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As transfusGes sanguineas sempre foram o grande suporte para o seguimento do
tratamento de cancer, principalmente em pacientes dos setores de hematologia-oncologia, mas
ainda destacam-se como uma das principais fontes de transmissao de doencas infecciosas,
atualmente as bacterianas. Os concentrados plaquetarios (CPs) sdo 0s hemocomponentes com
maior frequéncia de contaminacao bacteriana e sdo os responsaveis pela grande maioria das
reacOes sépticas transfusionais. A infeccdo bacteriana é uma das principais causas de
morbidade e mortalidade decorrentes de transfusdes plaquetarias. Bactérias gram-positivas,
em especial Staphylococcus epidermidis, sdo majoritariamente 0s responsaveis pela
contaminacdo de CPs. Sendo assim, este estudo objetivou determinar a prevaléncia da
contaminagdo bacteriana em CPs, o isolamento e a identificagdo dos microrganismos
encontrados. Além disso, buscou identificar reacfes sépticas transfusionais bem como avaliar
técnicas convencionais de deteccdo bacteriana. Um total de 691 amostras de CPs (665
plaquetas randémicas e 26 plaquetaféreses) foi analisado. Estas amostras foram provenientes
do Hemocentro do Estado do Rio Grande do Sul (HEMORGS), localizado na cidade de Santa
Maria, Rio Grande do Sul. Empregaram-se técnicas de cultura qualitativa, quantitativa, de
crescimento diario e também marcadores metabdlicos para a deteccdo das bactérias. Os testes
de identificacdo dos microrganismos isolados foram feitos por técnicas convencionais
fenotipicas e genotipicas e o rastreio das reacfes sépticas foi realizado por hemovigilancia
passiva. A prevaléncia da contaminacao bacteriana encontrada neste estudo foi de 1,47% e S.
epidermidis foi a bactéria responsavel por todas as contaminacGes. Esta prevaléncia é
considerada alta quando comparada a estudos recentes realizados em outros paises. No Brasil
contamos com pouquissimos estudos nesta area. Todas as amostras contaminadas foram de
plaquetas randémicas. O ensaio de marcadores metabolicos foi inespecifico para a pesquisa de
bactérias. Ocorreu uma grande dificuldade na execucdo da técnica do crescimento diario
inviabilizando essa metodologia para ser proposta ao HEMORGS. Através da hemovigilancia
passiva as reacOes transfusionais foram caracterizadas e foi possivel confirmar a ocorréncia de
uma reacdo séptica transfusional. Sendo assim, sugerimos a associa¢do de metodologias para
a deteccdo da contaminacdo bacteriana na triagem dos CPs, uma vez que, se trata de um
problema de saude. A associacao de sistemas de cultura pode reduzir os riscos de transfusfes
de CPs contaminados. Acreditamos que as reacOes sépticas transfusionais podem ser
minimizadas com o seu reconhecimento precoce pela equipe clinica.

