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Lista de abreviaturas utilizadas

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
AVC: Acidente vascular cerebral

BGN: Bacilo Gram-negativo

BGP: Bacilo Gram-positivo

CB: Camada basal

CE: Camada espinhosa

CMV:Cytomegalovirus

CNS: Coagulase-negative Staphylococci

CTFP: Célula-tronco mesenquimal do foliculo piloso
CVA: Cerebrovascular accident

EC: Estrato corneo

EG: Estrato granuloso

GNB: Gram-negative bacteria

GPB: Gram-positive bacilli

HIV: Human immunodeficiency virus

HTLV I: Human T-lymphotropic virus type |
HTLV II: Human T-lymphotropic virus type Il

IgG: Imunoglobulina G

ICU: Intensive Care Unit

ISCMPA: Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre

MEC: Matriz extracelular
RDC: Resolugéo da Diretoria Colegiada

SNC: Sistema nervoso central



TCE: Trauma cranioencefalico
UFCSPA: Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
UTI: Unidade de terapia intensiva

UV: Ultravioleta
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Resumo da Dissertacao

Introdugao:

A pele humana alégena, obtida a partir de doadores de érgaos e tecidos, tem a
funcdo de um curativo biolégico e pode ser um tratamento providencial para
pacientes com grandes perdas cutaneas. A qualidade desta pele, e sua
liberacdo para transplante, dependem diretamente da sua descontaminagao
microbiana apds processamento no Banco de Pele.

Objetivos:

Descrever o perfil clinico e demografico dos doadores de pele humana alégena
do Banco de Tecidos da ISCMPA, e avaliar se existe associagao entre as
caracteristicas analisadas e a presenca de colonizagao microbiana no tecido.
Materiais e Métodos:

Foram incluidos no estudo dados clinicos, epidemiolégicos e microbiolégicos
de todos os doadores cuja pele fora captada pelo Banco de Tecidos da
ISCMPA no periodo de 2012 a 2014.

Resultados:

Demonstrou-se uma associagao estatisticamente significativa (p=0.020) entre
uma idade média menor do doador e a presencga de colonizagdo microbiana.
Também encontramos associacdo entre a colonizacdo por BGN e o sexo
masculino (p=0.015), o hospital de origem A (p=0.034) e o tempo de internagéo
na UTI superior a 7 dias (p=0.001). Outra associagdo encontrada foi entre a
colonizagao por Staphylococcus aureus e o hospital de retirada C (p=0.034). A
ultima associacdo encontrada foi entre a colonizagcao por BGP e o tempo de

internagéo inferior a 7 dias (p=0.009).
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Conclusao:

O presente trabalho é inédito na literatura. Apesar de apresentar as
caracteristicas clinicas e demograficas dos doadores de pele humana alégena
do Banco de Tecidos da ISCMPA, seus resultados preliminares ainda nao
permitem associar um perfil especifico de doador de pele a presenca de uma
colonizagdo microbiana especifica. Os resultados encontrados sao instigantes
e promissores, sendo que um aumento no poder amostral nos permitira no
futuro expandir as analises em busca de evidéncias cientificas mais

contundentes.

Palavras-chave: doadores de pele, Banco de Tecidos, colonizagao

microbiana, transplante.



1. Introducao

1.1. A pele humana

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, desempenhando o papel de uma
barreira que separa os 6rgaos internos do ambiente externo. Ela executa muitas
fungdes vitais, resistindo e protegendo o organismo contra agressées mecanicas,
organismos patoldgicos, radiagdo, produtos quimicos e materiais toxicos
(Kanitakis, 2002; Evans e cols., 2013). Também atua na homeostase,
assegurando a manutengao do equilibrio hidroeletrolitico e a regulagdo térmica
(Kanitakis, 2002). Além disso, € uma estrutura flexivel que pode remodelar e
adaptar-se as condicdes externas e rapidamente reparar-se em caso de lesao
(Evans e cols., 2013).

Em termos anatdmicos, a pele é subdividida em epiderme e derme, que
estdo associadas e separadas entre si por uma fina camada de proteinas da
matriz extracelular (MEC) denominada membrana basal (Evans e cols., 2013)

(Figura 1).
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Figura 1. A pele e seus anexos. EC: estrato cérneo. EG: estrato granuloso. CE:
camada espinhosa. CB: camada basal (de Fuchs e Raghavan, 2002).

A epiderme e suas estruturas surgem a partir de duas populagdes de
células estaminais presentes no foliculo piloso e nas areas interfoliculares. A
primeira delas, composta pelos queratindcitos, normalmente da origem as
camadas estratificadas da epiderme. Por conseguinte, a célula-tronco
mesenquimal do foliculo piloso (CTFP), reside numa regido da bainha externa da
raiz do pélo e é responsavel pela regeneragdo dos foliculos e das glandulas
sebaceas. Sugere-se na literatura, que as CTFP s&o responsaveis também pela
reconstituicdo interfolicular a longo prazo da epiderme, contribuindo para a
cicatrizagédo de lesdes de pele (Moore e Lemischka, 2006).

Podem ser distinguidas quatro camadas no epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado da epiderme: o estrato basal, o estrato espinhoso, o
estrato granuloso e o estrato cérneo (Kanitakis, 2002).

A derme é subdividida na derme papilar, que corresponde as papilas

dérmicas e é constituida por tecido conjuntivo frouxo, e na derme reticular, a



maior parte da derme, de tecido conjuntivo denso ndo modelado. A derme,
normalmente muito mais espessa do que a epiderme, € em grande parte
composta de proteinas da MEC, como colageno do tipo | e elastina, que sao
responsaveis pela sua resisténcia mecanica. Espalhados por toda a derme estao
células chamadas fibroblastos, que regulam a organizagdo da matriz dérmica
(Kanitakis, 2002).

