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INFORMAC_}E)ES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Historico do artigo: A contaminacdo pode estar presente nas placas de cultivo de embrides advinda de varias
Recebido em 11 de julho de 2014 origens, haja vista que os materiais coletados masculino e feminino ndo podem ser esteri-
Aceito em 13 de agosto de 2014 lizados. Esta contaminacao pode comprometer a viabilidade dos embrides, causar infecgao
On-line em 6 de novembro de 2014 gestacional, trazer malformacdo fetal. Fungicidas e bactericidas sao acrescentados aos
meios de cultura na tentativa de conter este crescimento microbiolégico. Outros métodos
Palavras-chave: preventivos ainda em estudo devem ser avaliados. A contaminac¢do deve ser identificada,
Contaminacéo biolégica para nortear a legislacdo vigente que regulamenta os protocolos executados durante a
Laboratérios reproducdo assistida, para garantir a protecdo materno-fetal contra microrganismos de
Desenvolvimento embrionario importancia patogénica. Deve-se avaliar a interferéncia da contaminacao para os embrides
Gravidez e fetos, na tentativa de se estabelecer causas e consequéncias especificas.
Fertilizacdo © 2014 Sociedade Brasileira de Reprodu¢ao Humana. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
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Microbial contamination in human reproduction laboratory and its
implications on the success of human reproduction

ABSTRACT

Keywords: Contamination may be present in the embryos culture arising from various sources boards,
Biological contamination given that the materials collected male and female cannot be sterilized. This contamination
Laboratories can compromise embryo viability, gestational cause infection, bringing fetal malforma-
Embryonic development tion. Antifungal and antibiotics are increase to the culture media in an attempt to stop

* Trabalho desenvolvido no Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude, Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Goias,
Departamento de Ginecologia e Obstetricia, Goiania, GO, Brasil.
* Autor para correspondéncia.
E-mail: wellingtonbarbara@yahoo.com.br (B.R.R. Foizer).
http://dx.doi.org/10.1016/j.recli.2014.08.005
1413-2087/© 2014 Sociedade Brasileira de Reproducao Humana. Publicado por Elsevier Editora Ltda.

Este é um artigo Open Access sob a licenga de CC BY-NC-ND


dx.doi.org/10.1016/j.recli.2014.08.005
http://www.sbrh.org.br/revista
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.recli.2014.08.005&domain=pdf
mailto:wellingtonbarbara@yahoo.com.br
dx.doi.org/10.1016/j.recli.2014.08.005
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

REPROD CLIM.2014;29(2):66-70 67

Pregnancy
Fertilization

this microbiological growth. Preventive methods still under study should be evaluated. The
contamination must be identified to guide the legislation that regulates protocols execu-

ted during assisted reproduction to ensure maternal fetal protection against pathogenic

microorganisms of importance. Should evaluate the interference of contamination for the

embryos, fetuses and infants, in an attempt to establish specific causes and consequences.
© 2014 Sociedade Brasileira de Reproducao Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.
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Introducao

O decréscimo da fertilidade é um inevitavel fato biolégico, ali-
ado a maternidade tardia. A técnica de fertilizacdo in vitro
(FIV) avancou nestas ultimas trés décadas para ajudar os
casais a resolverem o problema da infertilidade. Dado histé-
rico relatado,! o bebé Louise Brown foi o primeiro a nascer
de FIV. Na FIV, os embrioes sdo formados e cultivados fora do
corpo da mulher, em placas de cultivo, gracas ao avanco dos
meios de cultura e estufas, que oferecem os nutrientes neces-
sarios para o bom desenvolvimento dos embrides. Estas placas
sdo o melhor local de coleta para verificar se hd contaminacéio
microbioldgica eminente, pois os varios fatores provaveis de
contaminacdo confluem todos para elas, o que interfere dire-
tamente nas taxas de gestagdes e nascimentos.

Em laboratérios de reproducdo humana o controle de qua-
lidade é de fundamental importdncia para o sucesso dos
procedimentos. A realizag¢do correta destes influi diretamente
nos resultados, principalmente porque o liquido folicular e o
sémen podem sofrer contaminacdo e ndo podem ser este-
rilizados. Cada passo nos procedimentos e manipulagées
laboratoriais devem ser executados com técnicas de assepsia
rigorosamente protocoladas.?

