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RESUMO

A Resolugdo RDC 220/04 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria estabelece os requisitos minimos para o
funcionamento dos servicos de terapia antineopldsica e enfatiza a importncia de um sistema de garantia da qualidade que
abranja as melhores prdticas para a preparacdo da terapia antineopldsica. De acordo com os protocolos farmacéuticos, os
produtos devem obedecer &s especificagdes determinadas pelas normas da legislagéo oficial. A qualidade microbiolégica
do ambiente na preparacdo das drogas antineopldsicas é um fator essencial para que seja realizada com eficiéncia e
seguranca. A seguranca dos pacientes depende da esterilidade do produto, pois eles sdo geralmente imunocomprometidos.
O obijetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbiolégica do processo de manipulacéo de drogas antineopldsicas em
um hospital de referéncia no tratamento de cancer no Estado do Pard, Brasil. O material foi coletado da cabine de
seguranca biolégica (CSB), de luvas de manipuladores e do sistema de ar-condicionado, por meio de swab de superficie e
sedimentacdo esponténea. Os espécimes de bactéria e fungo foram identificados por procedimentos bioquimicos padrées,
bem como por microcultura. Foram isoladas 31 unidades formadoras de colénias: 22 de amostras da CSB, seis do sistema
de ar-condicionado e trés de luvas de manipuladores. A maioria dos micro-organismos identificados nas amostras da CSB
era de Staphylococcus e Bacillus sp. Foram encontrados Staphylococcus e Klebsiella sp nas luvas dos manipuladores e no
sistema de ar-condicionado. Os resultados apresentados demonstraram uma contaminagdo microbiolégica nos processos
envolvidos na preparacéo de antineoplésicos. E necessdrio que se faca um monitoramento continuo da qualidade
microbiolégica desses processos, dos equipamentos e do ambiente, e que seja feita a validacdo da assepsia e a
reestruturacdo do espaco fisico, para que sejam obedecidas as Resolucées RDC 50/02 e 220/04.

Palavras-chave: Antineopldsicos; Contaminacdo de Medicamentos; Boas Praticas de Manipulacao; Staphylococcus;
Bacillus; Klebsiella.

INTRODUCAO infracavitéria ou intframuscular para o tratfamento de
doencas. Esta terapia é uma forma de tratamento sistémico
e difere das terapias mais antigas e de outras opcdes de

. . . . .
tratamento localizado, como a cirurgia e a radioterapia .

Aterapia com drogas antineopldsicas, ou quimioterapia,
tornou-se um dos mais importantes e promissores
procedimentos antineopldsicos. Ela compreende o uso de
agentes quimicos individualmente ou combinados,
administrados por via oral, infravenosa, intra-arterial,

A preparacdo e manipulagGo de produtos estéreis,
como os agenfes quimioterdpicos, exigem cuidados e
devem ser realizadas por pessoal qualificado apés
treinamento especifico em procedimentos assépticos, de
modo a assegurar uma consisténcia na obtencdo de
produtos estéreis de qualidade aceitdvel’. A contaminacéo
microbiana pode comprometer o desempenho do produto
por acarretar uma quebra na estabilidade de sua
formulacdo ou por modificar as caracteristicas fisicas e
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organolépticas, levando & inativagdo de seus ingredientes
. P 3
ativos e de seus excipientes’.

A técnica asséptica para a preparacéo de solucoes
intravenosas é de extrema importéncia para a
sobrevivéncia do paciente, pois, uma vez contaminada, a
terapia pode ocasionar infeccées sistémicas apds sua
inoculacéo na corrente sanguinea®. Como estes pacientes
séo tipicamente imunossuprimidos e a maioria das drogas
quimioterdpicas ndo apresenta atividade antimicrobiana
(especialmente contra Pseudomonas aeruginosa e o
multirresistente Staphylococcus aureus), a seguranca do
paciente depende da esterilidade do produto”®.

