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RESUMO

Introdugéo: O controle de qualidade é exigéncia primaria em laboratérios de
Reprodugdo Humana, a realizagdo correta dos procedimentos influem
diretamente nos resultados e na protecdo materno fetal, principalmente
porque a vagina, o liquido folicular e 0 sémen nao podem ser esterilizados.
Objetivos: Investigar a prevaléncia de contaminagdo microbiolégica nas
placas de cultivo de embrides humanos, identificar o microrganismo e
avaliar a interferéncia da contaminagéo no sucesso em reproducao assistida.
Metodologia: coletou-se 470 amostras do meio de cultura das placas de
cultivo de embrides humanos, apods a transferéncia para o utero materno,
em dois laboratérios de reprodugdo humana na cidade de Goiania-GO, no
periodo de maio de 2009 a margo de 2014. Os meios de cultivo foram
inoculados em caldo BHI e as amostras positivadas foram isoladas e
identificadas. Os dados dos prontuarios foram coletados, analisados e os
testes de regressédo e ODDS RATIO aplicados com o pacote estatistico
SPSS-17.0. Resultados: Houve uma prevaléncia de 6,32% de contaminacéo,
sendo os principais microrganismos fungicos: Candida sp (20%) Penicilium
sp (13,34%), Aspergillus sp (10%) e bacterianos: Bacillus sp (16%) E. coli
(10%), Staphyloccocus sp (10%). A chance de ndo engravidar foi maior no
grupo contaminado (OR=2,57, p=0,043, 1C=1,03-6,41). O resultado perinatal
de nascidos vivos foi de 2 (6,6%) no contaminado, e 118 (27%) no nao
contaminado, com diferenca significativa na regressao logistica, p=0,026,
OR= 5,13, 1C=1,39-18,97. O grupo contaminado teve maior chance de perda
gestacional que o grupo nao contaminado (p=0,094, OR=4,37 e 1C=0,78-
24,59). O fator de esterilidade mais encontrado foi o tubario (p<0,001,
OR=4,18, 1C=1,94-9,01), diferengca altamente significativa do grupo
contaminado para o ndo contaminado. Diferencga significativa para embrides
ruins (classe C e D) entre os grupos (p=0,013; OR=3,54 e IC=1,31-9,58).
Conclusdo: A contaminagdo microbiolégica em 6,32% de prevaléncia, com
maior incidéncia de Candida sp, Penicilium sp, Bacillus, Aspergillus sp, E.coli
e Staphyloccocus sp, aumenta o numero de embrides ruins e a chance de
perda gestacional, e diminui as taxas de gestagao e o resultado perinatal.

Palavras-chave (descritores): Reprodugdo. Contaminagdo. Microbiologia.

Gravidez. Nascimento. Embrides.
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ABSTRACT

Introduction: Human reproduction laboratories perform quality control
because procedures directly influence results and because certain materials,
such as the vagina, follicular fluid and semen cannot be sterilized. The
embryo culture dishes should be free of contamination to protect both the
mother and the fetuses. Objectives: To investigate the prevalence of
microbial contamination of human embryo culture dishes, identify the
microorganisms implicated and evaluate the impact of contamination on the
success of assisted reproduction. Methods: A total of 470 samples of culture
media were obtained from Goiania, Goias State after the embryos were
transferred to the mother’s uterus, between May 2009 and March 2014. The
culture medium was inoculated into BHI broth, and the positive samples were
isolated and identified. Data from medical records were collected and
analyzed, and regression analyses were performe during SPSS-17.0
software. Results: There was a 6.32% prevalence of contamination. The
main fungal pathogens, which resulted in live births, were Candida sp (20%),
and the bacterial pathogens, which did not result in live births, were Bacillus
sp (16%), E. coli (10%) and Staphylococcus sp (10%). The chance of not
getting pregnant was 2.57 (OR, p=0.043, CI=1.06-6.24) times higher in the
infected group, the group uncontaminated. Perinatal outcome of live births
was 2 (6.6%) in infected and 118 (27%) in uncontaminated, with a significant
difference in the logistic regression, p = 0.026, OR = 5.13, Cl =1.39-18.97.
The infected group had 4.37 (OR, p=0.094, CI=1.58-12.04) times greater
chance of pregnancy loss than the group not contaminated. Female factors
were the most common infertility factors, and they differed significantly
between the contaminated and uncontaminated groups (p=0.02); tubal factor
infertility (p<0.001, OR=4.18, CI=1.94-9.01) showed a highly significant
difference between the contaminated and uncontaminated groups. A
significant difference in poor embryos (Grade C and D) was observed
between the groups (p=0.013, OR=3.54 and 95% CI). Conclusion:
Microbiological contamination increases the number of embryos poor and the
chance of pregnancy loss, and decreases pregnancy rates and perinatal
outcome of births.

Keywords (descriptors): Reproduction. Contamination.  Microbial.

Pregnancy. Birth. Embryos.
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1. INTRODUGAO

O decréscimo da fertilidade € um inevitavel fato biolégico, associado a
maternidade tardia. A técnica de fertilizagdo in vitro (FIV) avangou nestas
ultimas 3 décadas para ajudar os casais a resolverem o problema da
infertilidade. No histérico relatado por Antunes Junior et al (2003), o bebé
Louise Brown foi o primeiro a nascer de FIV (Figura1). Na FIV, os embrides
sdo formados e cultivados em placas, fora do corpo da mae, gragas ao
avango dos meios de cultura e incubadoras, que oferecem os nutrientes
necessarios para o bom desenvolvimento dos embrides no laboratério de
reproducdo humana. Estas placas de cultivo dos embrides representam o
melhor local de coleta para verificar se ha contaminagdo microbiolégica
eminente, por que os varios fatores provaveis de contaminagdo confluem
todos para esta placa. A contaminagao pode interferir nas taxas de gestacao
e nascimento (Amaral et al, 2009).

Em laboratérios de Reprodugcdo Humana, o controle de qualidade é
de fundamental importancia para o sucesso dos procedimentos. A realizagao
correta dos procedimentos influi diretamente nos resultados. Principalmente
porque o liquido folicular e 0 sémen nao sao e nao podem ser esterilizados.
Um alto grau de higiene, limpeza e o descarte do material devem ser
observados para se evitar contaminagdo dos meios de cultura e dos
equipamentos. Bactericidas e fungicidas vem sendo incorporados aos meios
de cultura, a medida que aumenta a resisténcia dos micro-organismos. Cada
passo nos procedimentos e manipulacdes laboratoriais devem ser
executados com técnicas de assepsia rigorosamente protocoladas (Elder et
al, 2005).

A exata frequéncia destas contaminagbes microbiolégicas e a
interferéncia nos resultados em reprodugdo assistida ndo é conhecida.
(Cottell et al, 1996). Contaminagbes microbiolégicas em meios de cultura
tem sido rotineiramente registradas, com a finalidade de contribuir com a
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qualidade do sistema de manejo em reprodu¢cdo humana, o que compromete
diretamente os resultados gestacionais em fertilizacdo assistida. As
principais causas desta contaminagcdo vem sendo associadas a infecgdo no
trato genital masculino e feminino com a consequente contaminagao dos
ovdcitos e embrides dos pacientes. Estes embrides sao transferidos para o
utero, podendo causar infecgao, o que podera comprometer sua implantacao
e sobrevivéncia durante a gestacao, e também causar prejuizos para a mae.
A contaminagao pode vir ainda do ar, de maquinarios e materiais utilizados,
como as placas de cultivo (Cottell et al 1997).

Embora haja alguns custos significativos para implementar o controle
sobre os laboratérios em relacdo a estes fatores contaminantes, existem
beneficios e retornos substanciais para a melhoria da qualidade e
minimizacao de riscos. No entanto, ha graves problemas com a viabilidade,
eficacia e impactos adversos provaveis da aplicacdo de padrées de
qualidade do ar e assepcia, comprometendo a capacidade de manter os
gametas e embrides em condicbes ambientais ideais. A criacdo dos
embrides da mais alta qualidade, e as criangas saudaveis, deve ser o foco
principal do tratamento de concepcéao assistida (Mortimer et al, 2005).

Dai se estabelece a importancia da pesquisa de micro-organismos em
fertilizacao assistida durante todo o processo, que vai desde a manipulagao
de gametas e embrides, transferéncia dos embrides e gestagdo apropriada
culminando em nascimento de bebés saudaveis. Prioriza-se o0
acompanhamento destas etapas, com dados sobre a gestacdo e o
nascimento, identificando os micro-organismos (bactéria e fungo), quando
encontrado na placa de cultivo dos embrides, em laboratérios de reprodugcao

humana.




www.growingyourbaby.com www.theguardian.com Louise Brown, the first IVF baby at her 25th birthday
celebration.

Figura 1a- Louise Brown, nascida em 25 de julho de 1978, representa

marco inicial da fertilizagao in vitro humana, quando bebé e atualmente.

http://www.abril.com.br/imagem/annacaldeira-436.jpg&imgrefurl=http://www.abril.com.br/noticias/brasil/primeiro-
bebe-proveta-brasileiro-completa-25-anos

Figura 1b-, Ana Paula Caldeira, nascida em 1983, representa o marco inicial da
fertilizag&o in vitro humana no Brasil (Panara), quando bebé e atualmente.




1.1Revisao da literatura

1.1.1 Legislagao vigente

Segundo a legislacdo RCD (resolugéo da Diretoria Colegiada) n® 33
de 17 de fevereiro de 2006, os laboratérios de reproducdo humana devem
conter camara de fluxo positiva, filtros de ar, além de todos os cuidados
pessoais de assepsia e descontaminacdo. O ambiente de micro
manipulacdo de gametas ndo deve possuir qualquer instalacio
hidrossanitaria, tais como: pias, ralos ou lavatérios. O sistema de
climatizacdo deve manter pressdo positiva em relacdo aos ambientes
adjacentes; condicdes de controle da temperatura entre 21°C a 24°C;
umidade relativa do ar entre 40% e 60%; vazdo minima de ar total de
45(m®h)/m?; vazdo minima de ar exterior de 15(m*/h)/m? e filtragem minima
no insulflamento com filtros G3+carvao ativado+F8.

Durante a construgcéo dos laboratérios de fertilizagao in vitro, o centro
cirurgico e a sala de laboratdrio de FIV devem ser dotados de sistema de
fitracdo do ar, de alta qualidade, que inclui calefagao, ventilacdo, ar
condicionado, que também deve gerar pressao positiva. Os diversos tipos e
contaminantes, que afetam de forma exponencial os resultados, podem ser
detidos ou minimizados com filtros de ar, como o filtro HEPA e o de carvao
ativado para substancias orgéanicas volateis.Os filtros de ar devem ser
particulados de alta eficiéncia, ou filtro de ar de ultrabaixa penetragéo. Este
ar tera acesso as incubadoras, dependendo do tipo (aquelas com mistura de
5% de CO: e 95% de ar, por exemplo), que devem passar por dois testes
consecutivos com embrides de camundongos, antes de serem usados para
procedimentos. Estas que devem ser usadas para no maximo trés pacientes.
As menores estabilizam-se mais rapidamente, apds abertura e fechamento.
Dentro das incubadoras deve conter termdémetros, verificados diariamente,
assim como o CO.. Como a qualidade do ar € um dos fatores mais
importantes do laboratério, sua avaliagdo deve ser um procedimento de
rotina. Semestralmente, a antecAmara e o laboratério de FIV sdo submetidos

a contagem de particulas e a verificagdo do fluxo de ar por uma agéncia
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certificadora. Se necessario, os filtros de ar dever&do ser trocados, a cada
trés meses para os filtros do teto.

A manipulagdo das amostras somente deve ser efetuada em uma
area limpa classificada, no minimo, como ISO Classe 5, segundo a norma
NBR/ISO 14644-1 da Associacédo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),
com cabine de seguranga biolégica Classe Il Tipo A, mddulo de fluxo
unidirecional ou de fluxo laminar, segundo as orientacbes da NBR/ISO
14644-4 da ABNT. Neste caso o BCTG deve obrigatoriamente possuir uma
antecdmara de acesso a sala de processamento, além do vestiario de
paramentacao. Deve conter um congelador com temperatura igual ou inferior
a 135°C negativos, com registro automatico da temperatura e exclusivo
para o armazenamento de células e tecidos germinativos liberados para uso,
ou reservatorio, contéiner adequado para nitrogénio liquido e exclusivo para

o0 armazenamento de células e tecidos germinativos (Figura 2).
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Figura 2- Contéiner para nitrogénio liquido, a esquerda (Foto cedidas pela clinica fértile), Camara
de fluxo ao centro, microscopio invertido a direita, maquinarios adequados para o uso em
laboratorios de micromanipulagao e criopreservagao (reprodugdo humana)

A triagem soroldgica dos pacientes, segundo a legislacdo, deve ser
realizada no minimo para as seguintes doengas infecto-contagiosas: Sifilis;
Hepatite B (HBsAg e anti-HBc); Hepatite C (anti-HCV); HIV 1 e HIV 2;
HTLV | e Il, citomegalovirus e Clamidia. No caso de sémen, ou de odcito
criopreservado, a liberacdo da amostra sé ocorrera apds os testes
soroldgicos serem repetidos, em um prazo nunca inferior a seis meses. Na

primeira coleta de amostra de sémen, devem ser realizados uma Triagem
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Microbiolégica, com exames para deteccdo de Chlamydia trachomatis,
Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Neisseria gonorrhoeae e
bactérias aerdbias. Estes testes devem ter resultados negativos para
patdgenos seminais, antes da liberagdo da amostra. Para os profissionais no
laboratério de FIV, recomenda-se vacinacdo contra doencas virais e
bacterianas, e também tratar os pacientes e amostras (fluidos corporais,
fluido folicular, sémen) como potenciais fontes de infecgdo (Nagyet al, 2010).

Para os meios de -cultivo, observar o prazo de validade, ter
instalagbes apropriadas para o armazenamento, n&o utilizar o soro ou fluido
folicular dos doadores como aditivos para os meios de cultura, uso de éleo
mineral pré-equilibrado que ajudara a manter a temperatura, a presséo
osmoética e o pH. Deve haver protocolos de funcionamento, calibragao,
limpeza e emergéncia com condutas em caso de pane (com sistema de
back-up elétrico para os principais equipamentos).

Semelhantemente a legislagdo brasileira, a legislacdo europeia
também é citada em teses de controle de qualidade em laboratérios de
reproducéo e a grande preocupacao € promover o maior nivel de seguranca

possivel para garantir a saude publica (Mortimer, 2005).

1.1.2 Principais fontes de contaminagao

Todo material bioldégico deve ser considerado como ponto inicial de
infeccado. (Nagyet al, 2010). Doencas do aparelho reprodutor masculino e
feminino também podem ser a fonte de contaminacao. Relatos da década de
90: “Em 50% dos ciclos de FIV foram cultivados micro-organismos de varios
loci. Fluido seminal e liquido folicular sdo fontes potenciais de contaminacao
microbioldgica” (Cottell et al,1996).

Candida albicans é uma levedura muito encontrada entre os micro-
organismos do trato genital feminino e masculino. Nao ha duvidas de que
este fungo, também encontrado nas contaminacdes dos laboratérios de
reproducédo assistida, possa ser proveniente de infecgées no trato genital
dos pacientes submetidos a FIV e ICSI. Varios autores relatam ter

encontrado leveduras em seus estudos, inclusive com a classificagcao




Candida albicans, e avaliam varios aspectos de comprometimento dos
resultados em fertilizacdo assistida (Bem-chetric et al, 1996; Burrelo et al,
2004; Klein et al, 2009)

As bactérias também sio encontradas no trato genital e urinario. A
Escherichia coli mostrou-se resistente a gentamicina nos estudos de Agra et
al (2007) e nos estudos de Ubillus et al (2008), em gestantes. Os géneros
Pseudomonas sp e Staphyloccocus sp multirresistentes, também
predominaram no diagnosticode sepses, encontrados por Junior et al, 2010
em seu estudo no Brasil. A gonorréia e doencga inflamatoéria pélvica podem
ser causadas pela Neisseria gonorrhoeae, um diplococo gram-negativo,
aerobico facultativo (fermentador). A uretrite inespecifica possui patdégenos
associados: Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma
hominis. A Sifilis, causada pelo Treponema pallidum; o Cancro Mole,
causado pelo Hemophilus ducreyi; a Vaginose, por Gardnerella vaginalis em
que foi encontrada resisténcia a metronidazol e doxaciclina, o que
demonstra a vulnerabilidade da dependéncia de antibiéticos (Larsen et al,
2001). O Linfogranuloma Venéreo, também causado pela Chlamydia
trachomatis. Como este tipo de contaminacéao ja € conhecida no trato genital,
os procedimentos envolvem a utilizacdo de antibidticos no sémen e na
cultura de embrides. Penicilina, estreptomicina e gentamicina vém sendo
utilizados, com resultados promissores de 95% de eliminagao efetiva de
bactérias (Cottell et al, 1997).

Estas bactérias, uma vez presentes na vagina, podem contaminar a
pelve feminina durante os procedimentos de fertilizagdo. A confirmagédo da
presenca de células vaginais no fluido folicular durante a pungéo
transvaginal para recrutamento de odcitos, em maior porcentagem nos
foliculos inicialmente puncionados, sugere a possibilidade de contaminagao
pélvica pelo meio vaginal e também do ovécito (Teixeira et al, 1996).

A contaminacido bacteriana também pode vir do ar. Isto ocorre por
gue nem todos os laboratérios trabalham com filtros de ar compativeis com a
descontaminacao efetiva da sala de embriologia. Os géneros que sao
comumente encontradas nestas condi¢gdes correspondem principalmente ao
género Bacillus, estreptobacilos gram-positivos de grande porte (Afonso et
al, 2005).




Fungos como o do género Aspergillus sdo encontrados nas placas
provavelmente vindos do 6leo mineral contaminado, usado para
sobreposicdo das gotas do meio de cultura. Sdo fungos naturais
contaminantes do ar os géneros Aspergillus e Penicillium (Kastropet al,
2007).

No campo da medicina reprodutiva existe um risco significativo de
contaminagdo cruzada durante a criopreservagao de gametas ou embrides.
Em um estudo de revisdo, conclui-se que ha um risco negligenciado de
contaminagao cruzada em condicbes de trabalho de fertilizacdo in vitro
(Pomeroy et al, 2010; Bielanski et al 2009).

Passos et al (2002) encontraram correlagéo entre infertilidade e virus
da hepatite C, que pode ser transmitido de uma mulher para outra pela
contaminagao cruzada por equipamentos transvaginais, ou dos pais para o
concepto, e recomendou que pacientes inférteis fossem rastreados antes de
serem submetidos a técnicas de reproducao assistida. Este fato exemplifica
a contaminag¢do embriolégica e materna de micro-organismos.

A prevaléncia desta contaminacdo vem sendo registrada
rotineiramente. Incidéncia de 0,67% de contaminagao foi encontrada nos
laboratérios europeus. Sua amostra envolveu mais de 13.000 casos, que
utilizavam penicilina e estreptomicina nos meios de cultivo pra conter o
crescimento bacteriano (Kastrop et al, 2007).

Um estudo de prevaléncia no Brasil encontrou 4,8% de contaminagéo
nas placas, com bactérias e fungos. Este trabalho considerou a
contaminagdo como um fator de contribuicdo para os fracassos em

reproducgdo assistida (Foizer et al, 2011).

1.1.3 Consequéncias e medidas preventivas em estudo

A primeira consequéncia da contaminacao das placas de cultivo esta
na redugdo da formacdo de embrides viaveis para transferéncia. Os
embridbes podem nao sobreviver nas primeiras clivagens, apresentar
teratogenia, ndo ter sucesso na implantacdo.Também pode causar
sindromes e comprometer a saude do feto, aumentar a possibilidade de

aumento de natimortos, prematuridade, restricdo de crescimento e




malformacdes; fatos descritos em estudos bovinos onde a fertilizagcao
assistida é amplamente utilizada, até mesmo para estudos e testes
(Junqueira et al, 2006).

Em outra vertente, traz o risco de contaminar e infectar o organismo
da mae, com lesdo temporaria ou definitiva para a mesma. E por isso que
procedimentos de controle de qualidade devem ser sempre atualizados para
minimizar os riscos, j4 que a contaminagdo pode ser vertical (dos
progenitores para o embrido), ou lateral (de uma mulher para outra, durante
as intervengdes cirurgicas de coleta de odcitos e de transferéncia, por
exemplo). Um estudo minucioso detectou a colonizagédo e a contaminagao
do fluido folicular, concluindo que ele nao é estéril, podendo ter sido
contaminado em procedimentos invasivos anteriores (a propria coleta
anterior de odcitos), ou ainda em casos de endometriose e sindrome dos
ovarios policisticos. Estes microrganismos colonizadores e as respostas
imunolégicas com producdo de citocinas, que se seguem naturalmente no
processo infeccioso, diminuiram as taxas de fertilidade (Pelzer et al, 2011).

O fator tubario também esta relacionado com os resultados em
concepcgao assistida, pois infecgdes na trompa possuem facil acesso aos
ovarios e cavidade peritoneal, além de poder causar lesido definitiva na tuba
uterina, o que levaria esta mulher a precisar da reproducdo assistida para
engravidar. Riscos de infecgao pélvica aguda para a mae, logo apds a coleta
de ovdcitos por via vaginal sdo discutidos em um estudo de caso. Possivel
contaminagdo por bactérias anaerdbicas gram positivas sdo associadas a
esterilidade tubaria (Geilkdorfer et al, 2003; Mendonga et al, 2012).

Com esta contaminagdo conhecida, a identificagdo microbiolégica
fornecera dados para nortear as mudangas nos guias de procedimentos
laboratoriais e ambulatoriais, também nos meios de cultivo de embrides para
qgue haja protecao materno-fetal. Com a prevaléncia contaminante conhecida
poderemos analisar a interferéncia desta sobre o sucesso da reproducao
assistida, pois o tipo de contaminacdo parece variar os resultados. Burrelo
et al (2004) relata que aCandida albicans aumentou a fragmentagao do DNA
e apoptose no embrido, danos que podem ter causado fracasso apds a
fertilizacao no tratamento de reproducgao assistida, mas Klein et al (2009)

relata que nascimentos apds a transferéncia de embrides inseridos em
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meios contaminados com leveduras ocorrem dentro das taxas normais de
freqiéncia para reproducao assistida, e conclui que a contaminagao pelo
fungo ndo é uma razao para cancelar a transferéncia de embrides.

Os antibioticos penicilina G, estreptomicina e gentamicina estao no
mercado dos meios de cultura.Utilizando-se uma solucdo misturada para
lavar os odcitos antes do cultivo ou da criopreservacao, contendo 10 vezes
mais de antibidtico/antimicético do que o valor encontrado no meio de
cultura, foi possivel a conservacao da cultura de odcitos por 144 horas sem
contaminagao, técnica recente, que conta com os antibidticos estreptomicina
e penicilina, e o antifungico anfotericina. (Campos et al 2012)

Os antivirais ndo sado aplicados na descontaminacdo de placas de
cultivo de embrides na reproducao assistida, pela dificuldade na deteccao
viral e identificacdo dos mesmos. Os virus podem ser detectados na
sorologia exigida pela legislagdo durante o rastreamento inicial do casal,
segundo a legislacdo e tratados antes dos procedimentos iniciarem. Um
composto antiviral conhecido como DB 606 ja foi testado em embrides
bovinos, indicando que ndo houve diminuicdo das taxas de nascimento entre
0 grupo nao tratado e o tratado, o que também né&o traria beneficio para a
reprodugcéo humana (Givens et al, 2009).

O tipo de técnica utilizada na reproducao assistida também interfere
nas taxas de contaminacdo. Nao foram encontrados casos de contaminacao
em ICSI, onde a selegao e injegdo de um unico espermatozdéide pode reduzir
o risco de contaminagao (Kastrop et al, 2007).

Para FIV a incidéncia de contaminagdo nas placas aumenta muito, ja
que a gota de sémen sobreposta ao 6vulo pode trazer uma série de
microorganismos para o embrido a ser desenvolvido nas placas. A técnica
que envolve a centrifugacdo do sémen diminui drasticamente a
contaminagao bacteriana (Nicholson et al, 2000). Esta técnica é eficaz para
reduzir a populacdo microbiana no sémen e ¢é inofensiva para os
espermatozoides (Bielanski, 2007).

A preparagao do sémen pode ser feita com as duas técnicas: swin up
e gradiente de densidade, mas nenhuma das duas conseguiu eliminar
totalmente os grupos mais encontrados (estreptococos, estafilococos, alguns

coliformes) (Nishad, et al 2013). Alguns parametros seminais de
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bacteriospermia e alto indice de leucécitos no sémen foram correlacionados
com a fragmentagao do DNA destes espermatozoéides. (Domes et al 2012)

No que diz respeito a descontaminacédo do nitrogénio liquido durante
o0 descongelamento de gametas e embrides pela técnica de exposicdo a
radiagao Ultra Violeta em 253,7 nm, para obter uma rapida descontaminacéao
microbiana antes da evaporacdo completa do nitrogénio liquido, o estudo
encontrou eficdcia para bactérias (Stenotrophomonas maltophilia,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) e fungos (Aspergillus niger),
patdgenos de importancia médica e normalmente encontrados em infeccéo
hospitalar (Parmegiani et al, 2010). Também com o uso de UV associado a
ozénio (O3) para descontaminar as placas de embride em incubadoras de
crescimento de tecidos e embrides,seria promissor parareduzir o consumo
de antibiéticos (Davashi et al 2013).

Para a reproducgao assistida, as taxas de alteragcbes cromossémicas
em embrides e fetos por si s6 aumentam. Anormalidades cromossémicas
sdo encontradas em 60% dos abortos espontaneos, tornando a mais
abrangente explicacdo biolégica das falhas em gestagdes. (Nikitina et al,
2005)

Foram encontradas alteragdes na expressao génica de embrides
derivados de fertilizacdo in vitro, sofrendo de estresse fragmentativo,
provavelmente controlado pelo gene da P-53, como consequéncia da sub-
condigdo de cultivo. Sugerem que embrides com perfis de expresséo que
denotam caracteristica morfolégica boa e adequada para sua fase de
desenvolvimento tém o maior potencial para implantagéo. (Wells et al, 2005)

Em 2010, um estudo longo de casuistica elevada abordou as mas
formagdes congénitas em criangas nascidas de fertilizagdo assistida, e
encontrou um risco aumentado significativo para defeitos congénitos de mas
formagdes cardiovasculares e redugao dos membros (Kallen et al, 2010).