A exata frequéncia destas contaminac¢des microbiolégicas
e a interferéncia nos resultados em reproducéo assistida ndo
sdo consenso entre os autores.> Desde 1997, contaminacdes
microbiolégicas em meios de cultura tém sido rotineiramente
registradas, contribuindo diretamente nos resultados gestaci-
onais em fertilizacdo assistida.*

As principais causas desta contaminac¢do vém sendo asso-
ciadas a infec¢do nos tratos genital masculino e feminino e
a proépria microbiota local, com consequente contaminacédo
dos ovbcitos e embrides. Estes, quando transferidos para o
utero, podem causar infecg¢des que poderdo comprometer sua
implantacdo e sobrevivéncia durante a gestacdo, também cau-
sando prejuizos maternos. A contaminagéo pode vir ainda do
ar, de maquindarios e de materiais utilizados.? Com isso, se
estabelece a importancia da pesquisa de microrganismos em
fertilizacdo assistida durante todo o processo, iniciando na
manipulacdo de gametas, embrides e transferéncias.

Legislacao vigente para os laboratérios
de reproducdao humana

Os diversos tipos de agentes contaminantes que afetam os
resultados em reproducdo assistida podem ser detidos ou
minimizados com a execug¢do de protocolos testados cienti-
ficamente e exigidos por lei.” Os laboratérios de reproducgéo

humana (LRH) devem conter camara de fluxo positiva, filtros
de ar e todos os cuidados de assepsia e descontaminacdo.
O ambiente de micromanipulagdo de gametas nao deve pos-
suir qualquer instalacdo hidrossanitaria, como pias, ralos ou
lavatérios. O sistema de climatizacdo deve manter pressdo
positiva em relacdo 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(m3/h)/m?, vazdo
minima de ar exterior de 15(m3/h)/m?, e filtragem minima no
insulflamento com filtros G3+carvao ativado+F8.

Sdo usados filtros de ar como o HEPA e o de carvao ativado
para substéncias orgénicas volateis. Os filtros de ar devem ser
particulados de alta eficiéncia, ou filtros de ar de ultrabaixa
penetracgdo. Este ar terd 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 usadas nos
procedimentos.®

As incubadoras devem ser usadas no maximo para trés
pacientes. Aquelas menores estabilizam-se mais rapidamente
quando abertas e devem conter termometros verificados diari-
amente, assim como o CO?. As mais novas apresentam maior
taxa de gestacdo.® 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 14644-1da Associacdo Brasi-
leira de Normas Técnicas (ABNT), com cabine de seguranca
biolégica Classe II Tipo A, médulo de fluxo unidirecional
ou de fluxo laminar, segundo as orientacées da NBR/ISO
14644-4 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).
Neste caso, o banco de células e tecidos germinativos deve,
obrigatoriamente, possuir antecdmara de acesso a sala de pro-
cessamento, além do vestidrio de paramentacdo. Deve conter
congelador com temperatura igual ou inferior a 135°C nega-
tivos, com registro automdtico da temperatura e exclusivo
parao armazenamento de células e tecidos germinativos libe-
rados para uso, ou reservatorio ou contéiner adequado para
nitrogénio liquido e exclusivo para o armazenamento de célu-
las e tecidos germinativos.

A triagem soroldgica dos pacientes, segundo a legislacao,
deve ser realizada para as seguintes doencas infectocon-
tagiosas: sifilis, hepatite B (HBsAg e anti-HBc), hepatite C
(anti-HCV),virus da imunodeficiéncia humana (HIV 1 e
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2), virus linfotrépicos de células T humanas (HTLV I e II), cito-
megalovirus e clamidia.

No caso de sémen ou de odcito criopreservado, a liberacédo
da amostra sé ocorrera apds os testes sorolégicos serem repe-
tidos em prazo nunca inferior a seis meses. Na primeira coleta
de amostra de sémen deve ser realizada triagem microbio-
légica, com exames para deteccdo de Chlamydia trachomatis,
Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Neisseria gonor-
rhoede e bactérias aerdbias. Estes testes devem ter resultado
negativo para patégenos seminais antes da liberagdo da amos-
tra. Para os profissionais no laboratério de FIV recomenda-se
a vacinacdo contra doencas virais e bacterianas, abordando
pacientes e manejando amostras (fluidos corporais, fluido foli-
cular ou sémen) como potenciais fontes de infec¢do.”

Para os meios de cultivo deve-se observar o prazo de
validade e instalacdes apropriadas para o armazenamento.
Nao utilizar o soro ou fluido folicular dos doadores como
aditivos para os meios de cultura. O uso de 6leo mineral
pré-equilibrado ajudard a manter a temperatura, a pressio
osmoética e o pH. Deve haver protocolos de funcionamento,
calibracao, limpeza e de emergéncia com condutas em caso
de pane, com sistema de back-up elétrico para os principais
equipamentos.

Semelhante a legislacdo brasileira, a legislacdo européia
também é citada em teses de controle de qualidade em LRH e
a preocupacao é promover o maior nivel de seguranca possivel
para garantir a saude publica.?

