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Resumo

Introdugdo: Introducdo: O teste de esterilidade para

produtos de células progenitoras hematopoiéticas (CPH)

para uso clinico é um requisito regulamentar exigido pelas

normas vigentes e pelas principais organizacdoes de
acreditacdo para terapia celular. Contudo, nao ha 1
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orientagbes sobre a metodologia que deve ser adotada,
1 Universidade Estadual de Campinas

Hemocentro volume de amostra adequado para os ensaios, além dos

Campinas, SP - Brasil critérios para validagdo, que deve demonstrar que o método
suireis@unicamp.br adotado para analise microbioldgica é confiavel. Objetivo:

Padronizar o uso de frascos de hemocultura para produtos
de terapia celular demonstrando a nao inferioridade deste
método alternativo frente ao método tradicional indicado
pela farmacopeia brasileira. Metodologia: Para este estudo
foram realizadasinoculagdes para ensaios microbiologicos
de CPH, tanto de controle negativo como de controle
positivo, em: Cultura aerdbia: frasco para hemocultura
pediétrico e meios de cultura Tioglicolato, Agar Sangue e
Agar Chocolate. Cultura anaerébia: frasco para hemocultura
anaerdbio e meio Tioglicolato. Cultura fungica: frasco para
hemocultura pediatrico e meio de cultura Sabouraud. Foi
analisado o grau de concordéancia entre os resultados dos
ensaios obtidos nos diferentes meios. Resultados: Todas as
culturas  realizadas  concomitantemente a  rotina
apresentaram resultados negativos em todos os meios
analisados assim como as culturas destinadas para controle
positivo apresentaram concordancia perfeita entre todos os
meios analisados. Conclusdo: As andlises microbiologicas
em fracos de hemoculturas mostraram-se eficazes e rapidas,
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"Saude”, sendo adaptado para a se¢do "Comunicacdo” da Revista Saberes Universitarios.
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demonstrando a nao inferioridade deste método alternativo
frente aos métodos tradicionais utilizando os diferentes
meios de cultura.

Palavras-chave
Validagdo. Contaminagao Microbioldgica. Transplante de
Medula Ossea.

Validation microbiological controls for cell therapy products
using standard culture media and blood culture bottles

Abstract

Introduction: The sterility test for haematopoietic
progenitor cell (HPC) products for clinical use is a
regulatory requirement demanded by current standards and
the main accreditation organisations for cell therapy.
However, there is no guidance on the methodology that
should be adopted, the appropriate sample volume for the
tests, as well as the criteria for validation, which must
demonstrate that the method adopted for microbiological
analysis is reliable. Objective: To standardise the use of
blood culture vials for cell therapy products by
demonstrating the non-inferiority of this alternative method
compared to the traditional method indicated by the
Brazilian pharmacopoeia. Methodology: For this study,
inoculations were carried out for microbiological testing of
CPH, both negative and positive control, were carried out
in: Aerobic culture: paediatric blood culture bottle and
Thioglycolate, Blood Agar and Chocolate Agar culture
media. Anaerobic culture: anaerobic blood culture bottle
and thioglycolate medium. Fungal culture: paediatric blood
culture bottle and Sabouraud culture medium. The degree
of agreement between the results of the tests obtained on the
different media was analysed. Results: All the cultures
carried out concurrently with the routine showed negative
results in all the media analysed, while the cultures intended
for positive control showed perfect agreement between all
the media analysed. Conclusion: Microbiological analyses
on microbiological analyses on blood cultures proved to be
effective and rapid, demonstrating the non-inferiority of this
alternative method compared to traditional methods using
different culture media.

Keywords
Validation. Microbiological Contamination. Bone Marrow
Transplantation.
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1 INTRODUCAO

O transplante de medula 6ssea é uma opcéo de tratamento padrdo para muitas doengas
hematoldgicas malignas. Geralmente, no processo de coleta, processamento, armazenamento e
distribuicdo de células progenitoras hematopoiéticas (CPH), vérias equipes de trabalho estéo
envolvidas de modo que muitos protocolos de boas praticas devem ser seguidos para garantir
a qualidade e a seguranca do produto (Hirji, 2003; Almeida, 2010).