Apesar da contaminagdo por bactérias e fungos no ambiente
laboratorial apresentar baixa prevaléncia, em média abaixo de 1%, para os
laboratérios europeus (Kastrop et al, 2007), as condigdes laboratoriais no
Brasil, (especialmente o comprometimento da qualidade e manutencado dos

filtros de ar), podem trazer um resultado depreciativo para a evolugao da
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vida humana ja que os indices de fertilidade natural na espécie humana
parecem estar diminuindo (Foizer et al 2011).

Como nédo ha estudos longitudinais associando doengas com a
provavel contaminacdo na fase embriolégica em técnicas de reproducao
assistida, torna-se dificil a atribuicdo da contaminagdo a consequéncia
especifica. Doengas estas que possam interferir em qualquer estagio de
desenvolvimento do concepto como: dificuldades na implantagao,
anormalidades cromossémicas, ma formagbdes congénitas, aborto,
prematuridade; a qualidade dos embrides precisa ser preservada, € mesmo
que ainda nao possa ser corroborada por estudos em humanos, ha
evidéncia de infecgcado gestacional que prejudica o aparelho reprodutivo e
provoca ma formagao no feto em animais (Junqueira et al 2006).

O entendimento sobre as possiveis contaminagdes enddgenas e
exdgenas, do corpo materno, gametas masculino e feminino e embrides, e
seus maus resultados reprodutivos, traz a luz a necessidade do
rastreamento e controle dos agentes infecciosos dentro do laboratério de
reproducdo humana. Com este controle propomos uma analise das taxas de
fatores de infertilidade, gametas, fertilizacdo, embrides, implantagao,

gravidez, abortos e nascimentos em reprodugéo assistida.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a contaminagdo microbiolégica em placas de cultivo de
embrides em laboratérios de reproducao humana, e verificar a associagao
com os resultados perinatais em reproducido assistida, acompanhando o

desenvolvimento do concepto.

2.2 Objetivos Especificos

- Fazer uma revisao bibliografica sobre a contaminagao microbiolégica
e sua interferéncia no sucesso da reproducao assistida.

- Estabelecer a prevaléncia de micro-organismos nas placas de
cultivo de embridbes em laboratério de reprodugcdo humana de alta
complexidade.

- ldentificar os agentes de contaminagdo das placas (bactérias e
fungos).

- Avaliar a interferénica da contaminacdo das placas de cultivo

embrionario no indice de gravidez e no resultado gestacional.
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3. METODOLOGIA

Tipo de pesquisa:

Foi desenvolvida uma pesquisa de carater observacional, prospectiva,
longitudinal, analitica, quantitativa (prevaléncia). Tipo de Caso Controle, com

pareamento nos itens: ldade materna, ldade paterna, indicacio, resposta

ovariana, numero de embrides manipulados e embrides transferidos.
Critérios de inclusao

Volume considerado alto de manipulacbes mensais para atender ao

possui um prontuario de dados pré, durante e pés procedimento. Nao ha
critério de exclusao.

namero de amostragem necessaria, realiza procedimentos de FIV e ICSI,
Locais de coleta:

Foi realizada a coleta do material para estudo e posterior analise dos
prontuarios nos laboratérios de Reproducdo Humana da clinica Fértile e do

Hospital das Clinicas, em Goiania-Goias (figura 1). Critérios de inclusao das

localidades: parte da pesquisa recuperou prontuarios da amostragem
referente a pesquisa prévia do mestrado (ano 2009-2010).

—
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Figura 3: localizagdo da Clinica Fértile Diagndsticos, acima e do Hospital
das Clinicas, abaixo.
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Aspectos Eticos:
Esta pesquisa foi aprovada na Plataforma Brasil, Comité de Etica em
Pesquisa (CONEP) do Hospital das Clinicas, Goiania -GO, ano de 2013.

Calculo da amostra:

A amostragem inicial proposta foi de 500 placas, com calculo amostral
baseado em 4,8% de contaminacdo (Foizer et al 2011), anterior a este
trabalho, onde provavelmente se encontraria 25 amostras contaminadas. A
recuperacao de dados foi possivel em 100 placas de amostras do mestrado,
de um total de 125. A coleta das placas terminou em junho de 2013, com um
total de 470 placas, pois ja se tinha alcangado 30 placas contaminadas e o

tempo de coleta havia terminado.

Coleta e processamento das placas de embrides:

Os embrides foram cultivados em meio de cultura HTF (Human Tubal
Fluid — Irvine Scientific) ou IVF (Meio de cultivo de embrides - Vitrolife). As
placas foram preparadas de duas formas: com gotas periféricas de meio de
cultivo e cobertas com 6leo mineral (Sigma), em placa unica, ou placas
contendo 6 pocas preenchidas com meio de cultivo, com 1 cm cada de
didmetro, e 6leo mineral entre as pogas da placa (Figura 3). Independente
da suspeita de contaminagao, todas as placas de embrides, guardadas pelas
embriologistas na incubadora apds a transferéncia, foram utilizadas como
amostra. O descarte de placas acontecia apds a transferéncia e/ou
congelamento dos embrides. As placas eram guardadas por até 24 horas

apos a transferéncia, para servirem de amostra.
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Foto cedida pela clinica Fertile diagndsticos

Figura 4- Placas de cultivo de embrides. Modo: “pogas” a esquerda e modo “micro gotas”, a

direita.

As amostras eram processadas no laboratério de Microbiologia do
IPTSP-UFG, onde analisou-se, primeiramente, a presenga de contaminacao
e posteriormente a identificagcdo do género e espécie (quando possivel), a
medida que 0s microorganismos eram encontrados nas amostras.

Para analisar a presenca de contaminacao, foi utilizado o meio de
cultura BHI (Brain Heart Infusion) (Figura 4). Para garantir a esterilidade dos
caldos BHI, foram preparados nos tubos de ensaio e autoclavados em
seguida. Os meios foram mantidos em geladeira e colocados na estufa 24
horas antes da utilizacdo. Se estivessem pré contaminados, turvariam neste

periodo dentro da estufa e seriam descartados.

Depois de garantida a esterilizacdo, as amostras foram coletadas
dentro da camara de fluxo do préprio LRH, com pipetas estéreis, também
autoclavadas e embaladas isoladamente, e inoculadas nestes tubos
contendo 5 mL de Caldo BHI (Brain Heart Infusion) para acrescentar os
nutrientes de crescimento microbiolégico necessarios e intensificar o
crescimento dos contaminantes, a fim de facilitar a identificagcdo. Eram entao
transportados em caixas de isopor imediatamente para o laboratério de
microbiologia do IPTSP e incubadas por 24-48 horas a 37°C na estufa. Foi
retirado todo o meio de cultura disponivel nas placas. As amostras que
positivaram no caldo BHI foram posteriormente subcultivadas, procedendo

os testes especificos de identificagdo: macro e micromorfolégicos,
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microcultivos, testes de coloracédo, testes bioquimicos, descritos abaixo, que
baseiam-se na presenga ou auséncia de substancias, como enzimas ou

produtos do metabolismo do patégeno®®.

Foto cedida pelo laboratério de microbiologia do IPTSP-UFG
Figura 5- Meio de cultivo Caldo BHI, esterilizado, e posteriormente turvado (contaminado)

A coleta das placas de estudo foi totalizada no periodo compreendido
entre maio de 2009 e julho de 2013, nas dependéncias das instituicbes
citadas, de acordo com a disponibilidade do descarte de placas de embrides.

Analise dos prontuarios e critérios de avaliagao:

Os prontuarios foram analisados e seus dados coletados em janeiro e
fevereiro de 2014, data em ja havia se passado nove meses da ultima
coleta, para que houvesse tempo de nascimento dos conceptos em
gestacdo. Os dados foram coletados dos seguintes fatores: idade materna e
paterna, fatores de esterilidade, qualidade e quantidade de &vulos
recuperados, qualidade e quantidade de embrides transferidos, se houve ou
nao gravidez (classificagdo: gravidez bioquimica, com taxa de beta-HCG>
20Ul), se houve aborto e em qual trimestre aconteceu, o tipo de gravidez
(unica, gemelar, trigemelar) os nascidos vivos e dados do concepto ao
nascimento, como: peso, estatura, idade gestacional e caso houvesse, a

presenca ou suspeita de possiveis sindromes detectadas ao nascimento.

Os ovocitos foram identificados pelas embriologistas, utilizando a
visualizacdo em microscopia oOptica (invertida), com aumento de 400 vezes

com a classificacao M1 (imaturos) e M2 (maduros).
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A estratégia empregada para a identificagdo de embrides viaveis foi
baseada na avaliacdo de critérios morfolodgicos, tais como o numero e
tamanho das células, a presenca de multinucleagcdo, o percentual de
fragmentacdo e a taxa de clivagem (Lathi et al, 2008). Os embrides foram
visualizados com microscopio 6ptico invertido, aumento de 200 vezes, pelas
respectivas embriologistas de cada laboratério. A avaliagdo morfoldgica foi
praticada em todos os laboratérios do estudo e continua a ser o esteio na
avaliacdo do embrido segundo o consenso de Istambul (Balaban et al,
2011).

A classificagao para embrides (figura 5), de 2 a 4 dias, com letras A,

B, C e D significa:

- Excelente (grau A): embrides com blastébmeros de didametro similar e

numero de células ideal para o dia em que se encontra, 0% de fragmentos.

- Boa (grau B): embrides com <25% de fragmentos com blastdmeros de

didmetro similar.

- Insuficiente (grau C): embrides com 25-50% de fragmentos com
blastdmeros de didmetro desigual . Sé se devem transferir embrides C na

auséncia de embrides A/B

- Ma (grau D): embrides com >50% de fragmentos, chances altas de

anomalias genéticas.

A classificagdo para blastocisto (figura 6), de 5 a 6 dias, € também

com letras A, B, C e D, e significa:

Excelente (grau A): massa celular interna atinge pelo menos 2/3 do raio com
auséncia de células degenerativas; presenca de trofoblasto continuo e fino

sem células degenerativas; presenca de zona pelucida fina.

Boa (grau B): massa celular interna 1/3-2/3 do raio com auséncia de células
degenerativas; presengca de trofoblasto continuo e fino sem células

degenerativas; presenca de zona pelucida fina.

Insuficiente (grau C): massa celular interna 1/3-2/3 do raio e/ou presenca de
algumas células degenerativas; trofoblasto mal diferenciado (descontinuo,
ou espesso ou com células degenerativas); zona pelucida espessa. Pouco
encontrado.
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Ma (grau D): massa celular interna <1/3 do raio; presenga de multiplas
células degenerativas; trofoblasto mal diferenciado (descontinuo, ou espesso

ou com multiplas células degenerativas); zona pelucida espessa. Pouco

encontrado.

%3A%2F%2Fwww.bebedeproveta.com.br%2Ftransferencia.htm&ei=Tk4KVd6kK4mLNpn4gvgE&bvm=bv.88528373,d.eXY &psig=A
FQjCNF1NKvQ5wGbvYKmgdhs7IDWKLW{QA&ust=1426825145688681

Figura 6—embrides de classificagdo A, B, C e D, respectivamente. Visualizagdo em microscopia 6ptica,

aumento de 200 vezes.

http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjR
w&url=http%3A%2F%2Fwww.bebedeproveta.com.br%2Ftransferencia.htm&ei=Tk4KVd6kK4mLNpn4gvgE&bvm=bv
.88528373,d.eXY &psig=AFQjCNF1NKvQ5wGbvYKmgdhs7IDWKLWfQA&ust=1426825145688681

Figura 7-Blastocistos de classificagdo A.Visualizagdo em microscopia Optica,

aumento de 200 vezes.

Nao houve repeticdo da amostra durante a coleta de dados, mesmo
que houvesse varias placas por paciente (maes). Quando um paciente teve
multiplos embrides em duas ou mais placas, meios BHI foram colocados em
tubos separados, mas, se a contaminacgao fosse confirmada em pelo menos
uma das placas, o paciente seria adicionado ao grupo contaminado. N&o
havendo contaminacdo em qualquer uma das placas, o paciente seria
considerado no grupo nao contaminado. Um caso de contaminagdo em uma
das duas placas da mesma paciente foi descartado porque néo se sabia de
qual o embrido era proveniente. Uma dupla contaminagdo (E. coli e

Aspergillus) em placa unica foi considerada a contaminacdo bacteriana
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inicial, porque o fungo apareceu alguns dias mais tarde e ja foi em
microcultivo de crescimento lento.
Testes estatisticos:

Para as analises de competéncia estatistica, realizada entre
marg¢o e junho de 2014, os dados foram digitados em software Excel e
analisados no SPSS17.0 (Statistical Package for Social Science). Os
resultados foram apresentados com valor absoluto (f) e valor percentual (%).
O teste Qui-quadrado e Fisher foram usados para verificar a existéncia ou
ndo de diferenga significativa entre as placas contaminadas e n&o
contaminadas, em relagdo aos varios fatores estudados. A regressao
logistica univariada foi usada para verificar a possivel existéncia de
correlagao entre o insucesso na gestagao e a contaminagao das placas. Foi
considerado nivel de 95% de confianga, ou seja, p<0,05. Foi calculado o
ODDS RATIO da exposigédo microbiana da placa com a auséncia gestacional
e com a perda gestacional, além de acompanhar os resultados da regressao

que foram significativos.

Testes bioquimicos nos contaminantes encontrados:

Os testes bioquimicos baseiam-se na presenca ou auséncia de
substancias, sejam elas enzimas ou produtos do metabolismo bacteriano,
sendo identificadas por métodos quimicos, como indicadores de pH e
mudancga de coloragédo (Koneman, 2008), (Figura7).

As amostras em que foram encontradas contaminagao foram coradas
com meétodo gram, em seguida separadas e subcultivadas no meios de
cultura MacConkey, Agar Manitol Salgado e Agar Nutriente (Figura 8).

Na amostra contaminada por Klebsiella sp, houve crescimento no
MacConkey, indicando a presenga de bastonetes gram negativos. Passou-
se para o TAF (triplice agucar ferro) com o indicador de pH Vermelho de
Fenol, que fermentou apenas a glicose. Na leitura, o TAF apresentou
inclinagdo alcalina (vermelha), fundo acido (amarelo). Nao houve
degradacado de sacarose, lactose e manitol. A produgdao de gas CO? pela
fermentagao, no ambiente anaerdbio inferior do tubo do TAF, foi elevada. No
meio SIM, para detecgao da produgao do Indol (um produto de degradacéao

do aminoacido triptofano), nao apareceu a cor vermelha na parte superior do
20




tubo, indicando que ndo houve a producdo de indol, ndo detectou-se a
motilidade bacteriana (para a motilidade com a presenca de flagelos, o meio
contendo tetrazolio induz o aparecimento de rastros de cor vermelha, que
ajuda a seguir a disseminacédo da bactéria a partir da linha de inoculagao,
em uma analise macroscopica), nem a produgao de acido sulfidrico (enxofre
€ liberado a partir da degradagdo de aminoacidos, com producdo de
precipitado negro, sulfeto de metal pesado insoluvel) como corpo de fundo
no tubo. O teste foi realizado com o indicador de pH Vermelho de Metila, e o
resultado foi negativo, ja que ndo houve mudanga de cor, pois a quantidade
minima de acidos produzidos foi insuficiente para reduzir o pH, caracteristico
da familia Enterobacteriaceae. No meio para Citrato, que determina a
capacidade de utilizacdo do citrato de sddio como unica fonte de carbono
metabdlico, ocorreu a producdo de uma cor azul no meio, indicando
resultado positivo, com presenca de produtos alcalinos. No meio para
fenilalanina, o aparecimento do acido fenilpiravico indica a degradacéo da
fenilalanina pela enzima fenilalanina desaminase, que foi negativo. Caso
fosse positivo, surgiria uma cor verde apds a adicdo do reativo Cloreto
férrico. No meio agar ureia de Christensen para urease, a mudanga de cor
de rosa para vermelho indica a positividade. A superficie inclinada torna-se
vermelha, em uma reacdo alcalina, indicando que o microorganismo
hidrolisa a uréia, liberando aménia e produzindo mudanca de cor vermelho
rosado no meio.

Na amostra contaminada por bacterias do género Enterobacter,
procedeu-se da mesma forma da Klebsiella, que se diferenciam apenas nos
testes do TAF, que fermentou a glicose a lactose e a sacarose; no teste para
urease, que foi negativo e nao hidrolisa a uréia e no teste de motilidade, que
foi positivo.

Na amostra contaminada por Pseudomonas, houve crescimento no
MacConkey, indicando a presenga de bastonetes gram negativos. Passou-
se para o TAF, com o indicador de pH Vermelho de Fenol, onde ndo houve
fermentacdo de glicose, de sacarose, de lactose e de manitol. A cor
vermelha de inclinagédo alcalina permaneceu inalterada. No meio SIM, nao
houve motilidade, nem producéo de indol e de acido sulfidrico, negativo para

os tres quesitos. No teste para urease, ndo houve mudanga de cor, sendo
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negativo. Positivo para citrato, com a producdo de substancias alcalina e
coloragao azulada no teste.

Nas amostras contaminadas por Escherichia coli, houve crescimento
no MacConkey, indicando a presenga de bastonetes gram negativos. A
leitura do TAF revelou fermentagdo para glicose, sacarose, lactose e
manitol, com mudanca de cor de vermelho para amarelo, em todas as partes
do tubo. Houve producao de gas. Positivo para vermelho de metila. No meio
SIM, positivo para motilidade, positivo para produgéo de indol e negativo
para producdo de acido sulfidrico. Nao houve hidrolizagao da uréia, sendo
negativo no meio contendo uréia. N&o houve a utilizagédo do citrato de sodio
como fonte de carbono, sem mudanca de cor, de carater negativo. Negativo

para degradagao da fenilalanina.

Para a identificacdo das amostras contaminadas que cresceram em
Agar Manitol, foram identificados cocos gram positivos do género
Staphyloccocus e Streptoccocus, o meio manitol foi modificado, adicionando
entre outros componentes, o vermelho de fenol como indicador de pH.
Staphylococcus sp tornou o meio amarelo em condi¢des acidas pela
fermentacdo do manitol. O teste da catalase, realizado com perdxido de
hidrogénio (H202) sobre uma lamina com as colbnias, foi positivo pois houve
o borbulhamento, devido a liberagdo do oxigénio.O teste da coagulase, que
consiste em juntar num tubo de ensaio contendo plasma sanguineo e uma
suspensao das colbnias e esperar que coagulem pelas enzimas bacterianas,
foi positiva.Streptoccocus sp, teve o teste da catalase negativo (Figuras 7 e
10).

As amostras que apareceram com Bacillus grampositivos, cresceram
no meio manitol. No método gram, todas apresentavam coloragao roxa e
organizavam-se também sob a forma de estreptobacilos. Sdo grandes
bactérias, presentes no ar, no solo, na agua e indicam contaminacéo
ambiental, com auséncia de espécies de importancia médica. (Figura 9)

Na amostra contaminada por fungos leveduras (Figura11), houve
crescimento de colbnia brancas e leitosas no agar nutriente com antibidticos,
e no gram, foi observado a presenca de células eucariontes, bastante

coradas ao microscopio, unicelulares.
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As amostras contaminadas por fungos filamentosos foram cultivadas
no agar nutriente com antibiéticos, para isolar as colénias, e subcultivada em
microcultivo, para detectar o tipo de corpo de frutificacdo, com viséo
microscopica das hifas. A técnica do microcultivo consiste em retirar um
pedaco da cultura do bolor e semear nos 4 cantos do quadrado de agar
batata que esta depositado sobre a lamina de vidro, cobrir o material
semeado com laminula, colocar um tubo de agua estéril no fundo da placa
para umedecer o papel de filtro, incubar & 25°C por 7 a 14 dias. Entdo
procedeu-se a identificacdo do tipo de fungo. Foram identificados 3 tipos
fungicos: Aspergillus sp (figura 12), Penicilium sp (figura 13) e Thichophyton
rubrum(figura 14)
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http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjR
w&url=http%3A%2F %2Fwww.bebedeproveta.com.br%2Ftransferencia. htm&ei=Tk4KVd6kK4mLNpn4gvgE&bvm=bv
.88528373,d.eXY &psig=AFQjCNF1NKvQ5wGbvYKmgdhs7IDWKLWfQA&ust=1426825145688681

Figura 8- Sequéncia de testes bioquimicos efetuados durante a identificagéo de
Bactérias bastonetes gram negativos (acima), teste da catalase (abaixo e esquerda)
e da coagulase (abaixo e direita) laboratério do IPTSP-UFG, Goiania-GO.
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Figura 9- Placas de colénias de Klebsiella sp (a esquerda, acima), Enterobacter sp( a

direita, acima), Escherichia coli (a esquerda, abaixo) e Pseudomonas sp(a direita, abaixo).
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Figura 10 — Placas de colbnias de Bacillus gram positivos em colbnias (a esquerda), foto de

microscopia optica, aumento de 1000 vezes, com coloragdo Gram positiva

http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&gq=8&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http%3A%
2F%2Fcbtis7bacteriologia.blogspot.com%2F &ei=tVEKVZbEKYyqNorFgYgO&psig=AFQjCNHswTaCZRLbBhqqL1dQJbW-
YhzSBw&ust=1426826015720200
http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&gq=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http%3A%
2F%2Fcbtis7bacteriologia.blogspot.com%2F &ei=tVEKVZbEKYyqNorFgYgO&psig=AFQjCNHswTaCZRLbBhqqL1dQJbW-
YhzSBw&ust=1426826015720200

Figura 11 — Placas de colbnias de coccus gram positivos, Staphyloccocus sp a esquerda e

Streptoccocus sp a direita.
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Foto cedida pelo laboratério de microbiologia o IPTSP
Figura 11-Placas de col6nias de levedura, de coloragéo branca e leitosa.

“

Foto cedida pelo laboratério de micologia o IPTSP

Figura 12 — Placa de colonia de Aspergillus sp (esquerda) e corpo de frutificagdo

microscopico em forma de conidio agrupado, aumento de 400 vezes (direita).
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2F%2Fwww.perubiotec.org%2FContenido5Novum%2FNovedades5.php&ei=MIMKVYb0OF4ikgwS6yIPoAQ&psig=AF QCNE6jeuj TsA
O0MHU13SdybFOADb3L_EA&ust=1426826404034881

Figura 13-Placa de colénia de Penicilium sp (esquerda) e o corpo de frutificagdo

microscopico em forma de conidio isolado (direita).
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Figura 14 — Placas de col6nias de Trichophyton rubrum com mudancga de cor de branco

para rubro (nas placas a esquerda) e o microconidio (corpo de frutificagdo a direita).
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Resumo

A contaminagdo pode estar presente nas placas de cultivo de embrides
advinda de varias origens, haja vista que os materiais coletados masculino e
feminino nao podem ser esterilizados. Esta contaminagao pode comprometer a
viabilidade dos embrides, causar infeccao gestacional, trazer ma formagéao
fetal. Fungicidas e bactericidas sado acrescentados aos meios de cultura na
tentativa de conter este crescimento microbiolégico. Outros métodos
preventivos ainda em estudo devem ser avaliados. A contaminagédo deve ser
identificada, para nortear a legislagéo vigente que regulamenta os protocolos
executados durante a reproducdo assistida, para garantir a protecdo materno-
fetal contra microrganismos de importancia patogénica. Deve-se avaliar a
interferéncia da contaminagcdo para os embrides e fetos, na tentativa de se

estabelecer causas e consequéncias especificas.

Palavras-chave
Contaminagao bioldgica, laboratoérios, desenvolvimento embrionario, gravidez,

fertilizacao.

Abstract

Contamination in embryo culture dishes can be caused by several sources
because the materials collected from men and women cannot be sterilized. This
contamination can compromise embryo viability and cause gestational infection
and fetal malformation. Fungicides and bactericides are added to the culture

media in an attempt to contain this microbial growth. Other preventive methods
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that are still being investigated should be evaluated. The contamination must be
identified to guide current legislation that regulates the protocols performed
during assisted reproduction to ensure maternal and fetal protection against
pathogenic microorganisms. The impact of contamination on embryos and
fetuses should be evaluated in an attempt to establish specific causes and

consequences.

Keywords: Biological contamination, laboratories, Embryonic development,

Pregnancy, Fertilization.

Introducgao
O decréscimo da fertiidade € um inevitavel fato biolégico, aliado a

maternidade tardia. A técnica de fertilizagdo in vitro (FIV) avangou nestas
Ultimas trés décadas para ajudar os casais a resolverem o problema da
infertilidade. Dado histérico relatado’, o bebé Louise Brown foi o primeiro a
nascer de FIV. Na FIV, os embrides sao formados e cultivados fora do corpo da
mulher, em placas de cultivo, gragas ao avango dos meios de cultura e estufas,
que oferecem os nutrientes necessarios para o bom desenvolvimento dos
embrides. Estas placas sdo o melhor local de coleta para verificar se ha
contaminagdo microbiolégica eminente, pois os varios fatores provaveis de
contaminacao confluem todos para elas, o que interfere diretamente nas taxas
de gestagdes e nascimentos.