Por esta razdo, os estudos que avaliam os processos de
preparacdo de produtos estéreis sdo extremamente
importantes, & que permitem a andlise de possiveis
contaminagdes microbianas em todas as suas fases. O
crescimento microbiano é uma evidéncia de que a técnica
e/ou a estrutura fisica do ambiente ndo segue o
Regulamento Técnico estabelecido pela RDC 220/04 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa), que
determina os requisitos minimos para a realizacdo dos
servicos de terapia antineoplésicas (STA). A
regulamentacéo oficial exige que um sistema de garantia
de qualidade seja incorporado ds boas prdticas de
preparacéo de terapia antineopldsica (BPPTA), além de um
efetivo controle de qualidade documentado e monitorado.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade
microbiolégica da fase de manipulacdo dos STA em um
hospital de referéncia no tratamento de cdncer na Cidade
de Belém, Estado do Pard, Brasil, para que sejom
obedecidas as determinagdes previstas nas BPPTA e,
consequentemente, seja assegurada a qualidade do
produto e do servico e corrigido qualquer descumprimento
de procedimentos previstos pela legislacdo vigente®”.

MATERIAIS E METODOS
AMOSTRAS E LOCAL DO ESTUDO

As amostras foram coletadas por trés dias e foram
escolhidas aleatoriomente durante a preparacdo dos
agentes quimioterdpicos na sala de preparo dos STAem um
hospital de referéncia em oncologia na Cidade de Belém.

O material de estudo foi composto por 31 colénias
coletadas mediante o seguinte procedimento: uma placa
foi colocada dentro da cabine de seguranca biolégica
(CSB) por 6 h (método de sedimentacdo); uma placa
continha uma amostra coletada por meio de swab de
superficie da CSB; duas placas continham uma amostra
cada, obtidas das luvas de trés manipuladores
denominados A, B e C, coletadas no inicio e no fim do
perfodo de estudo; e uma placa foi colocada em frente ao
sistema de ar-condicionado por 5 min.

PRINCIPIO DAS TECNICAS

Trata-se de um estudo observacional, descritivo,
prospectivo no qual duas técnicas de coleta de amostras de
ar foram utilizadas para controle microbiolégico do
ambiente: o método de placas de sedimentacdo™ e o
método de placas de contato de superficie'.

O método de swab de superficie foi utilizado para
coletar material de superficies de contato e das luvas dos

manipuladores. O método de placas de sedimentacdo foi
utilizado para coletar amostras do sistema de ar-
condicionado e da CSB. Este método consistiu em expor
uma placa de Petri de 90 mm de diémetro com 20 mL de
um meio seletivo ou néo seletivo (o dgar nutriente) ao ar
daquele ambiente por 6 h. As colénias foram depositadas
por gravidade e entdo contadas. As placas foram
identificadas e guardadas em caixas de poliestireno (isopor)
sob condicées assépticas e posteriormente transportadas
para o laboratério de microbiologia, onde foram
incubadas a 37° C por 24 a 48 h; a andlise foi realizada
determinando-se o nUmero de unidades formadoras de
colénias (UFC's), de acordo com Pasquarella et al®.

Posteriormente, as coldénias foram submetidas &
coloracdo de Gram e idenfificadas com base em suas
caracteristicas. Em seguida, foram cultivadas a 37° C em
agar MacConkey (HIMEDIA) ou dgar manitol salgado
(HIMEDIA) (em duas placas para cada meio). As coldnias que
apresentavam cocos Gram-positivos agrupados em clusters
foram submetidas a testes de identificacdo bioguimica para
identificaco de catalase, oxidase e coagulase'. Os
organismos Gram-negativos foram identificados com base
em seu crescimento em dgar MacConkey e foram submetidos
a festes bioquimicos, como dcido cftrico, ureia, H2S, indol,
motilidade, lisina descarboxilase e fermentacdo de
oxidase/glucose e sacarose, para identificacdo de
enterobactérias e bacilos ndo fermentadores”. O
crescimento fingico em meio de Sabouraud foi analisado em
uma lamina utilizando coloracdo azul algodéo ou clareada
com KOH e microcultura.

