monitoramento microbiolégico de
produtos e matérias-primas farmacéuticas faz-se necessaria para melhorar a rapidez, a
sensibilidade, a exatiddo e serem mais efetivas (VAN DER ZEE; HUIS, 1997).

A técnica de reagcao em cadeia da polimerase (PCR) permite a obtencao de
grandes quantidades de trechos especificos do DNA bacteriano, facilitando as analises
(HENEGARIU et al., 1997). Além disso, o desenvolvimento de métodos para
recuperacado de bactérias patogénicas em amostras farmacéuticas tem sido muito

importante, pois, durante a produg¢do, os microrganismos estao sujeitos ao processo de



destruicdo ou de reducédo de seu numero. Também, a presenca de conservantes no
produto acabado prejudica o crescimento do microrganismo (ORTH et al., 1996;
UNDERWOOQOD, 1998).

Jimenez e colaboradores (2000) compararam os métodos classicos com a
técnica de PCR para identificacao bacteriana em produtos farmacéuticos. Os resultados
deste estudo mostraram que o crescimento e a identificagdo de bactérias e fungos
necessitam 5-8 dias. Ja pela técnica de PCR a identificagdo de bactérias e fungos foi
obtida ap6s 27 horas, demonstrando que esta técnica € mais eficiente que o método
padrao para detectar baixos niveis de contaminacdo por bactérias e fungos em
amostras farmacéuticas.

Nos ultimos dez anos, a microbiologia passou por uma revolucao devido a
diminuicdo de custo de analise e ao acesso facil da seqiéncia completa do DNA. Ha
pouco tempo atras, levaria meses e até anos para a clonagem e o sequienciamento de
um gene marcador. Hoje isto pode ser feito em até 10 minutos através de busca na
internet no banco de dados publico para genomas. Esta nova tecnologia tem sido
utilizada para explorar a vasta diversidade microbiana e marcar a variagao genética que
pode ocorrer entre espécies bacterianas (HALL, 2007).



3 PROPOSICOES

No presente trabalho pretendeu-se investigar a possivel presenca de Bacillus
cereus, Micrococcus luteus e Rhodococcus equi em medicamentos tépicos usualmente
empregados no tratamento de infecgbes secunddrias em  pacientes
imunocomprometidos, apontando novos parametros para o controle de qualidade de
medicamentos destinados a este grupo de pacientes. Para tanto foram empregadas
técnicas convencionais e novas técnicas de identificagdo (baseadas em biologia
molecular), as quais foram propostas e padronizadas, podendo-se também comparar
seus resultados com as metodologias convencionais, como forma de validar a aplicacao
dessas novas metodologias no controle de qualidade microbioldégico de farmacos e
medicamentos.



4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério Nucleo Controle de Qualidade, e
no Laboratério de Biologia Molecular de Microrganismos, ambos da UNIFAL-MG.

4.1 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas as seguintes bactérias da American Type Culture Collection
(ATCC): Bacillus cereus ATCC 10987; Micrococcus luteus ATCC 9341 que pertencem
a colecao de microrganismos do Laboratério de Microbiologia da UNIFAL-MG. A cepa
de Rhodococcus equi ATCC 33701 foi adquirida junto ao Instituto Adolfo Lutz, Sao
Paulo (IAL-SP).

4.2 CULTIVO E MANUTENGAO DOS MICRORGANISMOS

A recuperacao de B. cereus e M. luteus foi feita por meio de repiques das
culturas pertencentes ao Laboratério de Microbiologia da UNIFAL-MG, para Brain Heart
Infusion (caldo BHI).

R. equi foi recuperado de cultura liofilizada seguindo o protocolo enviado pelo
IAL-SP, onde foram adicionados 0,5 mL de caldo nutritivo no interior da ampola. Apds a

ressuspensao da cultura, o material foi transferido para caldo BHI.



Os caldos contendo as bactérias foram incubados por 24-48 horas, a 35-
37°C. Apébs o crescimento, as culturas foram estocadas entre 4 e 8°C. Repiques
quinzenais foram realizados para agar caseina de soja.

A agua ultrapura foi obtida em aparelho de Milli — Q.

4.3 PRODUTOS FARMACEUTICOS

Foram adquiridas 18 amostras de medicamentos tépicos comercializados em
drogarias na cidade de Alfenas, sendo 6 de cada um dos seguintes farmacos: acido
fusidico (Roche®), aciclovir (EMS® e Medley®) e associacdo neomicina-bacitracina
(Altana®).

4.4 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS VIAVEIS TOTAIS E PESQUISA E
IDENTIFICACAO DE PATOGENOS

Foi utilizada a metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira 1V, 1988. Este
método foi empregado para verificar a qualidade microbiolégica das amostras
comerciais utilizadas neste trabalho, quer pela analise quantitativa, quer pela analise
qualitativa, definida pela pesquisa de células viaveis de Salmonella sp., Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, que devem estar ausentes em

todos os produtos farmacéuticos nao estéreis.

4.5 PADRONIZAGAO DAS METODOLOGIAS CONVENCIONAL E MOLECULAR PARA
A PESQUISA DE MICRORGANISMOS OPORTUNISTAS



Para realizacdo dos testes em amostras farmacéuticas, foi necessario

padronizar as metodologias convencional e molecular.

4.5.1 Determinagéo da Curva de Crescimento

Para padronizacao da concentracao do in6culo, foi confeccionada curva de
crescimento para B. cereus, M. luteus e R. equi.

Para cada um dos microrganismos foi feito um pré-in6culo adicionando-se,
separadamente, uma colbnia caracteristica de cada bactéria a 50 mL de caldo BHI.
Este foi incubado a 37°C por 10 horas. ApGs o crescimento, 5 uL de cada cultura foram
transferidos para 3 frascos contendo 50 mL de caldo BHI, os quais foram incubados a
37°C. O crescimento de cada bactéria foi monitorado de hora em hora por meio da
coleta de duas aliquotas da cultura microbiana sendo uma para a contagem das
colénias (UFC/mL), e outra para a medida da absorvancia no comprimento de onda de
600 nm feita em espectrofotometro (Shimadzu UV 1601 PC). Os dados obtidos foram

plotados em graficos.

4.5.2 Determinacao do Inéculo Bacteriano

Inicialmente, cada bactéria foi cultivada separadamente, em 50 mL de caldo
BHI, o qual foi incubado por 10 horas a 37°C. Uma aliquota de 5 uL foi transferida para
erlenmeyer contendo 50 mL de caldo BHI, incubado novamente a 37°C. O material
permaneceu incubado até que o crescimento bacteriano (medido pela variacdo da
absorvancia do meio) atingisse a concentracao de 70 UFC/g.



4.5.3 Enriquecimento e Contaminacao Proposital dos Cremes

Dez gramas de cada creme foram transferidos para 300 mL de caldo BHI,
onde foi adicionado 50 pL de polissorbato 80 para inativagdo dos conservantes
presentes nos cremes. Cada suspenséo foi entdo colocada em banho aquecido a 45°C
até completa dissolugao.