A derme contém os anexos cutaneos, os vasos sanguineos e linfaticos, os
nervos e as terminagdes de neurbnios sensoriais, que podem ser livres ou
encapsuladas. As terminagdes nervosas livres circundam os foliculos pilosos e
funcionam como mecanorreceptores. As terminacdes nervosas encapsuladas
formam os corpusculos sensoriais. Dois corpusculos frequentemente encontrados
sdo os corpusculos de Meissner (receptores tateis) e os corpusculos de Vater-
Pacini (detectam pressao e vibragbes). A derme pode conter ainda fibras
musculares lisas, como, por exemplo, no interior e ao redor dos mamilos e no
escroto (musculo dartos) ou fibras musculares esqueléticas, como na face
(Junqueira e Carneiro, 2008).

A camada coérnea da epiderme protege o organismo contra a perda de
agua e contra o atrito. Através de suas terminagdes nervosas sensitivas, a pele
recebe constantemente informagdes sobre o ambiente a as envia ao sistema
nervoso central. Por meio de seus vasos sanguineos, glandulas e tecido adiposo,
colabora na termorregulacéo corporal. Suas glandulas sudoriparas participam da
termorregulagdo e da excregao de varias substancias. Na epiderme, é produzida
a melanina, que tem fungdo protetora contra os raios ultravioletas (UV). Além
disso, é na pele que se forma a vitamina D3 pela acdo da radiagdo UV sobre

precursores sintetizados no organismo (Junqueira e Carneiro, 2008).



A funcdo de revestimento, diretamente relacionadas as propriedades
mecanicas da pele (elasticidade e plasticidade), envolve varios tipos de tecidos e
liquidos, mantendo a forma do corpo e permitindo os movimentos sem que ocorra
ruptura dos tecidos (Rabe e cols., 2006).

A perda da integridade de grandes areas de pele pode resultar em
incapacidade significativa do individuo devido a contracbes extensas ou até
mesmo em morte (Priya e cols., 2008). Defeitos cutaneos podem ocorrer por
muitas causas, incluindo doengas cutaneas, trauma agudo, feridas cronicas ou
mesmo intervengdes cirurgicas. No entanto, a causa mais comum para a sua
ocorréncia € o trauma térmico, no qual grandes areas de pele podem ser
danificadas, muitas vezes sem a possibilidade de regeneracao (Shevchenko e
cols., 2010). Esses defeitos comprometem a integridade funcional da pele, pois
quebram a homeostase hidroeletrolitica e alteram o controle da temperatura
interna, devido a uma imediata perda da barreira fisica. Essa perda faz com que
os liquidos corporais fiqguem diretamente em contato com o ambiente e sejam
eliminados por evaporagdo, processo que provoca grave desidratacdo no

individuo (Wood e cols., 2006; Rocha, 2009).

1.1.1. Microbiologia da pele

A pele € um ecossistema composto em média de 1,8 m? de habitats
diversos com inumeras dobras, invaginacbes e nichos especializados que
oferecem suporte a uma ampla gama de microrganismos. Por ser uma interface
com o ambiente exterior, a pele € colonizada por um conjunto diversificado de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos e virus, assim como acaros (Grice e

Segre, 2011) (Figura 2). Os microbios encontrados na pele sao geralmente



considerados como patogénicos, potencialmente patogénicos ou organismos

simbidticos indcuos (Cogen e cols., 2008).
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Figura 2. Representacdo esquematica da histologia da pele vista em secgao

transversal com microrganismos e anexos cutaneos (de Grice e Segre, 2011).

Fatores especificos do hospedeiro, como idade, localizagdo e sexo,
contribuem para a variabilidade observada na microbiota da pele (figura 3) (Grice
e Segre, 2011).

A idade tem um grande efeito no microambiente da pele e, assim, sobre a
microbiota colonizante (Somerville, 1969; Leyden e cols. 1975). No utero, a pele
fetal é estéril, mas a colonizagao ocorre imediatamente apds o nascimento, seja
durante o parto vaginal ou nos minutos seguintes ao nascimento por cesariana
(Sarkany e Gaylarde, 1968; Dominguez-Bello e cols., 2010). Durante a

puberdade, as mudancgas na produgdao de sebo sao paralelas aos niveis de



bactérias lipofilicas na pele, conforme determinado por abordagens baseadas em
culturas (Somerville, 1969). Diferengas fisiolégicas e anatbmicas entre os
ambientes cutdneos de machos e fémeas, tais como suor, sebo e producdo
hormonal contam parcialmente para as diferencas microbianas observadas entre
os sexos (Marples, 1982; Fierer e cols., 2008; Giacomoni e cols., 2009).

Fatores ambientais especificos para o individuo, como ocupacgao, escolhas
de roupas e a utilizacdo de antibidticos, podem modular a colonizagdo pela
microbiota da pele (figura 3).

Cosméticos, sabonetes, produtos de higiene e hidratantes sdo também
possiveis fatores que contribuem para a variacdo da microbiota da pele. Estes
produtos alteram as condi¢cdes da barreira da pele, mas os seus efeitos sobre a

microbiota permanecem obscuros (Grice e Segre, 2011).
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Figura 3. Fatores que contribuem para a variagdo no microbioma da pele (de
Grice e Segre, 2011).

Cada ser humano mantém uma “impressao digital” microbiana, que deve
transferir para um novo espaco através da pele descamando, da atividade
respiratéria e do contato da pele com a superficie, o ultimo dos quais pode

transferir milhdes de células microbianas por vez. A diversidade microbiana da



casa provavelmente afeta a defesa imunolégica e a transmissédo de doengas entre
0s seu residentes, de modo que o rastreamento de como as pessoas interagem
com o ambiente externo pode fornecer um “mapa do caminho” para a defini¢ao de
saude nas residéncias (Lax e cols., 2014).