A técnica de microcultura consiste na colocacéo de
uma pequena amostra do meio de cultura contendo os
fungos em uma ldmina para observacdo em microscépio.
Uma lamela é posicionada sobre a amostra e a lamina é
entdo colocada em um recinto Umido. O fungo cresce na
parte inferior da lamela e desenvolve frutificacdes que
podem ser analisadas diretamente sob o microscépio sem
que sejam destruidas durante a manipulacédo''. Os limites
recomendados para o monitoramento microbiolégico de
ambientes limpos s@o determinados pela Convencéo de
Inspecd@o Farmacéutica (PIC), que descreve a preparacdo
asséptica de solucdes em seu grau A" (Tabela 1).

Tabela 1 — Limites recomendados para contaminacéo
microbiana, de acordo com o Guide to
Good Manufacturing Practice for Medicinal
Products da Convencdo de Inspecéo
Farmacéutica
Limites recomendados para contaminacdo microbiana

Teste de

Placas de

Amostras . _ Placas de contato
sedimentag@o I contato de
Grau dear . (diam. 55 mm).
UFC/m? (diédm. 90 mm). UFC/placa luva (5 dedos)
m UFC/4 h P UFC/luva
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 25 25 -
D 200 100 50 -

Sinal convencional utilizado: - Dado numérico néo igual a zero resultante
- - A 10
de arredondamento. Fonte: Convencédo de Inspecdo Farmacéutica” e
. . 13
European Good Manufacturing Practices .



ETICA

Este projeto (protocolo 1329/10) foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério
Jodo de Barros Barreto da Universidade Federal do Pard
(HUJBB/UFPA) (CAAE - 3076.0.000.071-10) e os
procedimentos adotados seguem a Resolucdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude.

RESULTADOS

Um total de 31 UFC's foi isolado das fontes analisadas:
22 (71%) foram obtidas da CSB, trés (10%) foram obtidas
das luvas de manipuladores e seis (19%) foram obtidas do
sistema de ar-condicionado (Figura 1).
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Figura 1 - Distribuicdo das UFC's em relacéo as fontes: CSB,
luvas dos manipuladores e sistema de ar-
condicionado

A andlise qualitativa das colénias demonstrou que
micro-organismos potencialmente patogénicos haviam
sido isolados de todas as amostras provenientes das trés
fontes analisadas. As bactérias do grupo com estafilococos
coagulase-negativos foram os micro-organismos mais
frequentes nas amostras analisadas (23 de 31 colénias ou

74,19%).

No total, 18 (82%) das 22 UFC's isoladas provenientes
da CSB foram obtidas por meio do método de
sedimentacéo e quatro (18%) foram obtidas pelo método
de swab de superficie. Os resultados mostraram uma
frequéncia maior de bactérias Gram-positivas; o micro-
organismo mais frequente foi o estafilococo coagulase-
negativo (73%), seguido do bacilo Gram-positivo (13,5%).
Apenas uma bactéria Gram-negativa foi isolada: um
bacilo Gram-negativo ndo fermentador (4,5%)'. Foram
também encontrados fungos filamentosos do género
Curvularia sp a uma frequéncia de 9% (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de micro-organismos e nimero de
UFC's provenientes da CSB por dois
diferentes métodos de coleta

Sedimentacdo Colefa por swab

Micro-organismos N - CrU
isolados espont@nea  de superficie
(UFC) (UFQ) N %

Estafilococos Coagulase- 14 2 16 73
negativos
Bacilos Gram-positivos 2 1 3 13.5
Bacilos Gram-negativos 1 45
néo fermentadores - 1 :
Fungos filamentosos do

" X 1 1 2 9
género Curvularia sp
Total 18 4 22 100

N: Numero; %: Porcentagem; Sinal convencional utilizado: - Dado
numérico ndo igual a zero resultante de arredondamento .

As amostras extraidas das luvas foram coletadas em
dois momentos distintos: antes e depois do processo de
manipulacdo. Nao foi observado crescimento nas
amostras das luvas obtidas no infcio da manipulacéo, o
que demonstrou que as luvas eram estéreis. No entanto, foi
observada a contaminacdo em amostras obtidas no
segundo dia da coleta.

