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RESUMO

A Portaria de Consolidagio n° 4, de 28 de setembro de 2017, do Ministério da Satide, dispde sobre a avaliagio dos servigos destinados
aos bancos de tecidos humanos (BTH) quanto ao controle microbiolégico dos ambientes (sala de processamento classificagdo
ISO 5) e dos produtos (cultura para patégenos aerébicos, anaerébicos e fungos), visando a garantia de inocuidade nos transplantes
de tecidos. Objetivos: Evidenciar as técnicas para controle microbiolégico dos tecidos distribuidos, adotadas por um BTH em
5 anos, assim como os resultados obtidos pela aplicagio e uso dessas técnicas. Métodos: Por meio de procedimentos operacionais
padrio (POP), foram estabelecidas previamente a metodologia e a frequéncia das coletas, dos exames e da limpeza das salas. Foram
coletadas culturas microbiolégicas dos tecidos em todas as captagdes e processamentos. Além disso, durante o processamento
do tecido, amostras das digitais nas luvas do processador ¢ na sala de processamento foram semeadas em placas dgar sangue.
Semanalmente, a sala de processamento foi limpa com “biguanida + quaternirio de amoénia”, sendo a bancada de processamento
higienizada com dlcool 70% estéril e o controle ambiental microbioldgico realizado semestralmente, por empresa terceirizada
e qualificada. Resultados: No periodo analisado, as técnicas se mostraram eficazes em 46 (96%) casos, tendo sido identificada
contaminagio em apenas duas (4%) amostras processadas e coletadas. A eficicia e os resultados foram documentados. Conclusao:
Meétodos eficazes de controle de qualidade biolégico sio legitimamente obrigatdrios, porém passiveis de aperfeicoamento, suscitando
a necessidade do desenvolvimento de protocolos seguros para qualidade dos servigos e inocuidade dos tecidos transplantados.

Palavras-chave: Doagio de Tecidos; Transplante de Tecidos; Controle de Qualidade Biolégico; Produtos Inéeuos; Banco de Tecidos Humanos.

The Use of Microbiological Quality Control Techniques Adopted in a Human Tissue Bank
ABSTRACT
The Brazilian Ministry of Health’s Consolidation Ordinance No. 4 of September 28, 2017, provides the requisites for the

evaluation of services for human tissue banks (bancos de tecidos humanos [BTH]) in terms of the microbiological control of
environments (ISO 5 classification processing room) and products (culture for aerobic, anaerobic, and fungal pathogens), with a
view to guaranteeing harmlessness in tissue transplants. Objectives: To highlight the techniques for microbiological control of
distributed tissues adopted by a BTH over 5 years, as well as the results obtained from the application and use of these techniques.
Methods: Using standard operating procedures (SOPs), the methodology, and frequency of collections, tests and room cleaning
were established in advance. Microbiological cultures were taken from the tissues during all the collections and processing. During
tissue processing, fingerprint samples on the processor’s gloves and in the processing room were seeded on blood agar plates.
The processing room was cleaned weekly with biguanide and quaternary ammonium. The processing bench was sanitized with
sterile 70% alcohol and the microbiological environmental control was carried out every 6 months by a qualified outsourced
company. Results: In the period analyzed, the techniques proved effective in 46 (96%) cases, with contamination identified in only
two (4%) processed and collected samples. The effectiveness and results were documented. Conclusion: Effective biological quality
control methods are legitimately required, but they can be improved, raising the need to develop safe protocols for the quality of
services and the safety of transplanted tissues.

Descriptors: Tissue Donation; Tissue Transplantation; Biological Quality Control; Innocuous Products; Human Tissue Bank.
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O Uso de Técnicas para Controle de Qualidade Microbiolégico Adotadas em um Banco de Tecidos Humanos

INTRODUCAO

Os bancos de tecidos humanos (BTH) sdo institui¢oes publicas ou privadas especializadas em servigos de satde e responsaveis,
principalmente, por captar, processar, armazenar e distribuir tecidos humanos para transplantes e pesquisas oriundos de doadores
vivos e/ou falecidos (autoenxertos/aloenxertos)"?. Dentre os muitos tipos de tecidos passiveis de transplantagao, destacam-se pele,
membrana amniotica, cdrneas, vasos, valvas, 0ssos, tenddes, meniscos, fascias, cartilagens, entre outros>>.

Os produtos disponibilizados pelos BTH sido destinados, principalmente, a atender as demandas clinicas de pacientes em lista
de espera gerenciada pelo Sistema Nacional de Transplantes (SNT), com necessidades de reparagio, regeneragdo e/ou falhas
teciduais, sendo esses tecidos isentos da necessidade de histocompatibilidade com o doador®®. Sendo assim, tais institui¢oes
devem manter a seguridade e o controle de qualidade em todos os processos que permeiam seus produtos, desde a triagem do
doador até a entrega dos tecidos para o médico transplantador e, também, apds os transplantes, com o acompanhamento de
quaisquer reagio e/ou evento adverso no receptor>”.

A Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) N° 707, de 1° de julho de 2022, destinada as boas préticas em BTH, que revogou a
RDC N° 55, de 11 de dezembro de 2015, destinada a avaliagdo dos servicos quanto ao controle microbioldgico dos ambientes, sala de
processamento classificacdo ISO 5 e dos produtos, cultura para patogenos aerdbicos, anaerébicos e fungos, visa estabelecer técnicas
que garantam a inocuidade dos produtos humanos ofertados para transplantes®’. Ainda, permite aos BTH estabelecerem diretrizes
especificas de controle microbioldgico, segundo autorizagdo e supervisao de um médico e diretor clinico responsavel pela institui¢ao®*.

Sendo assim, devido a falta de padronizacio de técnicas e diretrizes destinadas especificamente aos BTH de todo pais, suscita-
se a necessidade de mais divulgagdo dos processos desenvolvidos por essas institui¢des, a fim de auxiliar na tomada de decisdes

de outros BTH, em meio aos desafios que envolvem os processos estabelecidos pela legislagdao®*.

OBJETIVO

Evidenciar as técnicas para controle microbioldgico dos tecidos distribuidos adotadas por um BTH em 5 anos, assim como os

resultados obtidos pela aplicagdo e uso dessas técnicas.

METODO

Trata-se de estudo experimental com interven¢des em amostras de tecidos dsseos humanos (produto/cabegas femorais) e do
ambiente (sala de processamento estéril - classificagdo ISO 5) localizadas em um BTH alocado em um hospital tercidrio do interior
do estado de Sao Paulo, onde os mesmos foram processados com anélises de diferentes técnicas, assim como seus processos e
periodos/frequéncias previamente determinados.

A fim de otimizar e estabelecer a rotina de produgio, tipos de analises a serem empregadas e frequéncia de coletas, uma equipe
interna, coordenada por um diretor clinico médico, foi estabelecida por meio de um organograma e, em seguida, criaram-se
documentos norteadores as tematicas que estabeleceram todos os processos que envolveram este estudo, sob a luz do Sistema de
Gestdo da Qualidade ISO 9001/2015 e Gestdo de Alto Nivel', sendo: Manual da Qualidade (MQ); Procedimentos Gerenciais (PGs);
Procedimentos Operacionais Padrao (POPs); Registros da Qualidade (RQs); Indicadores da Qualidade (IQs); Treinamento da equipe
delimpeza terceirizada junto 8 Comissao de Controle de Infecgao Hospitalar (CCIH); modelos de treinamento com registro de eficacia.

Todos os tecidos captados e utilizados na pesquisa foram oriundos de pacientes vivos, eletivos a cirurgia de artroplastia total de quadril
no mesmo hospital onde esta alocado o BTH. Realizou-se a sele¢do dos pacientes por amostragem por conveniéncia (nio probabilistica)
e a autoriza¢do para inclusdo das amostras no estudo foi realizada apds anuéncia do paciente, por meio do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Foram utilizadas para o estudo amostras de tecidos 6sseos coletadas no periodo de 14/01/2018 a 18/12/2022.

Por meio dos documentos descritos, foram estabelecidas a metodologia e a frequéncia das amostras coletadas, exames e limpeza

das salas, com os devidos treinamentos das equipes. conforme descrito a seguir.
Limpeza terminal

Semanalmente, ou antes e apds todos os processamentos, a sala de processamento foi limpa pela equipe de limpeza com solugao
de biguanida + quaterndrio de amonia 0,4% estéril, sendo a bancada de processamento higienizada com alcool 70% estéril pelo
técnico do BTH (Fig. 1a).

Processamento do tecido

Ao inicio do processamento do tecido, foram coletadas e semeadas, em placas dgar sangue, amostras das digitais das maos do
processador, o qual calgava luvas estéreis (Figs. 1b, 1¢), e, durante todo o processamento, uma placa contendo meio de cultura agar

sangue ficou exposta debaixo do fluxo laminar do ambiente da sala de processamento (Fig. 1d).
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Controle microbiolégico do processamento

Em todas as captagdes e processamentos, trés amostras de fragmento dsseo e trés amostras de lavado [10 mL de soro fisiolégico
(SF) 0,9% utilizado para lavar o tecido dsseo durante o processamento] foram coletadas para realiza¢io de culturas microbiolégicas,

incluindo bactérias aerdbias, anaerdbias e fungos (Figs. le, 1f).
Controle ambiental da sala

