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CONTROLE DE ESTERILIDADE DE PRODUTOS
BIOLOGICOS E QUIMICOS

Técnica adotada no Instituto Butantan

PFOR

Prixio MarTiNs RODRIGUES

Ao ser reorgamzada, em novembro de 1939, a Seccio de Fiscalizacio de
Esterilidade dos produtos quimicos e bioldgicos, fabricados neste Instituto, foi
Nossa preocupagio inicial proceder a um exame da literatura bacteriologica a
respeito das técnicas de controle em uso nos centros mais adiantados.

O primeiro resultado dessa consulta foi a constatacio da inexisténcia de
qualquer padronizagio de técnica; mesmo entre os americanos do norte, geral-
mente pioneiros em estandardizagio, era sensivel a falta de uniformidade dos
processos empregados, quer por organismos oficiais, quer por estabelecimentos
industriais de iniciativa particular.

A situagio, de inteiro arbitrio por parte de cada fabricante de produtos
biologicos e quimicos empolados, no que diz respeito a escolha da técnica de con-
trole a seguir, acha-se bem descrita num relatério publicado pelo Conselho de
Farmicia e Quimica da “American Medical Association” (1), sem davida o
melhor trabalho a respeito do assunto que nos ocupa, por nds encontrado na li-
teratura. Ndo havia nos Estados Unidos, até a época da publicacio desse tra-
balho, fiscalizagio oficial da esterilidade dos produtos injetiveis postos i venda
naquele pais. Chegavam mesmo alguns fabricantes, na liberdade que usufruiam,
a considerar, em certos casos, como initil, todo e qualquer contrdle de esterili-
dale de seus produtos, baseando-se para tanto no poder antisséptico real ou
hipotético destes, ou mesmo sem base alguma. A maioria dos industriais, no
€ntanto, submetia os seus produtos, antes da entrega a venda, a um exame cujos
detalhes e rigor variavam de caso para caso.
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Salientavam, entio, os subscritores do relatorio referido, a urgeéncia de uma
iniciativa por parte do governo, no sentido de ser estabelecido um padrio d€
técnica para o exame de esterilidade a ser feito regularmente por um organism@
oficial. :

Com o espirito pratico carateristico de seus compatriotas reconheciam.
no entanto, os autores norte-americanos, que faltava ainda a base indispcns-i“]
para a elaboragio de uma técnica ou, talvez, de varias técnicas padronizadas, 3
serem praticadas em diferentes circunstincias. Sem dados seguros sobre a 10°
cidéncia de contaminagio bacteriana de produtos empolados e — mais 1mpore
tante — sobre a incidéncia de infegdes devidas diretamente i injecio de material
empolado, contaminado por bactérias patogénicas, niao é prudente, declaram 08
mesmos, tentar recomendar regras especiais para regulamentagao.

Com o fim de facilitar futura padronizagio, procedeu a mesma comissao
a um estudo de classificagoes de produtos biologicos, propostas por diferentes
autores, nas quais eram os mesmos seriados segundo o perigo maior ou menof
de contaminagio a que estavam sujeitos, devido a sua natureza quimica ou 2
suas propriedades antissépticas.

Além dos ensinamentos contidos no relatorio citado, cuja leitura ¢ 1mpre
cindivel para quem queira formar juizo sobre a questdo, utilizamo-nos, para ©
estabelecimento da técnmica por nos adotada no Instituto desde novembro de
1939, da pratica e dos conselhos dos bactericlogistas da ““Division of Laboratos
ries and Research of the New York Department of Health” (2), do “Higie
nic Laboratory” do Servio Nacional de Saide Publica dos Estados Unidos
(34), das recomendacdes do Govérno Alemio (5) e, finalmente, da txpeﬁ'
encia de Arlindo de Assis (6).

Enquanto o “Hygienic Laboratory” e o técnico patricio julgam suficief
te 0 emprégo de um meio Ginico para cultura de aerdbios e anaerdbios, no Y&
lume de 25 a 30 ccs., quer em tubos de Smith, quer em tubos de batata contef®
do um tubo de hemdlise invertido, adotam os outros analistas citados meios
diversos para cultura em presenca e na auseéncia de oxigenio.

Ao adotarmos o tltimo critério, assim como ao fixarmos todos os detalhes
de técnica que descreveremos a seguir, fomos guiado pela preocupacio, natur 3!
em servico de tal responsabilidade, de preferir, quando possivel, os processos
mais rigorosos, ainda que a custa de grande aumento de trabalho.

DETALHES TECNICOS

As provas a que é submetida a quasi totalidade dos produtos podem sef
divididas em A) — Prova cultural; B) — Exame bacterioscopico; C) — Pro-
va de inoculagio em cobaia. Rl
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A) Prova cultural

Meios de culiura utilizados: Como meio basico para cultura de bacterias
aerdbias, usamos o caldo soro glicosado a 0,19 como aconselhado por Wads-
worth (2) e, para pesquisa de anaerdbios, o meio de figado de Tarozzi, ja uti-
lizado no Instituto Butantan, ao assumirmos a chefia da Secgio.

Introduzimos no servigo de controle do Instituto o meio semi-solido de
Hitchens (7), um dos empregados no ultimo laboratério americano citado, capaz
de satisfazer as exigéncias de anaerdbios e aerdbios e, mesmo, de garantir em
uma maior porcentagem de casos o desenvolvimento destes (8), quando com-
parado com o0 agar comum, gragas principalmente as suas carateristicas fisi-
cas (7). Além dessa vantagem, o meio de Hitchens que se mantem liquido até
a temperatura de 45° possue a de fornecer um processo comodo para a ava-
liacio, até certo ponto, do grau de contamiragio bacteriana, para o estudo de
formacio de colonias e para a diluigio do material a inocular, detalhe éste im-
portante quando se trata de produtos adicionados de antissépticos como sio em
sua quasi totalidade os fabricados pelo Instituto Butantan (9. 10, 11).

Finalmente, como meio proprio ao crescimento de cogumelos, adotamos o
Sabouraud liquido (12). Entre todos os trabalhos percorridos, s6 em (1) en-
contramos aconselhado o emprégo de meios para cultivo de cogumelos, ainda
assim apenas para solugdes agucaradas. Temos, no entanto, utihzado sem exce-
cio o Sabouraud para todos os produtos. Gragas ao seu emprégo, pudemos,
por ocasiio da reforma e pintura do prédio onde estio instaladas as salas de
distribuicio dos produtos em unidades, descobrir contaminagio de diversos pro-
dutos com cogumelos. A explicagio dessa ocorréncia subita e geral foi facil-
mente encontrada, gracas & experiencia de um colega de servigo que ja tivera
ocasiio de observar fato idéntico em uma indastria particular; as faces exter-
nas do prédio estavam recobertas por uma camada imida, na qual eram encon-
trados cogumelos em cultura pura, disseminados em seguida por todo o in-
terior do edificio, como consequéncia da raspagem que precedeu a pintura: —
Alguns dias de interrupgio do servigo de empolamento ou distribuigio dos pro-
dutos foram suficientes para que cessasse ¢ crescimento geral em Sabouraud.

Serve-nos, ainda, ésse meio, mantido em temperatura ambiente, para a des-
coberta de possivel contaminagio por bactérias que nio crescem ou crescem
mal a 37°.

Niimero de empolas a serem cxaminadas: Detalhe importantissimo de teéc-
nica, sdbre éle nio pode haver, naturalmente, de um ponto de vista tedrico, di-
vergéncia de opinido: tanto maior a porcentagem de umdades examinadas em
relacio 20 nimero total de unidades da partida, tanto maior confianca inspi-
ra o resultado do controle executado. As opinides devem ser ouvidas, porém,
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quando se trata de conciliar a vantagem que oferece, quanto ao rigor do resul-
tado, o emprégo de um grande numero de empolas, com os inconvenientes deé
um grande gasto de material e de um aumento exagerado de trabalho, incom-
pativel com os recursos do servigo.

Uma base para a fixagio desse numero é oferecida pela pritica seguida
quer no laboratério oficial de Nova York (2) ja citado, quer no “Hygieni
Laboratory” (3). No primeiro, aconselha-se “examinar 2 unidades quando®
sao distribuidas 100; para cada grupo de 100 empolas subsequentes examinar
uma unidade”. No segundo “a proporgio de recipientes examinados sera de
3 para os lotes contendo até 100 unidades, 4 para aqueles contendo 100 até
150, e assim por diante, adicionando-se um recipiente por 30 ou fracio de 50
unidades até 400, limite além do qual o nimero fixo de 10 sera mantido".

Nic nos foi possivel no Instituto, dados os recursos da Seccio, segﬂi-f
nenhum dos dois critérios citados; atualmente, porém, o ntimero de unidades
examinadas, em média, por partida. é maior que o adotado ao assumirmos ©
servigo, tendo sido nossa preocupagio eleva-lo sempre que possivel.

Volume do material a ser semeado: A norma seguida foi a de semeaf
a maior quantidade possivel de material de cada recipiente, quantidade ess?
limitada apenas pela necessidade de fazer com que o teor do acdo fénico cof®
tido no produto nio ultrapasse 1/10.000, depois de feita a diluicio do “in®
culum” no meio de cultura. Na pratica, isto é facilmente conseguido, desde que
se padronize, dentro de certos limites, o calibre das pipetas Pasteur usadas
A semeadura do material de diversas unidades permite, além disso, vanar ¢
volume liquido inoculado. O detalhe relativo ao volume do material a semear €
de importancia capital; a sua inobservancia pode acarretar o falseamento do con*
trole, resultando a cultura negativa, mesmo quando o produto esta contami-
nado. Substincias quimicas, tais como o acido fénico, acrescentadas ao produt®
com fins antissépticos podem nio ser suficientes para impedir a multiplicaga®
dos germes de uma contaminagio acidental da unidade examinada e, no
tanto, ainda capazes, quando nio convenientemente diluidos no meio de culturd.
de exercer ai sua conhecida acio bacteriostitica. Tomamos como base o teof
limite de 1/10.000 de acido fénico — o antisséptico de uso quasi geral nos pre
dutos do Instituto Butantan — apoiando-nos para isso nas pesquisas de Coopef
(9, 10) e na pritica do laboratério oficial de Nova York [(2),.p. 546)].

Temperatura ¢ tempo de incubagdo: Os meios de caldo sbro glicosado:
Hitchens e Tarozzi, apés semeados, sio mantidos em estufa a 37° e o Sabot*
raud liquido é conservado em temperatura ambiente por 15 dias.

O tempo de cultura adotado pelos diferentes técnicos varia de 5 a 15 dias
Decidimo-nos, no Instituto, pelo prazo maior, tendo em vista uma maior &%
rantia. principalmente no que diz respeito a contaminagio por cogumelos. De
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48 em 48 horas sio examinadas as séries de meios de cultura, sendo repetida
4 semeadura do material da unidade correspondendo a todo tubo encontrado
contaminado; sio semeados, entdao, varios meios idénticos ao contaminado, com
liquido da propria unidade ji uma vez utilizada, para o que toda empola é
fechada apds a retirada do material; no entanto, quando a unidade foi esgotada
pela primeira inoculagio, € forgoso recorrer a nova semeadura de um grande
ntimero de unidades, para apurar si o crescimento observado foi devido a exis-
téncia de bactérias no produto ou si foi consequeéncia de contaminacgio aciden-
tal alheia ao produto. Uma partida so0 ¢ dada como contaminada, com base
em exame cultural, quando em duas ocasiGes diferentes, de duas umdades di-
versas, sio obtidos germes com morfologia idéntica ou, entio, ji quando da
primeira semeadura o numero de tubos contaminados é consideravel. Pode tor-
har-se necessario repetigao 2, 3 ou mais vezes de uma semeadura para dirimir a
divida entre contaminacio mcidental durante a semeadura e contaminagio do
produto, sendo mesmo dificilimo em alguns casos resolver a questio (13).

Desejamos ainda aqui citar, de passagem, a utilidade, quando o produto
possue qualidades de meio de cultura, da cbservagio de algumas unidades ou
de toda a partida durante alguns dias de permanéncia na estufa .

B) Exame bacterioscépico

Com material de toda partida entregue a controle é feito um esfregaco, corado
2 seguir pelo método de Gram, para o que, de cada unidade da mesma, sio reco-
lhidas algumas gotas em recipiente comum, sendo a limina preparada com a
mistura final. Conquanto niio apresente a mesma garantia que a cultura, o
exame bacterioscopico € capaz de revelar a presenca de contaminaciio bacteria-
na mais ou menos grosseira; serve ainda de complemento ao exame cultural
quando éste nada possa revelar, isto é, quando o produto esteja contaminado
vom cadaveres bacterianos.

C) Inoculacao em cobaia

A mesma mistura que serviu para o exame basterioscopico ¢ utilizada para a
incculacio de cobaia: sio injetados subcutaneamente de 2,5 a 3 ccs. do mate-
rial, sendo o animal observado durante 5 dias.

No periodo de mais de um ano, durante o qual temos praticado essa
prova, ndo observimos nos amimais inoculados qualquer sintoma consecutivo
i injegiio, mesmo Nos poucos casos, em que se verificou pelo exame cultural,
astar o produto contaminado.
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Uma vez comprovada, pelas técnicas acima enumeradas, a contaminacio do
produto, € o mesmo via de regra abandonado; € principalmente o caso das va-
cinas. Em circunstancias excepcionais, quando o produto contaminado é dificil
mente deteriorivel e o crescimento bacteriano é recente e de grau ligeiro, pode
0 mesmo ser aproveitado apos filtragio e repeticgio em grau maior de todas
as provas de controle de esterilidade, inocuidade e eficiéncia. A restricio quan-
to ao grau e tempo de contaminagio é importante, pois, em produtos dotados
de propriedades capazes de favorecer o crescimento bacteriano, pode haver pro-
ducio de toxinas que irio passar através do filtro.

RESULTADO

Em certa ocasiio, como dissemos, foi constatada pelo controle a ocorréncia
subita de contaminagio frequente com cogumelos, em lapso de tempo relativa-
mente curto. Si fizermos abstragao desses casos de contaminacio, devidos 2
circunstancia excepcional — raspagem da fachada do prédio, entio recoberta
de uma camada umida onde abundavam os cogumelos — teremos, como re-
sultado do controle num periodo de um ano e sete meses, a descoberta de ape-
nas /7 partidas contaminadas, ou sejam aproximadamente 7.000 unidades, numl
total de 1.050 partidas, correspondentes a cérca de 1.3000.000 unidades. Alem
desses casos, nos quais a presenca de germes no produto foi confirmada em
exames repetidos, foram, por motivo de prudéncia, rejeitadas ainda 4 parti-
das, por nio ter sido possivel concluir com seguranga sobre a existéncia ou nad
de unidades contaminadas entre as mesmas, pois como ji acentuamos, nio é facil,
em certos casos, apurar a origem da contaminacio: si acidental durante a téc
nica da semeadura ou si realmente do produto. Pela repeti¢io do exame pode
nio crescer o germe obtido da primeira vez e, em compensacio, podem desen-
volver-se outras bactérias. O exame de outras unidades nio consegue is vézes
esclarecer a questio, ficando a divida da existéncia no meio da partida d€
apenas certo nimero de empdlas contaminadas.

A ocorréncia de tais fatos esclarece bem o conceito em que deve ser tida
a garantia oferecida pelo contréle de esterilidade. A simples consideracio, além
de outras, da impossibilidade prditica de ser examinada toda a partida, basta
para demonstrar a saciedade, nio poder o contrdle de esterilidade, realizado apos
a distribui¢io do produto em unidades, oferecer uma garantia absoluta. AS
unidades a serem examinadas sio colhidas por entre a massa da partida, send®
ainda utilizadas a primeira e a ultima distribuidas. Esta claro, que, ao assim
proceder, é impossivel evitar a influéncia do acaso, que, alids, é suscetivel de
ser talculada com uma certa margem de erro.

A afirmacio da esterilidade de produtos biologicos nio pode repousar ape
nas sobre a execugio de provas de contrile, por mais rigorosas que sejam; €
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toda uma série de cuidados técnicos iniciados com o preparo quimico do me-
dicamento ou, no caso dos soros terapéuticos, com a sangria do animal, e obser-
¥ados cuidadosamente durante todo o processo mais ou menos complicado, se-
gundo o caso, de sua feitura, até a distribuigdo final em unidades, que fornece
4 garantia da esterilidade de um produto, garantia que o contréole nio faz mais
Jue sancionar e reforgar.
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