Das trés luvas analisadas, apenas as amostras
coletadas do manipulador B apresentou contaminacdo
microbiolégica por bactérias coagulase-negativas (duas
UFC's, 67%) e Klebsiella sp (uma UFC, 33%).

Nas amostras extraidas do sistema de ar-condicionado
do ambiente de manipulagéo, foram encontradas cinco
(83%) UFC's de estafilococos coagulase-negativos e uma
(17%) UFC de Klebsiella sp. Além disso, foram observadas
variagdes na temperatura do ambiente de manipulacéo, e
auséncia de filtro no sistema de ar-condicionado.

DISCUSSAO

A quantificacdo de micrébios no ar é dificil de ser
realizada e os quatro métodos principais séo: contagem
de UFC/m’ de ar, contagem de UFC's em placas, medicdo
de componentes quimicos em células microbianas/m® no
ar; e contagem com o uso de microscépio. As amostras de
ar podem ser coletadas de duas formas: amostragem
ativa do ar, que envolve a coleta de um volume conhecido
de ar em um meio nutriente utilizando técnicas
diferenciadas e especificas; e amostragem passiva, que
consiste na utilizacdo de placas de Petri contendo meio
nutriente sélido expostas ao ar por um determinado
perfodo de tempo. Este ltimo é considerado um método
qualitativo®.

Neste estudo, a andlise revelou uma alta taxa de
contaminacéo nas amostras analisadas, especialmente na
cabine de classe 2Bll e nas luvas dos técnicos, onde nédo
deveria ocorrer nenhum crescimento microbiano .

Os principais micro-organismos isolados das
amostras extraidas da CSB, que foram identificados como
estafilococos coagulase-negativos (73%) e bacilos Gram-
positivos (13,5%), sGo bastante distribuidos no meio
ambiente e constituem parte da flora normal da pele e
membranas mucosas de humanos e animais. Estudos
recentes sobre o monitoramento microbiolégico em
ambientes ndo classificados utilizando a mesma
metodologia detectaram a presenca destes micro-
organismos’.

Apesar desses micro-organismos serem considerados
confaminantes ambientais, eles podem se comportar
como patdégenos oportunistas, causando doengas em
individuos imunocomprometidos. Este fato é relevante,
uma vez que a maior parte dos pacientes de céncer é
imunocomprometida'®. Estafilococos coagulase-
negativos, em particular, t#m sido apontados como
importantes agentes de doengas em humanos, como a
bacteremia, a endocardite, a osteomielite, além da
emergéncia da resisténcia a antimicrobianos
frequentemente utilizados''.
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Os dois métodos utilizados para a coleta de amostras
da CSB apresentaram um crescimento de bacilos Gram-
positivos e de fungos filamentosos do género Curvularia
sp, considerado um contaminante ambiental comum'®. As
bactérias e os fungos sdo mais associados a
biocontaminantes que comprometem a qualidade do ar
interno de ambientes'”.

Os achados de um estudo conduzido por Andrade Silva
et al’® em um ambiente de manipulagdo de um hospital
usando a mesma metodologia adotada nesta pesquisa
também demonstraram a presenca de fungos filamentosos
e outros micro-organismos.

A presenca desses organismos sugere que O processo
de limpeza do ambiente e dos equipamentos ndo é
adequado ou que néo hd controle da entrada e saida dos
individuos desses ambientes. Estudos realizados no Brasil
enfatizam a importéncia de restringir o acesso & érea de
manipulagdo apenas a pessoal capacitado, para, assim,
minimizar a contaminacéo por micrébios e particulas'”?