Primeiramente, contaminaram-se os medicamentos com volume de cultura
pura, de cada microrganismo, equivalente a 70 UFC/g, conforme descrito

anteriormente. Incubou-se a mistura a 37°C por 24 horas.

46 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DE PATOGENOS
OPORTUNISTAS NAS AMOSTRAS CONTAMINADAS PROPOSITALMENTE

Para a pesquisa dos patégenos oportunistas foram transferidos 10 g de cada
amostra previamente contaminada para frascos contendo 300 mL de caldo BHI
adicionados de 3% de polissorbato 80. Cada suspensao foi entdo colocada em banho
aquecido a 45°C até completa dissolugdo (FARMACOPEIA, 1988).

A sequir, cada diluigao foi distribuida em trés placas de Petri, em volume de 1
mL por placa, adicionando-se em cada placa, 15-20 mL de agar Casoy liquefeito a
45°C. Apéds resfriamento e solidificacdo, as placas foram incubadas a 37°C, por 48
horas.



O numero de colbnias de bactérias crescidas apos 48 horas foi determinado

com auxilio de contador de colénias Phoenix CP 600.

Para a identificacdo destes patogenos, foram utilizadas metodologias

descritas no Manual Merck de Microbiologia (1994), em Kloos e Musselwhite (1975) e
em Rabagliati et al. (2005).

Apoés o enriquecimento, as bactérias foram isoladas e identificadas conforme

descrito a seguir:

B. cereus: o enriquecimento foi feito em caldo BHI seguido de incubacéo a 37°C por
24 horas e plagueamento seletivo em Cereus Selective Agar (Mannitol-Egg-yolk-
Polymyxine-Agar) [Merck®]. Apds incubacgéo a 37°C foram tomadas de trés a cinco
colénias sugestivas de B. cereus repicadas para &gar nutriente inclinado e
incubadas a 37°C por 24 horas para realizacao de provas bioquimicas com kit de
provas APl 20® (Biomerieux).

M. luteus: o enriquecimento foi feito em caldo BHI seguido de incubagao a 37°C por
24 horas e o plagueamento seletivo foi realizado em agar nutriente. Apds incubacao
por 24 horas a 37°C foram selecionadas de trés a cinco coldnias sugestivas de M.
luteus para identificacao bioquimica através da coloracao de Gram, e das provas da
catalase e da coagulase.

R. equi: o enriquecimento foi feito em caldo BHI seguido de incubacao a 37°C por 24
horas e o plaqueamento seletivo foi realizado em agar sangue. Apéds incubacgao por
24 horas a 37°C foram selecionadas de trés a cinco colbnias sugestivas de R. equi,
transferidas para agar nutriente, e apds crescimento de 24 horas a 37°C foi
realizada a identificagdo bioquimica com o kit de provas bioquimicas APl Coryne®

(Biomerieux).

4.7 PESQUISA DE BACTERIAS OPORTUNISTAS PELO METODO MOLECULAR



Esta etapa envolveu a coleta de amostras dos cremes aciclovir, &cido fusidico
e neomicina-bacitracina enriquecidos, inativados e contaminados no tempo zero.

Retirou-se, entao, uma aliquota de 1,5 mL para extracao do DNA.

4.7.1 Extracao do DNA Genbémico

Trés métodos de extracdo de DNA genbmico de B. cereus, M. luteus e R.
equi, a partir de cultura pura, foram testados neste trabalho: o método proposto por
Bolano e colaboradores (2001), o método convencional com fenol-cloroférmio, e o
método do aquecimento proposto por Jimenez e colaboradores (1999).

Optou-se pela extracao através do método com fenol-cloroférmio descrito a
seqguir.

Centrifugou-se a 14000 rpm por 10 minutos, 1,5 mL da cultura pura crescida
em caldo BHI a 37°C por 24-48 horas. Descartou-se o sobrenadante. Foram acrescidos
500 uL de TENTS (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA, pH 8,0; 200 mM NaCl; 2%
triton X-100; 1% SDS). Para M. luteus, porém houve necessidade de acrescentar 1000
uL de TENTS para melhor extracdo. Em seguida, foram adicionados 500 uL de
fenol/cloroférmio (1:1). Agitou-se em agitador automatico por 2 minutos. Foi adicionado
500 pL de etanol absoluto e o tubo foi incubado a —20°C por 1 hora. Centrifugou-se
(13000 rpm, 15 minutos) e posteriormente o sobrenadante foi descartado. O precipitado
foi ressuspendido em 500 uL de TE (10 mM Tris, pH 8,2; 1 mM EDTA, pH 8,0) contendo
RNAase A na concentracdo de 50 ug/mL. Incubou-se a 37°C por 30 minutos. Foi feita
nova extracao com fenol/cloroférmio. Centrifugou-se (13000 rpm, 15 minutos) e a fase
aquosa (superior) foi transferida para um novo tubo. Adicionou-se 20 uL de NaCl 5 M e

500 puL de etanol absoluto. Incubou-se o tubo a —20°C por 1 hora. Centrifugou-se



(13000 rpm, 15 minutos). O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com
500 uL de etanol 70% gelado. Secou-se a temperatura ambiente e ressuspendeu-se

em, no maximo, 50 uL de TE.

4.7.2 Quantificagao do DNA Gendmico

ApoGs extragdo do DNA genbmico foi realizada eletroforese para verificagao
da qualidade e quantificagdo do mesmo.

Montou-se a férma com os pentes. Adicionou-se 100 mL de gel de agarose
0,8% fundido e corado com brometo de etideo (1 ug/uL). Apds polimerizacdo por 30
minutos, foram aplicados no gel o marcador de concentragao A/Hind Il (Invitrogen) e as
amostras, utilizando-se 4 pL de amostra para 2 pL de tampao de amostra. A
eletroforese foi realizada a 60 volts por 60 minutos. O gel foi analisado em
transluminador sob luz UV (254nm), obtendo-se imagens com auxilio do sistema digital
Kodak (modelo EDAS-290). A quantificagdo das amostras foi realizada pela
comparagao da concentracdo das amostras com o marcador A/Hind Ill. Apenas DNAs

com qualidades satisfatérias foram empregados nos testes de PCR.

4.7.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As bactérias em estudo foram detectadas em reacdes da PCR utilizando-se

iniciadores especificos para cada bactéria.



Antes de iniciar os testes de amplificacdo, os iniciadores liofilizados foram
solubilizados com agua ultrapura estéril e diluidos posteriormente para uma
concentracao de trabalho de 0,01 ng/uL.

A temperatura média (TM) de cada iniciador foi calculada através da seguinte
formula: TM={[(A+T) x 2] + [(C+G) x 4]} - 5.

A amplificacdo foi realizada em termociclador modelo 9700 da Applied
Biosystems.