Estudos moleculares sobre a diversidade bacteriana mostraram que a
microbiota da pele é dependente do local do corpo examinado. A colonizagao
bacteriana depende da fisiologia do local da pele, com bactérias especificas
associadas a ambientes umidos, secos e microambientes com glandulas

sebaceas (Figura 4) (Grice e Segre, 2011).
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Figura 4. Distribuicdo topografica de bactérias em diferentes locais da pele (de
Grice e Segre, 2011).

O microbioma da pele é altamente dependente do microambiente do local
de amostragem. De acordo com a figura 4, a classificagado a nivel de familia das
bactérias que colonizam um individuo € mostrada com os filos em negrito. Os
locais escolhidos foram aqueles que mostram uma predilegdo por infecgbes

bacterianas da pele e sao agrupados como regides sebaceas ou oleosas (circulos



azuis), umidas (tipicamente dobras da pele) (circulos verdes) e secas, superficies
planas (circulos alaranjados) (Grice e Segre, 2011).

Além de ser uma barreira fisica, a pele € uma barreira imunolégica
(Borkowski e Gallo, 2011). A resposta imune da pele é vital em casos de
ferimento e infeccdo e também modula a microbiota comensal que coloniza a pele
(Braff e cols., 2005). Apesar de ser constantemente exposta a um grande numero
de microrganismos, a pele pode discriminar entre microrganismos comensais
inofensivos e microrganismos patogénicos nocivos. O mecanismo desta
discriminagcao nao é totalmente claro, mas pode envolver a inducio de tolerancia
imunoldgica (Fukao e Koyasu, 2003; Strober, 2004).

O numero de bactérias identificadas a partir de pele humana tem se
expandido significativamente, e provavelmente continuard a aumentar com o
avango das técnicas de genotipagem (Dekio e cols., 2005; Gao e cols., 2007).
Algumas das bactérias residentes e transitérias mais bem estudadas ao longo dos
anos isoladas da pele incluem os géneros Staphylococcus, Corynebacterium,
Propionibacterium, Streptococcus e Pseudomonas (Gao e cols., 2007). A
microbiota residente “normal” da pele inclui Propionibacterium acnes,
Staphylococcus epidermis, Staphylococcus aureus, Corynebacterium diphtheria,
Corynebacterium jeikeium, e Pseudomonas aeruginosa conforme determinado por
métodos de cultura tradicionais (Kong, 2011).

Estudos genbmicos para caracterizar bactérias presentes na pele
revelaram uma maior diversidade de organismos do que a revelada por métodos
de cultura tradicionais. Tal como definido pelo sequenciamento metagenémico
RNA ribossomal 16S, a maioria das bactérias da pele se enquadram em quatro

diferentes filos: Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria. Estes
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quatro filos dominantes também constituem a microbiota encontrada no interior de
superficies mucosas (o trato gastrointestinal e a cavidade oral) (Grice e Segre,
2011).

A associagao entre microrganismos e a pele humana se estende para

além das bactérias, incluindo também fungos, virus e acaros (Kong, 2011).

1.2. Doadores de érgaos e tecidos humanos

Os transplantes de 6rgaos e tecidos sao considerados uma terapéutica em
diversas doencas crénicas e incapacitantes e oportunizam reabilitacdo e aumento
da expectativa de sobrevida (Garcia, 2000; Moraes e Massarollo, 2006).

No Brasil, o primeiro transplante com doador cadaver foi um transplante
renal e ocorreu em 1964, no Rio de Janeiro (Vilaga, 2006). Desde entao,
crescentes avancgos impulsionaram esta terapéutica: implementacao de técnicas
cirargicas, desenvolvimento de drogas imunossupressoras, aprimoramento de
cuidados intensivos e uso de solugdes de preservacao mais eficientes (Garcia,
2006; Vilaga, 2006; Morais e cols., 2007; Lopes e Magalhaes, 2009).

Diferente de qualquer outra forma de tratamento, o transplante envolve,
além do paciente e da equipe médica, uma terceira figura: o doador. Este é quem
disponibiliza os 6rgéos e os tecidos que dardo aos receptores a possibilidade de
tratamento, sendo, portanto, o elemento mais importante para o sucesso do
processo de doagao-transplante (Barboza e cols., 2013).

Os 6rgéos para transplante podem ser obtidos de doadores vivos ou de
doadores falecidos, a grande maioria destes em morte encefalica, mas um
crescente numero, nos paises desenvolvidos, de doadores em morte circulatéria

(Barboza e cols., 2013).
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A morte encefalica, diagnoéstico que abre o processo para a doagédo de
multiplos 6rgaos e tecidos, é definida como a parada total e irreversivel das
funcdes encefalicas. No Brasil, de acordo com a Resolugao n° 1.489 de 1997 do
Conselho Federal de Medicina, sdo necessarios dois exames clinicos para o seu
diagnodstico, com intervalos variados de tempo de acordo com a idade, e
realizados por dois médicos nao envolvidos com os procedimentos de transplante,
além de um exame grafico complementar (Barboza e cols., 2013).

A morte encefalica pode ser causada basicamente por trés fatores:
aumento da pressao na caixa craniana, perda importante de massa encefalica e
falta de circulagdo sanguinea encefalica. Esses sintomas decorrem de inumeras
causas e tendem a aparecer em conjunto (Garcia e cols., 2013).

As principais causas de morte encefalica, responsaveis por mais de 80%
dos casos, sdo o trauma cranioencefalico (TCE) e os acidentes vasculares
cerebrais (AVCs) seguidos por encefalopatia andxica pds-parada cardiaca e por
tumor primario do SNC. O TCE pode ser dividido didaticamente em mecanismo,
gravidade e morfologia (Garcia e cols., 2013).