Palavras-chaves: Concentrados plaquetarios; reagdo transfusional; sepse; bactérias.
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Blood transfusions have always been great support for monitoring the treatment of
cancer, especially patients in the sectors of hematology-oncology, but still stand out as a
major source of transmission of infectious diseases, today the bacteria. Platelet concentrates
(PCs) are the blood components with higher frequency of bacterial contamination and are
responsible for the vast majority of septic transfusion reactions. Bacterial infection is a major
cause of morbidity and mortality due to platelet transfusions. Gram-positive bacteria,
particularly Staphylococcus epidermidis, are mainly responsible for the contamination of
PCs. Therefore, this study aimed to determine the prevalence of bacterial contamination in
PCs, the isolation and identification of microorganisms found. In addition, we sought to
identify septic transfusion reactions and to evaluate conventional techniques for bacterial
detection. A total of 691 samples of PCs (665 whole blood-derivaded platelets and 26
apheresis platelets) was analyzed. These samples were from the Blood Center of the State of
Rio Grande do Sul (HEMORGS), located in Santa Maria, Rio Grande do Sul. Were
employed culture techniques qualitative, quantitative, daily growth and also metabolic
markers for the detection of bacteria. Tests for identification of microorganisms were made by
conventional techniques and the phenotypic and genotypic screening of septic reactions was
performed by passive haemovigilance. The prevalence of bacterial contamination found in
this study was 1.47% and S. epidermidis bacteria was responsible for all contamination. This
prevalence is considered high when compared to recent studies conducted in other countries,
in Brazil we have very few studies in this area. All samples were contaminated platelet
random. The test metabolic markers were nonspecific for the detection of bacteria. There was
a great difficulty in performing the daily growth of the technical methodology make it
impossible to be proposed to HEMORGS. Through haemovigilance passive transfusion
reactions were characterized and it was possible to confirm the occurrence of a septic
transfusion reaction. Therefore, we suggest the combination of methodologies for the
detection of bacterial contamination screening of PCs, since it is a health problem. The
combination of culture systems can reduce the risks of transfusions contaminated CPs. We
believe that the septic transfusion reactions can be minimized with early recognition by the
clinical team.

Keywords: Platelet concentrates; transfusion reaction; sepsis; bacteria.
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1 INTRODUCAO

A transfusdo de concentrados plaquetarios (CPs) é essencial no tratamento de pacientes,
especialmente da unidade de hematologia-oncologia e necessaria, também, para manter a
hemostasia em procedimentos cirargicos (NIU et al., 2006). Ha anos, as reagdes septicas
transfusionais sdo complicagdes reconhecidas e a presenca de bactérias nos hemocomponentes
esta associada a morbidade e mortalidade dos receptores (BLAJCHMAN, 2002).

Apesar dos melhoramentos realizados nos sistemas de triagem, nos meétodos de
armazenamento e nos procedimentos de antissepsia a contaminagdo bacteriana continua sendo
o0 foco de preocupagdo para a medicina transfusional (BERKOW et al., 2003). Cerca de 1/2000
unidades de plaquetas estdo contaminadas com bactérias. A sepse bacteriana é considerada a
segunda causa mais comum de Obitos devido as transfusdes (primeiro lugar é a
incompatibilidade), com taxas de mortalidade variando entre 1/20.000 - 1/85.000
(BLAJCHMAN, 2004a). Os CPs tém a maior frequéncia e, portanto, maior probabilidade de
provocar reacdes septicas transfusionais. Isto se deve a temperatura de estocagem que varia
entre 20 a 24 °C, por 5 dias, a qual proporciona o crescimento bacteriano, principalmente de
bactérias que colonizam a pele (MCDONALD et al., 2004).

A deteccdo da contaminacgdo nos CPs é realizada através de exames bacterioldgicos, 0s
quais constituem um procedimento de rotina nos paises acreditados pela Food and Drug
Administration (FDA). A partir de 2004 foi determinado pela American Association of Blood
Banks (AABB) medidas para detectar e limitar a presenca de bactérias em todos os CPs,
porém sem a indicacdo de uma metodologia padrdo (AABB, 2004). Entretanto, métodos
automatizados como o BacT/Alert® sdo largamente utilizados para esta finalidade.

Ja no Brasil, a atual regulamentacdo da hemoterapia é realizada pela Resolucdo de
Diretoria Colegiada (RDC) n° 57, de 16 de dezembro de 2010, a qual aborda o problema da
contaminacdo bacteriana em hemocomponentes de forma geneérica, ndo determinando a
cultura em todas as amostras como triagem pré-transfusional, mas sim em apenas 1% da
producdo mensal ou em 10 unidades por més (BRASIL, 2010a).