As reacOes foram feitas com 4 pMol de cada iniciador para B. cereus e R.
equi e 6 pMol de cada iniciador para M. luteus, 10 nMol de cada desoxinucleosideos, 5
UL de 10 x tampao de PCR, 0,2 U de Taq polimerase e 9 ng do DNA de cada bactéria,
completando-se o volume da reacao para 50uL com agua ultra pura estéril.

A seguir sdo descritas as condicdes da PCR especificas para deteccao de

cada microrganismo:

A) Bacillus cereus

Para a deteccao de B. cereus utilizou-se os iniciadores BC1 (5™
ATTGGTGACACCGATCAAACA — 3) e BCzr (5-TCATACGTATGGATGTTATTC- 3)
que amplificam um fragmento de 344 pb da regidao gyrB (DE CLERCK et al., 2004). As
condicdes da PCR consistiram de desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguida de 30
ciclos de 94°C por 1 minuto para denaturagdo, 53°C por 1 minuto para anelamento e

72°C por 1 minuto para extensdo do DNA, com extenséo final a 72°C por 7 minutos.

B) Rhodococcus equi

Os iniciadores COX-F (5-GTCAACAACATCGACCAGCGCG- 3) e COX-R
(5-CGAGCCGTCCACGACGTACAG- 3), que amplificam um fragmento de 959 pb da
regiao choE, foram utilizados para a identificacdo desta bactéria (LANDRON et al.,
2003). As condi¢cdes da PCR foram: 95°C por 5 minutos para denaturacao, seguido de
30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 63°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, com extensao

final de 72°C por 10 minutos.

C) Micrococcus luteus



Os iniciadores ML--ISR-R (5-GCCAAGGCATCCACC- 3) e ML-ISR-F (5*-
GAGGAAGGTGGGGATGACGT- 3’) que amplificam um fragmento de 790 pb da regiao
16S-23S do rDNA, foram utilizados para a identificagcao desta bactéria (HAGA et al.,
2003). As condi¢des da PCR foram 5 minutos a 94°C para denaturacao, seguida de 30
ciclos de 94°C por 2 minutos, 52°C por 2 minutos e 72°C por 1 minuto, com extensao
final de 72°C por 10 minutos.

Em cada reacdo de PCR foi feito um controle negativo contendo uma
aliquota da solucédo do meio de cultura de enriquecimento, sem inoculacdo, submetida
a metodologia de extracao de DNA. Este controle permitiu deteccdo de possiveis
contaminantes em reagentes e materiais (tubos, ponteiras, micropipetas) utilizados nos
processos de extracdo de DNA e da PCR. Cada reacdo também apresentou um
controle denominado branco da reacdo, que continha todos os reagentes da PCR
exceto DNA.

4.7 .4 Eletroforese do Produto de PCR

Para a identificacdo das bactérias, os produtos de PCR das amostras foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% e analisados quanto a auséncia ou
presenca de banda e sua posi¢ao no gel, utilizando marcador de peso molecular de 100

pb (Invitrogen).

4.8 CERTIFICACAO DA SEQUENCIA DO PRODUTO DE PCR

Confirmado o tamanho do produto de PCR de cada bactéria, esses foram
purificados empregando-se o Kit GFX™M PCR DNA and gel band purification da

Amersham Biosciences (27-9602-01). Os produtos foram clonados utilizando-se o Kit p-



GEM-T Easy Vector Sys | da Promega (A1360). Os procedimentos foram realizados
conforme os protocolos abaixo segundo recomendagdes dos fabricantes.

4.8.1 Purificacdo do Produto de PCR a Partir de Gel de Agarose

Com o auxilio de bisturi limpo e estéril, cortou-se a fatia de agarose contendo
a faixa de DNA a ser purificado. Transferiu-se a banda cortada para um tubo de 1,5 mL
e realizou-se a pesagem.

Para cada 10 mg de fatia de gel de agarose, foram adicionados 10 uL de
capture buffer. A mistura do tubo foi homogeneizada e agitada vigorosamente e apés,
foi incubada por 5 minutos a 60°C ou até que a agarose fosse completamente
dissolvida. Depois a amostra foi brevemente centrifugada para que se concentrasse no
fundo do tubo. Posteriormente foi transferida para coluna de GFX (tubo com filtro) e,
incubada a temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugou-se por 1 minuto a 14000
rom. O filtrado foi descartado. Acrescentou-se 500 yL de wash buffer a coluna e
incubou-se por 5 min a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada por 1 minuto a
14000 rpm. O filtrado foi descartado e centrifugou-se a mistura novamente por 1 minuto
a 14000 rpm. A coluna GFX foi colocada em tubo de polipropileno de 1,5 mL e
adicionou-se 30 yL de agua ultrapura estéril (pré-aquecida 37°C). Incubou-se por 1

minuto a temperatura ambiente. Centrifugou-se a 14000 rpm por 2 minutos.

4.8.2 Clonagem

Para a realizacdo da clonagem, 5 uL de 2X ligation buffer, 1 yL de pGem
easy vector (50 ng), produto de PCR, 1 uL de T4 DNA ligase e 4gua ultrapura suficiente

para completar 10 yL foram adicionados em tubos de polipropileno de 0,5 mL e



incubados por 1 hora a temperatura ambiente. O volume de inserto (uL) foi definido
mediante célculos recomendados pelo fabricante, segundo a férmula a seguir:

ng do vetor x tamanho do inserto (kb) x razdo molar inserto:vetor = ng do inserto

tamanho do vetor (kb)

4.8.3 Preparo de Células Quimiocompetentes

As células quimiocompetentes foram preparadas pelo método quimico com
CaCl, (SAMBROOK, RUSSELL, SAMBROOK, 2001).

Foi repicada uma colénia de E. coli DH5a para 10 mL de caldo Luria Bertani
(LB) e incubada por 16-18 horas a 37°C. Transferiram-se 100 pL da cultura pura para
erlenmeyer (de 250 mL de capacidade) contendo 30 mL de caldo LB. Incubou-se a
37°C com agitagao (200 rpm) por 2-3 horas até atingir uma densidade Optica entre 0,3-
0,5 em 600 nm. Esta cultura foi transferida para um tubo estéril com capacidade de 30,0
mL e mantida no gelo por 10 minutos. Centrifugou-se a 350 rpm por 10 minutos a 15°C
e 0 sobrenadante foi desprezado. As células foram ressuspensas em 15 mL de 50 mM
CaCl, gelado e mantidas por 15 minutos no gelo. Centrifugou-se a cultura sob as
mesmas condi¢des citadas anteriormente e desprezou-se o sobrenadante. As células
foram ressuspensas em 6 mL de 50 mM CaCl, gelado contendo 10% de glicerol. Estas
foram distribuidas em aliquotas de 50 uL em tubos de polipropileno estéreis. Verificou-
se a viabilidade das células plagueando-as em meio LB sem ampicilina e meio LB com

ampicilina.



4.8.4 Transformacédo das Células Competentes com Vetor Clonado

As células quimiocompetentes foram transformadas por choque térmico em
banho aquecido a 42°C (SAMBROOK; RUSSELL; SAMBROOK, 2001).