Em laboratérios de reproducdo humana o controle de qualidade é de
fundamental importancia para o sucesso dos procedimentos. A realizagao
correta destes influi diretamente nos resultados, principalmente porque o
liquido folicular e o sémen podem sofrer contaminacdo e ndo podem ser
esterilizados. Cada passo nos procedimentos e manipulagdes laboratoriais
devem ser executados com técnicas de assepsia rigorosamente protocoladas.2

A exata frequéncia destas contaminagdes microbiologicas e a
interferéncia nos resultados em reproducao assistida ndo sdo consenso entre
os autores.® Desde 1997, contaminagdes microbioldgicas em meios de cultura
tém sido rotineiramente registradas, contribuindo diretamente nos resultados

gestacionais em fertilizacgo assistida.*
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As principais causas desta contaminagdo vém sendo associadas a
infeccdo nos tratos genitais masculino e feminino e a prépria microbiota local,
com consequente contaminacdo dos ovdcitos e embrides. Estes, quando
transferidos para o utero, podem causar infeccdes que poderdo comprometer
sua implantagdo e sobrevivéncia durante a gestacdo, também causando
prejuizos maternos. A contaminagao pode vir ainda do ar, de maquinarios e de
materiais utilizados.? Com isso, se estabelece a importancia da pesquisa de
microrganismos em fertilizagdo assistida durante todo o processo, iniciando na

manipulacdo de gametas, embrides e transferéncias.
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Legislagao vigente para os laboratérios de reprodugao humana

Os diversos tipos de agentes contaminantes que afetam os resultados
em reproducio assistida podem ser detidos ou minimizados com a execugao
de protocolos testados cientificamente e exigidos por lei.® Os laboratdrios de
reproducdo humana (LRH) devem conter camara de fluxo positiva, filtros de
ar e todos os cuidados de assepsia e descontaminacdo. O ambiente de
micromanipulagcdo de gametas ndo deve possuir qualquer instalagéo
hidrossanitaria, como pias, ralos ou lavatérios. O sistema de climatizagéo
deve manter pressdo positiva em relagcdo aos ambientes adjacentes,
controle da temperatura entre 21 a 24°C, umidade relativa do ar entre 40 e
60%, vazdo minima de ar total de 45(m®h)/m?, vazao minima de ar exterior
de 15(m%h)/m? e filtragem minima no insulflamento com filtros G3+carvao
ativado+F8.

Sao usados filtros de ar como o HEPA e o de carvao ativado para
substancias organicas volateis. Os filtros de ar devem ser particulados de
alta eficiéncia, ou filtros de ar de ultrabaixa penetracao. Este ar tera acesso
as incubadoras dependendo do tipo (aquelas com mistura de 5% de CO? e
95% de ar, por exemplo), que devem passar por dois testes consecutivos
com embribes de camundongos antes de serem wusadas nos
procedimentos.®

As incubadoras devem ser usadas no maximo para trés pacientes.
Aquelas menores estabilizam-se mais rapidamente quando abertasedevem
conter termémetros verificados diariamente, assim como o CO? As mais
novas apresentam maior taxa de gestagdo.® Como a qualidade do ar é um
dos fatores mais importantes do laboratério, sua avaliacdo deve ser um
procedimento de rotina. Semestralmente, a antecamara e o laboratério
devem ser submetidos a contagem de particulas e a verificacdo do fluxo de
ar por uma agéncia certificada. Se necessario, os filtros de teto deverao ser
trocados a cada trés meses.

A manipulacdo das amostras somente deve ser efetuada em uma
area limpa classificada, no minimo, como ISO Classe 5, segundo a norma
NBR/ISO 14644-1 da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),

com cabine de seguranga biolégica Classe Il Tipo A, modulo de fluxo
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unidirecional ou de fluxo laminar, segundo as orientacbes da NBR/ISO
14644-4 da ABNT. Neste caso, o banco de células e tecidos
germinativosdeve, obrigatoriamente, possuir antecamara de acesso a sala
de processamento, além do vestiario de paramentagcdo. Deve conter
congelador com temperatura igual ou inferior a 135°C negativos, com
registro automatico da temperatura e exclusivo para o armazenamento de
células e tecidos germinativos liberados para uso, ou reservatorio ou
contéiner adequado para nitrogénio liquido e exclusivo para o
armazenamento de células e tecidos germinativos.

A triagem soroldgica dos pacientes, segundo a legislagéo, deve ser
realizada no minimo para as seguintes doengas infectocontagiosas: sifilis,
hepatte B (HBsAg e anti-HBc), hepatite C (anti-HCV), virus da
imunodeficiéncia humana (HIV 1 e 2),virus linfotropicos de células T
humanas (HTLV I e Il), citomegalovirus e clamidia.

No caso de sémen ou de odcito criopreservado, a liberacdo da
amostra so ocorrera apos os testes soroldégicos serem repetidos em prazo
nunca inferior a seis meses. Na primeira coleta de amostra de sémen deve
ser realizada triagem microbiolégica, com exames para deteccdo de
Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis,
Neisseria gonorrhoeae ebactérias aerobias. Estes testes devem ter resultado
negativo para patégenos seminais antes da liberacdo da amostra. Para os
profissionais no laboratério de FIV recomenda-se a vacinagdo contra
doengas virais e bacterianas, abordando pacientes e manejando amostras
(fluidos corporais, fluido folicular ou sémen) como potenciais fontes de
infecgao.”

Para os meios de cultivo deve-se observar o prazo de validade e
instalagbes apropriadas para o armazenamento. N&o utilizar o soro ou fluido
folicular dos doadores como aditivos para os meios de cultura. O uso de déleo
mineral pré-equilibrado ajudara a manter a temperatura, a presséo osmaética
e o pH. Deve haver protocolos de funcionamento, calibracéo, limpeza e de
emergéncia com condutas em caso de pane, com sistema de back-up
elétrico para os principais equipamentos.

Semelhante a legislagcédo brasileira, a legislacdo européia também é

citada em teses de controle de qualidade em LRH e a preocupacédo é
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promover o maior nivel de seguranga possivel para garantir a saude

publica.®
Principais fontes de contaminacgao e prevaléncia

Todo material biolégico deve ser tratado como ponto inicial de
contaminacdo.® Doencas do aparelho reprodutor masculino e feminino
também podem ser fonte de contaminagdo. Segundo Cottell et al. (1997)*,
foram encontrados e cultivados micro-organismos de varios loci em
aproximadamente 50% dos casos de FIV. Fluido seminal e liquido folicular
sdo fontes potenciais de contaminagao microbioldgica.’

Candida albicans é uma levedura muito encontrada entre os
microrganismos do trato genital feminino e masculino. Este fungo, também
verificado nas contaminacdes dos laboratdrios de reproducao assistida, pode
ser proveniente dos pacientes submetidos a FIV e injecdo intracitoplasmatica
de espermatozoide (ICSI). Varios autores relatam ter encontrado leveduras
em seus estudos, avaliando varios aspectos de comprometimento dos
resultados em fertilizagdo assistida.®""

Bactérias também sao participantes da microbiota do trato genital. A
confirmagao da presenca de células vaginais no fluido folicular durante a
puncao transvaginal para recrutamento de odécitos, em maior porcentagem
nos foliculos inicialmente puncionados, sugere a possibilidade de
contaminagado pelo meio vaginal.'?> Conhecido este tipo de contaminagao, os
procedimentos envolvem a utilizacdo de antibidticos no sémen e na cultura
de embrides. Penicilina, estreptomicina e gentamicina vém sendo utilizados
com resultados promissores, com 95% de eliminagdo de bactérias.*

A doenga inflamatdria pélvica é causada por varios agentes, entre
eles a Neisseriagonorrhoeae, diplococo gram-negativo aerébico facultativo.
A uretrite pode ser causada pela Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealyticume Mycoplasmahominis. A sifiis é causada pelo Treponema
pallidum, o cancro mole pelo Hemophilusducreyi e o linfogranuloma venéreo
pela Clamydia trachomatis. A vaginose bacteriana, com alteragao da flora, &

causada por varios agentes, entre eles a Gardnerella vaginalis, relacionada
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a resisténcia ao metronidazol e a doxaciclina, o que demonstra a
vulnerabilidade da dependéncia de antibioticos.™

Outro veiculo contaminante é o ar, quando os LRH nao trabalham
com filtros de ar compativeis com a descontaminacédo efetiva da sala de
embriologia. Bactérias comumente encontradas nestas condigcbes
correspondem, principalmente, ao género Bacillus, Estreptobacillus gram-
positivos de grande porte e sem importancia médica. Fungos como do
género Aspergillus sao encontrados nas placas, provavelmente vindos do
6leo mineral contaminado usado para sobreposi¢cao das gotas do meio de
cultura. Sdo fungos ambientais contaminantes do ar os géneros Aspergillus
e Penicillium."

Em medicina reprodutiva existe risco significativo de contaminagao
cruzada durante a criopreservacdo de gametas ou embrides. Em estudo de
revisdo, conclui-se que ha um risco negligenciado de contaminagao cruzada
em condi¢des de FIV."™ Encontrou-se relacdo entre infertilidade e virus da
hepatite C em um grupo de casais inférteis, com prevaléncia de 3,2% para
as mulheres e 3,6% para os homens®, que pode ser transmitida de uma
mulher para outra pela contaminagao transvaginal por equipamentos ou dos
pais para o concepto. Recomendou-se que pacientes inférteis fossem
rastreados antes de submetidos a técnicas de reproducéo assistida.

Kastrop et al. (2007)' descrevem incidéncia de 0,67% de
contaminagdo nos LRH europeus. A amostra envolveu mais de 13.000
casos. Um estudo de prevaléncia no Brasil encontrou 4,8% de
contaminagdo nas placas por bactérias e fungos, considerando a
contaminagdo como fator de contribuicdo do fracasso em reproducao

assistida."’
Medidas preventivas em estudo

Com a prevaléncia de contaminagdo conhecida e com os géneros
identificados, poder-se analisar a interferéncia desta sobre o sucesso da
reproducdo assistida, pois o tipo de contaminacdo parece variar o0s
resultados. Autores também divergem em seus resultados. Candida albicans

aumentou a fragmentacdo do DNA e apoptose, danos que podem ter
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causado fracasso apds a fertilizac,‘é\o.19 Outros autores relatam que
nascimentos apos a transferéncia de embrides inseridos em meios
contaminados com leveduras ocorrem dentro das taxas normais de
freqléncia para reproducéao assistida, concluindo que a contaminagao pelo
fungo ndo é razdo para cancelar a transferéncia de embriges."

A primeira consequéncia observada, quando contaminados com
patdgenos, estd na redugdo da formacdo de embrides vidveis para
transferéncia. Os embrides podem nao sobreviver nas primeiras clivagens,
apresentar teratogenia, ou simplesmente ndo conseguirem implantar no
utero. Também podem ocorrer sindromes que comprometam a saude fetal,
trazendo a possibilidade de aumento de natimortos, prematuridade, ou
nascimento de conceptos inapetentes e incompativeis com a idade
gestacional, descritos em estudos com bovinos onde a fertilizacdo assistida
¢ amplamente utilizada."®Em outra vertente, existe o risco de infectar o
organismo materno, com consequéncias temporarias ou definitivas.

Os procedimentos de controle de qualidade devem ser sempre
atualizados para minimizar esses riscos, ja que a contaminacdo pode ser
vertical (dos progenitores para o embrido), ou lateral (de uma mulher para
outra). Um trabalho minucioso detectou a colonizagéo e a contaminagéo do
fluido folicular, concluindo que ele ndo é estéril, podendo ter sido
contaminado em procedimentos invasivos anteriores (a propria coleta
anterior de ovocitos). Estes microrganismos colonizadores e as respostas
imunolégicas com produgdo de citocinas que se seguem naturalmente no
processo infeccioso diminuiram as taxas de sucesso.'®

As infecgdes tubarias podem ser relacionadas aos ovarios e cavidade
peritoneal, além de poder causar lesao definitiva na tuba uterina, o que faz
mulheres procurarem servicos de reprodugao assistida. Riscos de infeccao
pélvica aguda para a mae apds a coleta de ovdcitos por via vaginal séo
discutidos em um estudo de caso. Historia de violéncia sexual, sorologia
positiva para o HIV e infecgdo por Chlamydia foram fatores preditivos para a
infertilidade por fator tubario.?

A investigacdo viral nas placas, por sua vez, € bem mais complexa.
Os virus especificos sdo detectados na sorologia exigida durante o

rastreamento inicial do casal. Um composto antiviral conhecido como DB
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606 foi testado em embrides bovinos, indicando que ndo houve diminuigao
das taxas de nascimento entre o grupo nao tratado e o tratado.?'

A técnica utilizada na reprodugao assistida também interfere nas
taxas de contaminacdo. Segundo Kastrop et al. (2007)'%, nao foram
encontrados casos de contaminacdo em ICSI e a selegdo de uma Uunica
injecdo de espermatozoide pode reduzir o risco de contaminagélo.14 A
técnica que envolve gradiente de centrifugagdo do sémen diminui
drasticamente a contaminacao bacteriana.?> Esta técnica é eficaz para
reduzir a populacdo microbiana no sémen e inofensiva para os
espermatozoides.?> A preparacdo do sémen pode ser feita por “swin up” ou
gradiente de densidade, mas nenhuma delas conseguiu eliminar totalmente
0s grupos mais encontrados, como estreptococos, estafilococos e
coliformes.?* Alguns parametros seminais de bacteriospermia e alto indice
de leucdcitos no sémen foram relacionados com a fragmentagdo do DNA
dos espermatozéides.25

No que diz respeito a descontaminacédo do nitrogénio liquido durante
o0 descongelamento de gametas e embrides pela técnica de exposicado a
radiacdo UV em 253,7 nm para obter rapida descontaminacdo microbiana
antes da evaporagao completa do nitrogénio liquido, estudo de Parmegiani
et al. (2010)* encontrou eficacia para bactérias
(Stenotrophomonasmaltophilia, Pseudomonasaeruginosa, Escherichia coli) e
fungos (Aspergillusniger), patdgenos de importadncia médica e normalmente
encontrados em infeccdo hospitalar.?® Campos et al. (2012)?” descrevem o
uso de solucao para lavar os ovdcitos antes do cultivo ou da criopreservacao
contendo dez vezes mais antibidtico/antimicético do que o valor encontrado
no meio de cultura, conservando a cultura de ovécitos por 144 horas sem
contaminagao, técnica recente que usa estreptomicina, penicilina e
anfotericina.?’

Anormalidades cromossdmicas sdo encontradas em 60% dos abortos
espontaneos, tornando a mais abrangente explicacdo biolégica das falhas
em gesta(;c")es.28 Foram encontradas alteragcbes na expressado génica de
embrides derivados de FIV, sofrendo estresse fragmentativo provavelmente
controlado pelo gene P-53 como consequéncia da subcondi¢do de cultivo.

Ha evidéncias de que embrides com perfis de expressdo que denotam
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caracteristica morfolégica boa e adequada para fase de desenvolvimento
tém maior potencial para implantagéo.?

Em 2010, um estudo longo de casuistica elevada abordou as mas
formagdes congénitas em criangas nascidas de fertilizacdo assistida e
encontrou risco aumentado para defeitos congénitos cardiovasculares e
reducido de membros.®* Nao houve investigacdo das causas das
anormalidades, mas as técnicas em FIV sdo suscetiveis a contaminagéo, em
varias etapas. Apesar da contaminagao por bactérias e fungos no ambiente
laboratorial apresentar baixa prevaléncia, em média abaixo de 1% nos
laboratérios europeus', as condicdes laboratoriais no Brasil, especialmente
o comprometimento da qualidade e manutencao dos filtros de ar, podem

trazer um resultado depreciativo na reproducao assistida.
Conclusoes

Como nédo ha estudos associando doengas com a contaminagao
embrionaria em técnicas de reproducéao assistida, torna-se dificil a atribuigao
da contaminagcdo a consequéncia especifica. Mesmo que nao possa ser
corroborada por estudos em humanos, ha evidéncia de infecgdo gestacional
que prejudica o aparelho reprodutivo e provoca ma formagao em fetos de
bovinos."® O entendimento sobre as possiveis contaminacées endogenas e
exdgenas do corpo materno, gametas masculino e feminino e embrides, traz
a luz a necessidade do rastreamento e controle dos agentes infecciosos
dentro do LRH, a fim de estabelecer associacdo entre contaminacgao

microbioldgica e sucesso na reprodugao assistida.
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Objetivos
Investigar a prevaléncia de contaminagcdo microbiolégica nas placas de
cultivo de embrides humanos, identificar o microrganismo e avaliar a

interferéncia da contaminagao no sucesso em reproducgao assistida.
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Desenho

Coleta de 470 amostras do meio de cultura das placas de cultivo de
embrides humanos, apods a transferéncia para o utero materno. Os meios de
cultivo foram inoculados em caldo BHI e as amostras positivadas foram
isoladas e identificadas.Tabulacdo de dados de prontuarios coletados nos
laboratorios de reproducdo humana,comparando dois grupos principais:
contaminado e nao contaminado. Aplicagdo de testes estatisticos de
regressao com o pacote SPSS-17.0, para as diferengas encontradas entre

0s grupos contaminado e nao contaminados.

Cenario

Laboratérios de reproducdo humana de um hospital publico e de uma clinica
de diagndsticos particular, cidade de Goiania-Goias-Brasil, no periodo de
maio de 2009 a margo de 2014.

Paciente(s)
Placas provenientes do cultivo de embrides humanos, e seus respectivos

progenitores, fertilizados em laboratoérios de reproducéo assistida

Intervengao(s)

Nao ha

Resultado principal medido(s)

Resultado gravidico perinatal referente aos embrides das placas de cultivo

Resultado(s)

Prevaléncia de 6,32 % de contaminagdo, sendo o0s principais
microrganismos fungicos: Candida sp (20%) Penicilium sp (13,34%)
Aspergillus sp (10%); e bacterianos: Bacillus sp (16%) E. coli (10%),
Staphyloccocus sp (10%). O fator de infertilidade mais encontrado foi o
tubario (p< 0,001, OR=4,18, Cl= 1.94-9.01). O resultado reprodutivo esteve
comprometido na presenga da contaminagao: a qualidade embrionaria foi
pior, com maior numero de embrides C e D (p= 0,013, OR=3,53 e IC= 1,31-
9,58), o indice de gravidez foi menor (p=0,043, OR=2,57 e 1C=1,03-6,41), a
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perda gestacional foi maior (p=0,094, OR=4,37 e I1C=0,78-24,59), o resultado
perinatal foi pior (p= 0,026, OR=5,13 e 1C=1,39-18,97).

Conclusao(s)

A prevaléncia de microrganismos foi de 6,32%. Os microrganismos mais
encontrados foram Candida sp, penicilium sp, Bacillus sp, E. Coli,
Staphyloccocus sp. Ha interferéncia negativa no resultado reprodutivo,
aumentando o numero de embrides ruins e a perda gestacional, diminuindo

as taxas de gestacgéao e o resultado perinatal.

Palavas-chave: Reprodugdo humana. Contaminagdo. Microbiolégico.

Gravidez. Nascimentos. Embrides.
Introducgao

O decréscimo da fertilidade € um inevitavel fato bioldgico, aliado a
maternidade tardia. Em laboratérios de Reprodu¢do Humana, o controle de
qualidade e a realizagao correta dos procedimentos € fundamentalpara o
sucesso em reprodugao assistida. Um alto grau de higiene, limpeza e o
descarte do material devem ser observados para se evitar contaminacao nos
meios de cultura e equipamentos. ('"?

Desde 1996, contaminagbes microbiolégicas em meios de cultura de
embrides tem sido rastreados e registrados para contribuir na melhora da
qualidade do sistema de manejo em reprodu¢do humana, em laboratérios de
Dublin. Bactericidas e fungicidas s&o incorporados aos meios de cultura, a
medida que aumenta a resisténcia destes micro-organismos®. As principais
causas desta contaminagdo vem sendo associadas a infecgdo no trato
genital masculino e feminino e consequente contaminacdo dos ovécitos e
embrides. Também pode vir da contaminacdo do ar, de maquinarios e
materiais utilizados, como os catéteres de remoc¢édo do muco cervical e de

@ as placas de cultivo®.

transferencia embrionaria
A vagina, o fluido ovariano e o ejaculado ndo podem ser esterilizados,
sendo considerados potenciais fontes de contaminagdo. Portanto, muito

cuidado deve ser tomado para minimizar os riscos de transferéncia de
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microrganismos durante a realizagdo de procedimentos clinicos ou
laboratoriais. Durante a coleta de ovocitos, ha estudos de aparecimento de
células vaginais no fluido folicular, e consequiente de bactérias, correndo o
risco de contaminar a pelve materna e os embrices®. Ocasionalmente, os
microrganismos colonizam as placas de cultivo de oécitos e embrides™*’89),
Técnicas diferentes em reprodugdo assitida possuem indices de
contaminagéao diferentes. Na injegao intracitoplasmatica de espermatozdides
(ICSI) a taxa de contaminagao é pequena mas na fertilizagao in vitro (FIV), o
indice de contaminagdo aumenta®.

A primeira consequéncia da contaminagdo estd na redugcdo da
formacado de embrides viaveis para transferéncia. Os embrides podem nao
sobreviver nas primeiras clivagens, apresentar teratogenia, ou ndo terem
taxas de implantagéo(5).Também pode trazer um aumento de natimortos,
prematuridade, nascimento de conceptos pequenos e com sindromes!"?.

Em outra vertente, traz o risco de contaminar e infectar o organismo
da mée, com lesao temporaria ou definitiva.A contaminagao pode ser vertical
(entre progenitores e embrides), ou lateral (de uma paciente para outra,
durante as intervengdes cirurgicas de coleta de ovdcitos e de transferéncia
embrionaria). Um estudo comprovou a colonizagdo e a contaminagdo do
fluido folicular, que pode ter acontecido em procedimentos invasivos
anteriores, ou ainda em casos de endometriose, infeccdo pélvica com
acesso ao utero, trompas e ovarios, sindrome dos ovarios policisticos. Estes
microrganismos colonizadores e as respostas imunoldgicas, com producao
de citocinas, que se seguem naturalmente no processo infeccioso,
diminuiram as taxas de fertilidade!"". Uma obstrucdo definitiva na tuba
uterina levaria a paciente a precisar dos métodos em reproducao assistida
para engravidar. Riscos de infecgdo pélvica aguda para a mae, logo apos a
coleta de ovdcitos por via vaginal sédo discutidos em um estudo de caso.
Possivel contaminagdo por bactérias anaerdbicas gram positivas sao
associadas a esterilidade tubaria’®.

A identificagdo microbiologica também €& necessaria, uma vez que
norteara mudangcas nos guias de procedimentos laboratoriais e
ambulatoriais. Identifica-se frequentemente Candida sp como agente fungico

que pode ou n&o interferir nos resultados em reprodugao®® ™.

48



Os meios de cultura destes embrides contém antibiéticos para
minimizar os riscos de crescimento microbiano, como IVF (com penicilina G),
e o HTF (com gentamicina), também possuem o antifungico anfotericina.
Lavagens em meios de antibidtico/antimicético vem sendo sugeridas
recentemente!™.

Encontrou-se também correlacdo entre infertiidade e o virus da
hepatite C,em um grupo de casais inférteis, com prevaléncia de 3,2% para
as mulheres e 3,6% para os homens.A transmissdo pode ser em
procedimentos ambulatoriais, e recomendou-se que pacientes inférteis
fossem rastreados antes de serem submetidos a técnicas de reproducao
assistida, o que exemplifica a contaminagdo embriolégica e materna de
micro-organismos''?.

A preparagao do sémen pode ser feita com as duas técnicas: swin up
e gradiente de densidade, que diminuiram drasticamente a contaminagao
bacteriana!'®.Sa0 eficazes para reduzir a populagdo microbiana no sémen e

inofensivas para os espermatozéides!’”

, mas nenhuma das duas conseguiu
eliminar os agentes mais encontrados (estreptococos, estafilococos,
coliformes)'®. Parametros seminais de bacteriospermia e leucocitose foram
correlacionados com a fragmentacdo do DNA destes espermatozoides!'?.

E importante relatar que muitos procedimentos tem sido feitos na
tentativa de descontaminagéo microbioldgica. A exposigao a radiagdo UV em
253,7 nm, e ao ozbnio produz uma rapida descontaminacdo microbiana, e se
mostrou eficaz para bactérias (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) e
fungos (Aspergillus niger), de importdncia médica e registrados em
septicemias®”.

As taxas de malformagdes em embridbes e fetos aumentam em
reproducdo assistida. Anormalidades cromossémicas sdo encontradas em
60% dos abortos espontaneos, tornando a mais abrangente explicagao
biolégica das falhas em gestagées(m). Alteracdes na expressdo génica de
embrides, sofrendo de estresse fragmentativo, como consequéncia da sub-
condicdo de cultivo, quebrando seus nucleos e perdendo fragmentos de
DNA. Embrides com perfis de expressdo que denotam caracteristica
morfolégica adequada para sua fase tém maior potencial para

implantagao®. Mas formacgdes congénitas ( no estudo foram encontrados
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em maior numero as cardiovasculares e redugdo do numero de membros )
tiveram um risco aumentado significativo em criangas nascidas de
fertilizagdo assistida®.

Apesar da contaminagdo apresentar baixa prevaléncia(5), as
condi¢gdes de alguns laboratoriais no Brasil, (manutencao dos filtros de ar),
podem trazer um resultado depreciativo para a reproducdo. Nao ha estudos
longitudinais que avaliam causa e consequéncia da contaminagédo na fase
embrioldgica e o insucesso na reprodugdo humana assistida. Mas, ha
evidéncias de infecgdo gestacional que prejudica o aparelho reprodutivo e
provoca ma formagao fetal em estudos veterinarios!'?.

O entendimento sobre as possiveis contaminagdes enddgenas e
exdgenas, do corpo materno, gametas masculino e feminino e embrides, e
seus maus resultados reprodutivos, traz a luz a necessidade do
rastreamento e controle dos agentes infecciosos dentro do laboratério de
reprodugdo humana ©%.

Propomos neste estudo, identificar a prevaléncia da contaminacao
microbioldgica por bactérias e fungos, em placas de cultivo de embrides
humanos, e a interferéncia no sucesso em reprodugdo humana assistida,
com andlise das taxas dos fatores de infertiidade, gametas, embrides,
gravidez e nascimentos. Estas placas de cultivo dos embrides representam o
melhor local de coleta, por que para ela confluem os varios fatores provaveis

de contaminagao.

Metodologia

Esta pesquisa, longitudinal e prospectiva, realizou-se de forma
quantitativa  (prevaléncia), com abordagem descritiva, analitica,
observacional. Tipo de Caso controle com pareamento nos seguintes itens:
Idade materna, Idade paterna, indicacdo, resposta ovariana, numero de
embrides manipulados e embrides transferidos . Foi realizada a coleta do
material para estudo e a posterior analise dos prontuarios no laboratério de
Reprodugdo Humana da Clinica Fértile (450 amostras) e do hospital da
clinicas UFG (20 amostras do trabalho de mestrado), em Goiania. Pesquisa

aprovada na Plataforma Brasil, no Comité de Etica em pesquisa do Hospital
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das Clinicas, Goiania -GO.