A contaminacéo das luvas de manipuladores por
micro-organismos normalmente envolve a flora normal,
estafilococos  coagulase-negativos e Klebsiella sp e
confirma o papel do técnico como um veiculo de
con’rominogéom, Nos casos em que foi detectada
contaminag@o nas luvas de manipuladores, observou-se
que as méos foram repetidamente retiradas da cabine
durante o processo de manipulacéo para pegar frascos de
medicamentos, seringas ou outros materiais; este fato ndo
foi observado com outros técnicos. Este procedimento
deve ser evitado, pois pode resultar em contaminacéo,
uma vez que o fluxo laminar é interrompido e micro-
organismos podem ser transferidos das luvas para a CSB*.
De acordo com a American Society of Health-System
Pharmacists, todo material necessério para a preparacdo
asséptica deve ser manipulado na drea critica, i.e., dentro
da CSB, para evitar a interrupgéo do fluxo de ar entre o
filtro HEPA e a manipulacdo de frascos e outros recipientes.
Este foi o cendrio provével no estudo em questdo, pois a
auséncia de crescimento microbiolégico nas amostras
coletadas das luvas antes do processo de manipulacéo
confirmava sua esterilidade'”. Portanto, a validagdo da
esterilizacGo das méos dos manipuladores, de sua
conscientizacdo e de sua capacitacdo é extremamente
importante para a manutengdo da assepsia do ambiente.

Os principais grupos de particulas contaminantes no ar
de locais com ambiente climatizado incluem fungos,
bactérias, esporos e virus que t€m origem no ar externo, no
sistema de ar-condicionado, na construcéo, no mobilidrio
e especialmente em seus ocuponfes%. Nesta pesquisa, a
contaminacéo das amostras extraidas das luvas dos
manipuladores foi igual & encontrada nas amostras do
sistema de ar-condicionado, com excec@o do nUmero de
UFC's (cinco colénias de estafilococos coagulase-
negativos e uma colénia de Klebsiella sp). Com base nesta
metodologia, a presenca de fungos contaminantes néo foi
observada, talvez devido ao tempo de exposicdo do
estudo. No entanto, outros estudos & relataram a

frequéncia de contaminacéo bacteriana em ambientes
hospitalares limpos. Muitos estudos tém demonstrado que
a avaliacgo do nivel de contaminacdo em dreas
consideradas de risco é muito importante para a
prevencdo de infeccdes™.

E importante observar que o espaco fisico da farmdcia
de quimioterdpicos analisada ndo obedecia ao disposto
nas RDCs 220/04 e 50/02, o que pode contribuir para a
contaminagdo do ar ambiente. Em 2004, a Anvisa
estabeleceu os requisitos minimos para a operagéo dos
STA no Regulamento Técnico previsto pela RDC 220/04.
Estes requisitos envolvem a exigéncia de que os STA
tenham um sistema de garantia de qualidade que
incorpore as BPPTA e um efetivo controle de qualidade
documentado e monitorado. Este sistema assegura a
avaliacdo e o registro periédico dos pontos criticos do
processo, bem como a implementacdo de acdes corretivas
e a melhoria dos processos, de modo a assegurar a
qualidade desses produtos®”.

Esta pesquisa foi socializada entre os farmacéuticos do
Departamento de Oncologia do hospital em questéo,
onde mudancas nos procedimentos operacionais padrées
foram imediatamente realizadas, adotando-se
principalmente a presenca de um assistente no ambiente
de manipulacédo para evitar a remogéo excessiva da mao
do manipulador de dentro da CSB, bem como a
desinfeccdo de medicamentos e do ar-condicionado do
ambiente limpo com dlcool 70%, minimizando assim a
contaminacdo microbiolégica. Entretanto, a validacdo dos
procedimentos para a garantia da assepsia dos produtos é
de grande importancia.

CONCLUSAO

Em resumo, este estudo demonstrou a contaminacdo
do ambiente e durante o processo de manipulagéo
especialmente por bactérias e fungos, que sdo
potencialmente patogénicos para individuos
imunocomprometidos.

Esses achados, juntamente com os descritos por outros
autores e pela legislac@o em vigor, sugerem a necessidade
de um monitoramento continuo da qualidade
microbiolégica dos processos, equipamentos e preparacéo
ambiental dos agentes quimioterdpicos, bem como de uma
validacéo da assepsia e reestruturacdo do espaco fisico, de
acordo com as RDC's 50/02 e 220/04, com o objetivo de
ofimizar a terapia e minimizar os riscos para a salde
publica.