Esperaram-se descongelar totalmente os tubos contendo as células
quimiocompetentes. Foram adicionados 2 puL do plasmideo clonado aos 50 ulL da
suspensao de células. Os tubos foram mantidos no gelo por 30 minutos e depois
incubados em banho aquecido a 42°C por 2 minutos exatamente. A cada tubo foi
adicionado 1 mL de caldo LB previamente aquecido a 37°C. Incubou-se por uma hora a
37°C com agitacdo de 200 rpm. Apls a realizacdo da clonagem, efetuou-se a
transformacado de bactérias Escherichia coli DH5a. As células transformadas foram
plagueadas em meio contendo 40 pL de Xgal (20 mg/mL) , 4uL IPTG (200 mg/mL) e
ampicilina (70 pg/mL). Foi confeccionada uma placa controle contendo somente LB. As
placas foram incubadas a 37°C por 18 horas.

4.8.5 Selecdo das Coldnias Transformadas

A selecdo das colbnias transformadas foi feita através da observagdo em
placas de Petri contendo meio LB. As col6nias escolhidas foram aquelas que
apresentaram coloragdo branca (a colénia de bactéria possui o plasmideo que teve a
enzima beta-galactosidase destruida). Outro importante instrumento utilizado na
selecdo das col6nias foi o antibiético. As bactérias utilizadas neste experimento nao
foram resistentes ao antibiético ampicilina. No entanto, o plasmideo utilizado possuia o
gene de resisténcia a ampicilina. Deste modo, apenas as bactérias possuindo
plasmideos em seu interior eram resistentes a ampicilina, crescendo na placa de
selecéao.

Foram selecionadas, portanto, duas colénias brancas de cada tratamento.

Deste modo as etapas posteriores foram realizadas em duplicata.



4.8.6 Extragdo dos Plasmideos

Os plasmideos foram extraidos utilizando-se Kit de extracdo AccuPrep®
Plasmid Extractuion Kit da BIONNER. Este procedimento foi realizado centrifugando-se
3 mL de meio LB com células de E. coli DH5a transformadas, crescidas por no maximo
16 horas. Ao pellet foram adicionados 250 pL de ressuspension buffer (gelado) e sua
ressuspensao foi feita no agitador. Foram entdo, adicionados 250 uL de lysis buffer; a
mistura foi delicadamente invertida por algumas vezes e incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 350 uL de neutralization buffer,
novamente o material foi invertido por algumas vezes e incubado por 5 minutos a 4°C.

A mistura foi centrifugada por 7 minutos a 12000 rpm a 4°C. O sobrenadante
foi transferido para o biding column tube (2 mL) e centrifugado por 60 segundos, 12000
rom a 4°C. Apds a centrifugagcdo, descartou-se o liquido do tubo. Foram adicionados
700 pL de etanol 80 % e posteriormente o material foi centrifugado por 1 minuto a
12000 rpm, 4°C, entdo o liquido sobrenadante foi descartado. Centrifugou-se
novamente por 1 minuto 13000 rpm, 4°C para completa remocao do etanol 80%. A
biding column tube foi colocada em tubo de polipropileno de 1,5 mL e foram
adicionados 100 uL de elution buffer. O tubo de polipropileno foi incubado por 1 minuto

e centrifugou-se por 2 minutos a 13000 rpm, para completa elui¢do.

4.8.7 PCR de Inserto

O plasmideo extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose para
confirmacao de sua qualidade e quantificacao de sua concentragao.
As condi¢cées da PCR para confirmar a presenca dos fragmentos clonados

foram descritas anteriormente e sao especificas para deteccéo de cada microrganismo.



Foi realizada a PCR de inserto utilizando programa de PCR caracteristico de

cada bactéria.

4.8.8 Sequenciamento dos Plasmideos

Os plasmideos foram sequenciados utilizando-se o kit da Applied Biosystems
— ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction em termociclador
modelo 9700. Foi utilizado o programa constituido de 40 ciclos de 96°C/10 seg; 52°C/20
seg; 60°C/4 min.

O DNA sequenciado foi submetido a eletroforese em seqlenciador
automatico 3100 Genetic Analyzer ABI PRISM. Esta etapa foi realizada em colaboracao
com o Laboratério do Genoma no Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA/USP).

4.8.9 Andlise das Sequiéncias Obtidas

As sequéncias geradas foram comparadas aquelas depositadas no

GenBank' do NCBI através de Blastn e Blastx para a validacdo do método.

4.9 AVALIACAO DOS CREMES EM EMBALAGEM ORIGINAL

Ap6s a andlise dos produtos contaminados propositalmente, quer pela
metodologia de identificacdo bioquimica, quer pela metodologia molecular, buscou-se a

aplicacdo destas metodologias para a pesquisa dos trés patégenos oportunistas em



estudo, em produtos que ainda ndo tinham sido abertos e utilizados, em suas
embalagens originais.

As embalagens foram assepticamente limpas com alcool 70°GL e levadas
para o fluxo laminar. A seguir, 1 grama de cada amostra foi retirado e andlise
qualitativa (pesquisa dos trés patégenos em estudo) foi desenvolvida conforme descrito
anteriormente.

Paralelamente, a técnica de PCR foi também empregada para a pesquisa de
E. coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, nesses
produtos. Para tanto se utilizou a metodologia descrita por TERCETI et al., 2006.

1. http://www.ncbi.nlm.nih.gov

5 RESULTADOS

Pela metodologia convencional, pode ser observado que a contagem total de
microrganismos viaveis totais encontrada nas amostras analisadas (Tabela 2) estava de
acordo com a Resolucdo ANVISA n° 481 de 23 de setembro de 1999 (até 10° UFC/qg).
Também nao foram encontrados Escherichia coli, Salmonella sp. Pseudomonas

aeruginosa ou Staphylococcus aureus nas amostras analisadas.

Tabela 2 — Média da pesquisa de bactérias viaveis totais, feita em ftriplicata, encontradas em
aciclovir, acido fusidico e neomicina-bacitracina que nado foram contaminados
propositalmente, apos incubagéo por 48 horas a 37°C, pela metodologia cléssica.

aciclovir DRP(%)* acido fusidico DPR (%)* neomicina- DPR (%)*

bacitracina

UFC/g 28 2,52 20 1,93 23 2,05

DPR: Desvio padrao relativo



5.1 PADRONIZACAO DAS METODOLOGIAS CONVENCIONAL E MOLECULAR PARA
A PESQUISA DE MICRORGANISMOS OPORTUNISTAS

As curvas de crescimento das culturas puras de B. cereus, M. luteus e R.
equi estdo apresentados nas Figuras 1, 2 e 3 respectivamente.

Pode-se observar que B. cereus apresenta fase lag de crescimento entre 0 e
4 horas, fase exponencial entre 4 e 8 horas, e a fase estaciondria a partir de 8 horas
(Figura 1). Para M. luteus (Figura 2) observa-se que a fase lag encontra-se entre 0 e 5
horas, a fase exponencial entre 5 e 11 horas e a fase estacionaria a partir de 11 horas.
Ja a bactéria R. equi apresenta fase lag entre 0 e 7 horas, fase exponencial entre 7 e
12 horas, nao sendo possivel, nos experimentos realizados determinar a fase
estacionaria de crescimento. Observa-se, contudo, que a maior taxa de crescimento
desta bactéria pode ser observada a partir de 9 horas (Figura 3).

Face aos resultados das curvas de crescimento determinou-se o numero de
unidades formadoras de colénias de cada bactéria no tempo exponencial de
crescimento, em ftriplicata. Na Tabela 3 estdo expressas as médias das contagens
obtidas.

5.1.1 Determinacao do In6culo Bacteriano

Considerando-se os resultados das curvas de crescimento, foi padronizado o
tempo para retirada de aliquota das trés bactérias em estudo, a partir de cultura pura: 4
horas de crescimento para B. cereus, 5 horas para M. luteus e 7 horas para R. equi. A
Tabela 4 apresenta o numero de UFC/g encontrada no tempo zero de contaminagao.

5.1.2 Enriquecimento e Contaminagéo Proposital dos Cremes



Os resultados da contagem do numero de unidades formadoras de colbnias

(UFC/g) presentes nos cremes contaminados isoladamente com B. cereus, M. luteus e

R. equi, estdo apresentados na Tabela 5. Pode-se observar que foi possivel recuperar

de modo satisfatério as bactérias que haviam sido adicionadas propositalmente nos trés

cremes.
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Figura 1 - Curva de crescimento da amostra de B. cereus ATCC

10987.
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Figura 2 - Curva de crescimento da amostra de M. luteus ATCC 9341
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Figura 3 - Curva de crescimento da amostra de R. equi ATCC

33701.
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Tabela 3 - Média do numero de UFC de cada bactéria no tempo exponencial de

crescimento.
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Tabela 4 - Numero de UFC de B. cereus, M. luteus e R. equi encontrado apds
plagueamento de cultura pura encontrada no tempo zero de contaminagao.

To
B. cereus ATCC 10987 65
M. luteus ATCC 9341 79

R. equi ATCC 33701 69




Tabela 5 - Média da recuperagao de B. cereus, M. luteus e R. equi em Aciclovir, Acido Fusidico
e Neomicina-Bacitracina apds incubacdo por 48 horas a 37°C, realizada em

triplicata.
Cremes B. DPR M DPR R. equi DPR
cereus (o) luteus (%) (%)
) , 45 3,14 70 2,45 78 3,45
Aciclovir
. o 51 2,45 45 3,54 45 2,98
Acido Fusidico
Neomicina- 36 2,95 33 2,68 73 3,69

Bacitracina

DPR: Desvio padréo relativo

52 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DE PATOGENOS
OPORTUNISTAS NAS AMOSTRAS CONTAMINADAS PROPOSITALMENTE

Apds a inoculagdo das amostras contaminadas nos meios seletivos foi
possivel observar as caracteristicas morfolégicas das coldénias das bactérias nos
diferentes meios. No meio Mannitol-Egg-yolk-Polymyxine-Agar (MYP) (Figura 4A) foram
observadas colénias secas com coloracao rosada-purpura, caracteristicas de B. cereus.
No meio agar sangue, apresentado na Figura 4B pbde-se perceber o aparecimento de
colénias irregulares, arredondadas, semi-transparentes, brilhosas, com bordas
cremosas, com coloracdo marrom-claro caracteristicas de R. equi. A Figura 4C
apresenta o agar nutriente com caracteristicas de M. luteus, onde se observam colbnias
amarelas brilhantes.

A Figura 5 (A e B) apresenta os resultados da identificacao bioquimica das
bactérias B. cereus e R. equi. A Figura 5A mostra a identificagdo de B. cereus por meio
dos testes urease (URE), triptofano desaminase (TDA), indol (IND), acetoina (VP),
gelatinase (GEL), fermentacao da glicose (GLU) e producdo de NO,, cuja positividade

indica 81% de confiabilidade para identificacdo de B. cereus (Biomerieux, APl 20E®). Na



Figura 5B, observa-se os resultados dos testes nitrato (NIT), pirazina carboxamida
(PYZ), é&cido piroglutamico-pB-naftilamida (PYRA), 2-naftil-fosfato (PAL), 2-naftil-aD-
glucopiranosida (aGLU) e uréia (URE). A positividade destes testes e a presenca de
bolhas nos testes ESC e GEL (catalase) indicam 76% de confiabilidade para R. equi
(Biomerieux, API Coryne®).

A identificacdo de M. luteus foi feita com base nos seguintes resultados:
producéo de colbnias amarelas em agar nutriente, cuja analise morfo-tintorial revelou a
presenca de cocos Gram positivos, teste da catalase positivo e pela reagdao da oxidase
negativa (Figura 5C).

O tempo total para isolamento e identificacdo bioquimica de patégenos

oportunistas nas amostras contaminadas propositalmente foi de 72-96 horas.




Figura 4 — Morfologia bacteriana das col6nias
Figura 4A - Meio MYP com coloragdo rosada-purpura, caracteristica de B. cereus.

Figura 4B - Meio agar sangue, apresentando colbnias irregulares, arredondadas,
semitransparentes, brilhosas, com bordas cremosas, com coloragdo marrom-
claro caracteristicas de R. equi.

Figura 4C - Meio agar nutriente com caracteristicas de M. luteus, onde se observa coldnias
amarelas brilhantes.
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Figura 5 — Identificagcdo das amostras bacterianas.

Figura 5A - Identificagdo da amostra de B. cereus ATCC 10987 pelo kit API 20E. 1: Kit sem
contaminacao, 2: Kit contaminado.

Figura 5B - Identificacdo da amostra de R. equi ATCC 33701 pelo kit APl Coryne. 1: Kit sem
contaminacgao, 2: Kit contaminado

Figura 5C - Identificagcao da amostra de M. luteus ATCC 9341 pela prova da oxidase. ]
5.3 VARIACAO DOS METODOS DE EXTRACAO DO DNA DAS BACTERIAS

OPORTUNISTAS

Todos os métodos de extragcdo se mostraram favoraveis, apresentando DNA
de boa qualidade. Porém, para M. luteus, o método do fenol-cloroférmio com aumento
de 500 puL de tampao de lise (TENTS), mostrou-se o mais eficiente (Figura 6).



5.4 PESQUISA DE BACTERIAS OPORTUNISTAS PELO METODO MOLECULAR

As imagens obtidas dos géis usados para quantificacdo do DNA gen6mico
de B. cereus, M. luteus e R. equi estdo apresentadas nas Figuras 7, 8 e 9
respectivamente. Pode-se observar que os DNAs apresentam concentragao (avaliado
pela posicao e pela intensidade de brilho da banda no gel) satisfatoria para a realizagao
da PCR. Deste modo pode-se determinar para cada bactéria a quantidade de DNA a
ser utilizada na reacao da PCR.

5.4.1 Reacédo em Cadeia da Polimerase

As Figuras 10, 11 e 12 apresentam a imagem do gel contendo o produto de
PCR para B. cereus, M. luteus e R. equi, respectivamente.

Por meio do resultado apresentado na Figura 10 pode-se observar que a
PCR foi bem sucedida com o uso dos iniciadores BC1 e BC2r, encontrando-se banda
de aproximadamente 344 pb na regido gyrB, especifica para B. cereus. Do mesmo
modo, o resultado observado para M. luteus (Figura 11) mostra uma banda em 790 pb
da regido 16S-23S do rRNA, especifica dessa bactéria. Ainda, na Figura 12 pode ser
observada a presenca de uma banda de aproximadamente 959 pb da regido choE,
especifica para R. equi.

O tempo total para pesquisa de bactérias oportunistas pelo método molecular
foi de aproximadamente 27 horas.



790 pb

Figura 6- Gel de agarose apresentando variacdo do método de extracao para M. luteus ATCC
9341. 1. Marcador de 100 pb; 2: Método proposto por Bolano e colaboradores (2001); 3:
Método do aquecimento proposto por Jimenez e colaboradores (1999); 4: Método
convencional com fenol-cloroférmio

Figura 7- Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo, do DNA
extraido pelo método convencional, da cultura pura de B. cereus ATCC 10987. 1:
AMHind 111, 2 e 3: B. cereus.



Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo, do DNA
extraido pelo método convencional, da cultura pura de M. luteus ATCC 9341. 1:
AHind 111, 2 e 3: M. luteus.

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo, do DNA extraido
pelo método convencional, da cultura pura de R. equi ATCC 33701. 1: A/Hind Ill, 2 e 3:
R. equi.

400 pb 344 pb

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo, do produto de
PCR referente a deteccéo de B cereus ATCC 10987 em cultura pura. 1: Marcador de
100 pb; 2 e 3: Amostra de B. cereus; 4: Branco da reacao.



600 pb +——

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo, do produto de
PCR referente a detecgao de M. luteus ATCC 9341 em cultura pura. 1: Marcador de
100 pb; 2: Amostra de M. luteus; 3: Branco da reacao.

1000 pb

959pb

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo, do produto de
PCR referente a deteccao de R. equi ATCC 33701 em cultura pura. 1: Marcador de
100 pb; 2 e 3: Amostra de R. equi; 4: Branco da reagao.



5.4.1.1 CERTIFICAGAO DA SEQUENCIA DO PRODUTO DE PCR

Para a clonagem foram utilizados 18,15 ng do produto de PCR purificado de
B. cereus, 47,95 ng do produto de PCR purificado de R. equi e 39,5 ng do produto de
PCR purificado de M. luteus.

5.4.1.2 TRANSFORMACAO

A Figura 13 ilustra a selegdo das colbnias transformadas com o vetor
previamente clonado com o produto de PCR. Para saber quais células possuiam o vetor
ligado ao inserto, avaliou-se a colorag@o das col6nias.

As colbnias escolhidas foram aquelas que apresentaram coloracado branca (a
colénia de bactéria possui o plasmideo que teve a enzima beta-galactosidase
destruida). Outro importante instrumento utilizado na selecdao das colénias foi o
antibiético. As bactérias utilizadas neste experimento nado eram resistentes ao
antibiético ampicilina. Deste modo, apenas as bactérias possuindo plasmideos em seu
interior eram resistentes a ampicilina, crescendo na placa de selecao.

Foram selecionadas, portanto, duas colénias brancas de cada tratamento.
Deste modo as etapas posteriores foram realizadas em duplicata.

5.4.1.3 PCR DE INSERTO

A partir das eletroforeses dos DNAs plasmidiais purificados de B. cereus, M.
luteus e R. equi foi possivel amplificar os insertos que apresentaram o tamanho
esperado de 344 pb para B. cereus, 790 pb para M. luteus e 959 pb para R. equi,
confirmando a clonagem (Figuras 14, 15 e 16).
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Figura 13 - Selegéo das colbnias transformadas com o vetor pGem previamente clonado com o
produto de PCR.

344 pb
300 pb

Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose 2,0% do produto de PCR amplificado.1: Marcador
de 100 pb; 2: Amostra de DNA de B. cereus ATCC 10987 em cultura pura; 3:
Produtos de PCR de cultura pura de B. cereus; 4: Branco da reacao.

800 pb +——

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose 2,0% do produto de PCR amplificado.1: Marcador de
100 pb; 2 e 3: Produtos de PCR de cultura pura de M. luteus; 4: Branco da reacao.



1000 pb +——

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose 2,0% do produto de PCR amplificado a partir do
plasmideo Pgem clonado. 1: Marcador de 100 pb; 2: Controle positivo; 3: Produtos
de PCR de cultura pura de R. equi; 4: Branco da reagao

5.4.1.4 ANALISE DAS SEQUENCIAS

Os resultados da comparacao, pelo Blastn e pelo Blastx, das seqiéncias
obtidas com aquelas do banco de dados de NCBI estao apresentados na Tabela 6.
Verificou-se similaridade significativa (E.value < 0,0) e alta identidade (>

99%) para todas as sequéncias obtidas.



Tabela 6 - Seqléncias do banco de dados com alinhamento significativo, comparadas com seqiiéncia
de B. cereus, Micrococcus luteus e R. equi provenientes de cultura pura.

Fragmento Numero de acesso Programa Descricao E Identidade
(bases) (GenBank) value maxima
B. cereus gyrB 0,0 99%
AB190226.1 Blastn gene para gyrase
344 B. cepa: ATCC
14579
Blastx  gyrB Bacillus sp H- 5e™" 99%
GBAAS01480.1 03
M. luteus genes 1e™® 100%
16S rRNA, 16S-
AB088764.1 23S ISR, 23S
Blastn rBRNA,  sequéncia
790 parcial e completa.
cepa: JCM3347
Blastx  recA proteina 5e® 100%
GBAAF25430.1AF214
783-1
Blastn R. equi, gene 4e® 100%
AJ242746.1 corU1, choE, corD1
e corD2.
959 Blastx  hidroperoxidase Il 5e” 100%

EMBCAA85659.1

(HPII)




6 APLICACAO DA METODOLOGIA DE IDENTIFICACAO MOLECULAR NOS
PRODUTOS CONTAMINADOS PROPOSITALMENTE

Apés a certificagcdo da metodologia em cultura pura das bactérias, esta foi
aplicada nos medicamentos de uso topico adquiridos no comércio de Alfenas.

As Figuras 17, 18 e 19 apresentam o gel de quantificacdo do DNA de B.
cereus, R. equi e M. luteus recuperados de aciclovir, acido fusidico e neomicina-
bacitracina. Nota-se que os DNAs apresentaram qualidade e concentracao satisfatoria
para a realizacao da PCR.

As imagens dos g@éis dos produtos de PCR dos microrganismos
contaminantes adicionados aos cremes sao mostradas nas Figuras 20 a 22. Observa-

se que a identificacdo molecular foi positiva para as trés bactérias.

MHind Il 1 2 3

Figura 17: Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo, do DNA
recuperado de acido fusidico (1), neomicina-
bacitracina (2), aciclovir(3), contaminados com B. cereus ATCC 10987.
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Figura 18 - Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo, do DNA

recuperado de &cido fusidico (1), neomicina-bacitracina (2), aciclovir (3), contaminado
com M. luteus ATCC 9341

AMhind 111 2 3

Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo, do DNA
recuperado de acido fusidico (1), neomicina-bacitracina(2), aciclovir(3),
contaminado R. equi ATCC 33701
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo, do produto de PCR
referente a deteccdo de B. cereus ATCC 10987, nos medicamentos contaminados

propositadamente. 1: Marcador de 100 pb; 2: acido fusidico, 3: neomicina-bacitracina; 4:
aciclovir; 5: Branco da reacéo.
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Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo, do produto de
PCR referente a deteccao de M. Juteus ATCC 9341, nos medicamentos
contaminados propositadamente. 1: Marcador de 100 pb; 2: &cido fusidico; 3:
neomicina-bacitracina; 4: aciclovir; 5: Branco da reagao.

1000 pp +—

— e 59 DD

500pb +——

Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo, do produto de
PCR referente a deteccdo de R. equi ATCC 33701, nos medicamentos
contaminados propositadamente. 1: Marcador de 100 pb; 2: acido fusidico; 3:
neomicina-bacitracina; 4: aciclovir; 5: Branco da r



7 PESQUISA DOS MICRORGANISMOS NOS CREMES EM EMBALAGEM ORIGINAL

Pela metodologia classica nao foram encontrado Escherichia coli, Salmonella
sp., Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, o que pode ser explicado pelo
produto ter sido aberto em condi¢cdes assépticas e ndo estar em uso.

Através da PCR também ndo foi possivel detectar nenhum patdégeno
convencional bem como nenhum dos trés microrganismos em estudo, nos cremes em

embalagem original



8 DISCUSSAO

No presente trabalho buscou-se avaliar a qualidade microbiolégica de
medicamentos tépicos empregados usualmente no tratamento de infec¢des da pele.

Inicialmente, procedeu-se a avaliagdo rotineira incluindo a contagem de
microrganismos viaveis totais e a pesquisa e identificacdo de patdgenos conforme
determinado na Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA, 1988). Os testes realizados
demonstraram que todas as amostras dos produtos analisados apresentaram padréao
microbiol6gico satisfatério uma vez que o numero de microrganismos viaveis totais
encontrado (Tabela 2) esta dentro do limite permitido para esse grupo de medicamento
e também porque nao foram encontrados patégenos bacterianos em nenhuma das
amostras. Como foram empregadas amostras comerciais, os resultados obtidos nas
andlises de rotina simplesmente atestam a qualidade microbiolégica satisfatéria dos
produtos analisados.

Entretanto, em funcdo do possivel emprego desses medicamentos por
pacientes imunocomprometidos foi pesquisada também a presenca de M. luteus, R.
equi e B. cereus, os quais, recentemente, tém sido apontados como patégenos
oportunistas, causadores de infeccoes de pele nesse grupo de pacientes (RABAGLIATI
et al., 2005; MARCHIORI et al., 2006; KUWABARA et al., 2006; FERNANDEZ et al.,
2006).

Para essa pesquisa empregou-se também, inicialmente, método de
identificacdo baseado em caracteristicas morfoldégicas e bioquimicas desses
microrganismos. Contudo, uma vez mais, nenhum dos microrganismos citados foi
encontrado nas amostras analisadas. Porém, a presenca destes em medicamentos foi
detectada anteriormente (PALMIERI; CARITO; MEYER, 1988; MARTINEZ-
BERMUDEZ, 1991; OKEKE, LAMIKANRA, 2001).

Dado que a metodologia empregada rotineiramente no controle
microbiolégico de medicamentos e cosméticos inclui técnicas de contagem, isolamento
e identificacdo dos microrganismos que, em geral utilizam métodos baseados nas

caracteristicas morfolégicas e bioquimicas dos microrganismos, e ainda sao lentos,



nem sempre especificos, diferem pouco género e espécie e foram desenvolvidos para
isolamento de microrganismos em amostras clinicas (CASEY et al., 1998), buscou-se
também no presente trabalho a padronizacao e o uso de técnicas de biologia molecular
como ferramenta alternativa para o controle de qualidade desses medicamentos.

O desenvolvimento e aplicagdo de metodologias rapidas, incluindo técnicas
de biologia molecular nas areas de analises clinicas e na industria de alimentos tém
obtido resultados altamente satisfatorios (HILL, 1996; IEVEN, GOOSENS, 1997).
Entretanto, o desenvolvimento e a aplicacdo destas técnicas no controle de qualidade
de medicamentos e cosméticos tém sido ainda pouco explorados (TANABE, 2007;
SUNAKAWA, FARRELL, 2007). Nos ultimos anos foram desenvolvidos importantes
trabalhos que analisaram o emprego de técnica de biologia molecular no controle de
qualidade microbioldgico de medicamentos (JIMENEZ et al., 1999; JIMENEZ, SMALLS,
IGNAR, 2000; JIMENEZ, 2001). Contudo, nesses trabalhos, foram pesquisados apenas
os patdgenos classicos recomendados na legislacao.

Para a avaliacdo de técnicas de biologia molecular na pesquisa dos
patdgenos emergentes analisados no presente trabalho, optou-se pela padronizacao
destas coldnias com cultura pura de cada um dos microrganismos pesquisados.

Para tanto, curvas de crescimento bacteriano foram desenvolvidas (Figuras
3, 4 e 5) permitindo a quantificacdo dos indculos a serem ensaiados. Para fins de
padronizagao dos testes, adotou-se a metodologia de se contaminar propositadamente
0s produtos ensaiados com aliquotas de culturas puras mantidas no laboratério. Assim,
cada um dos medicamentos utilizados foi contaminado de modo a permitir a extragao
de DNA bacteriano para a andlise molecular.

Como demonstrado na analise quantitativa (Tabela 2), as amostras dos
produtos analisados apresentam naturalmente um pequeno numero de bactérias.
Assim, para fins de padronizacdo de inéculo, empregou-se para a contaminacado das
amostras com as cepas bacterianas, uma concentracdao de 70 UFC/g de produto. Vale
dizer que a legislacao brasileira, para esse tipo de produto farmacéutico, admite a
presenca de até 1000 UFC/g de bactérias viaveis (RDC n? 418 de 23/09/1999)
excluindo-se os patdgenos classicos. Portanto, esses resultados demonstram que a

técnica de PCR empregada na pesquisa dos patdgenos oportunistas nesses



medicamentos, € capaz de detectar os microrganismos na concentracdo ensaiada.
Contudo, Jimenez et al. (2000) conseguiram recuperar satisfatoriamente, niveis
menores que 10 UFC/g de patdégenos classicos em matérias-primas e produtos
acabados, demonstrando que novos estudos sdo necessarios para se determinar qual a
quantidade minima das bactérias oportunistas avaliadas no presente trabalho pode ser
detectada por essa técnica.