Outras causas de morte encefalica sédo relacionadas também a problemas
de vascularizagao encefalica, sendo, na maioria dos casos, obstru¢cdes dos vasos
decorrentes de tumores ou trombos, ou inflamagdes que interrompem a circulagéo
sanguinea ou liquodrica, como as meningites (Garcia e cols., 2013).

Além disso, diversos acontecimentos podem causar uma parada
cardiorrespiratoria, que, por consequéncia, prejudica a irrigagao encefalica e que,
de acordo com o tempo em que permanece neste estado, pode vir a resultar em

morte do enceéfalo (Garcia e cols., 2013).
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O doador em morte encefalica é o individuo com perda total e irreversivel
das funcdes encefalicas, mas que mantém os batimentos cardiacos e a pressao

sanguinea de forma artificial e temporaria (Barboza e cols., 2013).

1.2.1. O doador de pele e o Banco de Tecidos

Os doadores de pele séo, essencialmente, os doadores de multiplos
orgaos. No entanto, a pele também pode ser retirada de individuos em parada
cardiorrespiratoria. Segundo a RDC n° 55, legislacao vigente que dispde sobre o
Regulamento Técnico para o funcionamento de Bancos de Tecidos
Musculoesqueléticos e de Bancos de Pele de origem humana, o Banco de Pele
deve realizar uma rigorosa triagem social, clinica e soroldgica dos doadores e
observar alguns critérios que contraindicam a doagao. Dentre estes critérios estao
0 uso de drogas injetaveis ilicitas nos ultimos 12 meses, neoplasias malignas com
potencial de metastase, quadros de infecgdes sistémicas e sorologias reagentes
para HIV, HTLV | e Il, hepatites B e C, Sifilis, Doenga de Chagas, Citomegalovirus
e Toxoplasmose, quando em situagao de infecgao ativa (ANVISA, 2015).

Antes da retirada da pele, é realizada uma minuciosa inspecéao fisica do
corpo do doador. A presenca de lesdes de pele ou mucosas com caracteristicas
que sugiram doencas malignas ou sexualmente transmissiveis, tatuagens,
cicatrizes, incisbes cirurgicas anteriores, lesbes sugestivas de uso de drogas
injetaveis, ictericia, hepatomegalia e linfadenopatia difusa tém indicacdo de
investigacdo complementar e na auséncia de dados objetivos, sdo excludentes
para a doagado (ANVISA, 2015).

A retirada sempre deve ocorrer em ambiente de bloco cirdrgico, com os

devidos cuidados com antissepsia e paramentagédo cirurgica. O processamento da
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pele inicia-se na captacdo do tecido, no qual é realizada uma triagem
microbiolégica com swab de varredura e cultivo de fragmentos do tecido. O
processamento subsequente é realizado por profissionais capacitados no Banco
de Tecidos.

O banco de Tecidos €& uma estrutura especializada que permite o
processamento e a conservagao de enxertos de tecidos, tais como pele, 0sso,
cartilagem, tendao, amnio, entre outros, doados para transplantes alogénicos. Por
meio de procedimentos regulamentados e validados, o banco procura fornecer
tecidos de alta qualidade e seguros para transplante (Herson e Mathor, 2006).

Um enxerto de pele consiste em uma seccédo da epiderme e de parte da
derme, que foi completamente separada de seu aporte sanguineo de um lado do
corpo, local doador, antes de ser transplantada para outra area do corpo, o seu
local receptor. O tipo de enxerto de pele comumente utilizado é o autoenxerto, no
qual o doador e o receptor do enxerto de pele sdo a mesma pessoa (Grabb e
Smith, 1991).

Um dos fatores mais criticos no manejo e reparo de lesdes em pacientes
com grandes perdas cutaneas € a adequada cobertura da area lesada de modo a
evitar maiores perdas volémicas e infeccbes bacterianas oportunistas. O
tratamento padrdo-ouro nestes casos € o enxerto de pele autdloga, ou
autoenxerto. No entanto, esta abordagem fica bastante limitada quando grandes
extensdes de pele foram acometidas pela queimadura, ou grandes areas foram
lesadas por traumas fisicos, pela restricdo de sitios doadores de pele do préprio
paciente. Nestes casos, a utilizacdo de aloenxerto € um tratamento providencial e

pode representar a diferenca entre a vida e a morte desses pacientes, havendo
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redugdo da mortalidade de grandes queimados quando se dispde dessa
alternativa (Kagan e cols., 2005).

Desde o inicio efetivo de suas atividades, em 2008, o Banco de Tecidos —
Pele da Santa Casa de Porto Alegre ja realizou mais de 250 captag¢des de pele de
doadores cadaver. O conhecimento acerca das caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas destes doadores é escasso e inédito no contexto de doagao de
orgaos e transplante. Desse modo, descrever o perfil dos doadores de pele do
Banco de Pele da Santa Casa de Porto Alegre, Servigo pioneiro e referéncia no
Brasil, bem como avaliar o impacto deste perfil sobre a qualidade dos tecidos
captados (presenga de contaminagbes microbianas) € o objetivo central deste

trabalho.
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2. Objetivos

Reconhecer o perfil clinico-epidemiologico dos doadores de pele humana
alégena do Banco de Tecidos da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre e
avaliar se existe associacdo entre as caracteristicas analisadas e a presenca de

colonizagao microbiana no tecido.