A amostra foi composta por 470 placas de cultivo de embribes
investigadas, e os dados recuperados apds o nascimento dos conceptos.

Independente da suspeita de contaminacio, todas as placas de
cultivo de embrides de cada paciente foram utilizadas para as amostras. Os
embrides foram implantados ou congelados, e as placas de cultivo que
seriam descartadas foram usadas para coleta imediatamente ou
armazenadas na incubadora por até um dia, apds a transferéncia. Durante
os anos de coleta em placas, foram descartadas algumas porque nao
poderiam ser guardadas além de 1 dia (procedimento laboratorial) para
serem coletadas em tempo habil, apenas a embriologista tinha acesso a
incubadora do laboratério para fornecer as placas com meio de cultura.

A coleta das placas de estudo foi totalizada no periodo compreendido
entre maio de 2009 e margo de 2014, nas dependéncias das instituicoes
citadas, de acordo com a disponibilidade do descarte das placas de
embrides, e levadas ao laboratério de Microbiologia do IPTSP-UFG, onde
analizou-se a presenca de contaminacédo e posteriormente a identificagdo

dos microorganismos encontrados nas amostras.

Para analisar a presenca de contaminacdo, foi preparado
individualmente o meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion). Os tubos com
BHI foram autoclavados, testados previamente em estufas por 24 horas e
conservados em geladeira para o uso. As amostras de meios de cultura de
embrides foram coletadas dentro da camara de fluxo, com pipetas estéreis e
inoculadas nestes tubos contendo 5 mL de meio de cultura liquido BHI (Brain
Heart Infusion) para acrescentar os nutrientes de crescimento microbiolégico
necessarios e intensificar o crescimento dos contaminantes, a fim de facilitar
a identificagdo. Eram entdo transportados em caixas de isopor
imediatamente para o laboratério de microbiologia do IPTSP e incubadas por
24-48 horas a 37°C na estufa. Foi retirado todo o meio de cultura disponivel
das placas. As amostras que positivaram no caldo BHI foram posteriormente
subcultivadas, procedendo os testes especificos de identificagdo: macro e
micromorfolégicos, microcultivos, testes de coloracdo, testes bioquimicos

que baseiam-se na presenca ou auséncia de substancias, como enzimas ou
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produtos do metabolismo do patdgeno®). Foi utilizado o método gram, em
seguida separadas e subcultivadas no meios de cultura MacConkey, Agar

Manitol Salgado e Agar Nutriente.

Nas amostras contaminadas bastonetes gram negativos (Klebsiella
sp, Escherichia coli, Enterobacter sp, Pseudomonas sp), houve crescimento
no meio MacConkey. Procedeu-se a sequencia bioquimica de reacbes com
os seguintes meios de cultivo: Meio TAF (triplice agucar ferro) com o
indicador de pH Vermelho de Fenol (producdo de acido e base) e
fermentagcdo de acucares (sacarose, glicose e manitol). Observa-se também
a produgao de gas CO? pela fermentagao, no ambiente anaerdbio inferior do
tubo do TAF. Meio SIM, para deteccéo da produgéo do Indol (um produto de
degradagdo do aminodacido triptofano), aparece a cor vermelha na parte
superior do tubo, detecta-se também a motilidade bacteriana (para
motilidade com a presenga de flagelos, o meio contendo tetrazélio induz o
aparecimento de rastros de cor vermelha, que ajuda a seguir a disseminagao
da bactéria a partir da linha de inoculagdo, em uma analise macroscopica),
também a producdo de acido sulfidrico (enxofre é liberado a partir da
degradacao de aminoacidos, com producéo de precipitado negro, sulfeto de
metal pesado insoluvel) como corpo de fundo no tubo. O teste foi realizado
com o indicador de pH Vermelho de Metila, pois a quantidade minima de
acidos produzidos pode ser suficiente para reduzir o pH. Meio Citrato, que
determina a capacidade de utilizagao do citrato de sédio como unica fonte de
carbono metabdlico, ocorre a produgdo de uma cor azul no meio, com
presenca de produtos alcalinos. Meio para fenilalanina, o aparecimento do
acido fenilpiruvico indica a degradagcdo da fenilalanina pela enzima
fenilalanina desaminase. Em caso positivo, surgiria uma cor verde apds a
adicdo do reativo Cloreto férrico. Meio agar ureia de Christensen para
urease, a mudanca de cor de rosa para vermelho indica a positividade. A
superficie inclinada torna-se vermelha, em uma reagao alcalina, indicando
que o microorganismo hidrolisa a uréia, liberando aménia e produzindo

mudanc¢a de cor vermelho rosado no meio.
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Para a identificagcdo das amostras contaminadas que cresceram em
Agar Manitol, foram identificados cocos gram positivos do género
Staphyloccocus e Streptoccocus, o meio manitol foi modificado, adicionando
entre outros componentes, o vermelho de fenol como indicador de pH.
Staphylococcus sp tornou o meio amarelo em condigbes acidas pela
fermentagcdo do manitol. O teste da catalase, realizado com peréxido de
hidrogénio (H2O2) sobre uma ldmina com as colbnias, é positivo quando ha o
borbulhamento, devido a liberagdo do oxigénio.O teste da coagulase
consiste em juntar num tubo de ensaio contendo plasma sanguineo e uma
suspensao das colbnias e esperar que coagulem pelas enzimas bacterianas.
As amostras que apareceram com Bacillus sp gram positivos, cresceram no
meio manitol. Apresentavam coloragao roxa e organizavam-se também sob
a forma de estreptobacilos. Na amostra contaminada por fungos leveduras ,
houve crescimento de coldnia brancas e leitosas no agar nutriente com
antibidticos, e no gram, foi observado a presenca de células eucariontes,
bastante coradas ao microscoépio, unicelulares. As amostras contaminadas
por fungos filamentosos (Aspergillus sp, Penicilium sp e Thichophyton
rubrum) foram cultivadas no agar nutriente com antibioticos, para isolar as
colbénias, e subcultivada em microcultivo, para detectar o tipo de corpo de
frutificagdo, com visdo microscopica das hifas. A técnica do microcultivo
consiste em retirar um pedaco da cultura do bolor e semear nos 4 cantos do
quadrado de agar batata que esta depositado sobre a lamina de vidro, cobrir
o material semeado com laminula, colocar um tubo de agua estéril no fundo
da placa para umedecer o papel de filtro, incubar a 25°C por 7 a 14 dias. A
identificacao foi feita atravéz da associacdo do corpo de frutificacdo e da

morfologia da coldnia.

Nao houve repeticdo da amostra durante a coleta de dados, mesmo
que houvesse varias placas por paciente (maes). Quando um paciente teve
multiplos embrides em duas ou mais placas, meios BHI foram colocados em
tubos separados, mas, se a contaminagao fosse confirmada em pelo menos
uma das placas, o paciente seria adicionado ao grupo contaminado. Nao
havendo contaminagcdo em qualquer uma das placas, o paciente seria

considerado no grupo ndo contaminado. Um caso de contaminacdo em uma
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das duas placas da mesma paciente foi descartado porque nao se sabia de
qual o embrido era proveniente. Uma dupla contaminagcao (E. coli e
Aspergillus) em placa unica foi considerada a contaminagdo bacteriana
inicial, porque o fungo apareceu alguns dias mais tarde e ja foi em
microcultivo de crescimento lento.

Os prontuarios referentes as placas foram analisados e seus dados
coletados em 2014. Fatores analisados: idade materna e paterna, fatores de
esterilidade, qualidade e quantidade de ovdcitos recuperados, qualidade de
embrides transferidos e o resultado gravidico, com resultados perinatais de
nascidos vivos (sucesso perinatal) ou auséncia de nascidos vivos (fracasso
total), também as perdas gestacionais, e dados do concepto ao nascimento,
como: peso, estatura, idade gestacional e o tipo de gravidez proveniente
(Unica, gemelar, trigemelar). Foram feitas tabelas isoladas dos fatores
analisados.

Os ovacitos sao identificados utilizando a visualizagado em microscopia
Optica (invertida), com aumento de 400 vezes com a classificacdo M1
(imaturos) e M2 (maduros). A identificacdo de embrides viaveis é baseada
na avaliagdo de critérios morfolégicos'®®, tais como o nimero e tamanho das
células, a presenga de multinucleagao, o percentual de fragmentagédo e a
taxa de clivagem. A avaliagdo morfoldgica foi praticada nos 2 laboratérios do
estudo. A classificacdo para embrides, de 2 a 4 dias, com letras A, B, Ce D
foi definida como Excelente (grau A): blastdbmeros de didmetro similar e
numero de células ideal para o dia, 0% de fragmentos; Boa (grau B):
fragmentos <25%, blastdmeros de didmetro similar; Insuficiente (grau C): 25-
50% de fragmentos, blastdbmeros de didmetro desigual. SO se devem
transferir embribes C na auséncia de embrides A/B; Ma (grau
D):fragmentos>50%, chances altas de anomalias genéticas.Também foram
utilizados os blastocisto de 5 a 6 dias,com classificagdo A: massa celular
interna atinge pelo menos 2/3 do raio com auséncia de células
degenerativas; presenca de trofoblasto continuo e fino sem células
degenerativas; presenga de zona pelucida fina.

Para as analises de competéncia estatistica, os dados foram digitados
em software Excel e analisados no SPSS17.0 (Statistical Package for Social

Science). Os resultados foram apresentados com valor absoluto (n) e valor
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percentual (%). Para testar a significancia das diferengas entre os grupos
contaminado e nao contaminado foram usados testes Quiquadrado (idade
materna e paterna), teste Fisher (quantidade e qualidade de 6vulos M1 e
M2), e o teste de Regressao logistica para os demais fatores estudados. Foi
considerado nivel de 95% de confianga, ou seja, p < 0,05. Foi calculada a
ODDS RATIO da exposicdo microbiana da placa com a auséncia da
gravidez, e com a perda gestacional, além de acompanhar os resultados da

regressao

Resultado

Das 470 amostras, 30 apresentaram contaminacao, resultando em
uma prevaléncia de 6,32% (IC= 4,26-7,98). Foi achada contaminagao tanto
para placas provenientes da técnica FIV ainda realizada em 2009 e 2010,
quanto para ICSI (exclusiva a partir de 2011).

Foram identificadas 7 espécies bacterianas em 16 amostras (51%), e
4 espécies de fungos em 14 amostras (49%). Bacillus sp (5 amostras) e
Candida sp (6 amostras) foram as espécies mais frequentes. Os agentes
encontram-se na tabela 1.
Tabela 1: Distribuicdo dos achados de Microrganismos de prevaléncia de
6,32%, isolados em placas embrionarias de cultivo contaminadas, em

laboratérios de reprodugao humana, Goiania, 2009/2014.

Microrganismos Numero de amostras Percentual de amostras
(n) (%)
Leveduras (Candida sp) 6 20,00
Bacillus sp 5 16,67
Penicilium sp 4 13,34
Escherichia coli 3 10,00
Staphyloccocus sp 3 10,00
Aspergillus sp 3 10,00
Streptoccocus sp 2 6,67
Klebsiella sp 1 3,33

Pseudomonas sp 1 3,33
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Enterobacter sp 1 3,33
Trichophyton rubrum 1 3,33
Total 30 100,0

Os fatores de esterilidade mais freqlentes foram o fator tubario, 14

(41%) casos para o grupo contaminado e 68 (15,5%) para o néao

contaminado, e a oligoastenospermia, 9 (26,3%) casos para O grupo

contaminado e 142 (32,3%) para o grupo ndo contaminado, segundo a

tabela 2.

Tabela 2: Distribuicdo dos casos de fertilizagdo de alta complexidade

segundo as placas de cultivo contaminadas ou n&o, para os Fatores de
Esterilidade, Goiania 2009-2014.

Fatores de Esterilidade

Contaminada

Nao p OR IC

Contaminada

(n)

%

(n)

%

Idade Feminina (> 39 anos) 5

Endometriose

Tubario

Faléncia Ovariana
Utero de Substituicdo
Pdlipo Endometrial
Aborto Repeticéo
FSH Elevado
Sindrome de Kalmann
SOMP

Fator Feminino Total
Idade Masculina (>
anos)
Oligo/Astenospermia

Azoospermia

3

13

25
50

9

14,7
8,7

43,3
0,0
0,0
29
0,0
0,0
2,9
5,8

83,3

0,0

26,3
29

68
54

N
o

N A WO O

227

142
31

15,5
12,3
()
155  <0,001 4,18 1,94-9,01
2,3
11
0,7
0,9
0,5
0,0
2,9
(*)
51,6 0,002 4,69 1,76-12,48

1,8
32,3
7,1

56



Fator Masculino Total 10 33,3 181 411 0,402 0,71 0,33-1,56
Idiopatico - 0,0 34 7,7 0,998 0,00 -

Pode haver mais de um fator de esterilidade por placa (materna e paterna) P- Regressao logistica:*
significativo, ** altamente significativo; (38 placas n&o foram avaliadas para este quesito)

Das 30 placas do grupo contaminado, a idade materna proveniente de
cada uma, 3 (10%) possuem idade menor que 30 anos, 22(73,3%) possuem
entre 30 e 40 anos, 5(16,7%) possuem maior que 40 anos. Das 405 placas
do grupo nao contaminado, 83 (20,5%) com menos de 30 anos, 232 (57,3%)
entre 30 e 40 anos, 90 (22,2%) maior que 40 anos. 35 placas n&o foram
avaliadas para este quesito. Nao houve diferencga significativa para as idades
maternas (p = 0,212 Teste:Qui-quadrado) entre os grupos contaminado e
n&o contaminado.

Das 30 placas do grupo contaminado, a idade paterna proveniente de
cada uma, 11 (36,7%) possuem idade menor que 35 anos, 17(56,7%)
possuem entre 36 e 50 anos, 2(6,6%) possuem maior que 50 anos. Das 342
placas do grupo ndo contaminado, 132 (38,6%) com menos de 35 anos, 193
(54,6%) entre 36 e 50 anos, 17 (5,0%) maior que 50 anos. 98 placas nao
foram avaliadas para este quesito. Nao houve diferenga significativa para as
idades paternas (p = 0,913 Teste: Qui-quadrado) entre o0s grupos
contaminado e n&o contaminado.

Na recuperacdo de ovocitos do tipo M2 (maduros) o grupo
contaminado teve 19 (63%) de até 8 ovdcitos e 11 (36,7%) acima de 8
ovocitos recuperados. O grupo ndao contaminado teve 242 (60,2%) de até 8
ovocitos e 160 (39,8%) acima de 8 ovdcitos recuperados. Para os ovocitos
do tipo M1, foi recuperado em quantidade bem menor, mas a proporgao
entre os grupos contaminado e ndo contaminado foi semelhante. 38 placas
nao foram avaliadas para este quesito. Nado houve diferenga significativa
para a qualidade e quantidade de oévulos recuperados, dos tipos M2 (p=
0,449) e M1 (p=0,714)(Teste: Fisher).

Para o grupo contaminado foram 2 nascimentos de conceptos
provenientes de embrides tipo blastocisto e A. Para o grupo néo
contaminado, foram 146 nascimentos provenientes de Embrides tipo
blastocisto (30), A (73), B (37) e C (6). Entre os nascidos, houve gémeos

57



(24) e trigémeos (2). Nao foram aplicados testes estatisticos para embrides
blastocistos, A e B em virtude do blastocisto ter sido cultivado nos
laboratérios a partir de 2012, através de meios de cultura especificos e
recentes, o que gradativamente modificou as taxas de gestagcao dos
embrides tipo A e B. A regresséo correlacionou os embrides ruins (C e D)
com a contaminagao de placas. Foram 6 (20%) embrides ruins no grupo
contaminado e 28 (6,6%) no grupo ndo contaminado, p=0,013; OR=3,53 ¢ IC
95% = 1,31-9,58,segundo a tabela 3.

Tabela 3: Distribuicdo dos casos de fertilizacdo de alta complexidade
segundo a qualidade embrionaria e o resultado gravidico perinatal, entre os

grupos contaminados e nao contaminados, 2009/2014.

Qualidade de Contaminadas  N&o Contaminadas
embriées/Resultado gravidico n % n %
Blastocisto Sim 1 3,3 30 7,2
Blastocisto N&o 8 26,7 34 8,4
A Sim 1 3,3 73 17,0
A Nao 7 23,4 95 23,7
B Sim - 0,0 37 9,0
B Nao 7 23,3 113 28,1
C Sim - 0,0 6 1,2
C Nao 5 16,7 19 4,8
D Nao 1 3,3 3 0,6
Total 30 100,0 403 100,0

Sim — resultado perinatal de nascidos vivos; Nao — fracasso perinatal de nascidos
vivos P=0,013 (regresséo), OR = 3.53, IC = 1.31-9.58 para embribes ruins (C + D).
37 placas nao foram avaliadas para este quesito

Das 30 placas do grupo contaminado, 24 (80%) ndo engravidaram, 2
(6,6%) tiveram gravidez bioquimica que n&o evoluiu, 2 (6,6%) tiveram aborto
de 2° trimestre. Ja das 440 placas do grupo nao contaminado, 268 (61%)
nao engravidaram, 22 (5%) tiveram gravidez bioquimica, 27 (6%) abortaram
no 1° trimestre, 5 (1%) abortaram no 2° trimestre. O indice de gravidez foi de
20% para o grupo contaminado e de 39% para o grupo nao contaminado. A
chance de nao engravidar foi 2,57 (OR, p=0,043 e 1C=1,06-6,24) vezes

maior no grupo contaminado, que o grupo ndo contaminado. O resultado
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perinatal de nascidos vivos foi de 2(6,6%) no contaminado, e 118 (27%) no
nao contaminado, com diferenca significativa na regressédo logistica,
p=0,026, OR= 5,13, IC=1,39-18,97. O grupo contaminado teve 4,37 (OR, p=
0,094 e IC=1,58-12,04) vezes maior chance de perda gestacional que o
grupo ndo contaminado (tabela 4).

Tabela 4: Distribuicdo dos achados de placas de cultivo contaminados e nao
contaminados, em laboratérios de reprodugdo humana, segundo 0 sucesso

perinatal da gravidez, Goiania 2009-2014.

Resultado gravidico Contaminadas Nao Contaminadas
n % n %

Nao Engravidou 24 80,0% 268 61%
Gravidez Bioquimica 2 6,6% 22 5%
Aborto 1° Trim 0 0% 27 6%
Aborto 2° Trim 2 6,6% 5 1%
Total de insucesso 28 93,4% 322 73%
Sucesso gravidico perinatal
de nascidos vivos 2(%) 6.6% 118 27%
Total 30 100% 440 100%

Testes:Qui-quadrado (p<0,001), Regressao logistica (p=0,026 OR = 5.13, IC =
1.39-18.97) (resultado gravidico perinatal). (*) Agente contaminante: Candida sp
Para os dados do concepto ao nascimento, apenas 2 conceptos no
grupo contaminado (sexo masculino, gravidez unica, peso menor que 2 kg,
tamanho menor que 43 cm e idade gestacional prematura) nao
possibilitaram a aplicagdo de testes de regressdo, comparando com os 126
nascidos no grupo nao contaminado. Estes apresentaram 51,59% masculino
e 48,41% feminino; 73,47% proveniente de gravidez unica e 26,53% de
gravidez multipla; 6,35% nasceram com menos de 2kg, 50% com 2 a 3 kg e
43,65% acima de 3 kg; 5,56% com tamanho menor que 43 cm e 94,44%
entre 43 e 53 cm. 73,81% nasceram a termo para a idade gestacional (37

semanas ou mais) e 26,19% nasceram prematuros (até 36 semanas).

Discussao

Semelhantemente aos trabalhos anteriores®®, foi encontrada

contaminagdo nas placas de cultivo de embrides humanos, com agentes
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contaminantes semelhantes, em LRH.Os microrganismos de maior
prevaléncia e importdncia meédica foram: Candida sp, familia
Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp) e
géneros Staphyloccocus e Streptoccocus, que sdo os mesmos achados de
estudos europeus(5), onde a prevaléncia foi de 0,67%, 9 vezes menor
comparada a este estudo. Prevaléncias encontradas em estudos: de 0,69%
para fungos®, de 5% em sémens com processamento e antibiéticos™”, de
32% para sémens''®, de 0,35% e de 4,8% para placas de embrides®®

A prevaléncia contaminante norteou a andlise da interferéncia sobre o
sucesso da reproducao assistida, pois o tipo de contaminagao parece ter
variado os resultados. Os 2 nascimentos no grupo contaminado foram
procedentes de placas comCandida sp,nasceram conceptos em 33,3% das
placas com leveduras (6) e em 14,3% das placas com fungos (14). 46,7%
das contaminagbes encontradas neste estudo foram por fungos, quase a
metade das placas, alguns com crescimento mais lento quando comparados
a bactérias® Em relacdo aos resultados, os estudos sdo controversos:
Candida albicans aumentou a fragmentacao do DNA e apoptose, danos que
podem ter causado fracasso ap0s a fertilizagdo no tratamento de reproducéao
assistida®, mas também pode n3o interferir no resultado, que acontece
dentro das taxas normais para reproducdo assistida ndo sendo, portanto,
razao para cancelar a transferéncia de embriées(13).Fungos aparecem nas
placas com no minimo 2-3 dias, até mesmo apds a transferéncia, e por isso
muitas vezes nao sao detectados, e também provavelmente causem menor
dano ao embrizo®.

Os embrides de qualidade C e D foram encontrados em placas
contaminadas por bactérias. Outro estudos afirmaram que a qualidade de
embrides em desenvolvimento era pobre(s). Embrides ruins, de classificacao
C e D, apresentam clivagem desequilibrada, com muitos blastdmeros de
tamanhos desiguais, alta fragmentagdo e residuos'®). Escherichia coli e
Stenotrofomonas  maltophilia  (Pseudomonas)foram as  principais
contaminagdes em amostras de embrides e sémen congelados, as mesmas
contaminantes deste estudo, capaz de suprimir significativamente a

fertilizagdo e o desenvolvimento embrionario in vitro'”).
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Quanto ao fator de esterilidade, o fator tubario foi quase 3 vezes maior
nos grupos contaminados (41%) do que nos nao contaminados (15,5%),
sugerindo uma possivel explicacdo para causas da contaminagao. O fator
tubario é encontrado para a maioria das causas de infertilidade'®®.Chlamydia
trachomatis é uma frequente causa de doencga inflamatdria pélvica que, com
sua evolugdo, pode levar a gravidez ectopica e a fator de infertilidade
tubaria®. Outras infecgdes, como Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas
vaginalis e as espécies Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum,
estdo presentes em 42,63% das mulheres inférteis. O agente mais
prevalente é o Ureaplasma urealyticum com 29,47%, e o segundo é Candida
sp., com 15,26%. Acredita-se que a lesdo tubaria decorrente da doenca
inflamatdria pélvica, cause infertilidade para 100 mil mulheres e gestagéo
ectopica tubaria para 70 mil, no Brasil ®%. Histéria de violéncia sexual,
sorologia positiva para o HIV e infecgao por Chlamydia trachomatis foram
fatores preditivos para a infertilidade por fator tubario®".

Todos estes dados sugerem a investigacdo de uma possivel causa
intrinseca de contaminagao prévia do trato genital feminino, que além de
gerar esterilidade pela oclusao tubaria, pode desencadear contaminagao nos
ovécitos e consequentemente nos embrides. Estas bactérias, Chlamydia e
gonococos sado 0s principais agentes epidemiologicos ginecoldgicos, sao
parasitas intracelulares obrigatérios, nédo cresce em meio de cultura de
BHI® e, portanto, nd3o detectadas neste estudo. Como o objetivo de
analisar a interferéncia da contaminacédo (bactérias e fungos, apenas)
provinda das placas, ndao foi feito o levantamento da contaminacao
encontrada na sorologia, que captura todas estas bactérias acima discutidas,
além de doengas virais relevantes na esterilidade®”.

Penicilina G ainda é utilizada no meio IVF®®). No meio HTF ocorreu
substituicdo por gentamicina, em 2005, e a colonizac&o de placas de cultivo
foi observada somente por Candida®, nao por bactérias. No entanto, é
conhecida a alta frequéncia de adaptacdo e resisténcia bacteriana. Os
antibidticos penicilina G ou gentamicina, utilizados nos meios de cultivo de
embrides, foram insuficientes para conter a proliferacao bacteriana, neste
estudo. Entretanto, a lavagem em doses 10 vezes maior que as contidas nos

meios de cultura, conservou a cultura de ovécitos por 144 horas sem

61



contaminagdo, usando estreptomicina e penicilina, e o antifungico
anfotericina"®). Esta solucdo poderia causar danos aos embrides e aumentar
a resisténcia bacteriana ao longo dos anos.

A taxa de gestacdo foi de 39%, e 27% de nascimento, ocorrendo

24.28) contra

dentro dos padrdes altos em reproducao no Brasil € na Europa(
apenas 20% dentre o grupo contaminado engravidou, e 6,6% nasceu.O
grupo contaminado teve menor taxa de gravidez e de nascimentos em
proporgao.

Comparando as amostras contaminadas com nao contaminadas
obtivemos 6,6% e 1% respectivamente, que tiveram aborto espontaneo no
2° trimestre. Os 2 casos de gravidez bioquimica dos contaminados estavam
com o HCG muito baixos (25 e 40 Ul na dosagem).E citada a contaminagao
microbioldgica como uma das causa de aborto®?. Septicemia com espécies
de Candida foram associadas a aborto por descolamento de membranas
corioamnioticas, com 21 semanas, em um caso de fertilizagdo in vitro®®

Escherichia coli e espécies de Candida tem causado mais de 59 % e

39 As taxas de resisténcia desta

26 % desta contaminacéo, respectivamente
bactéria a gentamicina, usada nos meios de cultura, aumentaram 13%, de
2006 a 2008, e tendem a aumentar mais®®. Também apresenta resisténcia

6 e em gestantes®”). Para os

em estudos de infecgdes do trato urinario
géneros Pseudomonas sp (1 caso) e Staphyloccocus sp (3 casos)
multirresistentes encontrados neste estudo, também predominaram no
diagndstico de sepses, em estudos no Brasil®®).

As amostras contaminadas por grandes bacilos gram positivos,
normalmente presentes no ar, no solo, na agua, indicam contaminagao
ambiental, com auséncia de espécies de importdncia médica. Nao houve
nenhum trabalho que apresentasse bacilos gram positivos associados a
infeccao humana.

Observou-se um aumento no numero de Blastocistos em detrimento
de uma diminuicdo do numero de embrides A e B, principalmente B, de 2009
a 2014, nos grupos comparados. A razdo desta proporcdo esta no
crescimento do cultivo de embrides (com meios de cultivo especificos) de
maior qualidade e melhores chances implantacionais a partir de 2011. Isto

porque os de classe A e B estavam avancando para blastocisto, que pode
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ser muito util na selegdo dos melhores candidatos para transferéncias
individuais, otimizando assim os resultados, reduzindo os riscos associados
com gravidez multipla®®. Também para reduzir o risco de SHEO (sindrome
da hiperestimulagado ovariana), muito comum durante um ciclo induzido para
coleta de ovocitos, com a cultura estendida por mais tempo®“?). Portanto, nao
comparamos as taxas de blastulacido entre os grupos, pois a taxa de
contaminagdo nao se manteve proporcional ao longo dos anos de coleta e
qualquer diferenca na quantidade de blastocistos poderia ser em razao do
crescimento do seu cultivo, a partir de 2011.

O grupo contaminado teve 20% de embrides ruins, e 0 néao
contaminado teve 6,6%. Embrides ruins (C e D) s&o 3 vezes mais
encontrados no grupo contaminado, com resultado significativo (p = 0,013).
Embrides D nao tiveram sucesso, nem mesmo de gestagao.

A respeito da taxa de contaminacido de 6,7%, considerada alta para
banco de células germinativas, pode estar associada aos ar condicionados e
os filtros HEPA. Os dois laboratérios passaram por adequacdes as normas
de funcionamento de banco de células germinativas , RCD N° 23 de 27 de
maio de 2011*", e reformas que ocorreram entre 2011 e 2012, o que pode
ter causado esta contaminagéo alta de fungos e bactérias contaminantes do
ar, neste estudo (49% de fungos e 16.67% de Bacillus sp). O maior numero
de amostras contaminadas esteve entre 2011 e 2012 (23.33% 2009-1010,
63.33% 2011-2012, 13.33% 2013). A pesquisa de comparagao entre os
laboratérios n&o foi alvo de nossos objetivos, visto que este trabalho ja tenha
sido contemplado no mestrado, com similaridade de contaminacgéao (4,8% de
contaminagdo em meédia) entre os 3 laboratoérios ativos em Goiania, Goias,
Brasil (2009-2010) ). Nesse periodo n3o foram encontrados contaminantes
de fungos do ar.

Mesmo sendo um estudo com pouca literatura revisada sobre a
interferéncia da contaminagcado que avalia o embrido e a gestagédo, com um
numero limitado de 30 amostras contaminadas e analise apenas das placas
(a sorologia complementaria os dados), este estudo demonstrou que a
contaminagdo microbiolégica em placas de cultivo de embrides parece
interferir no sucesso perinatal, ja que nao houve caso de gestacédo e

nascimento destas placas. O pequeno numero de estudos que correlaciona
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contaminagdo e sucesso em reprodugdo assistida deve ser um fator

estimulante para estudos posteriores.

Conclusoes

Houve uma prevaléncia de 6,32 % de contaminacdo em placas de
cultivo de embrides de laboratérios de reprodugcao humana.

Os principais agentes microrganismos fungicos: Candida sp (20%),
Penicilium sp (13,34%), Aspergillus sp (10,0%), e bacterianos: Bacillus sp
(16%), E. coli (10%), Staphyloccocus sp (10%).

O resultado reprodutivo esteve comprometido na presenca da
contaminagdo: a qualidade embrionaria foi pior, com maior numero de
embrides C e D (p= 0,013, OR=3,53 e IC= 1,31-9,58), o indice de gravidez
foi menor (p=0,043, OR=2,57 e 1C=1,03-6,41), a perda gestacional foi maior
(p=0,094, OR=4,37 e IC=0,78-24,59), o resultado perinatal foi pior (p= 0,026,
OR=5,13 e IC=1,39-18,97).
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5. CONCLUSOES

A pesquisa de placa de cultivo de embrides possui importancia
reprodutiva. Houve uma prevaléncia de 6,32 % de contaminagéo nas placas
de cultivo de embrides em laboratoérios de reproducdo humana.

Os principais agentes microrganismos encontrados foram, fungicos:
Candida sp (20%), Penicilium sp (13,34%), Aspergillus sp (10%),
Trychophyton rubrum; e bacterianos: Bacillus sp (16%) E. coli (10%),
Staphyloccocus sp  (10%), Streptoccocus sp (6,67%), familia
enterobacteriaceae (Klebsiella sp, Enterobacter sp, 3,33% cada), e
Pseudomonas sp (3,33%).

O resultado reprodutivo esteve comprometido na presenca da
contaminagdo: a qualidade embrionaria foi pior, com maior numero de

embrides C e D, o indice de gravidez foi menor, o resultado perinatal foi pior.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

A analise sistematica dos meios cultivo de embrides para presencga de
bactérias ou fungos possui importancia reprodutiva. A relagdo entre
contaminagao, desenvolvimento embrionario e sucesso reprodutivo durante
a fertilizacdo assistida € de grande interesse para os laboratérios de
reproducéo.

O tipo de contaminagao parece variar os resultados. A contaminagao
fungica por Candida parece né&o interferir nas taxas de gestagdo e
nascimentos, mas a contaminagao por outros fungos e bactérias parece
alterar a qualidade embrionaria, aumentando o numero de embrides classe
C e D, recomendando a vigilancia constante nas placas de embrides, bem
como os protocolos de antimicrobianos associados a resisténcia bacteriana,
adquirida com o tempo. Recomenda-se o estudo de toxicidade dos
antibacterianos e antifungicos que estdao em fase de testes e para futuras
substituicdes dos ja empregados nos meios de cultura.

Observou-se um aumento no numero de Blastocistos em detrimento
de uma diminui¢do do numero de embrides A e B, principalmente B ao longo
dos anos. A razdo desta proporcdo estd no crescimento do cultivo de
embrides de maior qualidade e melhores chances implantacionais.

Mesmo sendo um estudo com um numero limitado de 30 amostras
contaminadas e analise apenas das placas (a sorologia poderia fornecer
mais dados de contaminagao), este estudo comprovou que a contaminagao
microbiolégica bacteriana em placas de cultivo de embrides interfere nas
taxas de gestacédo e deve ser considerada como fator de contribuicdo dos
fracassos em reproducdo assistida. O pequeno numero de estudos que
correlaciona contaminagao e sucesso em reproducdo assistida deve ser um
fator estimulante para estudos posteriores, que acompanhe o
desenvolvimento do concepto apds seu nascimento. O fator tubario de
infertilidade feminina e sua possivel correlagdo com causas intrinsecas de
contaminagdo sugere uma investigagdo, com dados dos exames

sorologicos.

70



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT. Associacao Brasileira de Normas Técnicas. Salas limpas e ambientes
controlados associados. NBRISO14644-1: Classificacdo da limpeza do ar.
2009.

Disponivel em: <URL:http://www.abntnet.com.brffidetail.aspx?FontelD=24169>.

AFONSO, May Socorro Martinez et al. A qualidade do ar em ambientes
hospitalares climatizados e sua influéncia na ocorréncia de
infecgoes.Revista Eletronica de Enfermagem, v. 6, n. 2, 2006.

AGRA, H. N. C.; BARROS, E. J. G. Analise do perfil de resisténcia e
genotipagem da Escherichia coli na infeccao do trato urinario ndo
complicada.2007.

Disponivel em: <URL:http://hdl.handle.net/10183/8942>.

AMARAL, Waldemar Naves do; FOIZER, Barbara Rosa. Contaminagdao em
laboratoérios de reprodugcdao humana; Contamination in human
reproduction laboratories. Reprod. clim, v. 24, n. 4, p. 147-150, 2009.

ANTUNES JUNIOR, Nelson et al. Fertilizagao in vitro com ciclos
programados de baixo custo - avaliacdo de resultados iniciais de um
centro de reprodugcdao humana de hospital de ensino. Rev. Bras. Ginecol.
Obstet., Rio de Janeiro, v. 25, n.9, 2003

ASEMOTA, O.A., Nyirjesy, P, Fox, R., Sobel, J. D. Candida glabrata
complicating in vitro pregnancy: successfulmanagement of subsequent
pregnancy. Fertitity and sterility, 95 (2) , 803-e1, 2011.

BALABAN, Basak et al. The Istanbul consensus workshop on embryo
assessment: proceedings of an expert meeting. Human Reproduction, v.
26, n. 6, p. 1270-1283, 2011.

BELLELIS, Patrick; Mario Henrique Burlacchini de Carvalho; Marcelo Zugaib.
Abortamento de causa aloimune:diagnéstico e tratamento. FEMINA vol
37, n° 5,20009.

BEN-CHETRIT, A. et al. Transfer of embryos from yeast-colonized
dishes.Fertil Steril, v.66, p.335-337, 1996.

BIELANSKI, A . Disinfection procedures for controlling microorganisms
in the semen and embryos of humans and farm animals. Theriogenology
.1 July 2007 (Vol. 68, Issue 1, Pages 1-22)

BIELANSKI, A.; VAJTA, G. Risk of contamination of germplasm during
cryopreservation and cryobanking in IVF units. Human reproduction, v.
24, n. 10, p. 2457-2467, 2009.

71



BURRELLO, N. et al.. Inhibition of oocyte fertilization by assisted
reproductive techniques and increased sperm DNA fragmentation in the
presence of Candida albicans a case report.RBM Online, v.8, 569-573,
2004.

CASTELO, J. S. Prevaléncia de infecgdo genital em mulheres com
diagnostico de infertlidade no CHCB : qual o agente mais
comum?http://hdl.handle.net/10400.6/1151.2012

CAMPOQOS, C. O. ; M. P. Bernuci, A. A. Vireque, et al. Preventing Microbial
Contamination during Long-Term In Vitro Culture of Human Granulosa-
Lutein Cells: An Ultrastructural Analysis,” ISRN Obstetrics and
Gynecology, vol. 2012, Article ID 152781, 6 pages, 2012.
doi:10.5402/2012/152781

CORDEIRO, R. Et al. Comportamiento de la infeccién nosocomial en las
unidades de terapia en un periodo de 5 afos / Behavior of nosocomial
infection at the intensive care units during 5 years.Rev. cuba. hig.
epidemiol; v. 40, n.2, p.79-88, mayo-ago. 2002.

COTTELL, E. et al. Microbial contamination in an in vitro fertilization-
embryo transfer system.Fertil Steril, v.66, p.776-780, 1996.

COTTELL, E. et al. Processing of semen in an antibiotic-rich medium to
minimize microbial presence during in vitro fertilization.Fertil Steril, v.
67, p. 98-103, 1997.

CRACIUNAS, L., Tsampras, N., Fitzgerald, C. Cervical mucus removal
before embryo transfer in women undergoing in Vvitro
fertilization/intracytoplasmic sperm injection: a systematic review and
meta-analysis of randomized controlled trials. Fertility and sterility, 101
(5): 1302-1307, 2014.

DOMES, T, Lo KC, Grober ED, Mullen JB, Mazzulli T, Jarvi K. The
incidence and effect of bacteriospermia and elevated seminal
leukocytes on semen parameters.Fertil Steril. May;97(5):1050-, 2012.

DAVACHI, Navid Dadashpour , Seyyed Mohammad Miri. Embryo Culture
Challenge: Microbial Contaminationiranian Journal of
Biotechnology.November; 11(4): 207-8. 2013.

DOI: 10.5812 /ijb.14733

DREZETT, Jefferson; Marcia de Toledo Blake ; Kennya Silva Formiga de
Lira ; Renata Martins Pimentel ; Fernando Adami; Maria Misrelma Moura
Bessa; Luiz Carlos de Abreu. Doengas sexualmente transmissiveis em
mulheres que sofrem crimes sexuais. Reproducao & Climaterio. Volume
27, Issue 3, Pages 109-116,2012.

ELDER, K.; BAKER, D.; RIBES, J. Infections, infertility and assisted
reproduction.Cambridge, UK: Cambridge University Press, 2005.

72



FERRARETTI, A. P. et al. Assisted reproductive technology in Europe,
2008: results generated from European registers by ESHRE. Human
reproduction, v. 27, n. 9, p. 2571-2584, 2012.

FOIZER, Barbara Rosa Ribeiro; AMARAL, Waldemar Naves do;
SADOYAMA, Geraldo. Investigacao bacteriolégica e micoldgica de
placas de cultivo de embridoes em laboratério de reproducao humana;
Research bacteriological and mycological culture of plates from
embryos in the laboratory of human reproduction. Reprod. clim, v. 26, n.
1, p. 12-18, 2011.

FREITAS M, et al. Criangas Nascidas apés Emprego de Técnica de
Fertilizagcao Assistida.Rev Bras Crescimento Desenvolvimento Hum.;
18(3): 218-228, 2008.

GIVENS M. D., Marley M. S.D., Riddell K. P., Galik P. K., Stringfellow D. A.
Normal reproductive capacity of heifers that originated from in vitro
fertilized embryos cultured with an antiviral compound. Animal
Reproduction Science. Vol. 113, Issue 1, Pages 283-286, 2009.

GEIBDORFER, W., C. Bohmer, K. Pelz, C. Schoerner, W. Frobenius, and C.
Bogdan.Tuboovarian abscess caused by Atopobium vaginae following
transvaginal oocyte recovery. J. Clin. Microbiol. 41:2788-2790.2003

JUNIOR, Jodo Andrade L. et al. An epidemiological study of sepsis in
Intensive Care Units: Sepsis Brazil study. RevistaBrasileira de Terapia
Intensiva, v. 18, n. 1, p. 9-17, 2010.

JUNQUEIRA, J. R. C., ALFIERI, A. A. Falhas da reprodugao na pecuaria
bovina de corte com énfase para causas infecciosas.Semina Ci Agr, 27,
289-298. 2006.

KALLEN, B., Finnstrom, O., Lindam, A., Nilsson, E., Nygren, K.-G. and
Otterblad, P. O., Congenital malformations in infants born after in vitro
fertilization in Sweden. Birth Defects Research Part A: Clinical and
Molecular Teratology, 88: 137-143. doi: 10.1002/bdra.20645, 2010.

KASTROP, P. M.M. et al. Microbial contamination of embryo cultures in
an ART laboratory: sources and management.Hum. Reprod; v.22, p. 2243
— 2248, 2007.

KLEIN, Joshua U. et al. In vitro fertilization outcomes after transfer of
embryos contaminated with yeast. Fertility and sterility, v. 91, n. 1, p. 294-
297, 2009.

KONEMAN, E. W. et al. Diagnéstico Microbiolégico: texto e atlas
colorido.6ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1600p. 2008.

73



LARSEN, B.; MONIF, G. R.Understanding the bacterial flora of the
female genital tract.Clin. Infect. Dis., p. 32 €77, 2001.

LATHI, R.B., L.M. Westphal, A.A. Milki. Aneuploiy in the miscarriages of
infertile women and the potential benefit of preimplantation genetic
diagnosis. Fertil Steril, 89, pp. 353-357, 2008.

MARTINS, S. G. et al. Prevalence and antimicrobial susceptibility of
microrganisms isolated from the lower respiratory tract of inpatients in
Divina Providencia Hospital-Porto Alegre, RS. Rev. bras. anal. clin;
40(2):83-86, 2008.

MENDONCA, Carolina Rodrigues de; CIRQUEIRA, Magno Belém; AMARAL,
Waldemar Naves do. Infecgao por Chlamydia trachomatis e
anticorposcontra proteina de choque térmico 60 (HPS60) associados a
fator de infertilidade tubaria; Chlamydia trachomatis and antibodies
against heat shockprotein 60 (HPS60) associated with tubal factor
infertility. Femina, v. 40, n. 1, 2012.

MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Vigilancia em Salde. Resolugdo
RCD n° 33, de 17 de fevereiro de 2006.Regulamento técnico para o
funcionamento dos bancos de células e tecidos germinativos.
2009.URL:http://elegis.anvisa.gov.br/leisref/public/showAct.php?id=20954 &wor
a1

MORTIMER, D. A critical assessment of the impact of the European
Union Tissues and Cells directive (2004) on laboratory practices in
assisted conception.RBM Online, v.11, p.162-176, 2005.

NAGY, Z. P.; Greco, Mizhahi, F. E.; Antunes Jr, N.; Busso, R. E. In: Amaral
et al, editores. Tratado de Reprodugcao Assistida. Ed. SBRH, p. 295-316,
2010.

NASCIMENTO-CARVALHO, Cristiana M.Antibioticoterapia ambulatorial
como fator de inducao da resisténcia bacteriana: uma abordagem
racional para as infec¢oes de vias aéreas.J. Pediatr. (Rio J.), Porto
Alegre, v. 82, n. 5, Nov. 2006 .

NICHOLSON,C.M.; ABRAMSSON, L.; HOLM,S.E.Bacterial contamination
and sperm recovery after semen preparation by density gradient
centrifugation using silane-coated silica particles at different g
forces.Human Reproduction, v. 15, n. 3, p. 662-666, 2000.

NIKITINA, T. V. ; Lebedev, |I. N.; Sukhanova, N. N.; Sazhenova, E. A;
Nazarenko, S. A. A mathematical model for evaluation of maternal cell
contamination in cultured cells from spontaneous abortions:
Significance for cytogenetic analysis of prenatal selection factors.
Fertility and Sterility , April, Vol. 83, Issue 4, Pages 964-972, 2005.

74



NISHAD,AAN Prabath K Abeysundara, DMAB Dissanayake, Prasantha S
Wijesinghe, RRDP Perera. Efficacy of two sperm preparation techniques
in reducing non-specific bacterial species from human sémen.J Hum
Reprod Sci. Apr-Jun; 6(2): 152-157, 2013.

OLIVEIRA, R.D.R. DE; MAFFEI, C.M.L.; MARTINEZ, R.. Infecgédo urinaria
hospitalar por leveduras do género Candida.Rev. Assoc. Med. Bras., Séao
Paulo, v. 47, n. 3, Sept. 2001.

PARMEGIANI, L.; Accorsi, A.; Cognigni, G. E.; Bernardi, S.; Troilo, E.;
Filicori, M. Sterilization of liquid nitrogen with ultraviolet irradiation for
safe vitrification of human oocytes or embryos. Fertility and Sterility, Vol.
94, Issue 4, Pages 1525-1528,2010.

PELZER, E. S. et al. Microbial colonization of follicular fluid: alterations
in cytokine expression and adverse assisted reproduction technology
outcomes Hum. Reprod., 26 (7): 1799-1812, 2011.
doi:10.1093/humrep/der108

POMEROQY, K. O.; Harris, S.; Conaghan, J.; Papadakis, M.; Centola, G.;
Basuray, R.; Battaglia, D. Storage of cryopreserved reproductive tissues:
evidence that cross-contamination of infectious agents is a negligible
risk .Fertility and Sterility , Vol. 94, Issue 4, Pag. 1181-1188, 2010.

RDC n° 23, 27 de maio de 2011.
http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/d3f7c4804986e29a8e51ff4ed75
891ae/RDC 23 2011.pdf?’MOD=AJPERES

SAMRSLA, M; Nunes, J. C.; Kalume, C.; Cunha, A. C. R. da; Garrafa,
V.Expectativa de mulheres a espera de reproducao assistida em
hospital publico do DF - estudo bioético. Rev. Assoc. Med. Bras., Séao
Paulo, v. 53, n. 1, Feb. 2007.

SILVEIRA, Themis R. da et al. Hepatite C em casais inférteis do setor de
Reprodugdo Humana do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Rev. HCPA &
Fac. Med. Univ. Fed. Rio Gd. do Sul, v. 22, n. 2, p. 19-25, 2002.

SILVA, Midana Felismino da. Escherichia coli ea resisténcia antibiética: Uma
analise do padrao de evolugao da resisténcia da Escherichia coli aos
antibioticos no distrito de Castelo Branco, de 2006 a 2008. 2009.
www.fcsaude.ubi.pt/thesis/upload/118/804/midana_silvapdf.pdf

SOUZA, C. O.; Martins, D. D., Barbosa, C. C. da S.; Nahum, S. R.; Shiori, P.
Y. Perfil de resisténcia antimicrobiana de pseudomonas aeruginosa
isoladas de fezes de pacientes infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana / Cad. saude colet., (Rio J.); v.5, n.3, p.379-392,
jul.-set., 2007.

75



TEIXEIRA, et al. Deteccao de células escamosas vaginais no aspirado
de fluido folicular durante fertilizagao in vitro.Reprod. clim;11(4):203-6,
out.-dez. 1996.

THOMAS, Mika R. et al. Clinical predictors of human blastocyst
formation and pregnancy after extended embryo culture and
transfer.Fertility and sterility, v. 94, n. 2, p. 543-548, 2010.

UBILLUS TRUJILLO, Milward José; ARANDA AVILA, Liz. Resistencia
bacteriana en las infecciones urinarias de gestantes en un hospital de
Huancayo. Rev. Soc. Peru. Med. Interna, v. 21, n. 3, p. 100-103, 2008.

VIEIRA, L. A. et al. Colonizagao intestinal de recém-natos por
enterobactérias multirresistentes a antimicrobianos em unidade
neonatal.J Pediatr (Rio J), v.75, n.2, p. 83-90, 1999.

WASHINGTON WINN, Jr.; ALLEN, Stephen; JANDA, William; KONEMAN,
Elmer; PROCOP, Gary; SCHRECKENBERGER, Paul & WOODS, Gail.
Koneman.Diagnéstico Microbiolégico. 6. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2008.

WELLS, D.; Bermudez, M. G.; Steuerwald, N.; Malter, H. E.; Thornhill, A.
R.; Cohen, J.Association of abnormal morphology and altered gene
expression in human preimplantation embryos. Fertility and Sterility,
August , Vol. 84, Issue 2, Pages 343-355, 2005.

XIN, Zhi-min et al. Pregnancy outcomes of day 5 embryo transfer in
patients at high risk of developing ovarian hyperstimulation syndrome
and analysis of factors affecting blastocyst formation.Journal of
International Medical Research, v. 41, n. 4, p. 1127-1134, 2013.

76



8. ANEXOS

Anexo 1 - Documento de Aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da UFG

HOSPITAL DAS CLINICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE

GOIAS - GO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Pesquisador:

Titulo da Pesquisa:

Instituicdo Proponente:

Versao:

CAAE:

ANALISE DA CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA EM PLACAS DE CULTIVO
DE

EMBRIOES HUMANOS PRODUZIDOS EM LABORATORIOS DE REPRODUCAO
E

SUA RELACAO COM O SUCESSO DOS PROCEDIMENTOS DE FERTILIZACAO
IN

Barbara Rosa Foizer Ribeiro

Faculdade de Medicina

1

14693113.2.0000.5078

Area Tematica:

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Niumero do Parecer:

Data da Relatoria:

307.365

13/06/2013

DADOS DO PARECER

Estudo longitudinal prostectivo, que se dara de forma qualitativa, com abordagem
descritiva, observacional.

77



Apresentara também a prevaléncia de contaminagéo, o tipo de microorganismo
encontrado nas placas de

cultivo em laboratérios de Reprodu¢ao Humana.

Hipotese:existe contaminagédo em placas de cultivo de embrides esta contaminagao
€ de origem bacteriana,

fungica e viral a contaminagéo pode prejudicar o embrido/feto/concepto em varios
estagios de

desenvolvimento, bem como sua mae?

Apresentagao do Projeto:

Objetivo Primario:

Estabelecer a importancia da pesquisa de micro-organismos contaminantes em
fertilizagao assistida durante

a manipulagcédo de gametas e embrides.

Acompanhar o desenvolvimento do concepto em suas varias fases de
desenvolvimento, desde a fase

embrionaria até seus primeiros meses de vida.

Objetivo Secundario:

Objetivo da Pesquisa:

Area 2. Reproducdo Humana.

(Trata-se de pesquisa envolvendo reprodugado humana nao contemplada acima.);
Patrocinador Principal: Faculdade de Medicina

74.605-020

(62)3269-8338 E-mail: cephcufg@yahoo.com.br

Endereco:

Bairro: CEP:

Telefone:

12 Avenida s/n° - Unidade de Pesquisa Clinica

St. Leste Universitario

UF: GO Municipio: GOIANIA

Fax: (62)3269-8426

Pagina 01 de 03

HOSPITAL DAS CLINICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

GOIAS - GO

Continuagao do Parecer: 307.365

1.Analizar as placas de embrides e verificar a presenga de micro-organismos
(bactérias e fungos) em

laboratdrio de reproducdo humana de alta complexidade. 2.ldentificar esta
contaminagdo quando

encontrada até o nivel de género, e quando possivel, até o nivel de espécie.
3.Testar os niveis de toxicidade

dos antibiéticos ja utilizados pelos meios de cultura e de outros antibidticos ainda
nao utilizados. 4.Avaliar o

desenvolvimento do

concepto, na fase embrionaria, no periodo fetal, no nascimento e em seus primeiros
meses de vida.

5.Avaliar a saude da mae em seu periodo gestacional e logo apés o parto.
Riscos:

A pesquisa nao traz risco ao paciente. Nao modifica qualquer rotina do
procedimento padrao da reproducgéo

assistida. O material a ser utilizado no estudo, no caso o meio de cultura dos
embrides, € normalmente

descartado nas rotinas laboratoriais juntamente com a a placa de cultivo.
Beneficios:
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Pode trazer o beneficio de, nos casos alterados, o laboratdrio ser informado da
contaminacéo identificada

para que possa tomar as medidas ideais de controle e protegédo ao paciente. O tipo
de contaminacgéao

encontrada trara uma direcédo aos fabricantes de meios de cultura para embrides e
aos laboratorios,

havendo também sugestdes sobre o tipo de antibiético que deve ser acrescentado
neste meio, adequando-o

para aumentar protecao

nos procedimentos. Possiveis alteragdes genéticas, cromossémicas, morfoldgicas,
comportamentais, e até

mesmo o fracasso na reproducéo assistida podera ter abrangente explicagéo
biolégica que justifique as

falhas na gestacéo e nas alteragbes de varias origens.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O projeto apresenta grande viabilidade para aumentar a protegdo nos
procedimentos de reproducao

assistida e podera ter abrangente explicagéo bioldgica que justifique as falhas na
gestacao e nas alteragbes

de varias origens.A maior importancia deste estudo é devida a contribui¢cdo do
efeito da contaminagao sobre

seres humanos manipulados em técnicas de reproducao assistida, para que
providéncias sejam tomadas e

protocolos de controle de contaminagao tornem-se mais eficientes. Assim, o
sucesso dos procedimentos de

FIV e ICSI aumenta a medida que aumenta a qualidade dos embrides a serem
transferidos. A integridade

fisica e mental dos seres humanos fertilizados em laboratério esta em questao, bem
como de suas maes.

Portanto, promovera uma avaliacdo do desenvolvimento e

saude dos conceptos e de suas maes, envolvidos em fertilizagéo assistida.
Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

74.605-020

(62)3269-8338 E-mail: cephcufg@yahoo.com.br

Endereco:

Bairro: CEP:

Telefone:
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St. Leste Universitario

UF: GO Municipio: GOIANIA

Fax: (62)3269-8426
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
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Continuagéo do Parecer: 307.365

O projeto apresenta instrugdo completa e adequada dos procedimentos,
objetividade, fundamentagao.

Identificacdo dos responsaveis;

Folha de rosto assinada;

Autorizacao para manuseio de prontuarios;

Apresenta todos os termos de apresentagéo obrigatoria.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Recomendagoées:
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O estudo esta de acordo com as recomendacdes da Res. CNS 466/2012 nao
apresentando nenhum obice

ético, consideramos aprovado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

Aprovado

Situagao do Parecer:

Nao

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Projeto Aprovado.

Informamos que o pesquisador responsavel devera encaminhar a este Comité, via
Plataforma Brasil,

relatorios semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusdes e
publicagdes.

O Comité pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatoria de estudo em
desenvolvimento para avaliagcao

e verificagdo do cumprimento das normas da Resolugdo 196/96 e suas
complementares.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

GOIANIA, 18 de Junho de 2013
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(Coordenador)
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Anexo 2 - protocolo de controle de qualidade

Resolugao da Diretoria Colegiada - RDC n° 23, de 27 de maio de 2011

Disp&e sobre o regulamento técnico para o

funcionamento dos Bancos de Células e Tecidos

Germinativos e da outras providéncias.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da atribuicdo que
Ihe confere o inciso IV do art. 11 do Regulamento aprovado pelo Decreto n° 3.029, de 16 de abril
de 1999, e tendo em vista o disposto no inciso Il e nos §§ 1° e 3° do art. 54 do Regimento Interno
aprovado nos termos do Anexo | da Portaria n® 354 da ANVISA, de 11 de agosto de 2006,
republicada no DOU de 21 de agosto de 2006, em reuniéo realizada em 26 de maio de 2011 adota
a seguinte Resolugdo da Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente determino a sua publicagao:
Art. 1° Fica aprovado o Regulamento Técnico que estabelece os requisitos minimos para o
funcionamento dos Bancos de Células e Tecidos Germinativos nos termos desta Resolugao.
CAPITULO I

DAS DISPOSIGOES INICIAIS

Segéao |

Objetivo

Art. 2° Este regulamento possui o objetivo de instituir critérios minimos para o funcionamento dos
Bancos de Células e Tecidos Germinativos (BCTG) visando a segurancga e qualidade das células,
tecidos germinativos e embrides utilizados.

Segao ll

Abrangéncia

Art. 3° Este regulamento se aplica a todos os estabelecimentos de natureza publica ou privada que
realizem atividades com células, tecidos germinativos e embrides, para uso préprio ou doagéo.
Secao ll

Definigoes
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Art. 4° Para efeito deste regulamento técnico sdo adotadas as seguintes definigoes:

|- amostra: material biolégico (células ou tecidos germinativos) obtido a partir de cada coleta;

II- ambiente: espago fisicamente determinado e especializado para o desenvolvimento de
determinada(s) atividade(s), caracterizado por dimensdes e instalagbes diferenciadas, podendo
constituir-se de uma sala ou de uma area;

IlI- ante-cAmara: area contigua a sala de processamento que garanta o acesso exclusivo de pessoas
a esta.

IV-Banco de Células e Tecidos Germinativos - BCTG: servigo de saude destinado a selecionar,
coletar transportar, registrar, processar, armazenar, descartar e liberar células, tecidos
germinativos e embrides, para uso proprio ou em doagéo, de natureza publica ou privada;

V- células germinativas: gameta masculino (espermatozoide) e gameta feminino (ovécito ou
00cito);

VI- embrido: produto da fusédo das células germinativas até 14 dias ap6és a fertilizagao, in vivo ou
in vitro, quando do inicio da formagao da estrutura que dara origem ao sistema nervoso;

VII- fertilizagdo in vitro convencional - FIV: técnica de reprodugdo humana assistida em que a
fertilizagdo do odcito pelo espermatozoéide ocorre, de maneira espontanea, em laboratoério;

VIII- FIV com injecao intracitoplasmatica do espermatozoéide - ICSI: técnica de reproducao
humana assistida onde a fertilizagao é obtida por meio da inje¢do de um Unico espermatozdide, no
citoplasma do odcito, utilizando-se da técnica de micromanipulagao.

IX- gameta (ovécito ou odcito e espermatozoide): célula germinativa, que ao se unir a outra célula
germinativa origina uma célula diploide, que pode se desenvolver e resultar em um novo
individuo;

X-garantia da qualidade: conjunto de atividades planejadas, sistematizadas e implementadas no
sistema de qualidade, que venham a conferir um nivel de confianga adequado aos produtos e
Servigos;

XlI- micromanipulagao: conjunto de técnicas de laboratério para a manipulagao de
espermatozdides, odcitos e pré-embrides com a utilizagdo de microscopio éptico, micropipetas ou
microagulhas e micromanipulador;

XIlI- processamento do sémen: conjunto de técnicas laboratoriais com fins de preparo prévio a
criopreservagao ou para selecado e separagao dos espermatozoides em técnicas de reproducao
humana assistida;

XllI- reprodugédo humana assistida: inclui as técnicas utilizadas para obtengcédo de uma gravidez
sem relagéo sexual;
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XIV- sémen: fluido composto por células germinativas, ndo-germinativas e secregbes produzidas
pela préstata, ducto deferente distal e vesiculas seminais, adicionadas seqliencialmente, e
eliminado pela uretra durante a ejaculacéao;

XV- sala de coleta: unidade destinada ao desenvolvimento de atividades relacionadas a coleta de
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odcitos, coleta cirurgica de espermatozoéides e coleta de tecidos germinativos;

XVI- tecido germinativo: tecido de origem ovariana ou testicular, contendo células germinativas;
XVII- treinamento: agao presencial voltada ao desenvolvimento de habilidades
predominantemente motoras e ao aprendizado de atividades operacionais, sem dispensar a parte
cognitiva; e

XVIII- uso terapéutico: utilizagdo de células ou tecidos germinativos de um doador, para propiciar
a capacidade reprodutiva e/ou enddcrina prépria ou capacidade reprodutiva de terceiros.
CAPITULOII

DO FUNCIONAMENTO DE BANCO DE CELULAS E TECIDOS GERMINATIVOS

(BCTG)

Segéao |

Disposicoes gerais

Art. 5° O BCTG deve apresentar licenga de funcionamento, licenga sanitaria ou alvara sanitario
atualizado, emitido pelo érgao de vigilancia sanitaria competente, observado o disposto no
paragrafo Unico do artigo 10 da Lei n. 6.437, de 20 de agosto de 1977, e as disposicdes legais
estaduais ou municipais complementares.

Paragrafo Unico. O servigo que incluir em suas instalagdes um BCTG pode solicitar a inclusdo da
descrigao desta atividade na licenga sanitaria do respectivo servigo, cabendo ao érgao de
vigilancia sanitaria competente a deliberagao sobre esta solicitagao.

Art. 68° O BCTG € o responsavel por todos os procedimentos relacionados ao preparo das células,
tecidos

germinativos e embrides, incluindo a coleta, o transporte, o registro, o processamento, o
armazenamento, o descarte e a liberagdo do material.

§1° As atividades de registro, processamento, descarte e a liberagdo do material sdo exclusivas do
BCTG, sendo vedada sua terceirizagao.

§2° As atividades que nao forem executadas diretamente pelo BCTG devem ser formalizadas por
meio de contrato de terceirizagdo com o prestador do servigo.

§3° O prestador de servigo contratado deve possuir instalagdes, equipamentos, conhecimento
adequado, além de experiéncia e pessoal competente para desempenhar satisfatoriamente o
servigo solicitado pelo contratante e atender aos requisitos técnicos e legais estabelecidos na
legislagao vigente.
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§4° O contrato de terceirizagédo deve definir as responsabilidades e atribuicbes especificas do
contratante

E do contratado e permanecer a disposi¢ao para apresentacao as autoridades sanitarias.

§5° A terceirizagéo de atividade ndo exime o BCTG quanto ao cumprimento dos requisitos
técnicos e legais estabelecidos na legislagéo vigente, respondendo solidariamente com o
contratado perante as autoridades sanitarias quanto aos aspectos técnicos, operacionais e legais
inerentes a atividade terceirizada.

Art. 7° Em caso de terceirizagao, o estabelecimento contratado pelo BCTG que passara a exercer
as atividades devera possuir a atividade executada em sua licencga sanitaria.

Paragrafo Unico. Para a atividade de armazenamento de células, tecidos germinativos e embrides,
o contrato formalizado entre as partes deve prever o destino do material em caso de auséncia de
pagamento, conforme normas vigentes sobre o assunto.

Art. 8° Caso 0 BCTG encerre sua atividades, o responsavel legal devera responsabilizar-se pelo
destino das células, tecidos germinativos e embrides criopreservados, bem como garantir que a
documentagéo do casal/doador seja mantida por um periodo minimo de 20 (vinte) anos.
Paragrafo Unico. O responsavel legal pelo servigo deve convocar todos os pacientes com
amostras/embrides criopreservados para assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
especifico, prevendo o destino do material criopreservado.

Secao ll

Atribuigcoes

Art. 9° Sao atribuigbes do BCTG:

I- efetuar e garantir a qualidade do processo de selegao do paciente e/ou doador de células e
tecidos germinativos;

II- obter Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme modelo padronizado pelo

BCTG, de acordo com a legislagdo vigente;

II- orientar, viabilizar e proceder a coleta, quando necessario;

I\V- avaliar, processar, armazenar e liberar as células ou tecidos recebidos ou coletados;

V- providenciar a realizagao dos exames laboratoriais para identificagdo de possiveis contraindicacdes
e condigdes especiais necessarias ao uso das amostras;

VI- fornecer todas as informagdes necessarias a respeito da amostra a ser utilizada, respeitando o
sigilo, cabendo ao médico do paciente a responsabilidade pela sua utilizagéo, quando couber,
segundo legislagdo vigente;

VII- manter arquivo proprio com dados sobre coleta, processamento, armazenamento, avaliagao,
transporte e liberagdo do material;
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VIII- enviar relatério anual com os dados quantitativos de produgéo do BCTG por meio do
Sistema Nacional de Produgéo de Embrides (SisEmbrio) informando:
a) o numero de ciclos realizados com pelo menos um odcito captado;

)
c)
d) o nimero de odcitos com 2 pré-nucleos (2PN) formados;
e) o numero de embrides clivados;

f) o nUmero de embribes transferidos a fresco;

g) o numero de embrides transferidos apds descongelamento;

h) o nimero de embrides desprezados por auséncia de clivagem em periodo superior a 48h
(quarenta e oito horas).

Secao lll

Regimento Interno

Art.10 O BCTG deve possuir um regimento interno do qual conste:

I- finalidade;

II- organograma descrevendo a estrutura administrativa e técnico-cientifica, com definicao do
responsavel legal e do responsavel técnico;

IlI- relagdo nominal, acompanhada da correspondente assinatura de todo o pessoal administrativo
e técnico-cientifico, indicando a qualificagéo, as fungdes e responsabilidades do responsavel
técnico e dos demais profissionais do servigo.

Paragrafo Unico. As fungdes de responsavel legal e responsavel técnico poderdo ser exercidas pelo
mesmo profissional.

Segao IV

Manual Técnico Operacional

Art. 11. O BCTG deve possuir Manual Técnico Operacional, definindo com detalhes todos os
procedimentos de selegao de doadores e pacientes, coleta, transporte, processamento,
armazenamento, liberagdo, descarte, registros e outros que se fizerem necessarios, sob a forma de
instrugdes escritas.

§1° Este documento deve estar acessivel, a qualquer momento, a todos os funcionarios e
permanecer disponivel nas formas impressa ou eletrénica, nos respectivos setores do servigo.
6/19

§2° O cumprimento das disposi¢des contidas no manual técnico operacional é obrigatério para
todos os profissionais do BCTG.

§3° O Responsavel Técnico deve assegurar que todos os procedimentos descritos no manual
técnico operacional sejam compreendidos e implementados no BCTG.

§4° Caso o servigo utilize a forma eletrénica do manual, deve existir pelo menos uma cépia
impressa no servigo.

Art. 12. O manual técnico operacional deve ainda:

I- definir as atribuicdes dos profissionais para cada procedimento;

Il- conter as condutas frente as ndo-conformidades;

IlI- conter as normas de biosseguranca, tais como:

a) condutas de seguranga biolégica, quimica, fisica, ocupacional e ambiental,

b) instrugdes de uso para os equipamentos de protecéo individual — EPI e coletiva -EPC;

c) procedimentos em caso de acidentes; e

d) manuseio e transporte de amostra bioldgica.

Paragrafo unico. O manual a que se refere o caput deste artigo deve ser revisado anualmente ou
em prazo inferior, sempre que necessario, bem como permanecer atualizado e devidamente
assinado e datado pelo Responsavel Técnico.

Segao V

Recursos Humanos

Art. 13 A responsabilidade técnica pelo BCTG deve ficar a cargo de profissional de nivel superior
com treinamento em reprodu¢do humana assistida, legalmente habilitado e com registro no
respectivo conselho de classe.

Art. 14 O BCTG deve contar, na area técnica, com recursos humanos com formagao de nivel
superior, observada a regulamentagao profissional respectiva, e treinamento comprovado para
atuar na area de embriologia humana, processamento e controle da qualidade de procedimentos
realizados em BCTG.

CAPITULO 1l

DOS CRITERIOS TECNICOS E OPERACIONAIS PARA SELEGAO DE DOADORES E
PACIENTES

Art. 15 A doagéao de células, tecidos germinativos e embrides deve respeitar os preceitos legais e
éticos sobre o0 assunto, devendo garantir o sigilo, a gratuidade e a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido:
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§1° Toda a informagao relativa a doadores e receptores de células, tecidos germinativos e
embrides deve ser coletada, tratada e custodiada no mais estrito sigilo.

§2° Nao pode ser facilitada nem divulgada informagéo que permita a identificagdo do doador ou
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do receptor.

§3° Na doacao anbénima, o receptor ndo pode conhecer a identidade do doador, nem o doador a do
receptor.

§4° As autoridades de vigilancia sanitaria podem ter acesso aos registros para fins de inspegao e
investigacao.

§5° Em casos especiais, por motivo médico ou juridico, as informagdes sobre o doador ou receptor
podem ser fornecidas exclusivamente para o médico que assiste o receptor, resguardando-se a
identidade civil do doador.

§6° A doagao nao pode ser remunerada.

Art. 16 Os projetos de pesquisa envolvendo o uso de células, tecidos germinativos e embrides
somente podem ser desenvolvidos apds aprovagao pelo Comité de Etica em Pesquisa da
instituicio (CEP) e pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Paragrafo unico. Os projetos de pesquisa desenvolvidos s6 poderao ocorrer apds o consentimento
do doador, conforme legislagéo vigente.

Art. 17 O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido deve ser obtido antes da coleta da
amostra, por escrito, e assinado pelo médico e pelos pacientes ou doador.

Paragrafo unico. Os procedimentos s6 poderdo ser executados pelo BCTG apds a assinatura do
consentimento pelo doador e pacientes.

Art. 18 O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido deve ser redigido em linguagem clara e
compreensivel e deve conter, quando couber:

|- autorizagao para realizagédo dos procedimentos de reprodu¢ao humana assistida;

II- autorizagéo para transferéncia de embrides;

Ill- autorizagao para criopreservagao das amostras e embrides;

IV- autorizagéo para doagao de odcitos, para doagdo de sémen e para doagao de embrides com fins
terapéuticos;

V- autorizagéo para descartar as amostras que n&o atenderem aos critérios para armazenamento ou
uso posterior pelo BCTG;

VI- autorizagéo para a coleta de sangue para a realizagao dos testes obrigatérios pela legislagao e
outros descritos pelo BCTG;

VII- autorizagéo da paciente receptora, no caso de recebimento de odécitos doados a fresco,
contendo informagdes claras sobre o risco de contrair doengas infecciosas;
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VIII- manifestagéo da vontade de doar ou ndo o material para projetos de pesquisa que tenham
sido previamente aprovados por Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e pela Comisséo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP).

Paragrafo unico. Na hipétese do inciso |l deste artigo, os pacientes devem ser informados da
redugéo da viabilidade das amostras e embrides descongelados, bem como da possibilidade de
contaminagao cruzada entre as unidades congeladas, com risco de contrair doengas infecciosas;
Art. 19 E candidato a doagao de células e tecidos germinativos e embrides individuo que satisfaga
pelo menos as seguintes condigdes:

I- maioridade civil;

II- concordar em realizar uma avaliagdo médico-laboratorial;

Ill- concordar em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

IV- se doador de sémen, concordar em realizar os testes para marcadores de doengas
infectocontagiosas,

conforme artigos 21 e 22;

V- se doadora de odcito, concordar em realizar os testes para marcadores de doengas
infectocontagiosas,

conforme artigos 21 e 22;

VI- se doador de embrides, concordar em realizar os testes para marcadores de doengas
infectocontagiosas,

conforme artigos 21 e 22.

§1° Os testes a que se refere o inciso |V deste artigo devem ser repetidos num prazo nunca inferior
a 6 (seis) meses, no caso de serem realizados por sorologia.

§2° Doadoras de od6cito a fresco ndo sdo submetidas a quarentena nem a repetigdo dos testes em
prazo de 6 (seis) meses, devendo os resultados dos testes laboratoriais ter prazo maximo de 30
(trinta) dias antes do procedimento da coleta oocitaria.

§3° Caso haja doagao de odcitos criopreservados, os testes para marcadores de doengas
infectocontagiosas,

conforme art. 21, devem ser repetidos num prazo nunca inferior a 6 (seis) meses, no

caso de serem realizados por sorologia.

§4° Caso haja doagao de embrides criopreservados para uso terapéutico, estes testes devem ser
repetidos num prazo nunca inferior a seis meses, no caso de serem realizados por sorologia.

§5° Caso sejam realizados testes de acido nucléico (NAT), os prazos de que tratam os §§ 1°, 3° e
4° devem respeitar as instrugdes do fabricante quanto ao periodo minimo necessario a detecgao do
agente.

Art. 20 Os doadores de sémen, odcitos e embrides devem ser selecionados com base em sua idade
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e condigao clinica.

§1° A aplicagéo do questionario de triagem dos doadores deve ser realizada por profissional de
nivel superior, treinado e qualificado.
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§2° A entrevista do potencial doador devera considerar condi¢des fisicas e mentais debilitantes,
doengas graves, doengas genéticas e outras condigdes clinicas que contraindiquem a doagao,
conforme protocolos definidos pelo servigo.

§3° E critério de exclusdo de doadores as seguintes condicdes a triagem laboratorial reagente para
as seguintes infec¢des transmissiveis:

I-sifilis;

lI- HIV 1;

- HIV 2;

IV- Hepatite B;

V- Hepatite C;

VI-HTLV l e ll;

VII- Chlamydia trachomatis;

VIII- Ureaplasma urealyticum;

IX- Mycoplasma hominis;

X- Neisseria gonorrhoeae e

XI- bactérias aerobias.

Art.21 Para a selegao de doadores e pacientes devem ser realizados testes laboratoriais para:
I-Sifilis;

II- Hepatite B (HBsAg e anti-HBc);

IlI- Hepatite C (anti-HCV);

IV-HIV 1 e HIV 2;

V-HTLV lell.

Paragrafo Unico. Caso algum resultado sorolégico seja reagente, o BCTG deve comunicar
imediatamente ao doador, e encaminha-lo a um servigo de assisténcia especializado, para que
sejam tomadas as medidas cabiveis.

Art. 22 Devem ser realizados exames para a detecgao de Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealyticum, Mycoplasma hominis, Neisseria gonorrhoeae e bactérias aerébias em doadores de
sémen, odcitos e tecidos ovariano e testicular.
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Art. 23 Pacientes que realizam procedimentos com células e tecidos germinativos para uso proprio
devem satisfazer as seguintes condi¢des:

I- indicagao clinica do procedimento;

II- assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo paciente ou seus responsaveis
legais;

II- realizagao da triagem laboratorial, como descrito no art. 21.

Art. 24 O paciente sera informado dos resultados dos exames, e em caso de resultados positivos,
decidira pelo processamento e/ou criopreservagao do material.

Art. 25 Caso os pacientes optem pela doagao, apds utilizadas amostras para uso préprio, os
critérios de triagem clinica, laboratorial e microbiolégica devem seguir o disposto nos arts. 19, 20,
21 e 22 deste regulamento.

Art. 26 Os testes de triagem soroldgica e microbioldgica podem ser feitos por laboratério préprio
ou por laboratério terceirizado e que atenda as exigéncias legais para o seu funcionamento.

§1° Os testes de triagem laboratorial devem ser realizados por laboratérios qualificados pelo
BCTG.

§2° Em caso de sémen doado, as amostras sanguineas para triagem laboratorial deverao ser
obtidas no mesmo dia da coleta do sémen do doador.

CAPITULO IV

DA INFRA-ESTRUTURA E DAS CARACTERISTICAS DOS AMBIENTES E

EQUIPAMENTOS DOS BCTG

Art. 27 O BCTG deve ser constituido por ambientes numa disposi¢cdo que permita o fluxo
independente dos materiais, amostras e profissionais, de acordo com a Resolugéo da Diretoria
Colegiada Anvisa n° 50, de 21 de fevereiro de 2002, que dispde sobre o Regulamento Técnico
destinado ao planejamento, programagao, elaboragao, avaliagdo e aprovagao de projetos fisicos de
estabelecimentos assistenciais de saude ou a que vier a substitui-la, bem como as exigéncias
especificas contidas nesta resolugédo e demais legislagdes vigentes.

Art. 28 Quando o BCTG estiver instalado em um estabelecimento assistencial de saude, ele
podera utilizar a infra-estrutura geral deste servigo, como sanitarios, central de material
esterilizado, depdsito de material de limpeza, entre outros.

Art. 29 O BCTG deve possuir sistema de energia elétrica de emergéncia de acordo com a
Resolucéo de Diretoria Colegiada ANVISA n° 50, de 2002, ou a que vier a substitui-la.
Paragrafo Unico. Para todos os ambientes devem ser utilizados sistemas de energia elétrica de
emergéncia classificados como Classe > 15, Grupo 0, exceto a sala de processamento e o
laboratdrio de fertilizagao in vitro, que devem ser classificados como Classe 15, Grupo 0.
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Art. 30. A sala de coleta de odcitos e de tecidos ovariano e testicular deve apresentar:
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| - sistema de climatizagdo com presséo positiva em relagdo aos ambientes adjacentes;

Il - manutengao de temperatura entre 23° C a 27° C;

Il - umidade relativa 40% a 70%;

IV - vazdo minima de ar exterior de 6 (m3/h)/m2;

V - vazdo minima de ar total de 18 (m3/h)/m2; e

VI - filtragem minima de insuflamento classe G4.

Paragrafo unico. A sala a que se refere o “caput” deste artigo deve possuir ainda dimensdes
equipamentos, instrumental, materiais e farmacos que permitam a realizagdo dos procedimentos
de coleta com seguranga, bem como o atendimento em casos de situagdes de agravo a saude.
Art. 31 Caso haja uso de anestésicos durante o procedimento de coleta, a sala de coleta deve,
ainda, estar equipada, no minimo, com:

I- 1 (um) posto de utilizagdo de oxigénio medicinal,

II- 1 (um) posto de utilizagdo de ar medicinal, e

IlI- equipamentos, instrumental, materiais e farmacos que permitam a realizagdo dos
procedimentos de anestesia e coleta com seguranga, bem como o atendimento em casos de
situagdes de agravo a saude.

§1° Os postos de utilizagdo devem ser instalados conforme descrito na Resolugéo de Diretoria
Colegiada ANVISA n° 50, de 2002, que estabelece Normas para Projetos Fisicos de
Estabelecimentos Assistenciais de Salde, ou a que vier a substitui-la.

§2° O paciente anestesiado deve permanecer monitorizado até o momento de sua liberacao.

§ 3° A coleta de odcitos pode ser realizada em centro cirtrgico ambulatorial.

Art. 32 A sala de coleta de sémen deve garantir o conforto e a privacidade do paciente/doador e
possuir um sanitario com acesso exclusivo.

Art. 33 A sala de apoio administrativo deve ser destinada a realizar servigos de documentagéo e
informag&o em saude.

Art. 34 O BCTG deve possuir vestiario de barreira no acesso as salas técnicas e a sala de coleta
oocitaria, dotado de lavatério e area de paramentagéo.

§ 1° As salas técnicas (sala de processamento e/ou laboratério de FIV) e a sala de coleta oocitaria
podem compartilhar o mesmo vestiario de barreira.