S&o necessdrios outros estudos para avaliar o produto
final e confirmar a contaminagéo como resultado de
processos de manipulacdo imprecisos e néo validados.
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Microbial evaluation of the handling of antineoplastic agents at a reference cancer
treatment hospital in Pard State, Brazil

ABSTRACT

The Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria RDC 220/04 sets minimum requirements for operating an antineoplastic
therapy service, which emphasizes the importance of a quality assurance system that incorporates the best practices for the
preparation of antineoplastic therapy. According to pharmacy protocols, pharmaceutical products must be of a quality that
complies with specifications determined by official codes. The microbiological quality of the environment for the preparation
of these medicines is a critical factor in achieving efficiency and safety. Patient safety depends on the sterility of the product
because these patients are usually immunocompromised. The aim of this study was to assess the microbiological quality of
the process of handling anti-cancer drugs at a reference cancer treatment hospital in Pard State, Brazil. Material was
collected by surface swab and spontaneous sedimentation from the biological safety cabinet (BSC), the handlers' gloves and
the air conditioning system. The bacteria and fungi were identified using standard biochemical procedures and
microculture. We isolated 31 colony forming units: 22 were from samples from the BSC, six from the air conditioning system
and three from the handler's glove. The majority of the microorganisms identified in the BSC samples were Staphylococcus
and Bacillus sp. Staphylococcus and Klebsiella sp were found on the handlers' gloves and in the air conditioning system.
These results showed microbiological contamination of processes involved in antineoplastic preparations. A continuous
monitoring of microbiological quality of the processes, equipment and the environment is necessary as well as a validation
of asepsis and restructuring of the physical space to conform to the RDC 50/02 and 220/04.

Keywords: Antineoplastic Agents; Drug Contamination; Good Manipulation Practices; Staphylococcus; Bacillus; Klebsiella.

Evaluacion microbiolégica del proceso de manipulaciéon de antineopldsicos en un
hospital de referencia en el tratamiento de céncer en el Estado de Pard, Brasil

RESUMEN

La Resolucion RDC 220/04 de la Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria establece los requisitos minimos para el
funcionamiento de los servicios de terapia antineopldsica y enfatiza la importancia de un sistema de garantia de la calidad
que abarque las mejores précticas para el preparo de la terapia antineoplésica. De acuerdo a los protocolos farmacéuticos,
los productos deben obedecer a las especificaciones determinadas por las normas de la legislacién oficial. La calidad
microbiolégica del ambiente en el preparo de las drogas antineopldsicas es un factor esencial para que éste sea realizado
con eficiencia y seguridad. La seguridad de los pacientes depende de la esterilidad del producto, ya que son pacientes
generalmente inmunocomprometidos. El objetivo de este estudio fue el de evaluar la calidad microbiolégica del proceso de
manipulacién de drogas antineopldsicas en un hospital de referencia en el tratamiento del cancer en el Estado de Parg,
Brasil. El material se colecté de la cabina de seguridad biolégica (CSB), de guantes de manipuladores y del sistema de aire
acondicionado, por medio de swab de superficie y sedimentacién espontdnea. Los especimenes de bacteria y hongos fueron
identificados por procedimientos bioquimicos estdndar, bien como por microcultivo. Se aislaron 31 unidades formadoras de
colonias: 22 de las muestras de la CSB, seis del sistema de aire acondicionado y tres de guantes de manipuladores. La
mayoria de los microorganismos identificados en las muestras de la CSB era de Staphylococcus y Bacillus sp. Se hallaron
Staphylococcus y Klebsiella sp en los guantes de manipuladores y en el sistema de aire acondicionado. Los resultados
presentados demuestran una contaminacién microbiolégica en los procesos involucrados en el preparo de antineoplésicos.
Es necesario realizar un monitoreo continuo de la calidad microbiolégica de esos procesos, de los equipos y del ambiente, y
que se valide la asepsia y la reestructura del espacio fisico, para que se obedezcan las Resoluciones RDC 50/02 y 220/04.

Palabras clave: Agentes Antineoplésicos; Contaminacién de Medicamentos; Buenas Prdcticas de Manipulacién;
Staphylococcus; Bacillus; Klebsiella.
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