2.1. Objetivos especificos

v' Descrever o perfil dos doadores de pele entre o periodo de 2012 a 2014
quanto as seguintes variaveis: sexo, idade, cidade de origem, causa
primaria do o&bito, sorologias IgG para Toxoplasma gondii e para
Citomegalovirus, hospital de origem do doador, hospital onde ocorreu a
captacao do tecido, tempo de internacdo na UTI e rendimento do tecido
processado.

v' Avaliar se existe associagdo entre as variaveis clinico-epidemiolégicas
analisadas e a presenca de colonizagao microbiana no tecido (em especial
bacilos Gram-negativos, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

coagulase-negativo, bacilos Gram-positivos e fungos).
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ABSTRACT

The allogeneic human skin graft is a biologic dressing used in extensive burns and
it can be a providential treatment for affected patients. The quality of this skin
depends directly on its microbial decontamination after processing in Tissue Bank.
Our objective was to describe the skin donors profile and evaluate it according to
the presence of microbial colonization. We included in the study clinical,
epidemiological and microbiological data of skin donors from 2012 to 2014. We
found a statistically significant association (p=0.020) between a lower average age
of the donor and the presence of microbial colonization. We observed that Gram-
negative bacteria (GNB) is associated with male gender (p=0.015), with hospital
source A (p=0.034) and with Intensive Care Unit (ICU) above 7 days (p=0.001).
We also observed that Staphylococcus aureus is associated with hospital of skin
harvesting C (p=0.034) and that Gram-positive bacilli (GPB) is associated with
length of stay in the ICU up to 7 days (p=0.009). The findings are preliminary to
associate a specific skin donor profile to the presence of specific microbial
colonization. However, our results are promising and an increase in sample will

allow us to expand the analysis in search of more compelling scientific evidence.
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Introduction

The skin is the largest organ in the body. The primary role of the skin is to
serve as a physical barrier, protecting our bodies from potential assault by foreign
organisms or toxic substances. The skin is also an interface with the outside
environment and, as such, is colonized by a diverse collection of microorganisms,
including bacteria, fungi and viruses (1-4).

The loss of integrity of large areas of skin can result in significant disability
due to the extensive contraction or even death (5). The loss of skin can occur for
many reasons, including genetic disorders (bullous conditions), acute trauma,
chronic wounds or even surgical interventions. One of the most common reasons
for major skin loss is thermal trauma, where substantial areas of skin can be
damaged, often without the possibility of skin regeneration (6).

One of the most critical factors in the handling and repair of lesions in
patients with major skin loss is the adequate coverage of the damaged area in
order to prevent substantial blood losses and opportunistic bacterial infections.The
gold standard treatment in these cases is the autologous skin grafting. However,
this approach is quite limited when there is restriction of skin donor areas from the
patient. In these cases, the use of allograft is a providential treatment and can
mean the difference between life and death of affected patients (7).

The skin bank is a specialized structure whose main functions are
harvesting, processing and available of sterile allograft skin grafts to transplant.
The harvesting of skin is held from donor organs and tissues by family
authorization (8). Despite antisepsis methods across cadaver donor skin removed,
the skin can remain colonized by bacteria and fungi. Thus, our objective was to

assess whether there is association between the clinical and epidemiological
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profile of the skin donor and the presence of microbial colonization in allograft

tissue.

Materials and Methods

Study design and subjects

The present work is an observational and retrospective study whose
sample was composed of donors skin allograft intended for Tissue Bank of the
Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre (Brazil) between 2012 to 2014 period.
The donors were evaluated for their clinical and epidemiological characteristics
and microbial colonization of the skin. All data used in this study were extracted

from the medical records of donors filed in the Tissue Bank.

Review of medical records of skin donors

We set up a database with information extracted from medical records of
skin donors filed in the Tissue Bank. The information extracted for each donor
were age, gender, departure city, cause of death, 1gG serology for
Cytomegalovirus (CMV) and Toxoplasma gondii, hospital source of donor, hospital
of skin harvesting, length of stay in the Intensive Care Unit (ICU), yield skin (cm?),
if applicable, and microbial colonization of the skin. For ethical reasons, we
preserve the identity of the hospitals involved in this study calling them by generic
names (Hospitals A, B, C and D). However, we present some characteristics of

these hospitals in Table 1.
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Donor evaluation according to the microbial colonization of skin

Donors were evaluated for the registration of microbial colonization of the
skin during the period of processing in the Tissue Bank. The clinical and
epidemiological characteristics of skin donors (age, gender, departure city, cause
of death, hospital source of donor, hospital of skin harvesting and length of stay in
the ICU) were assessed as for microbial contamination presence (bacterial and
fungus). The bacterial microbial contaminations evaluated were: Gram-negative
bacteria (GNB), Staphylococcus aureus, Coagulase-negative Staphylococci (CNS)
and Gram-positive bacilli (GPB).

The microorganisms evaluated in this study are from the successive
cultures performed with skin fragments after each processing in the Tissue Bank.
Fragments of skin were placed in growth media (Trypticase Soy Broth -TSB and
thioglycolate), and kept under ideal temperature conditions, for recovery of aerobic
and anaerobic bacteria and fungi. All microbiological analyzes of skin were
performed by Microbiology Laboratory of ISCMPA using standardized and

validated protocols.

Statistical analysis

Continuous variables were expressed as mean + standard deviation (SD).
The association assessment of the clinical and epidemiological characteristics of
the skin donors and the presence of microbial colonization (general and specific)
in the skin were compared by chi-square or Fisher’'s exact test. Values of p<0.05
were considered significant. Statistical analysis was performed using SPSS19.0

for Windows®.
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Results

Clinical and epidemiological characteristics of skin donors

The clinical and epidemiological characteristics of skin donors are
described in Table 2. A total of 122 skin donors were evaluated in this study,
including men and women with a mean age of 42.46 + 17.27 years. Most lived in
metropolitan area of Porto Alegre (86.1%). The most common cause of death
among donors was cerebrovascular accident (CVA) (46.7%), followed by brain
trauma (42.6%). In this donor population studied, 91.8% of individuals had 1gG
serology reagent to CMV and 52.5% to Toxoplasma gondii. The most of donors

(75.4%) remained up to 7 days in the ICU.