O controle ambiental microbiolégico (bactérias e fungos) da sala de processamento foi realizado semestralmente, por uma empresa
terceirizada que coletava e qualificava a sala da seguinte maneira: a) Andlise do fluxo laminar (ISO 5) - colhidas amostras apds
processamento (pior cendrio) e apds primeira limpeza (melhor cendrio); b) Anélise passiva do ar - colhidas trés amostras com placas
replicate organism direct agar contact. (RODAC) em exposi¢do no ambiente por 4 horas consecutivas, dentro do fluxo laminar; c)
Anilise da bancada de processamento - colhidas trés amostras da superficie da bancada com placas RODAC; d) Anélise da sala
de processamento, fora da cortina de fluxo (ISO 7) - analise passiva do ar de quatro amostras em pontos diferentes da sala por

4 horas de exposigdo e andlise do chdo e paredes com coleta de quatro amostras com placas RODAC (Fig. 1g).

Fonte: Acervo fotografico dos autores, 2024.
Figura 1. Registros dos processos metodologicos empregados para as analises
do ambiente e dos produtos produzidos pelo BTH, 2024.

Bioburden

Empregou-se ainda, para todas as amostras produzidas no periodo, o exame quantitativo/qualitativo de carga microbiana
(bioburden), sendo esse capaz de definir o niimero de micro-organismos presentes em determinada superficie e/ou produto®°.
Para esse fim, um fragmento de tecido dsseo foi armazenado por 24 horas a 37°C em 50 mL de SF 0,9% estéril. Posteriormente, o
liquido foi passado por sistema fechado contendo uma membrana/filtro (K18-230/lote: 210410-338) estéril, com 0,22 pm de poro
(Kasvi, Sao José dos Pinhais, Brasil). A membrana foi retirada do sistema e colocada na superficie de uma placa de dgar sangue de
carneiro 5% (Plastilabor, Rio de Janeiro, Brasil) identificada e encaminhada para o mesmo laboratério no qual foi incubada em
estufa bacterioldgica por 24-48 horas a 35°C" (Fig. 2).

Todas as amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratério de Analises Clinicas do mesmo hospital. As andlises
microbiologicas das amostras se deram por meio da pesquisa de crescimento de bactérias aerdbias, anaerdbias e fungos.
As amostras de tecidos 0sseos e as solugdes foram colocadas em tubos contendo caldo brain hearth infusion (BHI) (Plastilabor,
Rio de Janeiro, Brasil) e incubadas por 24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO,. Apos esse periodo, foram semeadas em placas

de dgar sangue de carneiro 5%, 4gar Mac Conkey e d4gar manitol (Plastilabor, Rio de Janeiro, Brasil) e incubadas por 24-48 horas
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em estufa bacterioldgica. A pesquisa para bactérias anaerdbias foi realizada inoculando o material em caldo tioglicolato fluid
(Plastilabor, Rio de Janeiro, Brasil), o qual foi incubado em estufa por 24 horas e, apds esse periodo, semeado em placas de 4dgar
Brucella (Plastilabor, Rio de Janeiro, Brasil) e novamente incubados em estufa por 48 horas em jarra de anaerobiose com inibidor
de oxigénio. Com relagido a pesquisa de fungos leveduriformes e filamentosos, durante o processamento do material, foram

semeados diretamente no 4gar Sabouraud em tubo, permanecendo incubados pelo periodo de até 42 dias.

Fonte: Acervo fotografico dos autores, 2024.

Figura 2. Realizagao do exame bioburden para as andlises microbioldgicas. a) Preparo do sistema
fechado para passagem do liquido onde esteve a amostra pela membrana; b) Membrana teste semeada
na placa pronta para incubar; ¢) Membrana teste apresentando contaminagdo apds incubagio.

Para as culturas de bactérias ou fungos que obtivessem crescimento de micro-organismos, realizaram-se a identificagdo e a
quantificagio de colonias dos microrganismos, utilizando espectrometria de massa pelo equipamento Microflex LT MALDI TOF
(Bruker, Billerica, EUA) e o teste de sensibilidade por microdilui¢do em caldo, realizado por meio do equipamento VITEK® 2
Compact (bioMérieux, Rio de janeiro, Brasil); os testes de sensibilidade foram realizados por disco de difusdo. Os resultados de
suscetibilidade antimicrobiana foram interpretados de acordo com as mais recentes diretrizes do Comité Brasileiro de Testes
de Suscetibilidade aos Antimicrobianos/ European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing'"'2. Os resultados foram
tabulados e apresentados a seguir.

RESULTADOS

No periodo analisado, as técnicas se mostraram eficazes em 46 (96%) casos, tendo sido identificada contaminagdo em apenas duas
(4%) amostras processadas e coletadas, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Identificagdo da amostra, local de detecgio e géneros/espécie dos micro-
organismos encontrados durante o processamento dos tecidos.