Os produtos do sangue sdo atualmente triados por técnicas ultra-sensiveis para evitar o
risco de transmissdo viral. Entretanto, o risco da contaminacao bacteriana permanece sendo o
evento adverso mais comum de infecgéo relacionado a transfusdo (ANDREU et al., 2002). A
ocorréncia de bacteremia associada as infusfes sanguineas passou a assumir um papel de
destaque na hemoterapia (ENGELFRIET et al., 2000).
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Embora a transmissdo de microrganismos pela transfusdo de sangue seja conhecida ha
mais de meio século, a contaminagdo bacteriana dos hemocomponentes, principalmente dos
CPs, permanece como um problema de salde publica (CUNHA, 2006). Apesar da
possibilidade de serem minimizadas e evitadas, as reacdes sépticas transfusionais sdo pouco
conhecidas ou subnotificadas o que faz com que este problema de transmissdo de bactérias
por meio das transfusfes sanguineas continue ocorrendo.

Em bacteriologia, o principal teste para a avaliacdo da esterilidade é a cultura. A
proposta de sua introducdo na rotina, como mais um teste de triagem do sangue doado,
diferentemente dos testes soroldgicos ou dos de biologia molecular, que podem ser aplicados
momentos antes da transfuséo, a cultura requer tempo para que 0s organismos proliferem e
sejam passiveis de deteccdo (RIBEIRO e KUTNER, 2003).

Este estudo realizado no Hemocentro do Estado do Rio Grande do Sul (HEMORGS)
localizado em Santa Maria (SM), Rio grande do Sul (RS) é inédito. As consequéncias clinicas
resultantes da infusdo de bolsas de CPs contaminadas com bactérias tornam premente a
utilizacdo de um método eficaz e seguro ou uma associacdo de metodologias para o controle
bacterioldgico dos CPs, e que tenha facil desempenho na rotina.

Acreditamos dessa forma, que a realizacdo do controle microbioldgico de todos os
CPs doados possibilitard a transfusdo de plaquetas “isentas” de contaminagdo bacteriana,
minimizando assim o risco de reacfes sépticas transfusionais aos receptores, que na maioria

das vezes se encontram em estado clinico debilitado e com o sistema imune deprimido.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo principal

Investigar a contaminacdo bacteriana de amostras de plaquetas randémicas e
plaquetaféreses coletadas no HEMORGS de SM — RS e propor metodologia para a triagem da

contaminacéo bacteriana nos CPs.
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1.1.2 Objetivos especificos

- Determinar a prevaléncia de CPs contaminados com bacteérias utilizando metodologia
qualitativa;

- Identificar a carga média bacteriana, ou seja, as Unidades Formadoras de Colénia por
mililitro (UFC/mL);

- Caracterizar os isolados bacterianos envolvidos;

- Aprimorar a técnica, cultura qualitativa, utilizada atualmente no Controle
Microbioldgico do HEMORGS de SM/RS;

- Testar metodologias diferentes passiveis de deteccdo de bactérias nas amostras de
CPs;

- Comunicar ao HEMORGS, sempre que possivel, a presenca de contaminagdo
bacteriana nos CPs analisados, evitando a transfusdo e o0s riscos ao paciente;

- Avaliar as reacOGes transfusionais dos receptores 0s quais, porventura, tenham
recebido CPs contaminados com bactérias;

- Comparar os resultados obtidos pelas diferentes metodologias convencionais
empregadas neste estudo e propor uma técnica para a triagem na deteccdo da contaminacao
bacteriana em CPs.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historia das transfusfes sanguineas

O sangue sempre esteve associado ao conceito de vida e seu uso terapéutico é
denominado hemoterapia (HARMENING-PITTLIO et al., 1992). O primeiro relato de
transfusdo sanguinea entre animais e 0 homem ocorreu em 1665, mas em 1667, Jean Batiste
Denys, descreveu a primeira transfusdo entre seres humanos. A descoberta dos grupos
sanguineos por Karl Landsteiner, o inicio do século XX (1901) ficou conhecido como a era
cientifica da hemoterapia (BLOOD-BOOK, 2003).