Donors profile and microbial colonization of skin

The skin donor from the Tissue Bank was evaluated according to
presence or absence of microbial contamination of the skin. These results are
described in Table 3 (microbial colonization) and in Table 4 (microbial colonization
by GNB, S. aureus, CNS, GPB and fungus).

We observed that microbial colonization is associated with age (presence,
4143 + 16.942, p = 0.020). We found no difference between the microbial
colonization and the others variables.

With respect to specific microbial contamination, we observed that GNB is
associated with male gender (p = 0.015), with hospital source A (p = 0.034) and
with length of stay in the ICU above 7 days (p = 0.001). We also observed that
Staphylococcus aureus is associated with hospital of skin harvesting C (p = 0.034)

and that GPB is associated with length of stay in the ICU up to 7 days (p = 0.009).
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Discussion

Donor skin is still considered the gold standard for the temporary covering
of burns (9). Human allograft skin is most often obtained from cadaveric donors
and used to bring about a temporary, it will inevitably be rejected, wound closure
on full thickness burn or chronic wounds. It acts as a mechanical and biological
barrier, decreasing the loss of water, protein, electrolytes and heat through the
wound and decreasing the risk of infection. It is also known to decrease wound
pain and the frequency of dressing changes (10).

In contrast to most harvested donor tissues (e.g. musculoskeletal tissue and
heart valves), skin tissue is inherently colonized by a substantial amount of
commensal microorganisms and thus non-sterile at the time of harvesting. As
superficial decontamination of the donor sites before harvesting, using antiseptics,
is not indefectible, freshly harvested donor skin is often collected in an antibiotics
containing transport medium (11). Besides that, ideally, the microbiological
screening strategy for skin allografts should ensure a total absence of ‘relevant
pathogens’ as well as the absence of substantial bioburdens of inherent skin
commensals (9).

In view of the importance of donor skin quality for transplantation, this
study aimed to evaluate if the clinical and epidemiological features of skin donors
are associated with the presence of microbiological contaminants on the skin after
its removal. Our results suggest that there are characteristics of the donors are
associated with the quality of the skin in terms of microbial contamination.

We found a statistically significant association between a lower average age
of the donor and the presence of general microbial colonization. Age has a great

effect on the microenvironment of the skin and, thus, on the colonizing microbiota
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(12, 13). In uterus, fetal skin is sterile, but colonization occurs immediately after
birth, either during vaginal delivery or in the minutes following birth by caesarian
section (14, 15). During puberty, changes in sebum production parallel the levels
of lipophilic bacteria on the skin, as determined by culture based approaches (13).

Donors of organs and tissues, most of whom are victims of
cerebrovascular accident or brain trauma, can be considered a random sample of
the general population (p<0,05). Thus, this group of individuals may be subject to
influences from the external environment in the composition of their transient
microbiota. Environmental factors specific to the individual, such as occupation,
clothing choice and antibiotic usage, may modulate colonization by the skin
microbiota (16).

We observed that Gram-negative bacteria is associated with male gender
(p<0,05). Physiological and anatomical differences between male and female
cutaneous environments such as sweat, sebum and hormone production, partially
account for the microbial differences seen between the genders (17-19).

We found a significant association between Gram-negative bacilli and
hospital A, as between S. aureus and hospital C. These bacteria are present in the
environment and could be indicators of hospital good practice. There is evidence
showing that several pathogens such as S. aureus and Enterococci contaminate
the surfaces and equipments more often handled by health professionals and
patients. Therefore, fails in procedures for cleaning and disinfecting surfaces may
result in the dissemination and transfer of microorganisms in hospital
environments (20).

We also found significant association between bacilli — Gram-negative

and Gram-positive - and the length of stay in the Intensive Care Unit. Donors of
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organs and tissues in brain death remain in the ICU under mechanical ventilation.
Inanimate surfaces and equipment in ICU are heavily contaminated by bacteria.
Bacterial contamination may contribute to ICU-acquired colonization or infection.
Contamination of inanimate surfaces in ICU has been identified in outbreaks and
cross-transmission of pathogens among critically ill patients. Contamination may
occur either by transfer of microorganisms contaminating health workers’ hands or
direct patient shedding of microorganisms in the immediate environment of a
patient’s bed (21).

This work is unpublished and its findings are still very preliminary to
associate a specific skin donor profile to the presence of specific microbial
colonization. However, our results are promising and an increase in sample will

allow us to expand the analysis in search of more compelling scientific evidence.
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Table 1 — Characteristics of the main hospitals involved in skin donation process

Characteristics

Hospital . . . ) Beds capacity
Type of establishment Legal regime Main specialty _
(estimated)
A Hospital complex Private General 1.042
B Universitary hospital Private General 661
C General emergency Public Trauma 290
D General emergency Public Trauma 146




Table 2 — Demographic and clinical characteristics of the skin donors.

Characteristic n=122
Age (years) 42.46 £ 17.27
Gender (% of men) 65 (53.3)

Departure City (%)

Porto Alegre and metropolitan area 105 (86.1)

Others 17 (13.9)

Cause of death (%)

Brain trauma 52 (42.6)
Cerebrovascular Accident (CVA) 57 (46.7)
Others 13 (10.7)

Serology (% positive)

Cytomegalovirus I1gG 112 (91.8)

Toxoplasmosis IgG 64 (52.5)

Length of stay in the Intensive Care
Unit (days)

Upto7 92 (75.4)

Above 7 30 (24.6)

Yield skin (cm?)*

Up to 500 11 (12.9)
501 — 1000 36 (42.4)
1001 - 1500 20 (23.5)
Above 1500 18 (21.2)

The values shown are meant standard deviation or numbers and percentages in parentheses
*Were included in the analysis only donors whose skin was measured (n=85)
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Table 3 — Microbial colonization and characteristics of the skin donors.