§ 2° Caso 0 BCTG possua sala de coleta oocitaria, deve haver area com lavabo cirurgico,
localizada entre o vestiario de barreira e a sala de coleta.
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Art. 35. Caso a sala de processamento de sémen seja separada do laboratério de fertilizagdo in
vitro, deve possuir:

| - sistema de climatizagcdo com condigbes de controle da temperatura entre 21°C a 27°C;

Il - umidade relativa do ar entre 40% a 70%; e

Il - filtragem minima no insuflamento com filtros G3.

Art. 36 Caso o armazenamento das células ou tecidos seja efetuado em tanques de nitrogénio
liquido, ou haja um sistema de seguranga com nitrogénio liquido para congelador com
temperatura igual ou inferior a 135°C negativos, a sala de criopreservagao/armazenamento deve
possuir:

| - visualizagdo externa do seu interior;

II- sistema exclusivo de exaustdo mecéanica, para diluigdo dos tragos residuais de nitrogénio, que
possibilite a exaustao forcada de todo o ar da sala de criopreservagéo e armazenamento, com
descarga para o ambiente externo do prédio; e

Ill- sensor do nivel de oxigénio ambiental com alarmes sonoro e visual.

§1° O sistema de exaustdo mecanica deve manter uma vazao minima de ar total de 75 (m3/h)/m2.
§2° O ar de reposicao deve ser proveniente dos ambientes vizinhos ou suprido por insuflagéo de ar
exterior, com filtragem minima com filtro classe G1.

§3° As grelhas de captagéo do sistema de exaustdo mecéanica devem ser instaladas préximas ao
piso.

Art. 37 Caso o armazenamento seja efetuado em congelador acionado por energia elétrica ou que
faga uso de nitrogénio, com temperatura igual ou inferior a 135°C negativos, a area de
armazenamento deve contar com controle de temperatura ambiental.

Art. 38 O laboratério de fertilizagao in vitro deve possuir:

I-sistema de climatizagdo que mantenha presséo positiva em relagéo aos ambientes adjacentes;
Il-condigdes de controle da temperatura entre 23°C a 27°C;

Ill- umidade relativa do ar de 40% a 70%;

IV- vazdo minima de ar total de 45(m3/h)/m2;

V- vazdo minima de ar exterior de 15(m3/h)/m2 e;

VI- filtragem minima no insuflamento com filtros G3+carvao ativado+F8.
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§ 1° O ambiente a que se refere o caput deste artigo ndo deve possuir qualquer instalagao
hidrossanitaria, tais como pias, ralos ou lavatérios.

§ 2° O insuflamento de ar do sistema de climatizagéo da sala a que se refere o caput deste artigo




deve ser efetuado de forma a nao interferir no fluxo do equipamento utilizado para a manipulagéo
de amostras.

Art 39 A manipulagdo das amostras deve ser efetuada em uma area limpa classificada, no minimo,
como ISO Classe 5, segundo a Resolugao de Diretoria Colegiada da ANVISA no 50, de 2002, ou a
que vier a substitui-la, e, para a obtengéo dessas condigdes, o BCTG deve utilizar uma das
seguintes opgoes:

I- cabine de seguranca biolégica Classe Il Tipo A;

I1- médulo de fluxo unidirecional ; ou

IlI- sala classificada, como ISO classe 5 no minimo, segundo as orientacdes da Resolucdo de
Diretoria Colegiada ANVISA no 50, de 2002, ou a que vier a substitui-la.

Paragrafo unico. No caso do inciso Il deste artigo, o BCTG deve obrigatoriamente possuir uma
antecamara de acesso a sala de processamento.

Art. 40 O procedimento de transferéncia de embrides humanos pode ser realizado na sala de coleta
oocitaria, em centro cirdrgico ambulatorial ou em consultério ginecolégico destinado para tal
finalidade.

Paragrafo Unico. Caso a transferéncia de embrides seja realizada em pacientes sob anestesia, o
procedimento deve ocorrer exclusivamente na sala de coleta oocitaria ou em centro cirurgico
ambulatorial.

Art. 41 Sao requisitos minimos adicionais dos ambientes e equipamentos do BCTG:

I- possuir os equipamentos e instrumentos especificos e em quantidade necessaria ao atendimento
de sua demanda;

II- manter instrugdes escritas e atualizadas, referentes ao uso dos equipamentos disponiveis aos
funcionarios do setor, as quais devem ser complementadas por manuais do fabricante em lingua
portuguesa;

Ill- manter e implementar um programa de manutengao preventiva e corretiva, onde conste um
cronograma de intervengao;e

IV- manter os equipamentos de medigao calibrados mantendo os respectivos registros;

Paragrafo unico. Todas as intervengdes realizadas nos equipamentos devem ser registradas
sistematicamente, informando o dia, o responsavel pela intervengao, a descri¢cdo da intervengao e
em caso de substituicdo de pecas, a lista das pecas substituidas.
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CAPITULO V

DA COLETA, PROCESSAMENTO, CRIOPRESERVAGAO, ARMAZENAMENTO,

LIBERAGAO E TRANSPORTE DAS CELULAS, TECIDOS GERMINATIVOS E

EMBRIOES

Art. 42 Todos os procedimentos criticos realizados no BCTG, desde a coleta até a liberagao das
células, tecidos germinativos e embrides devem ser validados.

Paragrafo Unico. A validagéo deve ser realizada com base em estudos desenvolvidos pelo proprio
servigo ou em informagdes publicadas de procedimentos ja estabelecidos por estudos clinicos.
Art.43 Todos os materiais utilizados e que mantenham contato com as células ou tecidos
germinativos, devem ser estéreis, apirogénicos, néo citotoxicos e, quando couber, de uso Unico,
devendo ser registrados a respectiva origem e o numero de lote.

§ 1° Os materiais e reagentes que mantenham contato com as células, tecidos germinativos e
embrides devem estar regularizados junto a Anvisa.

§2° Os materiais passiveis de processamento devem seguir o disposto em legislagao especifica
vigente.

Art. 44 As células ou tecidos coletados e rotulados podem ser mantidos, temporariamente, até o
processamento nas seguintes condigoes:

| — sémen e espermatozdides: temperatura entre 25°C e 37°C, no maximo por até 2 (duas) horas
ou em periodo superior validado pelo BCTG;

II- oécito e embrides: temperatura de 37°C + 0,2°C, em prazo validado pelo BCTG;

I1I- tecido ovariano e tecido testicular: temperatura de 4°C + 2°C, por um periodo de 24 horas ou
periodo superior validado pelo BCTG.

Art. 45 Deve ser atribuida, a cada amostra coletada, uma identificagdo numérica ou alfanumérica.
§1° A identificagdo de que trata este artigo deve acompanhar toda a documentagéo do doador ou
paciente, e o material, permitindo sua identificagao e rastreabilidade, desde a coleta até a
disponibilizagédo das células, tecidos germinativos e/ou embrido.

§2° O material usado para a identificagdo das amostras deve ser impermeavel e resistente a baixas
temperaturas.

Art. 46 Todo o processamento das células e tecidos germinativos e embrides deve ocorrer
exclusivamente em area classificada como ISO Classe 5 (Classe 100), conforme especificado no
art. 39 e obedecer as praticas de manipulagao asséptica.

Paragrafo unico. A manipulagéo dos materiais, meios ou solugdes de cultura/preservagao de
células, tecidos germinativos e embrides humanos também deve ser efetuada em area classificada
como ISO Classe 5 (classe 100).
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Art. 47 N&o é permitido o processamento simultaneo de amostras de mais de um paciente/doador
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no mesmo ambiente.

Art.48 O BCTG deve registrar, em formulario padronizado, a execugao do processamento de cada
amostra, com as seguintes informagdes:

I- identificagdo da amostra;

II- data e hora do inicio do processamento;

Ill- par&metros qualitativos iniciais;

IV- método de processamento;

V- parametros qualitativos finais;

VI- data e hora do término do processamento; e

VII- identificagdo do executor do processamento.

Art. 49 A criopreservagao das amostras deve ocorrer o mais precocemente possivel, com descri¢cdo
do procedimento em instrugdes escritas e validado pelo BCTG.

§1° O BCTG deve ter reservatorios ou containers especificos para o armazenamento de sémen,
tecidos germinativos, odcitos, quando couber, e embrides.

§2° O BCTG deve manter registros da avaliagao da viabilidade de cada amostra descongelada para
uso.

§3° As amostras criopreservadas devem ser depositadas em um local fixo e pré-determinado que
permita a sua localizagao com facilidade, rapidez e seguranga

§4° Caso o BCTG realize atividades com doadores devera haver congeladores ou reservatorios
especificos e exclusivos para amostras processadas e ainda ndo liberadas (em quarentena) e para
amostras liberadas.

Art. 50 O BCTG deve desenvolver um sistema de gerenciamento de risco que previna
contaminagao cruzada das amostras nao liberadas (em quarentena).

Paragrafo unico. O BCTG deve possuir instrugdes escritas que contenham as medidas a serem
adotadas com o container de quarentena caso alguma amostra seja positiva para os exames da
triagem laboratorial exigidas nos artigos 21 e 22.

Art. 51 Deve ser mantido registro diario das condigdes dos equipamentos, refrigeradores ou
congeladores, documentando a temperatura e o nivel de CO2 (para incubadora).

§1° A verificagao e o registro da temperatura e do nivel de CO2, quando couber, devem ser
realizados, a intervalos maximos de 12 h (doze horas) para os equipamentos que ndo disponham
de registrador automatico ou em prazos superiores, desde que devidamente validados pelo BCTG.
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§2° Os registros devem ser assinados e periodicamente revisados por uma pessoa qualificada;
§3° Os alarmes devem ser testados, e deve haver um procedimento escrito, definindo a conduta a
ser tomada em relagdo ao armazenamento das amostras, em caso de falta de energia ou de defeito
nos equipamentos de estocagem;

§4° O BCTG deve dispor de um sistema de seguranga, incluindo monitoramento da temperatura
dos equipamentos de armazenamento, alarmes em casos de mau funcionamento, ou temperaturas
excedendo os limites permitidos, e instru¢cdes de procedimentos corretivos de emergéncia, bem
como plano de remogao do material em casos de sinistros.

Art. 52 O volume de nitrogénio liquido, nos reservatorios deve ser controlado e registrado duas
vezes por semana ou em prazos superiores, desde que devidamente validados pelo BCTG.

Art. 53 O BCTG deve realizar controle microbiolégico de ambientes e equipamentos (incubadora
de CO2) utilizados para o processamento das células, tecidos germinativos e embrides.

Paragrafo unico. O controle microbioldgico dos ambientes e da incubadora de CO2 devera ser
realizado semestralmente ou a intervalos de tempo menores, de acordo com protocolos validados
pelo BCTG.

Art. 54 A amostra somente podera ser liberada se atendidas as seguintes condigdes:

I- observancia dos critérios de triagem clinica, laboratorial e microbioldgica;

Il-compatibilidade com os parametros minimos de viabilidade da amostra definidos pelo BCTG; e
Ill- a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do paciente ou doador.

Art. 55 O transporte das amostras deve ser validado e realizado de acordo com as especificagdes
técnicas fornecidas pelo BCTG.

§ 1° O transporte das amostras nao criopreservadas deve ser feito em recipiente térmico que
mantenha a temperatura interior especifica para cada tipo de amostra, segundo o art.44 desta
Resolugao.

§2° A amostra ou os embrides criopreservados devem ser acondicionados em reservatorios
identificados e com o material refrigerante adequado para a preservagao das caracteristicas e
fungdes bioldgicas da amostra ou do embrido.

§3° A irradiagcao do material é expressamente proibida.

§4° No lado externo do recipiente térmico, ou no caso de embalagem externa, deve constar o aviso
“MATERIAL BIOLOGICO HUMANO. NAO SUBMETER A RADIACAO (RAIOS X)’.

§5° As amostras ou os embrides transportados devem ser acompanhados de termo de transporte
assinado pelo responsavel pelo acondicionamento e embalagem, informando o tipo de amostra
transportada, data e hora do acondicionamento, servigo de origem e destino e recomendacgoes
complementares.
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§6° Todos os registros referentes ao transporte devem ser mantidos durante todo o periodo de
armazenamento do material e por um periodo minimo de 5 anos apds a sua utilizagao terapéutica.
CAPITULO VI

DA COLETA, PROCESSAMENTO, CRIOPRESERVAGAO,

ARMAZENAMENTO, LIBERAGAO E TRANSPORTE DAS CELULAS E TECIDOS
GERMINATIVOS COM RESULTADO REAGENTE PARA DOENCAS INFECCIOSAS.

Art. 56 Caso o BCTG trabalhe com amostras provenientes de pacientes com resultado positivo
detectado na triagem laboratorial descrita nos artigos 21 e 22, as salas/ambientes de coleta,
processamento e criopreservagao das amostras e/ou dos embrides poderao ser os mesmos, desde
que se cumpram normas de biosseguranga adequadas a manipulagdo de amostras contaminadas.
Paragrafo unico. O BCTG deve possuir instru¢des escritas especificas para a realizagao de
atividades com amostras com resultado reagente para doengas infecciosas, bem como para os
processos de limpeza e desinfeccao dos materiais, equipamentos e ambientes.

Art 57. Amostras para uso préprio, com resultados reagentes para infecgdes transmissiveis, devem
ser armazenadas em reservatorios de nitrogénio liquido exclusivo para amostras contaminadas.
§1° Devem existir reservatorios exclusivos para cada tipo de resultado reagente, considerando
inclusive os resultados reagentes com coinfecgdes.

§2° Se as amostras criopreservadas com resultado reagente para infecgdes transmissiveis forem

acondicionadas no mesmo reservatorio das amostras com resultados nao reagentes/negativos, deve

ser utilizado um sistema de embalagem externa ou equipamento que garanta a protegao das
demais amostras.

CAPITULO VII

DOS REGISTROS E ARQUIVOS

Art. 58 O BCTG deve manter disponivel, por todo o periodo de armazenamento das amostras, e
por um periodo minimo de 20 (vinte) anos apds a sua utilizagao terapéutica, arquivos de
documentos e registros relativos a:

I- dados dos pacientes e do doador com identificagdo nimerica ou alfanumérica da amostra
coletada;

II- dados com a caracteristica do doador;

IlI- dados da triagem clinica;

IV- dados da coleta das células ou tecidos germinativos;

V- dados de acondicionamento e transporte;

VI- processamento, criopreservagéo e armazenamento;
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VII- resultados das triagens soroldgica e microbioldgica e de viabilidade;

VIII- data e motivo do descarte das amostras, quando couber;

IX- Termos de Consentimento Livre e Esclarecido;

X- relatorio médico da realizagdo ou nao do procedimento de reprodugao humana assistida, com
identificacdo da receptora; e

Xl- resultado da gestacéo.

Art. 59 Os arquivos de registros podem ser mantidos em meio eletrénico, microfilmagem ou em
livros de registro manual.

Paragrafo unico. No caso de uso de informatica ou microfilmagem, os dados devem ser
armazenados em duas copias e 0 BCTG deve comprovar que o sistema ndo permite fraudes ou
alteragdes de dados.

CAPITULO VIII

DA GARANTIA DA QUALIDADE

Art.60 O BCTG deve manter um sistema de gestdo da qualidade, o qual deve estar documentado,
ser de conhecimento do pessoal administrativo e técnico-cientifico e incluir:

| - a equipe técnica e os recursos necessarios para o desempenho de suas atribuigdes;

Il - a protegdo das informagdes confidenciais;

Il - a supervisdo do pessoal técnico por profissional de nivel superior legalmente habilitado
durante todo o periodo de funcionamento do servico;

IV- treinamento periédico de pessoal;

V - 0s equipamentos, instrumentos e materiais, reagentes e produtos para diagnéstico de uso in
vitro utilizados, bem como sua qualificagéo e verificagdo antes de entrar em uso;

VI - a utilizagéo de técnicas conforme recomendagdes do fabricante dos equipamentos e produtos
ou conforme validagao realizada pelo servico;

VIl — a realizagdo de procedimentos, com base em protocolos definidos, e validados quando
couber;

VIII- procedimentos para detecgao, registro, corregao e prevengéo de erros e ndo conformidades;
IX- a rastreabilidade de todos os seus processos €;

X- auditorias internas periddicas, para verificar conformidade com as normas técnicas.
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Paragrafo Unico. Os resultados dos procedimentos descritos no inciso VIII deste artigo devem ser
analisados e, quando estiverem fora dos critérios predefinidos, devem ser realizadas agdes para
corrigir o problema e evitar resultados incorretos, mantendo-se os registros das naoconformidades
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e das medidas adotadas.

CAPITULO IX

DO DESCARTE DE RESIDUOS

Art.61 O descarte de amostras de células ou tecidos germinativos e de residuos de laboratério do
BCTG deve estar descrito no Plano de Gerenciamento de Residuos de Servigos de Saude
(PGRSS), e devera ser feito de acordo com as normas vigentes.

CAPITULO X

DAS DISPOSIGOES FINAIS

Art. 62 Os estabelecimentos abrangidos por esta Resolugéo terdo o prazo de 120 (cento e vinte)
dias contados a partir da data de sua publicagao para promover as novas adequagdes necessarias
ao Regulamento Técnico por ela aprovado.

Paragrafo Unico. A partir da publicagdo desta Resolugéo, os novos estabelecimentos e aqueles que
pretendam reiniciar suas atividades, devem atender na integra as exigéncias nela contidas,
previamente ao seu funcionamento.

Art.63 O descumprimento das disposi¢des contidas nesta Resolug¢ao constitui infragao sanitaria,
nos termos da Lei n° 6.437 de 20 de agosto de 1977, sem prejuizo das responsabilidades civil,
administrativa e penal cabiveis.

Art. 64 Fica revogada a Resolugao da Diretoria Colegiada da Anvisa- RDC no 33, de 17 de
fevereiro de 2006.

Art. 65 Esta Resolugéo entra em vigor na data de sua publicagao, produzindo efeitos, em relagédo
ao art. 64, em 120 (cento e vinte) dias contados da data da sua publicagéo.

DIRCEU BRAS APARECIDO BARBANO
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Anexo 3 - Esquemas de técnicas citadas nos artigos
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Anexo 4 — Normas da Elselvier editora

Guide for authors (fertility and sterility)
PREPARATION

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text
should

be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes

will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the
wordprocessor's

options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for
each

individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align
columns.

The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional
manuscripts

(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication).
Note that

source files of figures, tables, and text graphics will be required whether or not you embed
your

figures in the text. See also the section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors
you are

strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check' functions of your
wordprocessor.

You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls
(http://www.ctan.org/tex-archive/macros/latex/contrib/elsarticle) to prepare your manuscript
and

BibTeX (http://www.bibtex.org) to generate your bibliography.

For detailed submission instructions, templates and other information on LaTeX, see
http://www.elsevier.com/latex.

Subdivision - unnumbered sections

Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading.
Each heading

should appear on its own separate line. Subsections should be used as much as possible
when crossreferencing

text: refer to the subsection by heading as opposed to simply 'the text'.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature

survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be

indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

A statement of Institutional Review Board (IRB) status must be included. Similarly, a
statement

of Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) approval must be provided for
research

involving animals.

Results

Results should be clear and concise.
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Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results

and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of
published

literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand

alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

* Running title.A short version of your title, consisting of 40 characters or less, including
spaces.

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name),

please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work
was

done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after

the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each

affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing

and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and
area

code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was

done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as

a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must
be

retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such
footnotes.

Capsule

A summary of the abstract of 30 words or less, this will be published in the table of contents.
It should

describe the final conclusion(s) of the paper.

A structured abstract, by means of appropriate headings, should provide the context or
background for

the research and should state its purpose, basic procedures (selection of study subjects or
laboratory

animals, observational and analytical methods), main findings (giving specific effect sizes
and their

statistical significance, if possible), and principal conclusions. It should emphasize new and
important

aspects of the study or observations.

Required headings are Objective (beginning with a phrase like "To study..."), Design,
Setting, Patients/

Animals, Intervention(s), Main Outcome Measure(s), Results, and Conclusion.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and

avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, '‘and’, 'of'). Be
sparing
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with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These
keywords
will be used for indexing purposes.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do

not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here
those

individuals who provided help during the research (e.g., providing language help or writing
assistance

or proofreading the article, etc.).

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(Sh). If
other units are mentioned, please give their equivalent in Sl.

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or

use fonts that look similar.
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* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
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Design

Case control, with pairing between groups, 470 samples of culture medium
collected from human embryo culture dishes and inoculated into BHI broth,
and the positive samples were isolated and identified. Data from medical
records obtained from the human reproduction laboratories were analyzed,

and two groups were compared: contaminated and uncontaminated.

Facilities
The analyses were performed at human reproduction laboratories, Brazil,
2009-2014.

Patients
Culture dishes used to grow human embryos that were fertilized in assisted

reproduction laboratories and the respective parents.

Interventions

No intervention

Main analyzed outcome

Perinatal outcome of the embryos grown in the analyzed culture dishes

Results

There was a 6.32% (IC= 4.26-7.98) prevalence of contamination, that
resulted in live births were Candida sp (20%), and the main bacterial
pathogens that did not result in live births were Bacillus sp (16%),
Escherichia coli (10%) and Staphylococcus sp (10%). Female tubal factors
were the most common infertility factor, between groups (p<0.01). A
significant difference in poor embryos (Grade C and D) was observed
between the groups (p=0.013; OR=3.53 and CI=1.31-9.58). The chance of
not getting pregnant was 2.57 (OR, p=0.043, CI=1.03-6.41) times higher in
the contaminated group. Perinatal outcome of live births was 2 (6.6%) in
contaminated, and 118 (27%) in uncontaminated (p = 0.026, OR = 5.13, Cl =
1.39-18.97).
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Conclusion
The contaminated group increases the number of poor embryos, decrease
pregnancy rates and the perinatal outcome of live births, compared with the

uncontaminated group.

Keywords: Human Reproduction. Contamination. Microbial. Pregnancy.
Births. Embryos.

Introduction

Quality control and the proper performance of procedures are
essential for the success of assisted reproduction in human reproduction
laboratories. A high level of hygiene and cleaning and the appropriate
disposal of the material should be observed to avoid culture media and
equipment contamination!!),

Since 1996, microbial contamination of embryo culture media has
been tracked and recorded to improve the quality management system in
human reproduction lab in Ireland Dublin. Bactericides and fungicides are
added to the culture media as the resistance of these microorganisms
increases®.The main causes of this contamination have been associated
with infections in the male and female genital tract and the consequent
contamination of the oocytes and embryos™. Microbial contamination is also
associated with contaminated air, equipment and materials used in the
procedures, such as the catheters used to remove cervical mucus and for
embryo transfer and the culture dishes®.

The vagina, ovarian fluid and semen cannot be sterilized and
represent potential sources of contamination. Therefore, great care is
required to minimize the risk of transferring microorganisms during clinical or
laboratorial procedures. Vaginal cells and the resulting bacteria have been
observed in follicular fluid during oocyte retrieval, which leads to the risk of
contamination of the maternal pelvis and the embryos®.Occasionally,
microorganisms colonize culture dishes containing oocytes and

embryos“"#9 Contamination rates vary according to the technique used for
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assisted reproduction. The contamination rate observed in intracytoplasmic
sperm injection (ICSI) is small; however, in vitro fertilization (IVF) techniques
have a higher contamination rate®.

The first consequence of contamination is a reduction in the number of
viable embryos to transfer. Embryos may not survive the first cleavages, may
be susceptibility to teratogenesis or may fail to implant in the uterus®. In
addition, contamination can increase the rate of stillbirths, preterm birth, low
birth weight and syndromes!'?.

Another aspect is the risk of contaminating and infecting the mother’s
body, which can lead to a temporary or permanent lesion. The contamination
can be either vertical (between parents and embryos) or lateral (from one
patient to another during the oocyte retrieval and embryo transfer
procedures) ("V. One study reported finding women with colonized or
contaminated follicular fluid, possibly as a result of previous invasive
procedures or cases of endometriosis; pelvic inflammatory disease that
affects the uterus, fallopian tubes and ovaries; and polycystic ovary
syndrome. A previous study has demonstrated that these colonizing
microorganisms and the immune responses and cytokine production that
naturally follow the infectious process decreased fertility rates!'”). Patients
with a definite blockage of the fallopian tube require assisted reproduction
techniques to achieve pregnancy. The risks of acute pelvic inflammatory
disease in mothers immediately after transvaginal oocyte retrieval are
discussed in a case study!'®, where possible contamination with Gram-
positive anaerobic bacteria is associated with tubal factor infertility.

Microbial identification is also required because it will guide changes in
laboratory and outpatient procedures. Candida sp are often identified as
fungal agents that may or may not affect reproduction outcomes® '¥.

Embryo culture media contain antibiotics, such as penicillin G (IVF)
and gentamicin (Human Tubal Fluid-HTF), to minimize the risk of microbial
growth. In addition, these media also contain the antifungal amphotericin.
Recently, washes with media containing antibiotic/antimycotic have been
suggested .

A correlation between infertility and the hepatitis C virus was also

found in a group of infertile couples, with a prevalence of 3.2% for women
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and 3.6% for men!"®

, and the transmission may occur during outpatient
procedures, and a screening evaluation of infertile patients is recommended
before they undergo assisted reproduction techniques that could contaminate
embryos and mothers with microorganisms.

Semen can be prepared according to two methods, swim-up and
density gradient, which significantly decrease bacterial contamination(®.
These methods are harmless and can effectively reduce the microbial
population in the semen'”: however, neither method can eliminate the most
common agents (streptococci, staphylococci, coliforms)'®). Bacteriospermia
and seminal leukocytes in semen parameters have been correlated with
sperm DNA fragmentation'?.

Is important to note that many procedures have been done in an
attempt to microbiological decontamination. Exposure to UV radiation
(253.7 nm wavelength) and ozone produce rapid microbial
decontamination and can effectively kill bacteria (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli) and fungi (Aspergillus niger) of medical
importance that are reported in sepsis cases®.