Inicialmente, as técnicas de transfusdes sanguineas eram precérias e associadas a
auséncia de conhecimentos sobre o sangue. Isso implicava em grandes complicacdes
transfusionais. Mas, em 1914, Hustin, relatou o uso de anticoagulantes (citrato de sodio) e de
solugdes diluentes, demonstrando a capacidade de armazenar e preservar 0 sangue. Isso
originou novas atividades médicas, e em 1921, em Londres, foi criado o primeiro Servico de
Transfusdo Sanguinea (HARMENING-PITTLIO et al.,, 1992). Além disso, durante a 12
Guerra Mundial e ainda mais na 2 Guerra, as transfusdes tornaram-se mais comuns. No
decorrer desta Ultima, a doacdo de sangue era um dever patriético em muitos paises
(TYNELL, 2005).

No Brasil, em 30 de dezembro de 1879 (Bahia) ocorreu o primeiro relato sobre
hemoterapia, com a tese de doutorado de José Vieira Marcondes, a qual relatava experiéncias
empiricas e discussfes sobre qual seria a melhor transfusdo (MARCONDES, 1879). J4 em
1916, na cidade do Rio de Janeiro (RJ), Isaura Leitdo relatou o primeiro caso de transfuséo
sanguinea. Em 1933, o primeiro Servigo de Transfusdo Sanguinea foi inaugurado, e nessa
época, as doacdes podiam ser remuneradas (JUNQUEIRA et al., 2005). Em 1950, durante a
realizacdo do 1° Congresso de Hemoterapia em Petropolis (RJ), teve origem a Sociedade
Brasileira de Hematologia e Hemoterapia (SBHH) (GUERRA, 2000).

Nesse mesmo ano foi promulgada a Lei niamero (n°) 1075, que determinava a Doacgao
Voluntéria de Sangue, sustentando a possibilidade de remuneracdo (BRASIL, 1950). Com o
passar dos anos, em 1965 foi criada a Comissdo Nacional de Hemoterapia, a qual
regulamentava a atividade hemoterapica no Brasil. E em 1980, a SBHH liderou uma
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campanha nacional com o objetivo de expor sua insatisfacdo perante as doag¢fes sanguineas,
as quais, muitas vezes, eram realizadas por presidiarios ou mendigos em busca de
remuneracdo. A partir desse acontecimento foi extinta a doacdo remunerada (JUNQUEIRA et
al., 2005).

2.2 Processo de coleta do sangue

Antes da década de 60 o sangue era coletado em garrafas de vidro e transfundido
como sangue total. No entanto, a insercdo dos sistemas de coleta fechado permitiu a separacao
em componentes. Dessa maneira, tornou-se possivel autilizacdo apenas do hemocomponente
necessario o que permitiu o bom uso do sangue (MOHAMMADI, 2006).

Os componentes béasicos do sangue sdo os globulos vermelhos, as plaquetas e o
plasma. Os globulos vermelhos sdo transfundidos para melhorar o fornecimento de oxigénio
nos pulmdes; as plaquetas sdo essenciais para a hemostasia e o0 plasma é transfundido para
pacientes que necessitam de multiplos fatores de coagulagio (MOHAMMADI, 2006).

A transfusdo de hemocomponentes envolve perigo, como a transmissdo de infeccdes
virais e bacterianas, principalmente. As bactérias foram reconhecidas como risco para doencas
infecciosas ainda quando o sangue era coletado nas garrafas de vidro (MOLLISON et al.,
1993). A introducdo dos sistemas fechados contribuiu para a reducdo desse risco. Entretanto,
nas Ultimas décadas, apesar do grande declinio da transmissdo viral, a septicemia devido a
transfusdo de hemocomponentes contaminados com bactérias persiste, especialmente, através
da infusdo de CPs (HILLYER et al, 2003; YOMTOVIAN, 2004).