Microbial colonization

Absence Presence p-value
Age (years) 55.33 £ 17.095 41.43 £ 16.942 0.020*
Gender, n (%) 0.302**
Female 6 (10.5) 51 (89.5)
Male 3(4.6) 62 (95.4)
Cause of death, n (%) 0.547
Brain trauma 4 (7.7) 48 (92.3)
Cerebrovascular Accident (CVA) 5(8.8) 52 (91.2)
Others 0 (0) 13 (100)
Hospital source, n (%) 0.772
Hospital A 2(9.5) 19 (90.5)
Hospital B 1(6.7) 14 (93.3)
Hospital C 3(8.6) 32 (91.4)
Hospital D 0 (0) 18 (100)
Others 3(9.1) 30 (90.9)
Hospital of skin harvesting, n (%) 0.958
Hospital A 3(6.3) 45 (93.8)
Hospital B 1(5.9) 16 (94.1)
Hospital C 3(8.6) 32 (91.4)
Others 2(9.1) 20 (90.9)
Length of stay in the Intensive Care Unit 0.688**
(days), n (%)
Upto7 6 (6.5) 86 (93.5)
Above 7 3(10.0) 27 (90.0)

The values shown are meanz standard deviation or numbers and percentages in parentheses;

*Student's t-test;
**Fisher's exact test




158} JoBX® SJ9YSId,.,
Jse)-] sjuspnis,

‘sasayjualed ul sabejuasiad pue siaquinu Jo UOIBIASP PJEPUB)S F UBSW SI8 UMOYS SaN[eA ay |

(¢e8) 5 (0°02) 9 (€e) 1 ey (L98) L1 L anoqy
(L)1 (Lov) ¥ Ly €l (£02) 61 (6°¢2) ¢z Loydn
P70 6000 w810 €80 1000 o120 SnsUSIl Ot L her s e
(z'89) 61 (5s¥) 0L (1e) ez (€L2)9 (T8l v S Te)
(6'28) 62 (eve) Tt (99) ¢ #'1e) 1L (L62) 6 5 [endsoy
(z'88) 61 (¥'62) § (679) 1 ®1e (r'62) § g lendson
(V22 2 (8's¥) ze (Lol 8 (€8) v (8'ev) Le v [endsony
2ero 8250 0£5°0 ¥€0°0 6210 (%) u ‘Bunisaniey uns Jo |ejdsoH
(L2l ve (5°6¥) 61 (lo)e (@122 (z8L) 9 s1ey10
(zzo el (009) 6 (8°22) g (Lo e (0°09) 6 a lendson
(6'28) 62 (eve) Tt (99) ¢ #'1e) 1L (Lg2) 6 5 [endsoy
(2798 €L (e'ee) g (29 (e e (292 v 9 lendson
(0'18) 21 (1'ge) 8 ere (00)o (rze) L1 v [endsony
6020 0 891°0 2900 ¥£0°0 (%) u ‘soinos [eydsoH
(9v8) L1 (8€9) £ o (lea) e (s e siayio
(629) Lt (89¢) LT (o019 (8'G1) 6 (1'82) 91 VAD
(1el) 8e (rov) 1g (Gel) . @i oy 1e ewnel) ueig
(¥4 40] 6250 ¥08°0 LLL0 ¥G1L0 (%) U ‘yyeap jo esned
(G82) 1§ (z'ov) o¢ (VAAX} G1a) vl (S1¥) L2 Sen
(6°82) G¥ (cce) 61 (8°G1) 6 (8'G1) 6 (1o el Slewa
8%6°0 0510 2910 8L¥'0 G100 (%) u ‘1epusg
«LEL0 LSL9L F €T LY 70 9T LL F00'LY 7280 8€6'9L FEVEY «€81°0 6576l F€1'8¢E +G2€'0 1969l F 120V (s1eaf) oby
enfeA-d wom\%ww_._n_ onjea-d wom\%ww_._n_ onjen-d oom\%mu_n_ onjen-d wom\%ww_._n_ onjen-d mom\%mw__n_
199090jAyde}g 1I119eq 9ARISOd-wels) snBung snaine sn22020jAyde}s eusjoeg aAlebau-wels
annebau-ase|nbeon

€e

"SIOUOP UIYS 8Y} JO SofslajoeIeyd pue ‘SN pue gdo ‘snbuny ‘snaine 'S ‘gNS AQ uoljeziuojoo jelqotolj\ — ¢ ajqel




34

4. Consideragoes finais

Tendo em vista o atual cenario brasileiro de criagdo de novos Bancos de
Tecidos, conhecimentos acerca das caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos
doadores de pele alégena, bem como da pele captada, fazem-se necessarios e
sdo de grande valia para os novos servigos recém-implantados ou em fase de
implantacdo, e para a comunidade cientifica. Estas informacdes apresentam
implicacédo na logistica dos processos do Banco, na qualidade do tecido
disponibilizado e no entendimento das particularidades da doacdo e do
processamento do tecido.

O presente trabalho é inédito na literatura e seus achados ainda sdo muito
preliminares para que se possa associar um perfil especifico do doador de pele a
presenga de uma colonizagado microbiana especifica. Os resultados encontrados
sdo instigantes e promissores e um aumento no poder amostral nos permitira no
futuro expandir as analises em busca de evidéncias cientificas mais

contundentes.