Apesar da literatura demonstrar que a taxa de contaminacdo microbiolégica dos
produtos de transplante é baixa, a depender do microrganismo pode haver consequéncias
médicas severas para o transplantado (Hirji, 2003; Anneaux 2007; Dal, 2016).

Uma vez que o processamento do produto, seja para criopreservagdo ou para remogao
de plasma ou hemaécias, pode constituir uma fonte potencial de contaminagdo microbioldgica,
0 teste de esterilidade para produtos de terapia celular para uso clinico € um requisito
regulamentar exigido pela RDC n © 836/2023 art.47, assim como as principais organizacdes de
acreditacdo para terapia celular (AABB - Association for the Advancement of Blood and
Biotherapies e FACT - Foundation for the Accreditation of Cellular Therapies).
(Almeida,2010; Cundell,2023; RDC 836/23)

A RDC 836/2023 orienta que 0s testes microbiologicos para detec¢cdo de contaminagéo
bacteriana (aerdbica e anaerobica) e fangica (leveduras e fungos filamentosos), devem ser
realizados, no minimo, em amostras do produto pos-processamento e antes da criopreservacao,
antes ou apdés a adi¢do de crioprotetores. Ja o padrdo da AABB para terapias celulares define
como esterilidade uma condicao asséptica que significa auséncia de microrganismos vivos e
indica a cultura para bactérias aerobicas e anaerdbicas e para fungos na conclusdo do
processamento. Contudo, ndo ha orientacdes sobre o volume de amostra adequado,
metodologia apropriada e critérios de validacdo (Cundell,2023).

Visto que os teste de esterilidade de CPH seguem as boas praticas em células humanas,
assume-se que a metodologia empregada deve seguir as diretrizes da farmacopeia brasileira
(FB), uma vez que a mesma é referenciada na Resolucédo da Diretoria Colegiada N° 836/2023.
Os ensaios microbioldgicos tradicionais sdo eficientes, simples e de baixo custo, contudo para
aplicacdo em produtos de terapia celular apresentam algumas limita¢6es como resultado tardio,
baixa seletividade do meio de cultura e variabilidade da resposta biologica dos micro-
organismos (FB, 2019; Cundell, 2023).

Os ensaios microbiolégicos alternativos sdo contemplados na farmacopeia brasileira e
apresentados como uma opc¢do de melhoria na qualidade dos testes, maior sensibilidade e
resultados mais rapidos, possibilitando que agdes corretivas sejam tomadas precocemente.
Entretando, faz-se necessario uma validacdo, para demonstrar a ndo inferioridade entre esses
métodos e o tradicional (FB, 2019).

Na escolha do ensaio deve-se considerar sua aplicacdo e a compatibilidade com o
produto a ser analisado, além de ser adequado a rotina. Visando esta questdo, para este estudo
foi selecionado o método de deteccdo da produgdo ou consumo de gas, utilizando frascos de
hemocultura com anélise automatizada através da tecnologia de detecgéo de fluorescéncia (FB,
2019; Cundell, 2023).

A validagdo deve assegurar que o método adotado para analise microbiologica é
confiavel. Assim, o objetivo desta validacdo foi padronizar o uso de frascos de hemocultura
para produtos de terapia celular demonstrando a ndo inferioridade deste método alternativo
frente ao método tradicional utilizando os diferentes meios de cultura.

Os critérios de aceitagdo para esta validacao foram:

e Os resultados da cultura aerébia em frasco pediatrico devem ter concordancia
perfeita, de acordo com o coeficiente Kappa, com os resultados obtidos nas culturas
semeadas em caldo Tioglicolato, Agar Sangue e Agar Chocolate.
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e Os resultados da cultura anaerdbia em frasco de hemocultura anaerdébio devem ter
concordancia perfeita, de acordo com o coeficiente Kappa, com os resultados das
culturas semeadas em caldo Tioglicolato

e Os resultados de cultura fungica em frasco para hemocultura pediatrica devem ter
concordancia perfeita, de acordo com o coeficiente Kappa, com os resultados das
culturas semeadas em agar Sabouraud.

e Os resultados das culturas realizadas em amostras contaminadas para controle
positivo devem ter concordancia perfeita, de acordo com o coeficiente Kappa, com
0s resultados compativeis com as cepas inoculadas.

2 METODOLOGIA

Todas as coletas foram recepcionadas e inspecionadas conforme técnica padronizada da
rotina do laboratério. As coletas incluidas nesta validacdo atenderam aos critérios de incluséo
proposto e apresentaram células suficientes para que fosse possivel retirar amostra para
realizacdo do ensaio microbioldgico de controle negativo e controle positivo atendendo as
condicdes de amostra fresca e pds-processamento com crioprotetor dimetilsulfoxido (DMSO).

As amostras foram manipuladas em capela de fluxo laminar Classe 11 Tipo B2 previamente
preparada no Laboratério de Processamento Celular e encaminhadas para incubacdo no Setor
de Microbiologia do Laboratério de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas - Unicamp,
conforme protocolo de semeadura ja estabelecido na rotina.

De forma simultanea e concorrente com a rotina, foram inoculadas 10 amostras de produtos
frescos e 10 amostras de produtos processados com adicdo de DMSO. Foi realizada a
inoculagdo para ensaio microbioldgico nas seguintes culturas:

e Cultura aerdbia: frasco para hemocultura pediatrico e meios de cultura Tioglicolato, 5

Agar Sangue, Agar Chocolate. O tempo de incubagéo dos meios de cultura e das placas
é de 72horas.

e Cultura anaerobia: frasco para hemocultura anaerébio e meio Tioglicolato. O tempo de

incubacdo dos meios de cultura e das placas é de 72horas.

e Cultura fangica: frasco para hemocultura pediatrico e meios de cultura Sabouraud. O

tempo de incubacédo dos meios de cultura e das placas € de 30 dias.
As inoculagdes ocorreram conforme esquema abaixo:
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Figura 1: Diagrama de inoculacdo do produto de terapia celular nos seus respectivos meios para
controle negativo.
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Fonte: Elaborada pelo(a) autor(a), (2024).

A validacdo do controle da cultura positiva foi realizada com 10 amostras, sendo 5 de
produtos frescos e 5 de produtos processados com adicdo de DMSO.

Para esta etapa do protocolo de validacdo foram utilizadas as seguintes cepas ATCC:
para cultura aerébica Cepa ATCC 25922 Escherichia coli e Cepa ATCC 25923 Staphylococcus
aureus; cultura anaerébia Cepa ATCC 33291 Campylobacter jejuni; cultura fangica de
levedura Cepa ATCC 90028 Candida albicans; cultura fangica de filamentosos Cepa ATCC
204305 Aspergillus fumigatus. A Cepa ATCC 33291 Campylobacter jejuni apresentou
problema durante o processo.

Trés culturas de controle positivo ndo apresentaram crescimento no frasco anaerébico
e nem no meio tiogliocalato, o que acarretou na substituicdo do microrganismo pelo
Clostridium sp referéncia ID MALDI 4120697003. Foram incluidas mais trés amostras para
substituir estas que ndo apresentaram positividade.

As diluicdes, contaminacgdes, bem como as inoculacGes e semeaduras destas culturas
positivas foram realizadas no Setor de Microbiologia do Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital de Clinicas — Unicamp.

Os inoculos foram preparados a partir da solugédo de 0,25 na escala MacFarland (1,5 x
104UFC). Foi realizado diluigdo 1:1 com salina, para obter uma concentracdo de (1,5 x
102UFC) (Luzzi, 2022). Foi inoculado 50 pL das suspens@es preparadas nos flaconetes/tubos
de produto de células progenitoras fornecidas pelo Laboratorio de Processamento Celular. O
volume total foi aspirado com uma seringa estéril, semeado e incubado conforme figura 2,
seguindo os protocolos padronizados do setor de microbiologia.
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Figura 2: Diagrama de contaminacg&o e inoculacdo das diferentes cepas ATCC nos seus respectivos

meios.
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Fonte: Elaborada pelo(a) autor(a), (2024).

Anélise de dados:

Os resultados das culturas aerdbias, anaerdbias e fungicas foram tabelados e analisados
em software SPSS15, quanto a conformidade aos critérios de aceitacao propostos.

Foi utilizado o coeficiente Kappa para analise dos resultados e a interpretagdo foi
baseada na classificacdo proposta por Landis e Koch (1977) que classificam os diferentes niveis
de concordancia (ou reprodutibilidade) conforme mostra tabela abaixo:

Quadro 1. Nivel de concordancia coeficiente Kappa

COEFICIENTE NIVEL DE
KAPPA CONCORDANCIA

<0 Nao existe Concordancia
0-0,20 Concordancia Minima

0,21 - 0,40 Concordancia Razoavel

0,41 - 0,60 Concordancia Moderada
0,61 - 0,80 Concordancia Substancial
0,81-1,0 Concordancia Perfeita

Fonte: Landis, (1977)

Amostragem: Foram utilizadas neste estudo 20 amostras de produtos de terapia celular,
sendo que 10 para utilizagéo a fresco e 10 processadas para criopreservagdo, contendo DMSO.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Esta validacéo foi realizada no periodo de 07/03/2024 a 22/04/2024 e durante a mesma
todos os equipamentos utilizados estavam com suas calibragdes e/ou manutencdes preventivas
em dia, bem como todos os insumos estavam dentro do prazo de validade, conforme descrito
acima.
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Foram realizados 30 ensaios de cultura aerdbia em frascos de hemocultura pediatrico,
meio de cultura em tioglicolato, semeadura em agar sangue, semeadura em agar chocolate. As
20 culturas realizadas concomitante com a rotina apresentaram resultados negativos em todos
0s meios analisados. As 10 culturas destinadas para controle positivo apresentaram
positividade e crescimento do microrganismo semeado em 100% das amostras analisadas.

Tabela 1: Analise aerdbia — frasco de hemocultura pediatrico e meio de cultura tioglicolato.

Meio de Cultura
Tioglicolato
NEGATIVO | POSITIVO | TOTAL
Frasco Hemocultura | NEGATI |20 0 20
Pediatrico VO
POSITIV |0 10 10
(@)
TOTAL 20 10 30

Fonte: Elaborada pelo(a) autor(a), (2024).

Tabela 2: Anélise aer6bia — frasco de hemocultura pediatrico e semeadura em agar sangue.

Semeadura Agar Sangue
NEGATIVO POSITIVO | TOTAL
Frasco Hemocultura | NEGATI | 20 0 20
Pediatrico VO
POSITIV |0 10 10
O
TOTAL 20 10 30

Fonte: Elaborada pelo(a) autor(a), (2024).

Tabela 3: Anélise aerdbia — frasco de hemocultura pediatrico e semeadura em agar chocolate.

Semeadura Agar Chocolate
NEGATIVO POSITIVO | TOTAL
Frasco NEGATI |20 0 20
Hemocultura VO
Pediatrico POSITIV |0 10 10
O
TOTAL 20 10 30

Fonte: Elaborada pelo(a) autor(a), (2024).

O teste de Kappa demonstrou que h& concordéncia perfeita, tanto no controle negativo
como no controle positivo, entre os resultados das culturas aerobias em:

e Frasco de hemocultura pediatrico com meio de cultura em tioglicolato (K:1;
p<0,0001);

e Frasco de hemocultura pediatrico com semeadura em agar sangue (K:1; p<0,0001);

e Frasco de hemocultura pediatrico com semeadura em &gar chocolate (K:1;
p<0,0001);

e Nos 10 casos de controle positivo, o frasco de hemocultura pediatrico positivou no
tempo médio de 4h38min, com tempo méaximo de 5h29min e tempo minimo de
4h03min, compativeis com as cepas inoculadas.
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Foram realizados 30 ensaios de cultura anaerdbia em frascos de hemocultura anaerobio,
meio de cultura em tioglicolato. As 20 culturas realizadas concomitante com a rotina
apresentaram resultados negativos em todos os meios analisados. Das 13 culturas destinadas
para controle positivo, 10 apresentaram positividade e crescimento do microrganismo semeado
em 100% das amostras analisadas e 3 foram negativas nos dois meios analisados e por isso 0
microrganismo foi substituido.

Tabela 4: Analise anaer6bia — frasco de hemocultura anaerébio e meio de cultura tioglicolato.

Meio de Cultura Tioglicolato
NEGATIVO POSITIV | TOTA
@) L
Frasco Hemocultura | NEGATIV | 23 0 23
Anaerdébio O
POSITIVO |0 10 10
TOTAL 23 10 33

Fonte: Elaborada pelo(a) autor(a), (2024).

O teste de Kappa demonstrou que h& concordancia perfeita entre os resultados da
cultura anaerdbia em:
e Frasco de hemocultura anaerébio com meio de cultura em tioglicolato (K:1;
p<0,0001);
e Nos casos de controle positivo, o frasco de hemocultura anaerébio positivou no
tempo médio de 9h02min, com tempo maximo de 17h56min e tempo minimo
de 4h19min, compativeis com a cepa inoculada.

Foram realizados 30 ensaios de cultura de fungos em frascos de hemocultura pediatrico,
meio de cultura Saboraud. As 20 culturas realizadas concomitante com a rotina apresentaram
resultados negativos em todos os meios analisados. As 10 culturas destinadas para controle
positivo apresentaram positividade e crescimento do microrganismo semeado em 100% das
amostras analisadas, tanto para controle positivo de fungos filamentosos como para levedura.

Tabela 5: Andlise cultura fungos — frasco de hemocultura pediatrico e meio de cultura Saboraud.

Meio de Cultura Saboraud
NEGATI | POSITI | POSITIVO | TOT
VO VO FILAMEN | AL
LEVED | TOSO
URA
Frasco Hemocultura | NEGATI | 20 0 0 20
Anaerobio VO
POSITIV |0 10 10 20
(@)
TOTAL 20 10 10 40

Fonte: Elaborada pelo(a) autor(a), (2024).

O teste de Kappa demonstrou que ha concordancia perfeita entre os resultados da cultura
de fungos, tanto de levedura como de filamentosos em:
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e Frasco de hemocultura pediatrico com meio de cultura em Sabouraud (K:1;
p<0,0001);

e Nos casos de controle positivo, o frasco de hemocultura pediatrico para levedura
positivou no tempo médio de 12h23min, com tempo maximo de 14h07min e tempo
minimo de 10h34min.

¢ Nos casos de controle positivo, o frasco de hemocultura pediatrico para filamentoso
positivou no tempo médio de 17h47min, com tempo maximo de 19h17min e tempo
minimo de 16h06min, compativeis com as cepas inoculadas.

4 CONCLUSAO

As analises microbioldgicas em fracos de hemoculturas mostraram-se eficazes e
rapidas, demonstrando a ndo inferioridade deste método alternativo frente aos métodos
tradicionais utilizando os diferentes meios de cultura.

Os testes microbiol6gicos utilizados nesta validacdo demonstraram concordancia
perfeita entre eles para deteccdo de contaminacgdo bacteriana (aerdbica e anaerdbica) e fangica
(leveduras e fungos filamentosos) dos produtos de terapia celular sem processamento (frescos)
e pés-processamento (com adicdo de DMSO), cumprindo desta forma os critérios de aceitacdo
propostos.

Tanto para cultura aerdbia, anaerobia e de fungos, a inoculagdo em frascos de
hemocultura mostrou-se um método rapido e eficaz para deteccdo de microrganismos aerébios,
anaeradbios, e de leveduras e fungos filamentosos sendo indicado para uso de forma segura na
rotina do laboratdrio de processamento celular.

A cultura em meio de cultura em tioglicolato, semeadura em agar sangue, semeadura
em agar chocolate, meio de cultura Saboraud também séo eficazes e podem ser considerados

como meio de contingéncia no caso de desabastecimento de algum frasco de hemocultura. 10
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