A transfusdo de sangue e hemocomponentes € um processo indispensavel na terapia
moderna. Deve ser utilizada em condi¢bes de morbidade ou mortalidade significativas,
podendo salvar vidas e melhorar a salude dos receptores. Contudo, assim como outras
intervencgdes terapéuticas, pode levar & complica¢Ges agudas ou tardias, com chance de risco
de transmissdo de agentes infecciosos, em especial de bactérias, entre outras complicacGes
clinicas (BRASIL, 2010b).

2.3 Processamento do sangue total e de seus componentes

- Sangue total
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Anterior a insercdo da agulha em uma veia, o local da pun¢do venosa é desinfectado
com alcool 70%, para proceder a coleta de sangue. A seguir, o sangue flui para uma bolsa
estéril, contendo anticoagulante, coletando assim o sangue total (MOHAMMADI, 2006).

Os produtos derivados do sangue total um a um, nos servi¢os de hemoterapia, por
meio de processos fisicos como centrifugacdo e congelamento, sd&o denominados
hemocomponentes, 0s quais sdo: plasma, CPs, concentrado de hemécias (CHs) ou glébulos
vermelhos e crioprecipitado (CRIO). Entretanto, os produtos obtidos em escala industrial, a
partir do fracionamento do plasma e por processos fisico-quimicos sdo os hemoderivados:
albumina, globulinas e os fatores de coagulacdo (BRASIL, 2010b). A figura 1 representa 0s

produtos originados a partir do sangue total.

Hemocompenente: S

Hemoderivados  m—— Sangue total (ST)

—

Plasma <o em Concentrado de
plagqueta (PRP) hemdacias (CH)

concentrado
de plaquetas Plasma fresco
(CP) Congelado [PFC)

Crioprecitads 5 5 5

Concentrado de

Plasma de 24h

|P24)

(CRIO) Albumina Globulinas a |
fatoaes de

coagulagao

Figura 1- Produtos sanguineos originados a partir do sangue total.

Fonte: Adaptado de Brasil, 1998.

- Métodos de separagdo do sangue total

Atraves da centrifugacdo de baixa velocidade duas camadas de componentes s&o
formadas, uma de plasma rico em plaquetas (PRP), contendo leucdcitos e uma outra camada
de células vermelhas misturada com leucdcitos e algumas plaquetas. O PRP e transferido para

outra bolsa e submetido a uma segunda rotacdo. A maior parte do plasma pobre em plaquetas
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é removida e o pellet de plaquetas é ressuspenso com 40 - 70 mL de plasma. Este PRP pode
ser transfundido como unidade individual ou agrupado em 4 a 6 unidades em plasma ou
solucdo aditiva (VASCONCELOS et al., 2003). Essas unidades podem ser filtradas para
reduzir o nimero de leucocitos, benéfica para prevenir as reacdes adversas. Ja os CHs sdo
leucoreduzidos pelo uso de um filtro (DZIK, 2000).

Outro método de separagdo é por centrifugacdo de alta velocidade. Trés fracbes sdo
obtidas: as células vermelhas depositadas no fundo da bolsa, acima o buffy-coat que é uma
camada leucoplaquetaria contendo 70% de leucocitos e 90% de plaquetas e algumas células
vermelhas. E acima do buffy-coat fica a camada de plasma que contém plaquetas dispersas
(Figura 2) (ZBIGNIEW et al., 1995; VAN DER MEER et al., 1999).

plasma

Figura 2 — Separacdo do sangue total apds o processo de centrifugacdo de alta velocidade.

Fonte: Brasil, 1998.

Estas trés fracbes podem ser separadas em bolsas diferentes. Antes da transfusdo de
CHs a fracdo é diluida em uma solugéo nutritiva, devido a elevada viscosidade das células e a
dificuldade de fluir durante a infusdo (MOHAMMADI, 2006).