1D Amostra Micro-organismo
08/2019 Fragmento 6sseo Fungo/Candida albicans
08/2021 Maio do processador Bactéria/Staphylococcus epidermidis

Fonte: Elaborada pelos autores.

Com relagio as 46 amostras que ndo apresentaram contamina¢io em nenhuma das andlises, destacam-se a importincia e a
efetividade dos processos estabelecidos pelo BTH, principalmente quanto a escolha dos protocolos, tipos de técnicas utilizadas,
treinamento da equipe interna (cirurgides e processadores) e externa (equipe de limpeza terceirizada), frequéncia de captagao das
amostras e maior seguridade dos produtos oferecidos, pois 96% das amostras apresentaram inocuidade.

Decerto que diretrizes bem estabelecidas e operacionalizadas podem ser capazes de melhorar os processos internos, agregando

qualidade aos produtos oferecidos e satisfagiao aos clientes, médicos transplantadores e pacientes receptores.

Braz ) Tranpl m v27 m €0924 m 2024


file:///D:/Trabalho/Linceu%20Editorial/BJT/BJT_565/ker Corporation HYPERLINK

Corsi CAC, Scarpelini KCG, Bento RL, Assuncdo-Luiz AV, FGarcia L, Martins LGG

DISCUSSAO

Quando se propde a analisar e discutir a eficicia dos processos que permeiam a captacgdo e produgio de tecidos humanos, cabe
avaliar, de forma aprofundada, os resultados de exames microbiolégicos como indicadores de qualidade. Urgem-se, entao, as analises
de contaminag¢do microbioldgica dos tecidos de forma negativa, porém como papel muito importante e critico na seguranca e
inocuidade dos aloenxertos distribuidos'>*. Nesse sentido, vale destacar que essas evidéncias negativas podem ser transformadas
em pontos de melhorias imediatas e futuras a serem adotadas pelos BTH'.

Muitos sdo os fatores, dentro do BTH, que podem estar associados a contaminagdo dos tecidos, além da captagdo e do
processamento; por exemplo, a contaminagdo em feridas cirurgicas no pdés-operatério imediato e/ou tardio de pacientes
submetidos a cirurgias ortopédicas®. Estudos recentes descrevem a prevaléncia de diferentes bactérias, como Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, entre outras, em culturas associadas a essas cirurgias'*'*.

Outro dado importante a ser analisado, devido a contaminag¢do das amostras, é o numero de pessoas que participaram da
captagdo e/ou do processamento. Estudos demonstraram que o nimero de pessoas que participou da captagdo/processamento
pode aumentar a contaminagao de patégenos nos tecidos''¢, principalmente em centros cirtrgicos nos quais o tecido foi coletado
e/ou na sala de processamento em que foi processado; ainda que pequena, existe a possibilidade de contaminag¢do por meio da
flora da pele do cirurgido/processador, caso nio realizem técnicas assépticas satisfatorias'*'®. Além disso, Paolin et al.”? afirmam
que uma equipe deve conter até trés pessoas e que para cada pessoa extra na equipe de captagdo/processamento, aumenta-se o
risco de contaminagdo em 1,28 vezes'?.

O tempo de duragio da captagdo e do transporte das amostras também pode ser fator de risco para contaminagio, assim como
o periodo do ano, o que pode ser explicado pelo estado de conservagdo da amostra, dadas a temperatura do corpo do doador no
momento de retirada ou a falta de cuidados no transporte dos tecidos'>'¢%.

Outras variaveis relacionadas com o doador podem determinar os possiveis fatores que afetam o risco de contaminagiao
durante a captagio, tais como o género'?, o tipo do doador (vivo ou falecido)'® e a temperatura'é; porém, tais correlagdes ndo
foram abordadas neste estudo inicial.

Por fim, os resultados deste estudo podem ser um excelente ponto de partida para melhorar os procedimentos de captagdo
e processamento de tecidos em todos os BTH do pais. Minimizar riscos de contaminagao nos produtos produzidos por BTH é
um objetivo que deve ser buscado com técnicas assépticas e protocolos bem estabelecidos, a fim de suprir as necessidades das

institui¢des, dos transplantadores e dos pacientes receptores.

CONCLUSAO

Métodos eficazes de controle de qualidade microbioldégico sao legitimamente obrigatérios para evidenciar indicadores de
qualidade. Além disso, podem proporcionar a diminui¢éo do risco de contaminagao dos tecidos por meio da melhoria continua
das técnicas assépticas utilizadas na captagdo e processamento. Entretanto, a padronizagao dos exames nao é especifica, suscitando

o desenvolvimento de protocolos seguros para a qualidade dos servi¢os em cada BTH.
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