Principais fontes de contaminacao
e prevaléncia

Todo material biolégico deve ser tratado como ponto inicial
de contaminacdo.® Doengas do aparelho reprodutor mascu-
lino e feminino também podem ser fonte de contaminacao.
Segundo Cottell et al. (1997),* foram encontrados e cultiva-
dos micro-organismos de varios loci em aproximadamente
50% dos casos de FIV. Fluido seminal e liquido folicular sdo
fontes potenciais de contaminag¢do microbiolégica.*

Candida albicans é uma levedura muito encontrada entre os
microrganismos do trato genital feminino e masculino. Este
fungo, também verificado nas contaminacdes dos laboratérios
de reproducdo assistida, pode ser proveniente dos pacientes
submetidos a FIV e injecdo intracitoplasmatica de esper-
matozoide (ICSI). Varios autores relatam terem encontrado
leveduras em seus estudos, avaliando varios aspectos de com-
prometimento dos resultados em fertilizacdo assistida.” "

Bactérias também sdo participantes da microbiota do
trato genital. A confirmacdo da presenca de células vagi-
nais no fluido folicular durante a punc¢do transvaginal
para recrutamento de odcitos, em maior porcentagem
nos foliculos inicialmente puncionados, sugere a possibili-
dade de contaminacdo pelo meio vaginal."> Conhecido este
tipo de contaminacdo, os procedimentos envolvem a utili-
zacdo de antibidticos no sémen e na cultura de embrides.
Penicilina, estreptomicina e gentamicina vém sendo utiliza-
dos com resultados promissores, com 95% de eliminacdo de
bactérias.*

A doenca inflamatéria pélvica é causada por varios agen-
tes, entre eles a Neisseria gonorrhoeae, diplococo gram-negativo

aerdbico facultativo. A uretrite pode ser causada pela Chlamy-
dia trachomatis, Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma hominis.
A sifilis é causada pelo Treponema pallidum, o cancro mole
pelo Haemophilus ducreyi e o linfogranuloma venéreo pela
Chlamydia trachomatis. A vaginose bacteriana, com alteracao
da flora, é causada por varios agentes, entre eles a Gardne-
rella vaginalis, relacionada com resisténcia ao metronidazol e
a doxaciclina, o que demonstra a vulnerabilidade da depen-
déncia de antibiéticos.®

Outro veiculo contaminante é o ar, quando os LRH ndo tra-
balham com filtros de ar compativeis com a descontaminacio
efetiva da sala de embriologia. Bactérias comumente encon-
tradas nestas condi¢des correspondem, principalmente, ao
género bacillus, estreptobacilos gram-positivos de grande porte
e sem importancia médica. Fungos como do género aspergil-
lus sdo encontrados nas placas, provavelmente vindos do 6leo
mineral contaminado usado para sobreposicao das gotas do
meio de cultura. Sdo fungos ambientais contaminantes do ar
os géneros aspergillus e penicillium.**

Em medicina reprodutiva existe risco significativo de
contaminacgd@o cruzada durante a criopreservacdo de game-
tas ou embrides. Em estudo de revisdo, conclui-se que hd um
risco negligenciado de contaminacao cruzada em condig¢oes
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 contaminacao
transvaginal por equipamentos ou dos pais para o concepto.
Recomendou-se que pacientes inférteis fossem rastreados
antes de submetidos a técnicas de reproducdo assistida.

Kastrop et al. (2007)* descrevem incidéncia de 0,67% de
contaminacdo nos LRH europeus. A amostra envolveu mais
de 13.000 casos.'* Um estudo de prevaléncia no Brasil encon-
trou 4,8% de contaminagdo nas placas por bactérias e fungos,
considerando a contaminac¢do como fator de contribui¢ao do
fracasso em reproducéo assistida.'’

Medidas preventivas em estudo

Com a prevaléncia de contaminacdo conhecida e com os géne-
ros identificados, poder-se analisar a interferéncia desta sobre
o sucesso da reproducao assistida, pois o tipo de contaminacdo
parece variar os resultados. Autores também divergem em
seus resultados. Candida albicans aumentou a fragmentacao
do DNA e apoptose, danos que podem ter causado fracasso
ap6s a fertilizacdo.'® Qutros autores relatam que nascimentos
apos a transferéncia de embrides inseridos em meios conta-
minados com leveduras ocorrem dentro das taxas normais
de freqliéncia para reproducdo assistida, concluindo que a
contaminacao pelo fungo ndo é razdo para cancelar a transfe-
réncia de embrides.

A primeira consequéncia observada, quando contamina-
dos com patdgenos, estd na reducao da formacgao de embrides
vidveis para transferéncia. Os embrides podem nao sobreviver
nas primeiras clivagens, apresentar teratogenia, ou simples-
mente ndo conseguirem implantar no Gtero. Também podem
ocorrer sindromes que comprometam a saude fetal, trazendo
a possibilidade de aumento de natimortos, prematuridade, ou
nascimento de conceptos pequenos para a idade gestacional,
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descritos em estudos com bovinos onde a fertilizacdo assis-
tida é amplamente utilizada.'” Em outra vertente, existe o
risco de infectar o organismo materno, com consequéncias
tempordrias ou definitivas.

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

As infec¢des tubarias podem ser relacionadas aos ovarios
e cavidade peritoneal, além de poder causar lesdo defini-
tiva na tuba uterina, o que faz mulheres procurarem servigos
de reproducdo assistida. Riscos de infecc¢do pélvica aguda
para a mie apds a coleta de ovédcitos por via vaginal sdo
discutidos em um estudo de caso. Histéria de violéncia
sexual, sorologia positiva para o HIV e infec¢do por clami-
dia foram fatores preditivos para a infertilidade por fator
tubdrio.?°

A investigacdo viral nas placas, por sua vez, é bem mais
complexa. Os virus especificos sdo detectados na sorologia
exigida durante o rastreamento inicial do casal. Um composto
antiviral conhecido como DB 606 foi testado em embrides
bovinos, indicando que nao houve diminuicdo das taxas de
nascimento entre o grupo néo tratado e o tratado.?!

A técnica utilizada na reproducéo assistida também inter-
fere nas taxas de contaminacdo. Segundo Kastrop et al.
(2007),* néo foram encontrados casos de contamina¢do em
ICSI e a selecdo de uma Ginica injecdo de espermatozoide pode
reduzir o risco de contaminacéo.'* A técnica que envolve gra-
diente de centrifugacdo do sémen diminui drasticamente a
contaminagdo bacteriana.’” Esta técnica é eficaz para redu-
zir 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 conse-
guiu eliminar totalmente os grupos mais encontrados, como
estreptococos, estafilococos e coliformes.?* Alguns pardme-
tros seminais de bacteriospermia e alto indice de leucécitos
no sémen foram relacionados com a fragmentacdo do DNA
dos espermatozoides.?”

No que diz respeito a descontaminagdo do nitrogénio
liquido durante o descongelamento de gametas e embrides
pela técnica de exposicdo a radiacdo UV em 253,7nm
para obter rapida descontaminacdo microbiana antes da
evaporacdo completa do nitrogénio liquido, estudo de Par-
megiani et al. (2010)%° encontrou eficicia para bactérias
(Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa, Escheri-
chia coli) e fungos (Aspergillus niger), patégenos de importancia
médica e normalmente encontrados em infeccdo hospitalar.?®
Campos et al. (2012)?” descrevem o uso de solugdo para lavar os
ovécitos antes do cultivo ou da criopreservacao contendo dez
vezes mais antibiético/antimicético do que o valor encontrado
no meio de cultura, conservando a cultura de ovédcitos por
144 horas sem contaminacdo, técnica recente que usa estrep-
tomicina, penicilina e anfotericina.?’

Anormalidades cromossdmicas sdo encontradas em
60% dos abortos espontaneos, tornando a mais abrangente
explicacdo biolégica das falhas em gestacdes.’® Foram encon-
tradas alteragdes na expressao génica de embrides derivados
de FIV, sofrendo estresse fragmentativo provavelmente con-
trolado pelo gene P-53 como consequéncia da sub condicdo
de cultivo. Ha evidéncias de que embrides com perfis de
expressdo que denotam caracteristica morfolégica boa e
adequada para fase de desenvolvimento tém maior potencial
para implantagdo.”®

Em 2010, um estudo longo de casuistica elevada abordou as
malformacoes congénitas em criancas nascidas de fertilizacdo
assistida e encontrou risco aumentado para defeitos congé-
nitos cardiovasculares e reducdo de membros.*° Nao houve
investigacdo das causas das anormalidades, mas as técnicas
em FIV sdo suscetiveis a contaminacdo, em vdrias etapas.
Apesar da contaminacdo por bactérias e fungos no ambiente
laboratorial apresentar baixa prevaléncia, em média abaixo
de 1% nos laboratérios europeus,’* as condi¢des laboratoriais
no Brasil, especialmente o comprometimento da qualidade
e manutencao dos filtros de ar, podem trazer um resultado
depreciativo na reproducao assistida.

Conclusoes

Como ndo had estudos associando doencas com a
contaminacdo embriondria em técnicas de reproducdo
assistida, torna-se dificil a atribuicdo da contaminacgdo a
consequéncia especifica. Mesmo que ndo possa ser corro-
borada por estudos em humanos, ha evidéncia de infeccdo
gestacional que prejudica o aparelho reprodutivo e provoca
malformacdo em fetos de bovinos.'® O entendimento sobre
as possiveis contaminac¢des enddgenas e exégenas 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 contaminacdo microbioldgica e sucesso na reproducio
assistida.
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