Para a obtencdo de uma dose terapéutica de plaquetas é necessario 4 a 6 unidades de
plaquetas originadas do sangue total, que s@o agrupadas em uma unidade de plasma ou de
solucéo aditiva de plaquetas, unidade conhecida como pool. Apos uma centrifugacdo suave o
sobrenadante rico em plaquetas é transferido através de um filtro de leucorreducdo a uma
bolsa de armazenamento de CPs (MOHAMMADI, 2006). Estes, contém cerca de 5,5x10%
plaquetas e um volume de 40 a 70 mL (BRASIL, 2010a).
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Os componentes sanguineos também podem ser preparados por aférese: este método
envolve o uso de um separador de células, onde a circulagdo do sangue do doador € conectada
a uma centrifuga. A separagdo ocorre durante o procedimento de coleta, onde o0 componente
escolhido é transferido para uma bolsa, enquanto que os demais sdo devolvidos ao doador
(Figura 3) (MOHAMMADI, 2006). Possuem rendimento de trés doses terapéuticas, mais de
3x10™ plaquetas e um volume de plasma de 200 a 400 mL (BRASIL, 2010a).

Figura 3 — Maquina de aférese para doagdo especifica de determinado hemocomponente.

Fonte:  Disponivel nos sites:  http://www.hemoped.com/doacaodesangue.html e
http://www.flickr.com/photos/7195028 @N07/4350381831

- As plaquetas e os concentrados plaquetarios

As plaquetas sdo células discoides anucleadas, originadas da fragmentacdo do
citoplasma dos megacariocitos medulares e constituintes normais do sangue. Sua principal
funcdo € promover uma superficie hemostatica nos vasos sanguineos para a formagédo da
fibrina (ABREU e MOREIRA, 2003). Deficiéncias no numero e fun¢do plaquetaria podem
causar anormalidades nas vias da coagulacdo, tornando necesséria a reposi¢do (CHAMONE
et al., 2001). As plaquetas sdo transfundidas na forma de CPs, que é uma suspensdo em
plasma, preparado por dupla centrifugacdo do sangue total (plaguetas randdémicas); pode
também ser obtido pelo método de aferese (plaquetaférese) (BRASIL, 2010a).

Sua transfusdo é uma forma de reduzir os riscos de hemorragias que sdo mais

frequentes em pacientes com neoplasias, em tratamento quimioterapico, submetidos a
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transplantes ou com faléncia de medula 6ssea. Em 1911, Duke relatou a primeira transfuséo
de plaquetas (GOMES e ALBIERO, 2001) e em 1964, o primeiro relato de transfusdo de CPs,
obtidos ap6s o fracionamento do sangue anticoagulado (ASTER e JANDL, 1964).

2.4 Legislacdo Brasileira

No Brasil a primeira lei referente a doacdo de sangue foi a Lei Federal n° 1075, de
1950, que regulamentava a licenca de um dia no trabalho para o doador de sangue (BRASIL,
1950). Com a criacdo da Lei Federal n°® 4.701, de 1965, ficava estabelecido normas
regulamentadoras sobre a atividade hemoterapica e a defini¢do das bases da Politica Nacional
do Sangue (BRASIL, 1965). A partir disso, o Ministério da Saude (MS) periodicamente
atualiza as normas vigentes referentes a transfusdo de sangue (CARNEIRO e LOPES, 2002).

Atualmente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), érgdo do MS,
supervisiona as atividades préaticas da hemoterapia no Brasil. Este processo segue as normas
determinadas pela RDC n° 57, de 16 de dezembro de 2010 (Anexo A) e por regulamentos
técnicos editados pelo MS através da Portaria n® 1.353, de 13 de junho de 2011 (Anexo B)
(BRASIL, 2010a, 2011).

2.5 Armazenamento dos componentes sanguineos

O plasma fresco congelado (PFC) pode ser armazenado entre -18 a -30 °C, sendo que
a validade nesse intervalo de temperatura é de 12 meses, mas se for armazenado a -30 °C ou
inferior, tera validade de 24 meses. Para 0 CRIO seguem-se as mesmas recomendacoes. