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. Estatistica.

» Apresentaremos dados recentes de contaminacoes e recall da FDA de

2012 a 2019 causados pela contaminacao por Bcc.
- Complexo Burkolderia cepacia.

» Tipos de produtos contaminados, “Recall”, “OutBreaks”
» (General Chapter <60>
» Como podemos ajudar na implementacao.



Referéncia

 https://www.workcast.com/ControlUsher.a

spXx?cpak=5193877696034990&pak=227
0115023243515

* USP 42 - NF37 2019 <60>


https://www.workcast.com/ControlUsher.aspx?cpak=5193877696034990&pak=2270115023243515

Dados 2011 — 2019 FDA
Contaminacao Microbiologica




Dados 2011 — 2019 FDA -
Recall



Complexo Burkholderia cepacia (Bcc)

Desde 2007, o Complexo Burkholderia cepacia € o isolado
numero 1 em produtos de Recalls em USA, quando a

contaminacao € identificada.




Visao Geral Burkholderia cepacia (Bcc)

Burkholderia cepacia previamente era denominada
Pseudomonas cepacia.

Em 1992 Bcc foi transferida do género Pseudomonas para o
género Burkholderia.

O género Burkholderia contém mais de 60 espécies

Mais tarde com a realizacao de 16 rRNA resultou a divisao de B.
cepacia em especies intimamente relacionadas, denominadas
complexo B. cepacia

Bcc consiste em especies intimamente relacionadas com [3-

protobacteria



Complexo Burkholderia cepacia (Bcc)

Bactéeria Gram Negativa

20 diferentes especies, mas fenotipicamente similares

As espécies do complexo Bcc sao isoladas frequentemente no
ambiente, agua, solo, plantas e nos seres humanos, podem
colonizar o trato respiratorio.

Patogeno oportunista causando infeccoes respiratorias cronicas
em pacientes imunossuprimidos como pacientes com fibrose
cistica e hemoglobinopatias das células falciformes

Sao frequentemente resistentes aos antibioticos conhecidos
Compartilham ate 78% de seus genes

Estrutura Gendmica = bem diferente de outras bactérias,

tipicamente possuem 3 cromossomos e um grande plasmideo.



Complexo Burkholderia cepacia (Bcc)

Bcc currently comprises 21 species (3).

» Burkholderia cepacia » Burkholderia cenocepacia

» Burkholderia multivorans » Burkholderia contaminans

» Burkholderia stabilis » Burkholderia dolosa

» Burkholderia viethamiensis » Burkholderia lata

» Burkholderia ambifaria » Burkholderia ubonensis

» Burkholderia anthina » Burkholderia metallica

» Burkholderia pyrrocinia » Burkholderia pseudomultivorans
» Burkholderia latens » Burkholderia puraquae

» Burkholderia diffusa » Burkholderia stagnalis

* Burkholderia arboris * Burkholderia territori

» Burkholderia seminalis



Complexo Burkholderia cepacia (Bcc)

O complexo Burkholderia cepacia (Bcc) € um grupo constituido por
nove espécies de bactérias patogenicas oportunistas na fibrose
cistica (FC), associadas a prognostico mais reservado e a infecgcao
cruzada entre os doentes. Existe grande heterogeneidade na
deterioracao pulmonar dos doentes colonizados/infectados com
Bcc, evoluindo, por vezes, de forma fulminante — sindrome

da cepacia.

Com o objetivo de avaliar a relacao entre a colonizacao/infeccao
com as diferentes especies do Bcc e a evolugao clinica, os autores
analisaram, retrospectivamente, 31 doentes com FC
acompanhados no Hospital de Santa Maria com isolamentos entre
Janeiro de 1995 e Marco de 2006. Os doentes foram divididos em
grupos. (Departamento da Crianca e da Familia, Hospital de Santa
Maria — Lisboa — Portugal)

A prevaléncia das especies do Bcc foi: B. cepacia 57%, B.
cenocepacia 43%, B. multivorans 7%, B. stabilis 13%. Trés
doentes faleceram com sindrome da cepacia.



Quais os tipos de produtos foram contaminados
pelo Bcc?
a De acordo com reportes do FDA de 2012 — 2019 (1°

semestre)

1. Diocto Liquido (Laxante - Docusato de Soédio)

v Motivo Recall: Contaminacao microbiana em
produtos nao estéreis, com Burkholderia cepacia.

2. Descongestionante e Antialergico

v Motivo Recall: Iniciado como medida preventiva
devido ao potencial risco de contaminacao do produto
com Burkholderia cepacia.

3. Lencos de Limpeza Anti-séptica, Anti-séptico de
Primeiros Socorros, Cloreto de Bezalconio

v Motivo Recall: Contaminacdo microbiana em

produtos nao estéreis, com Burkholderia cepacia.



Quais os tipos de produtos foram contaminados
pelo Bcc?

4. Suspensao Oral de Nistatina, Concentrado Oral de
Cloridrato de Metadona, Solucao Oral de Acetaminofeno
Hidrocodona Bitartarato

v Motivo Recall: Agua purificada utilizada na producéo de

produtos pode ter sido contaminada com Burkholderia cepacia.

5. Supositorios Hemorroidais

v Motivo Recall: Produto potencialmente contaminado com

Burkholderia cepacia e Ralstonia pickettil.



Outras espeéecies do Complexo Bcc encontradas
em recall

1. Suspensao Oral de Cloridrato de Difenidramina

v Motivo Recall: Contaminacao microbiana em produtos nao
estereis, potencialmente contaminado com Burkholderia
multivorans.

2. Enxaguatorio Bucal Anti-séptico

v Motivo Recall: Contaminacao microbiana em produtos nao

estereis, potencialmente contaminado com Burkholderia

contaminans.
3. Anestésico Anti-septico
v Motivo Recall: Contaminacao microbiana em produtos nao

estereis, potencialmente contaminado com Burkholderia gladioll.

(Nao Bcc, mas fortemente relacionada).
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Outbreaks em USA

Contaminacao em Docusato de Sodio Liquido
Investigacao conduzida de Janeiro — Outubro de 2016
Adultos e criancas foram afetados (nao FC pacientes)
Dois metodos de identificacao foram utilizados, dentre um deles,
WGS - sequenciamento completo do genoma para identificar
iIsolados do Bcc.
12 estados envolvidos
108 casos reportados
14 mortes
2 grupos distintos foram reportados: um B. contaminantes e
outro, pertencente a um novo grupo.
Causa raiz: mas praticas de fabricacao e contaminacao de agua

purificada.



Outbreaks na Alemanha

1.
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Solucao de Enxaguatorio Bucal Octenidina

Investigacao conduzida entre Agosto — Setembro de 2018

3 pacientes desenvolveram infeccao

2 mortes

ldentificacao gendémica de Bcc, tambem por WGS, encontrou
similaridade com a identificacao das amostras dos pacientes
com os produtos analisados

Causa raiz: Sistema de Agua com implicacdes.



Por que o Bcc sao tao bons em tirar proveito
das deficiencias de GMP?

Genoma grande

v 4 cromossomas, varias sequéncias de insercao que aumentam
mutacoes geneticas e recombinacoes, levando a adaptacoes
ideals para diferentes ambientes

v Possuem genes que auxiliam a adaptacao a antibioticos,
biocidas, desinfetantes

v Possuem bombas de efluxo para bombear agentes
antimicrobianos para fora das células

v Se adaptam a ambientes estressantes produzindo biofilmes

v Tem a capacidade de mudar o metabolismo



General Chapter <60>
Analise Microbiologica de Produtos Nao Estereis —
Teste do Complexo Burkholderia cepacia

Teste obrigatorio a partir de 1° de dezembro de 2019.

Determinar auséncia de microrganismos do complexo

Burkholderia cepacia (Bcc).

Especialmente as categorias de produtos a serem
testados sao aquelas para uso por inalacao ou
preparacoes aquosas de uso oral, mucosa oral, cutanea

ou nasal.
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General Chapter <60>
Analise Microbiologica de Produtos Nao Estereis —
Teste do Complexo Burkholderia cepacia

Composicao do Capitulo:

Promocao de Crescimento e Propriedades Inibitorias do meio
de cultura e Teste de Adequacao para o Teste de Auséncia de
Bcc.

Preparacao das cepas de teste

Controles negativos

Propriedades de Promocao de Crescimento em meio de cultura
solido

Propriedade Inibitoria

Propriedade Indicativa

Teste de Adequacao do Método

Procedimento do Teste

Recomendacao do Meio de Cultura.



General Chapter <60>
Analise Microbiologica de Produtos Nao Estereis —
Teste do Complexo Burkholderia cepacia

- ApOs incubacao do produto enriquecido em TSB ("Tryptic Soy

Broth™) por 48 — 72 horas (30 — 35°C), semear uma alca em
BCSA (“Burkholderia cepacia selective Agar”) e incubar por 48 —
72°C (30 — 35°C).

- Atualmente, os testes para o complexo Burkholderia cepacia

(Bcc) sao oficiais apenas na Farmacopeia Americana (USP).



General Chapter <60>
Analise Microbiologica de Produtos Nao Estereis —
Teste do Complexo Burkholderia cepacia

Agar BCSA - Interpretacao

v Os agentes seletivos cristal violeta, a polimixina B,
gentamicina e a vancomicina, inibem organismos
comumente encontrados nas secrecoes
respiratorias que nao sejam o Bcc.

v Sacarose e lactose sao carboidratos para
enriquecimento e diferenciacao com vermelho de
fenol como indicador de pH.

v A presenca de bactérias do Bcc € indicada pelo
crescimento de colbnias marrom-esverdeadas com
halo amarelo ou coldnias brancas cercadas por

uma zona vermelho-rosa no BCSA



General Chapter <60>
Analise Microbiologica de Produtos Nao Estereis —
Teste do Complexo Burkholderia cepacia

Agar BCSA - Interpretacao
v Qualquer crescimento no BCSA € confirmado com testes de
identificacao.
v Verificar “Microbial Characterization identification and Stain

Typing” <1113> para mais informacoes.



ldentificacao do crescimento positivo no BCSA?

> Ao longo de anos tem sido um desafio a identificacao rapida e
precisa de B. cepacia

> A Identificacao pode ser um problema, uma vez que B. cepacia
tem uma composicao genética diversificada, dificultando a
identificacao precisa para os testes fenotipicos

> ldentificacao Biogquimica — Bcc sao fenotipicamente similares. A

iIndicacao € de sempre confirmar com identificacao gendmica.



ldentificacao do crescimento positivo no BCSA?

> ldentificacdo 16S RNA (método considerado “gold standard”. E
simples, rapido, sensivel e especifico

> WGS - sequenciamento completo do genoma

> MLST (digitacao de sequéncias de foco multiplo) — técnica de
biologia molecula para a digitacao de multiplos loci. O
procedimento caracteriza isolados de espécies microbianas
usando as sequéncias de DNA de fragmentos internos de
multiplos genes de manutencao. No caso de Bcc, deve ser
utilizado 7 desses genes para tentar identificar e distinguir entre

os diferentes tipos de Bcc.



Compliance com General Chapter <60>

1. Teste de Promocao de Crescimento e Adequacao do
Produto utilizando indéculo com menos de 100UFC de:
B. cepacia ATCC 25416

B. cenocepacia ATCC BAA-245

B. multivorans ATCC BAA-247



Requerimentos

- Realizar GPT em cada novo lote de meio de cultura adquirido
pronto para uso ou preparado no laboratorio, em paralelo com

um meio de cultura previamente aprovado.

- Inocular o meio de cultura com nao mais que 100 UFC de cada
microrganismo para propriedades de Promocao de Crescimento
e Indicativa. Inocule o meio de cultura com pelo menos 100
UFC com o microrganismo apropriado para propriedade
Inibitoria.

- Os microrganismos devem ser rastreaveis de uma Cultura de

Colecao de Referéncia e devem estar em nao mais do que 5

passagens da Cultura de Referéncia.



Requerimentos

Compare o crescimento no novo meio de cultura com o

crescimento no meio previamente aprovado

O crescimento deve ser "comparavel”. Nao existe na USP a

definicao de quantidade do que € "comparavel”

Em paralelo realizar o controle do inoculo em agar nao seletivo:
deve haver < 100 UFC

E se nao houver lote previamente aprovado”? Considere
adicionar outros Analistas do Laboratorio. Use um numero
significativo de replicatas. A média das medias pode ser

considerada como ponto de referéncia.



Requerimentos




General Chapter <60>



Recomendacgoes

USP <61> menciona um numero maximo de UFC, nao um
volume de inoculo:
> "Inocule uma porgcao do meio apropriado com um pequeno

numero (nado mais que 100 ufc) do microrganismo apropriado.”

Melos seletivos: o volume do inodculo pode ser duplicado em
caso de alta seletividade

Utilize isolados “injuriados” identificados para GPT, Adequacao

dos Metodos de Analise e de |ldentificacao.



Como a PlastLabor pode auxiliar na
Implementacao do General Chapter <60>



Como a PlastLabor pode auxiliar na
Implementacao do General Chapter <60>



Resumo

1. Complexo Bcc numero 1 razao de recall em produtos em USA

2. Vantagens das deficiéncias dos processos de GMP tiradas por
bacterias do Complexo Bcc.




Obrigada!
leticia.dias@plastlabor.com
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