5. Anexos

Anexo 1 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO ~«2"'°°°"°'9M mo
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil Clinico e Epidemiol6gico dos Doadores de Pele do Banco de Tecidos Humanos -
Pele Dr. Roberto Corréa Chem da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre

Pesquisador: Renan Rangel Bonamigo

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 37384214.5.0000.5335

Instituicdo Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Pr6prio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 884.224
Data da Relatoria: 23/10/2014

Apresentacéo do Projeto:

Estudo retrospectivo a ser realizado com dados de 2009 a 2014, para 164 doadores de pele alégena para o
Banco de Pele- Dr. Roberto Corréa Chem da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre. Serdo analisados
dados clinicos - epidemiolégicos obtidos através dos prontuarios dos pacientes. Serdo coletados dados
relativos a sexo, idade, procedéncia, estado civil, atividade ocupacional, causa primaria do 6bito, hospital de
origem, hospital onde ocorreu a captagdo do tecido, tempo de internagdo hospitalar, sazonalidade da
doagdo, sorologias do doador, motivo do descarte do tecido (quando descartado), presenga e tipo de
colonizagdo do tecido e rendimento do tecido liberado para uso clinico mensurado em cm2.As variaveis
analisadas serdo as seguintes: 1) Variaveis independentes: Sexo, idade, procedéncia, estado civil, atividade
ocupacional, causa primaria do 6bito, Hospital de origem- Hospital onde ocorreu a captagédo do tecido-
tempo de internag@o hospitalar, sazonalidade da doagéo, sorologias do doador, motivo do descarte do
tecido, quando descartado. 2)Variaveis dependentes: colonizagdo do tecido (pela coleta e anélise
microbiol6gica por swab de varredura e fragmento de tecido), Bactérias Gram Negativas, Bactérias Gram
Positivas, fungos, microrganismos trataveis e ndo-trataveis para Banco de Tecidos, Rendimento do tecido
liberado para uso clinico mensurado em cm2.
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IRMANDADE DA SANTA CASA
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ALEGRE - ISCMPA

Continuagéo do Parecer: 884.224

Obijetivo da Pesquisa:

Descrever o perfil clinico e epidemiolégicos dos doadores de pele, avaliando a existéncia da associagao
entre as caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos doadores de pele alégena com: a) a presenga da
colonizagdo do tecido; b) o rendimento do tecido liberado para uso clinico.

(emcm 2).

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

O pesquisador declara:

-Riscos: Apesar das informagdes coletadas serem utilizadas Unica e exclusivamente com finalidade
cientifica, preservando-se integralmente o anonimato dos pacientes e cumprindo todos os termos das
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Resolugdo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude), existe o risco da quebra de sigilo de dados. Nao ha riscos a satde dos
sujeitos de pesquisa que possam ser ocasionados pelo estudo, uma vez que este é de cunho observacional,
sem qualquer intervengdo experimental.

-Beneficios: Este estudo consistira principalmente na divulgagdo do conhecimento cientifico, que sera muito
til para a compreenséo do perfil clinico e epidemiolégico dos doadores de pele tanto da ISCMPA quanto de
outras instituigdes. Espera-se a divulgacéo do trabalho institucional e do reconhecimento da importancia da
préatica doadora. O estimulo a novos estudos na area é outro beneficio direto do trabalho atual. Ndo havera
nenhum beneficio direto aos pacientes envolvidos, ja doadores, decorrente do presente estudo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O pesquisador declara:

-Critério de Inclusdo: Serdo incluidos no estudo todos os doadores de pele do Banco de Tecidos — Pele Dr.
Roberto Corréa Chem da Santa Casa de Misericérdia Porto Alegre do periodo de 2009 a 2014.

-Critério de Exclusdo: Doadores de pele do Banco de Tecidos — Pele Dr. Roberto Corréa Chem da Santa
Casa de Misericordia Porto Alegre que apresentarem registros de prontuério incompletos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Foram anexados e estdo adequados os seguintes documentos: Cronograma, Folha de rosto para pesquisa
envolvendo seres humanos, Formuléario de inscri¢do de projetos de pesquisa - CEP da ISCMPA, Orgamento,
Termo de Compromisso para utilizagdo de prontuarios, Declaragdo de confidencialidade do sujeito no
estudo, Declaragdo de autorizagdo da Chefia responséavel, Declaragdo de uso e publicagdo de dados,
Declaragao de uso de dados e materiais, Declaragdo de
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Continuagéo do Parecer: 884.224

isencdo de 6nus para a Instituigdo, Declaragéo de riscos e beneficios.

Recomendacoes:

Nao aplicavel.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Projeto relevante para avaliar o perfil clinico-epidemiolégico dos doadores de pele para o Banco de Pele -
Dr. Roberto Corréa Chem da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre.

Situacgdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Apobs avaliagdo do protocolo acima descrito, o presente comité ndo encontrou 6bices quanto ao

desenvolvimento do estudo em nossa Instituicdo e podera ser iniciado a partir da data deste parecer.

Obs.: 1 - O pesquisador responséavel deve encaminhar a este CEP, Relatérios de Andamento dos Projetos
desenvolvidos na ISCMPA. Relatérios Parciais (pesquisas com duragdo superior a 6 meses), Relatérios
Finais (ao término da pesquisa) e os Resultados Obtidos (cépia da publicag¢ao).

2 - Para o inicio do projeto de pesquisa, o investigador devera apresentar a chefia do servi¢o (onde sera
realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovagdo do protocolo pelo Comité de Etica.
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Continuagéo do Parecer: 884.224

PORTO ALEGRE, 25 de Novembro de 2014

Assinado por:
Claudio Teloken
(Coordenador)
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