Patégenos classicos ou oportunistas, ndo devem estar presentes em
amostras farmacéuticas, por isso houve a necessidade de se realizar o enriquecimento
das amostras, visto que estes microrganismos sao mais comumente encontrados em
alimentos e amostras biologicas (WHITE et al., 1989; GRAY, 2000; DE CLERCK et al.,
2004). Além disto, durante a producao do produto farmacéutico, ha processos para
reduzir o nimero de microrganismos e o produto final contém, com freqiéncia,
conservantes que impedem o crescimento microbiano (ORTH et al, 1996;
UNDERWOOQOD, 1998).

A identificacdo dos trés patdogenos oportunistas pala metodologia
convencional foi satisfatéria quando aplicada nas amostras farmacéuticas
contaminadas propositalmente. Kloos e Musselwhite (1975), De Clerck et al. (2004),
Rabagliati et al. (2005) j& haviam utilizado essa metodologia para pesquisa de M.
luteus, B. cereus e R. equi respectivamente, em alimentos. No presente trabalho, sem
testes adicionais, os kits APl 20® e APl Coryne® (Biomerieux) foram capazes de
identificar B. cereus e R. equiem 72 a 96 horas.

O preparo das amostras para a reacdo de PCR é um passo critico da
analise. Para determinar a eficiéncia do preparo de amostras para analise molecular,
foram testados trés métodos de extragcdo de DNA. Para B. cereus e R. equi, todos os
métodos ensaiados mostraram-se eficientes ja que se obteve DNA integro (dados nao
mostrados) e de boa qualidade. Por se tratar de método facilmente reprodutivel para a
extracdo do DNA gendmico, optou-se em adotar o tratamento com fenol-cloroférmio. Os
resultados apresentados nas Figuras 5-7 mostram que com a utilizagdo da metodologia
de extracdo escolhida (fenol-cloroférmio), obteve-se DNA de boa qualidade quando
comparado com o marcador A/Hind lll. Contudo, para M. luteus, melhores resultados na

extracdo do DNA gendmico somente foram observados quando, no método fenol-



cloroférmio, aumentou-se a quantidade do tampao de lise (TENTS) [Figura 4, coluna 4].
Diferencas na estrutura das células entre as diferentes espécies podem estar
relacionadas, pelo menos em parte, com a maior resisténcia de M. luteus em relagao a
quantidade de tampao de lise necessario para o rompimento das células. Estudo com
cepas de Cryptococcus neoformans mostrou que a presenca de capsula dificulta a
extracdo de DNA sendo necessério uso de variagdo do método de extracdo (TERCETI
et al., 2006).

A aceitagdo de metodologias inovadoras em analise microbiolégica é
facilitada quando sua execugcdo oferece vantagens em relagdo as metodologias
convencionais. Podem ser considerados facilitadores na aceitagdo de uma dada
metodologia: a facilidade de sua execugdo, o simples, porém efetivo preparo de
amostras, o tempo gasto no desenvolvimento da metodologia, o custo da andlise e a
obtencdo de resultados mais especificos que o0s métodos convencionais, sem
comprometimento da eficacia do resultado (VAN DER ZEE, HUIS IN"T VELD, 1997). No
presente trabalho quando comparadas as metodologias convencional e molecular, nota-
se claramente que a segunda apresenta grande vantagem em relagdo a primeira uma
vez que o tempo necessario para a correta identificacdo dos patégenos foi reduzida de
cerca de 72-96 horas para apenas 27 horas. A economia de tempo é fator desejavel na
industria farmacéutica, pois o crescente desenvolvimento de produtos farmacéuticos
requer metodologia mais rapida para fins de controle de qualidade e evolugcao da
performance da produgéo (JIMENEZ et al., 2000).

Os resultados obtidos a partir de cultura pura para deteccao de M. luteus, R.
equi e B. cereus por PCR demonstram a eficacia da metodologia utilizada na
identificacdo desses microrganismos (Figuras 8-10). Pode-se concluir também que os
iniciadores utilizados neste trabalho (BC1 e BC2 para B. cereus; COX-F e COX-R para
R. equi e ML-ISR-R e ML-ISR-F para M. luteus), mostraram-se adequados para a
identificacdo das cepas pesquisadas, visto que as seqliéncias complementares de tais
iniciadores foram encontradas em todas as amostras contaminadas propositadamente.
Este fato é importante, pois se sabe que a aplicagdo rotineira da PCR requer um
marcador especifico para cada microrganismo e que ele seja altamente conservado em

todas as cepas desta espécie (LANDRON et al., 2003). Embora esses iniciadores



tenham sido empregados anteriormente na identificacdo destes microrganismos em
diferentes materiais (MOUNIER et al., 2005; DE CLERCK et al., 2004; HAGA et al.,
2003), este trabalho mostra, pela primeira vez, que é possivel se realizar a identificacao
destas bactérias por método molecular, em produtos farmacéuticos.

Pode-se notar, ainda, que o método molecular mostrou 100% de correlagéao
com o método convencional em relagdo a identificacdo das espécies, pois foi possivel
recuperar e identificar as bactérias adicionadas propositalmente aos cremes em ambas
as metodologias. Em adicdo, o seqienciamento dos produtos de PCR obtidos e a
posterior analise das seqiéncias obtidas com auxilio das ferramentas Blastn e Blastx,
validam o método e demonstram claramente a alta especificidade da técnica molecular
utilizada.

Pela metodologia convencional ou pela molecular, ndo foi possivel detectar a
presenca de patdgenos (classicos ou oportunistas), nas amostras em suas embalagens
originais. Esse fato pode ser explicado, principalmente, em fungéao do tipo de produto
analisado (farmacéutico), pois rotineiramente, tais produtos sao submetidos a rigoroso
controle de qualidade durante sua fase de producédo e ainda, pelo fato de que as
amostras analisadas foram ensaiadas em condicées assépticas. Entretanto, estudos
posteriores empregando medicamentos que ja se encontrem em uso por pacientes em
tratamento, poderdo revelar, com auxilio do método molecular aqui padronizado, a
presenca dos patdégenos oportunistas pesquisados neste trabalho, ou de outros
patdgenos que se deseje pesquisar, sendo necessario, neste ultimo caso, o uso de
iniciadores especificos.



9 CONCLUSOES

» O método molecular (PCR) € aplicavel na detecgédo de B. cereus, R. equi e
M. luteus em amostras farmacéuticas.

» A PCR é capaz de detectar esses microrganismos quando sua quantidade
nas amostras for de pelo menos 70 UFC/g de produto.

» O método molecular identifica os microrganismos em aproximadamente 27
horas, enquanto o método convencional requer 72-96 horas para obter-se o

mesmo resultado.
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