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RESUMEN

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

Palabras clave: Agentes Antineopldsicos; Contaminacién de Medicamentos; Buenas Practicas de Manipulacién;
Staphylococcus; Bacillus; Klebsiella.

INTRODUCCION intraarterial, intracavitaria o intramuscular para el
tratamiento de enfermedades. Esta terapia es una forma de
tratamiento sistémico y difiere de las terapias mds antiguas
y de otras opciones de tratamiento localizado, como la

cirugiay la radioterapia’.

La terapia con drogas antineopldsicas, o
quimioterapia, se ha vuelto uno de los mds importantes y
prometedores procedimientos antineopldsicos.
Comprende el uso de agentes quimicos individualmente o
combinados, administrados por via oral, intravenosa, La preparacién y la manipulacién de productos estériles,
como los agentes quimioterdpicos, exigen cuidados y deben
de ser realizados por personal cudlificado luego de
entrenamiento especifico en procedimientos asépticos, para
asegurar la consistencia en la obtfencién de productos
estériles de calidad aceptable’. La contaminacién microbiana
puede comprometer el desempefio del producto por
ocasionar un quiebre en la estabilidad de su formulacién o
por modificar las caracteristicas fisicas y organolépticas,
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conduciendo a la inactivacién de sus ingredientes activos y de
.. 3
sus excipientes’.

La técnica aséptica para la preparacién de soluciones
infravenosas es de extrema importancia para la
supervivencia del paciente, pues una vez contaminada, la
terapia puede ocasionar infecciones sistémicas luego de su
inoculacién en la corriente sanguinea’. Como estos
pacientes son tipicamente inmunosuprimidos y la mayoria
de las drogas quimioterdpicas no presenta actividad
antimicrobiana  (especialmente contra Pseudomonas
aeruginosa y el multirresistente Staphylococcus aureus), la
seguridad del paciente depende de la esterilidad del
producto’.

Por este motivo, los estudios que evalUan los procesos de
preparacién de productos estériles son extremamente
importantes, una vez que permiten el andlisis de posibles
contaminaciones microbianas en todas sus fases. El
crecimiento microbiano es una evidencia de que la técnica
y/o la estructura fisica del ambiente no siguen el Reglamento
Técnico establecido por la RDC 220/04 de la Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que determina los
requisitos minimos para la realizacién de los servicios de
terapia antineopldsicas (STA). La reglamentacién oficial
exige que un sistema de garantia de calidad sea
incorporado a las buenas prdcticas de preparacién de
terapia antineopldsica (BPPTA), ademds de un efectivo
control de calidad documentado y monitoreado. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio fue el de evaluar la calidad
microbiolégica de la fase de manipulacién de los STA en un
hospital de referencia en el tratamiento de cdncer en la
ciudad de Belém, Estado de Pard, Brasil, para que se
obedezca a las determinaciones previstas en las BPPTA y,
consecuentemente, se asegure la calidad del producto y del
servicio y se corrija el no cumplimiento de procedimientos
previstos por la legislacion vigente®”.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS Y LOCAL DELESTUDIO

Las muestras se colectaron durante tres dias y fueron
elegidas aleatoriamente durante la preparacién de los agentes
quimioterdpicos en la sala de preparacién de los STA en un
hospital de referencia en oncologia en la ciudad de Belém.

El material de estudio estuvo compuesto por 31
colonias colectadas mediante el siguiente procedimiento:
se colocé una placa dentro de la cabina de seguridad
biolégica (CSB) por 6 h (método de sedimentacién); una
placa contenia una muestra colectada por medio de swab
de superficie de la CSB; dos placas contenian una muestra
cada una, obtenidas de los guantes de tres manipuladores
denominados A, B y C, recolectadas al inicio y al final del
periodo de estudio; y una placa fue colocada delante del
sistema de aire acondicionado por 5 min.

PRINCIPIO DE LAS TECNICAS

Se trata de un estudio observacional, descriptivo,
prospectivo, en el cual dos técnicas de recoleccion de
muestras de aire fueron utilizadas para control
microbiolégico del ambiente: el método de sedimentacién

8,9 s . - 10
en placas™ y el método de placas de contacto de superficie "
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El método de swab de superficie se utilizé para colectar
material de superficies de contacto y de los guantes de los
manipuladores. El método de sedimentacién en placas fue
utilizado para recolectar muestras del sistema de aire
acondicionado y de la CSB. Este método consistié en
exponer una placa de Petri de 90 mm de didmetro con 20
mL de un medio selectivo o no selectivo (agar nutriente) al
aire de aquel ambiente durante 6 h. Las colonias se
depositan por gravedad y son entonces contadas. Las placas
fueron identificadas y guardadas en cajas de poliestireno
(espuma plast) en condiciones asépticas y posteriormente
transportadas al laboratorio de microbiologia, en donde se
incubaron a 37° C durante 24 a 48 h; el andlisis se realizé
determinando el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC’), de acuerdo con Pasquarella et al®.

Posteriormente, las colonias fueron sometidas a tincién
Gram e identificadas con base en sus caracteristicas. En
seguida, se cultivaron a 37° C en agar MacConkey
(HIMEDIA) o agar manitol salado (HIMEDIA) (en dos placas
para cada medio). Las colonias que presentaban cocos
Gram positivos agrupados en clisteres fueron sometidas a
pruebas de identificacién bioguimica para identificacion
de catalasa, oxidasa y coagulasa''. Los organismos Gram
negativos fueron identificados con base a su crecimiento en
agar MacConkey y sometidos a pruebas bioquimicas, con
4cido citrico, urea, H2S, indol, motilidad, lisina
descarboxilasa y fermentacién de oxidasa/glucosa y
sacarosa, para la identificacién de enterobacterias vy
bacilos no fermentadores””. El crecimiento fingico en
medio de Sabouraud se analizé en una ldmina utilizando
tincién azul algodén o clareada con KOH y microcultivo.

La técnica de microcultivo consiste en colocar una
pequefia muestra del medio de cultivo conteniendo los
hongos en una ldmina para observarla al microscopio. Se
posiciona una lamela sobre la muestra y la ldmina se
coloca en un recinto himedo. El hongo crece en la parte
inferior de la lamela y desarrolla fructificaciones que
pueden analizarse directamente bajo el microscopio sin ser
destruidas durante la  manipulacién''. Los limites
recomendados para el monitoreo microbiolégico de
ambientes limpios son determinados por la Convencién de
Inspeccién Farmacéutica (PIC), que describe la preparacion
aséptica de soluciones en grado A'*"* (Tabla 1).

Tabla 1 - Limites recomendados para contaminacién
microbiana, de acuerdo al Guide to Good
Manufacturing Practice for Medicinal Products
de la Convencién de Inspeccién
Farmacéutica

Limites recomendados para contaminacién microbiana

Muesiras Sedimentacién Placas de Prueba de
Grado de aire en placas contacto contacto de
UFC/m? (diam. 90 mm). (digm. 55 mm). guante (5 dedos)
UFC/4 h UFC/placa UFC/guante
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 25 25 -
D 200 100 50 -

Sefial convencional utilizada: - Dato numérico no igual a cero resultante de redondeo
Fuente: Convencién de Inspeccién Farmacéutica® y European Good
Manufacturing Practices'.
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ETICA

Este proyecto (protocolo 1329/10) fue aprobado porel
Comité de Etica en Investigacién del Hospital Universitario
Jodo de Barros Barreto de la Universidad Federal de Pard
(HUJBB/UFPA) (CAAE - 3076.0.000.071-10) y los
procedimientos adoptados siguen la Resolucién 196/96
del Consejo Nacional de Salud.

RESULTADOS

Un total de 31 UFC's fue aislado de las fuentes analizadas:
22 (71%) se obtuvieron de la CSB, tres (10%) se obtuvieron de
los guantes de manipuladores y seis (19%) fueron obtenidas
del sistema de aire acondicionado (Figura 1).
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Figura 1 — Distribucion de las UFC's en relacién a las fuentes:
CSB, guantes de los manipuladores y sistema de aire
acondicionado

Guantes de los
manipuladores

CSB

El andlisis cualitativo de las colonios demostréd que
habian sido aislados microorganismos potencialmente
patégenos de todas la muestras provenientes de las tres
fuentes analizadas. Las bacterias del grupo con
estafilococos coagulasa negativos fueron los
microorganismos mds frecuentes en las muestras

analizadas (23 de 31 colonias 0 74,19%).
En total, 18 (82%) de las 22 UFC's aisladas

provenientes de la CSB se obtuvieron por medio del
método de sedimentacién y cuatro (18%) por el método de
swab de superficie. Los resultados mostraron una
frecuencia mayor de bacterias Gram positivas; el
microorganismo mds frecuente fue el estafilococo
coagulasa negativo (73%), seguido del bacilo Gram
positivo (13,5%). Apenas una bacteria Gram negativa fue
aislada: un bacilo Gram negativo no fermentador (4,5%)".
Se encontraron también hongos filamentosos del género
Curvularia sp a unafrecuencia de 9% (Tabla 2).

Tabla 2 - Valores de microorganismos y numero de UFC's
provenientes de la CSB por dos métodos
diferentes de recoleccién

entacid
Microorganismos Sedimentacién Colecta por swab  CFy

aislados espontdnea  de superficie

(UFQ) (UFQ) N %
Estafilococos Coagulasa 14 2 16 73
negativos
Bacilos Gram positivos 2 1 3 13.5
e Conrebes s
Hongos filamentosos 1 1 5 9
del género Curvularia sp
Total 18 4 22 100

N: Numero; %: Porcentaje; Sefal convencional utilizada: - Dato numérico
noigual a cero resultante de redondeo.

Las muestras extraidas de los guantes se colectaron en
dos momentos distintos: antes y después del proceso de
manipulacién. No se observé crecimiento en las muestras
de los guantes obtenidas al inicio de la manipulacién, lo
que demostré que los guantes eran estériles. Sin embargo,
se observé contaminaciéon en las muestras obtenidas al
segundo dia de colecta.

De los tres pares de guantes analizados, apenas las
muestras colectadas del manipulador B presentaron
contaminacién microbiolégica por bacterias coagulasa
negativas (dos UFC's, 67%) y Klebsiella sp (una UFC, 33%).

En las muestras extraidas del sistema de aire
acondicionado del ambiente de manipulacién se
encontraron cinco (83%) UFC's de estafilococos coagulasa
negativos y una (17%) UFC de Klebsiella sp. Ademds, se
observé variacién en la temperatura del ambiente de
manipulacién y ausencia de filtro en el sistema de aire
acondicionado.

DISCUSION

La cuantificacién de microbios en el aire es dificil de
realizar y los cuatro métodos principales son: conteo de
UFC/m® de aire, conteo de UFC's en placas, medicién de
componentes quimicos en células microbianas/m® en el
aire; y conteo con uso de microscopio. Las muestras de aire
puede ser colectadas de dos formas: muestreo activo del
aire, que involucra la colecta de un volumen conocido de
aire en medio nutriente utilizando técnicas diferenciadas y
especificas; y muestreo pasivo, que consiste en utilizar
placas de Petri conteniendo medio nutriente sélido
expuestas al aire por un determinado periodo de tempo.
Este 0ltimo es considerado un método cualitativo®.

En este estudio el andlisis revel6 una alta tasa de
contaminacién en las muestras analizadas, especialmente
en la cabina de clase 2BIly en los guantes de los técnicos, en
donde no deberia ocurrir ningn crecimiento microbiano .

Los principales microorganismos aislados de las
muestras extraidas de la CSB, que fueron identificados
como estafilococos coagulasa negativos (73%) y bacilos
Gram positivos (13,5%), estdn bastante distribuidos en el
medio ambiente y constituyen parte de la flora normal de la
piel y membranas mucosas de humanos y animales.
Estudios recientes sobre el monitoreo microbiolégico en
ambientes no clasificados utilizando la misma
metodologia detectaron la presencia de estos
microorganismosg.

A pesar de que esos microorganismos son
considerados contaminantes ambientales, pueden
comportarse como patégenos oportunistas, causando
enfermedades en individuos inmunocomprometidos. Este
hecho es relevante, ya que la mayor parte de los pacientes
de cdncer es inmunocomprometida'®. Estafilococos
coagulasa negativos, en particular, han sido sefalados
como importantes agentes de enfermedades en humanos,
como la bacteriemia, la endocarditis, la osteomielitis,
ademds de la emergencia de la
antimicrobianos frecuentemente utilizados'.

resistencia a
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Los dos métodos utilizados para la colecta de muestras
de la CSB presentaron un crecimiento de bacilos Gram
positivos y de hongos filamentosos del género Curvularia
sp, considerado un contaminante ambiental comdn'. Las
bacterias y los hongos estdn mds asociados a
biocontaminantes que comprometen la calidad del aire
inferno de ambientes'”.

Los hallazgos de un estudio conducido por Andrade
Silva et al”® en un ambiente de manipulacién de un
hospital usando la misma metodologia adoptada en esta
investigacién, también demostraron la presencia de
hongos filamentosos y de otros microorganismos.

La presencia de esos organismos sugiere que el
proceso de limpieza del ambiente y de los equipamientos
no es adecuado o que no hay control de la entrada y
salida de los individuos de esos ambientes. Estudios
realizados en Brasil enfatizan la importancia de restringir
el acceso al drea de manipulacién apenas a personal
capacitado para, de esta forma, minimizar la
contaminacién por microbios y particulas' "

La contaminacién de los guantes de manipuladores por
microorganismos normalmente involucra la flora normal,
estafilococos coagulasa negativos y Klebsiella sp y
confirma el papel del técnico como un vehiculo de
contaminacién’. En los casos en que se detectd
contaminaciéon en los guantes de manipuladores, se
observé que las manos fueron retiradas de la cabina
repetidamente durante el proceso de manipulacién, para
tomar frascos de medicamentos, jeringas u otros
materiales; este hecho no se observé con otros técnicos.
Este procedimiento debe ser evitado, pues puede resultar
en contaminacién, ya que el flujo laminar se interrumpe y
pueden transferirse microorganismos de los guantes para
la CSB*. De acuerdo con American Society of Health-
System Pharmacists, todo el material necesario para la
preparacién aséptica debe ser manipulado en el érea
critica, o sea, dentro de la CSB, para evitar la interrupcién
del flujo de aire entre el filtro HEPA y la manipulacién de
frascos y otros recipientes. Este fue el escenario probable
en el estudio en cuestién, ya que la ausencia de crecimiento
microbiolégico en las muestras colectadas de los guantes
antes del proceso de manipulacién confirmaba su
esterilidad™. Por lo tanto, la validacién de la esterilizacion
de las manos de los manipuladores, su concienciacién y su
capacitacién son extremamente importantes para la
manutenciénde la asepsia del ambiente.

Los principales grupos de particulas contaminantes en
el aire de locales con ambiente climatizado incluyen
hongos, bacterias, esporos y virus que tiene origen en el
aire externo, en el sistema de aire acondicionado, en la
construccién, en el mobiliario y especialmente en sus
ocupantes”™. En esta investigacién, la contaminacién de
las muestras extraidas de los guantes de los
manipuladores fue igual a la encontrada en las muestras
del sistema de aire acondicionado, con excepcién del
nimero de UFC's (cinco colonias de estafilococos
coagulasa negativos y una colonia de Klebsiella sp). Con
base en esta metodologia, no fue observada la presencia
de hongos contaminantes, tal vez debido al tiempo de
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exposicién del estudio. No obstante, otros estudios ya han
relatado la frecuencia de contaminacién bacteriana en
ambientes hospitalarios limpios. Muchos estudios han
demostrado que la evaluacién del nivel de contaminacién
en dreas consideradas de riesgo es muy importante para
la prevencién de infecciones™.

Es importante sefialar que el espacio fisico de la
farmacia de quimioterdpicos analizada no obedecia a lo
dispuesto en las RDCs 220/04 y 50/02, lo que puede
contribuir a la contaminacién del aire ambiente. En 2004,
la Anvisa establecié los requisitos minimos para la
operacién de los STA en el Reglamento Técnico previsto
por la RDC 220/04. Estos requisitos abarcan la exigencia
de que los STAtengan un sistema de garantia de calidad
que incorpore las BPPTA y un efectivo control de calidad
documentado y monitoreado. Ese sistema asegura la
evaluacién y el registro periédico de los puntos criticos del
proceso, bien como la implementacién de acciones
correctivas y el perfeccionamiento de los procesos, de
modo a asegurar la calidad de esos productos®’.

Esta investigacién fue compartida con los
farmacéuticos del Departamento de Oncologia del
hospital en cuestién, en donde se realizaron de inmediato
cambios en los procedimientos operacionales estdndares,
adoptando, principalmente, la presencia de un asistente
en el ambiente de manipulacién para evitar las retiradas
excesivas de la mano del manipulador de dentro de la
CSB, bien como la desinfeccién de medicamentos y del
aire acondicionado del ambiente limpiado con alcohol a
70%, minimizando de esta manera la contaminacion
microbiolégica. No obstante, la validacién de los
procedimientos para la garantia de la asepsia de los
productos es de gran importancia.

CONCLUSION

En resumen, este estudio demostrd la contaminacién
del ambiente y durante el proceso de manipulacién
especialmente por bacterias y hongos, que son
potencialmente patégenos para individuos
inmunocomprometidos.

Esos hallazgos, junto a los descritos por otros autores y
por la legislacién en vigor, sugieren la necesidad de un
monitoreo continuado de la calidad microbiolégica de los
procesos, equipamientos y preparacién ambiental de los
agentes quimioterdpicos, bien como de una validacién de
la asepsia y reestructuracién del espacio fisico, de acuerdo
alas RDC's 50/02 y 220/04, con el objetivo de optimizarla
terapia y minimizar los riesgos a la salud publica.

Serdn necesarios otros estudios para evaluar el
producto final y confirmar la contaminacién como
resultado de procesos de manipulacién imprecisos y no
validados.
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Avaliacdo microbiolégica do processo de manipulacéo de antineopldsicos em um
hospital de referéncia no tratamento de cancer no Estado do Pard, Brasil

RESUMO

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

Palavras-chave: Antineopldsicos; Contaminacdo de Medicamentos; Boas Prdticas de Manipulacéo; Staphylococcus;
Bacillus; Klebsiella

Microbial evaluation of the handling of antineoplastic agents at a reference cancer
treatment hospital in Pard State, Brazil

ABSTRACT

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

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