The rates of malformations in embryos and fetuses are higher in
assisted reproduction. Chromosomal abnormalities are found in 60% of
miscarriages and are the most comprehensive biological explanation for
pregnancy loss®?. Changes in gene expression result from fragmentation
stress, where embryos respond negatively to subcondition cultivation,
breaking their nucleus and losing pieces of DNA. Embryos with expression
profiles that indicate proper morphology for their developmental stage have
greater potential for implantation®. The risks of congenital malformations (in
the study were found more cardiovascular and a reduced number of limbs)
are significantly higher in children born after assisted reproductive
technology'®.

Despite the low prevalence of contamination®, the conditions of
laboratories in Brazil (air filter maintenance) can result in an unfavorable
outcome for reproduction. There are no longitudinal studies that assess the
causes and consequences of contamination during the embryonic stage and

the failure of assisted human reproduction. However, there is evidence of
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gestational infection that impairs the reproductive tract and causes birth
defects in animals!"?.

Knowledge about the possible endogenous and exogenous
contamination sin the maternal body, male/female gametes and embryos and
the un favorable reproductive outcomes resulting from these contaminations
indicate the need to track and control infectious agents in human
reproduction laboratories®®,

In this study, we propose to identify the prevalence of bacterial and
fungal contamination of human embryo culture dishes and its impact on the
success rate of assisted human reproduction, analyzing the rates of infertility,
gametes, embryos, pregnancy and birth. These embryo culture dishes
represent the best site for collection because they contain the various factors

for probable contamination of semen, follicular fluid, media, environment,

handling.
Methodology
Searh type:

This was a prospective and longitudinal quantitative study
using descriptive, analytical and observational approaches. Type Case
Control, with the pairing items: maternal age, paternal age, indication,
ovarian response, number of manipulated embryos and embryos transferred.
This study also shows the contamination rates in embryo culture dishes and
the identification of genera of microorganisms that are often found in embryo
culture dishes in human reproduction laboratories.

Inclusion criteria:

Considered high volume of monthly manipulations to meet the
required sample number, performs procedures of IVF and ICSI, has a
medical record data before, during and after the procedure. There is no
exclusion criteria.

Ethical aspects:

Was approved in Brazil Platform, the Research Ethics Committee
(CONEP) of the University Hospital, Goiania GO, 2013.

Collection and processing of embryos culture dishes:
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The material collected for the study and the medical records for
the subsequent analysis were collected from the human reproduction
laboratories of both the Fértile Clinic (450 samples) and the Clinics Hospital
of the Federal University of Goias (UFG) (20 samples from the master's
work) (Universidade Federal de Goias — UFG), Goiania, Goias-State, Brazil.
The research was approved by the Brazil Platform (Plataforma Brasil) of the
Research Ethics Committee of the Clinics Hospital, Goiania, Goias-State,
Brazil. The sample consisted of 470 culture dishes and the data recovered
after the birth of the fetuses.

Regardless of suspected contamination, all embryos culture dishes
per patient were used for the samples. The embryos were implanted or
frozen, and the culture dishes that would otherwise be discarded immediately
or were stored in the incubator for one day after the transfer. During the five
years of collecting plates representing patients were discarded because they
could not be saved, also the time of the entry procedures differ and only the
embryologist in the lab manipulation of embryos to provide the plates with
culture media.

The culture dishes used in this study were collected between May
2009 and March 2014 at the abovementioned institutions as the embryo
culture dishes became available for disposal. The dishes were taken to the
Microbiology Laboratory of the Institute of Tropical Pathology and Public
Healt - IPTSP at UFG, where the samples were analyzed for contamination,
and any contaminating microorganisms were identified.

To verify contamination, brain-heart infusion (BHI) medium was
individually prepared. Tubes containing BHI were autoclaved, pretested in
incubators for 24 hours and then kept in the refrigerator for later use (positive
and negative controls included when samples were run). Samples obtained
with sterile pipettes were inoculated in these tubes with 5 mL of BHI medium
to add the nutrients necessary microbiological growth and enhance the
growth of contaminants in order to facilitate identification. They were then
transported in polystyrene boxes immediately to the microbiology laboratory
of IPTSP incubated at 37°C for 24 to 48 hours. All culture medium was
removed from the dishes. Positive BHI medium samples were further

subcultured, and the following specific identification tests were performed:
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macro- and micromorphological analysis, microcultivations, stain tests, and
biochemical tests based on the presence or absence of substances such as
enzymes or products of pathogen metabolism®. Samples that were positive
in BHI (clouded) were stained with Gram stain, then separated and
transplanted in the culture medium MacConkey agar, Mannitol Salt and Agar
Nutrient.

All samples contaminated Gram negative (Klebsiella, E. coli,
Enterobacter sp, Pseudomonas sp), there was growth in MacConkey middle.
We carried out the biochemical sequence: TAF (triple sugar iron) with the
Red pH indicator Phenol (of acid production and base) and fermentation of
sugars (sucrose, glucose and mannitol). It is also noticed CO? gas production
by fermentation in anaerobic environment TAF bottom of the tube. In the
middle YES, to detect indole production (a product of tryptophan degradation
of the amino acid), the red color appears at the top of the tube, it also detects
the bacterial motility (motility for the presence of flagella, the medium
containing tetrazolium induces the appearance of red traces, which helps
following the spread of bacteria from the line of inoculation in a macroscopic
analysis) also the production of hydrogen sulfide (sulfur is released from the
degradation of amino acids, producing precipitate black, heavy metal sulfide
insoluble) as background in the tube body. The test was conducted in red pH
indicator Methyl since the minimum amount of acid produced may be
sufficient to reduce the pH. In Citrate means for determining the usability of
sodium citrate as a sole source of carbon metabolism occurs to produce a
blue color on medium with presence of alkali. Means for phenylalanine in the
appearance of phenylpyruvic acid indicates the degradation of phenylalanine
for phenylalanine deaminase enzyme. If so, would appear a green color upon
addition of the ferric chloride reagent. In agar Christensen urea to urease, the
pink color change to red indicates positivity. The inclined surface becomes
red in an alkaline reaction, indicating that the microorganism hydrolyzed
urea, releasing ammonia and producing change rosy red color in the middle.

For the identification of contaminated samples grown in mannitol
agar, Gram positive cocci were identified from the genus Staphylococcus and
Streptococcus, mannitol medium was modified by adding other ingredients of

the phenol red as a pH indicator. Staphylococcus sp become yellow under
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acidic conditions by means of fermentation mannitol. The catalase test was
performed with hydrogen peroxide (H202) on a slide with the colonies was
positive, as the bubbling was due to the release of oxigénio. Coagulase test
consists of bringing together a test tube containing the blood plasma and a
suspension the colonies and expect coagulate by bacterial enzymes.

Samples that appeared with Bacillus sp gram positive, grew in the
middle mannitol. Had a purple color and also organized in the form of
estreptobacilos. In sample contaminated by yeast fungi, growth was milky
white and the nutrient agar colony with antibiotics and gram was observed
the presence of eukaryotic cells under the microscope stained very
unicellular.

Samples contaminated by molds (Aspergillus, Penicillium sp and
Thichophyton rubrum) were grown in nutrient agar with antibiotics to isolate
the colonies, and subcultured microcultivation to detect the type of fruiting
body with microscopic view of hyphae. The microculture technique involves
removing a piece of the mold culture and sow the 4 corners of the square
agar potato that is deposited on the glass slide, cover the seeded material
with cover slip, place a sterile water pipe on the board background to wetting
the filter paper, incubated at 250C for 7 to 14 days.

There was no repeat sampling during data collection, even if there
were multiple cards per patient (mothers). When a patient had multiple
embryos into two or more plates BHI media were placed in separate tubes,
but if contamination was confirmed in at least one of the plates, the patient
would be added to the contaminated group. There being no contamination of
the plates, the patient would be considered in the non contaminated. A case
of contamination in one of the two plates of the same patient was discarded
because it was not known which of the embryo came from. A double
contamination (E. coli and Aspergillus) single board was considered the initial
bacterial contamination, because the fungus appeared a few days later and

has been slow growth in microculture.

Analysis of medical records and evaluation criteria:

The medical records related to the culture dishes were analyzed, and

data were collected in 2014. There was no repetition of the sample during
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data collection, even if there were several plates per patient (mothers). When
a patient had multiple embryos in two or more culture dishes, means BHI
were placed in separate tubes, but if contamination was confirmed in at least
one of the plates, the patient would be added to the contaminated group. No
contamination in any of the boards, the patient would not contaminated to the
group. A case of contamination with dual culture dishes was discarded
because it does not know whether the embryo was coming from
contaminated or not. A dual-contamination (E. coli and Aspergillus) on a
single was considered the initial bacterial contamination, because the fungus
appeared a few days later and was already in microculture of slow growth.
The following variables were analyzed: maternal and paternal age,
infertility factors, the quality and quantity of oocytes retrieved, the quality of
the transferred embryos and the pregnancy outcome, with perinatal
outcomes of live birth (perinatal success) or absence of live births (total
failure), also the pregnancy loss perinatal outcomes in addition to newborn
data, such as weight, height, gestational age and type of pregnancy (single,
twin, triplet). Individual tables were prepared with the analyzed variables.
Oocytes were identified with an optical microscope (inverted) with
400x magnification and classified as M1 (immature) and M2 (mature). Viable
embryos were identified based on morphological criteria assessment®®, such
as the number and size of cells, the presence of multinucleation, the
percentage of fragmentation and the cleavage rate. Morphological
evaluations were performed in the two laboratories of this study. On Days 2
to 4, the embryos were classified as follows: Excellent (Grade A):
blastomeres with similar diameters and the proper number of cells for that
stage, no fragmentation; Good (Grade B):<25% fragmentation, blastomeres
with similar diameters; Inadequate (Grade C): 25-50% fragmentation,
blastomeres with unequal diameters(Grade C embryos should be transferred
only in the absence of Grade A and B embryos); Poor (Grade D): >50%
fragmentation, with a high likelihood of genetic abnormalities. Grade A
blastocysts on Days 5-6 were also used; those blastocysts were
characterized by an inner cell mass with at least 2/3 of the radius with no
degenerative cells, the presence of a continuous thin layer of trophoblast

cells without degenerative cells and the presence of a thin zona pellucida.

109



For the statistical analysis, the data were entered into an Excel
spreadsheet and analyzed with Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 17.0 software. The results are presented as absolute values (n) and
percentages (%). To determine the significant differences between the
contaminated and uncontaminated groups, the chi-squared test (for maternal
and paternal age) and Fisher’s test (for the quantity and quality ofM1 and M2
oocytes) were used. Logistic regression was use to analyze the other
variables. A 95% confidence level (p<0.05) was considered statistically
significant. Was calculated ODDS RATIO of microbial exposure in culture
dishes with the absence of pregnancy, and the pregnancy loss, keeps track

of the results of the regression.

Result

Of the 470 samples, 30 were contaminated, which represents a
prevalence of a 6.32% (IC= 4.26-7.98) Contamination was found in dishes
from both IVF procedures, which were performed in 2009 and 2010, and ICSI
procedures, which were exclusively performed starting in 2011.

A total of seven bacterial species were found in 16 samples (51%),
and four fungi species were found in 14 samples (49%).Bacillus sp (five
samples) and Candida sp (six samples) were the most frequently occurring
species of contaminating microorganisms. The microorganisms are shown in
table 1.

The most common causes of infertility were tubal factor infertility,
with14 cases (41%) in the contaminated group and 68 cases (15.5%) in the
uncontaminated group (p<0.001, OR= 4.18, CIl= 1.94-9.01), and
oligoasthenospermia, with 9 cases (26.3%) in the contaminated group and

142 cases (32.3%) in the uncontaminated group, as shown in table 2.

Regarding the maternal age of the patients from the group with
contaminated culture dishes (30 culture dishes), three (10%) were younger
than 30 years old, 22(73.3%) were between 30 and 40 years old and five
(16.7%) were older than 40 years. For the patients from the group with

uncontaminated culture dishes (405 culture dishes), 83 (20.5%) were
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younger than 30 years old, 232 (57.3%) were between 30 and 40 years old
and 90 (22.2) were older than 40 years. A total of 35 plates were not
evaluated for this analysis. There was no significant difference in maternal
age (p=0.212; chi-squared test) between the contaminated and
uncontaminated groups.

Regarding the paternal age of the patients, in the contaminated culture
dishes group (30 culture dishes), 11 (36.7%) fathers were younger than 35
years, 17(56.7%) were between 36 and 50 years old and two (6.6%) were
older than 50 years. Among the fathers in the uncontaminated culture dishes
group (342 culture dishes), 132 (38.6%) were younger than 35 years old, 193
(54.6%) were between 36 and 50 years old and 17 (5.0%) were older than 50
years. A total of 98 plates were not evaluated in this analysis. There was no
significant difference in paternal age (p=0.913;chi-squared test) between the
contaminated and uncontaminated groups.

Regarding mature oocyte retrieval (M2 stage), the contaminated group
presented 19 cases (63%) in which up to eight oocytes were retrieved and 11
cases (36.7%) in which more than eight oocytes were retrieved. The
uncontaminated group presented 242 cases (60.2%) in which up to eight
oocytes were retrieved and 160 cases (39.8%) in which more than eight
oocytes were retrieved. The number of immature oocytes (M1 stage)
retrieved was smaller, but the ratios of the contaminated and uncontaminated
groups were similar. A total of 38 culture dishes were not evaluated in this
analysis. There was no significant difference in the quality and quantity of
oocytes retrieved at the M2 stage (p= 0.449) and the M1 stage (p=0.714;
Fisher’s test).

In the contaminated group, there were two births resulting from
blastocysts and Grade A embryos. In the uncontaminated group, there were
146 births resulting from blastocysts (30) and Grade A (73), Grade B (37)
and Grade C (6) embryos. The births included twins (24) and triplets (2).
Blastocysts and Grade A and B embryos were not statistically analyzed
because starting in 2012, blastocysts were cultured in the laboratories using
specific new culture media that gradually changed the pregnancy rates
resulting from Grade A and Grade B embryos. The regression analysis

demonstrated a correlation between poor embryos (Grades C and D) and
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culture dish contamination. A total of six (20%) poor embryos in the
contaminated group and 28 (6.6%) in the uncontaminated group was
observed (p=0.013; OR=3.53 and CI=1.31-9.58), as shown in table 3.

Among the patients whose culture dishes were contaminated (30), 24
(80%) did not become pregnant ,two (6.6%) had a biochemical pregnancy,
two (6.6%) had a second trimester miscarriage and two (6.6%) had live births
with perinatal success. In comparison, among the patients whose culture
dishes were uncontaminated (440), 268 (61%) did not become pregnant, 22
(5%) had a biochemical pregnancy, 27 (6%) had a first trimester miscarriage,
five (1%) had a second trimester miscarriage, and 118 (27%) had live births
with perinatal success. Logistic regression indicated a significant difference in
the perinatal outcome between the contaminated and uncontaminated
groups, with p=0.026, OR=5.13, Cl= 1.39-18.97. The pregnancy rate was
20% for contaminated and 39% for the uninfected group. The chance of not
getting pregnant was 2.57 (OR, p=0.043, CI=1.03-6.41) times higher in the
contaminated group, the group uncontaminated. The infected group had
4.37(0OR, p=0.094, CI=0.78-24.59) times greater chance of pregnancy loss

that the uncontaminated group, data in table 4.

Regarding the analysis from conception to birth, the two fetuses in the
contaminated group (males, singleton pregnancies, weight less than 2 kg,
size smaller than 43 cm and preterm birth) did not allow for the application of
regression tests. In comparison, there were 126 births in the uncontaminated
group. These consisted of 51.59% males and 48.41% females; 73.47% from
singleton pregnancies and 26.53% from multiple pregnancies; 6.35% were
born weighing less than 2 kg, 50% weighing 2 to 3 kg and 43.65% weighing
more than 3 kg; 5.56% measured less than 43 cm, and 94.44% measured
between 43 and 53 cm; 73.81% were at full term (37 weeks or more), and

26.19% were premature (up to 36 weeks).

Discussion
Similar to previous findings®®, human embryo culture dishes showed

evidence of contamination with microorganisms similar to those found in
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human reproduction laboratories. The medically important microorganisms
with the highest prevalence were Candida sp, family Enterobacteriaceae
(Escherichia coli, Klebsiella sp and Enterobacter sp) and genera
Staphylococcus and Streptococcus. These findings are in agreement with
findings from European studies® in which the prevalence was 0.67%, a
value nine times lower than was found in the present study. The following
prevalences were found in previous studies: 0.69% for fungi(s), 5% for
processed and antibiotic-treated semen®, 32% for semen!"® and 0.35% and
4.8% for embryo culture dishes®?

This contamination impacted the success of assisted reproduction,
and the results seem to depend on the type of contamination. The two births
observed in the contaminated group resulted from culture dishes
contaminated with Candida sp, and 33.3% of the culture dishes contaminated
with yeast (6) and 14.3% of cultures dishes with fungi (14) resulted in births.
This study’s analysis revealed that almost half (46.7%)of contaminations
were caused by yeast, some with slower growth compared with
bacteria®.Studies related to these results are controversial: Candida
albicans is reported to increase DNA fragmentation and apoptosis, damage
that may cause failure after fertilization in assisted reproduction treatment®;
however, Candida albicans cannot affect results that are within normal rates
for assisted reproduction and therefore is not a reason to cancel an embryo
transfer’®. Fungi appear in culture dishes with in at least 2 to 3 days, even
after the embryo transfer; therefore, they are often not detected and most
likely cause less damage to the embryo®.

Grade C and D embryos were found in culture dishes contaminated
with bacteria. Previous studies reported a poor quality of developing
embryos®.Poor embryos (Grade C and D - Figure 2) displayed unequal
cleavage, with several blastomeres of different size, high fragmentation and
residues®.  Escherichia coli and  Stenotrofomonas  maltophilia
(Pseudomonas) were the main contaminants in samples of embryos and
frozen semen. Moreover, these were the same pathogens observed in the
present study, and they are able to significantly suppress in vitro fertilization

and embryo development'”.
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Regarding the infertility factor, tubal factor infertility was almost three
times more common in the contaminated groups (41%) than in the
uncontaminated group (15.5%),suggesting a possible explanation for the
causes of contamination. Tubal factor infertility is one of the most common
causes of infertility®®. Chlamydia trachomatis is a common cause of pelvic
inflammatory disease that can lead to ectopic pregnancy and tubal factor

(29 Other infections, such as Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas

infertility
vaginalis and the species Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum,
are present in 42.63% of infertile women. Ureaplasma urealyticum is the
most common agent (29.47%) followed by Candida sp (15.26%). It is
believed that in Brazil, tubal damage caused by pelvic inflammatory disease
is the cause of infertility for 100.000 women, and ectopic pregnancy causes
infertility for 70.000 women ©%. A history of sexual assault, HIV infection and
Chlamydia trachomatis infection were predictive factors for tubal factor
infertility®").

All of these data support the hypothesis that in addition to infertility
caused by tubal occlusion, previous female genital tract infection may
contaminate the oocyte and consequently the embryos. These bacteria are
obligate intracellular parasites and do not grow in BHI culture medium®;
therefore, they were not detected in this study. Because the aim of this study
was to analyze the impact of the culture dish contamination (i.e., only
bacteria and fungi) on the success of assisted reproduction, contamination
present in the serological tests was not analyzed; however, such an analysis
would detect all of the bacteria discussed above in addition to viral diseases

relevant to fertility®”).

Penicillin G is still used in IVF medium®®

. It was replaced by
gentamicin in the HTF medium in 2005, after which only colonization with
Candida was observed in the culture dishes, with an absence of bacteria.
However, high bacterial adaptation and resistance is known. The antibiotics
penicillin G or gentamicin used in embryo culture media was not effective for
containing the proliferation of bacteria in the present study. However, washes
containing doses 10 times higher than those found in the culture media were
effective in keeping oocyte cultures free from contamination for 144 hours,

using streptomycin and penicillin and the antifungal amphotericin.
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However, this solution could cause damage to the embryo and increase
bacterial resistance over the years.

The pregnancy rate was 39%, and the live birth rate was 27%, which
meets the high standards for reproduction in Brazil and Europe®*?®: in the
contaminated group, these rates were 20% and 6.6%, respectively.
Proportionally, the contaminated group presented lower rates of pregnancies
and live births.

Second trimester miscarriages were observed in 6.6% and 1% of
samples from the contaminated and uncontaminated groups, respectively. In
the two cases of biochemical pregnancy that were observed in the
contaminated group, very low human chorionic gonadotropin (HCG) levels
(25 and 40 IU) were detected. Microbial contamination is cited as one of the
causes of miscarriage®?. In one case of in vitro fertilization, septicemia was
associated with Candida species and miscarriage at 21 weeks caused by
chorioamniotic membrane separation®®.

Escherichia coli and Candida species cause more than 59% and 26%

39 The rate of E. coli

of embryo culture contamination, respectively
resistance to gentamicin (the antibiotic used in the culture media) increased
13% from 2006 to 2008, and this rate is likely to increase further®.
Resistance has also been observed in studies addressing urinary tract
infections®® and pregnant women®”. The multidrug-resistant bacteria of the
genera Pseudomonas sp (1 case) and Staphylococcus sp (3 cases) found in
this study were also predominant in the diagnosis of sepsis in studies
conducted in Brazil®®,

Samples contaminated with large gram-positive bacilli that are
normally present in air, soil and water indicate environmental contamination,
with an absence of species of medical importance. There is no study
reporting an association between gram-positive bacilli and human infection.
In the analyzed groups, there was an increase in the number of blastocysts
from 2009 to 2014 as the result of a decrease in the number of Grade A
embryos and, particularly, Grade B embryos. This proportion changed
because of an increase in cultures with higher quality embryos that have
better chances of implantation from 2011. This is because the class A and B

were advancing to blastocyst, can be very helpful for selecting the best
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candidates for individual transfers, thereby optimizing the results and

G® |t is also

reducing the risks associated with multiple pregnancies
important to reduce the risk of ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS),
which is very common when a cycle is induced to collect oocytes and more
time is used to culture embryos“?. Therefore do not compare rates
blastulation between groups because the contamination rate was not
maintained proportional over the years of collecting and any difference in the
number of blastocysts could be due to the growth of your culture, from 2011.

The contaminated group presented 20% poor embryos, while the
uncontaminated group presented 6.6%.Poor embryos (Grades C and D)
were three times more frequent in the contaminated group than in the
uncontaminated group, and the difference was significant (p=0.038). Grade D
embryos did not have success, even when pregnancy was established.

Regarding the 6.32% contamination rate, considered high for bank
germ cells, may be associated with air conditioners and HEPA filters. The
two laboratories have undergone adjustments to germ cell bank operating
standards, RCD 23 of May 27, 2011 (41), and reforms that occurred between
2011 and 2012, which may have caused the high contamination of fungi and
bacteria air contaminants in this study (49% of fungi and 16.67% of Bacillus
sp). The largest number of contaminated samples was between 2011 and
2012 (23:33% from 2009 to 1010, 63.33% from 2011 to 2012, 13:33% in
2013). The comparison research between laboratories was not the subject of
our goals, since this work has already been contemplated in the master, with
contamination of similarity (4.8% contamination on average) between the 3
active laboratories in Goiania, Goias, Brazil (2009-2010) (9). In this period
were not found contaminant air fungi.

Although there are some study limitations, such as the limited number
of reports in the literature analyzing the impact of contamination on embryos
and gestation, the use of a limited number of contaminated samples (30) and
analyses that were performed only in the culture dishes (serologic test results
would complement the data), this study showed that bacterial contamination
in embryo culture dishes seems to impact the perinatal outcome because no

cases of pregnancy and birth resulted from these culture dishes. The fact that
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there are a small number of studies correlating contamination and success in

assisted reproduction should be a stimulating factor for subsequent studies.

Conclusions

The systematic analysis of culture media for presence of bacteria or
fungi as presented in the present study is thus potentially of interest. The
relationship between contamination, embryo development, and development
potential during ART is of great importance and interest to human
reproduction laboratories. There was a 6.32% (IC= 4.26-7.98) prevalence of
contamination in embryo culture dishes from human reproduction
laboratories.

The main microorganisms fungal agents were found: Candida spp
(20%), Penicillium sp (13.34%), Aspergillus (10%) and bacterial agents:
Bacillus sp (16%) E. coli (10%), Staphylococcus sp (10%) Streptococcus sp,
Klebsiella sp, Enterobacter sp, and Pseudomonas sp.

The reproductive outcome was committed in the presence of
contamination: embryos quality was worse, with the largest number of C and
D combinated (p = 0.013, OR = 3.53, Cl = 1.31-9.58), the pregnancy rate
was lower (p=0.043, OR = 2.57, Cl = 1.03-6.41), the pregnancy loss was
higher but not significant (p=0.094, OR = 4.37, Cl = 0.78-24.59), the perinatal
outcome of live births was worse (p = 0.026, OR = 5.13, Cl = 1.39-18.97).
The factor infertility was found over the tubal factor (p <0.01, OR = 4.18,
ClI=1.94-9.01) with a highly significant difference, between contaminated and

uncontaminated group.
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Anexo 6 — Tabelas extras

Distribuicdo dos casos de fertilizacao de alta complexidade para os dados

dos Conceptos ao Nascimento, segundo os grupos contaminado e nao

contaminado, 2009/2014.

Tabela de Dados dos Conceptos Nascidos

Caracteristicas

Contaminadas

Nao Contaminadas

n % n %
Sexo
Masculino 2 100% 65 51,59%
Feminino 0% 61 48,41%
Tipo Gravidez
Unica 100% 72 73,47%
Gemelar 0% 24 24,49%
Trigemelar 2 2,04%
Peso ao Nascer
1a2Kg 1 50% 8 6,35%
2 a3Kg 1 50% 63 50,00%
3a4Kg 0 0% 53 42,06%
>4 Kg 0 2 1,59%
Tamanho ao Nascer
<43 cm 1 50% 7 5,56%
43 a 53 cm 1 50% 119 94,44%
>53 cm 0 0 0,00%
Idade Gestacional
. Prematuros 100% 26,19%
< 30 semanas 3 2,38%
30 a 35 semanas 18 14,29%
36 semanas 100% 12 9,52%
. A termo 0% 73,81%
37 semanas 0 21 16,67%
38 semanas 0 38 30,16%
39 semanas 0 26 20,63%
40 e 41 Semanas 0 8 6,35%
Total Bebes 2 100% 126 100%
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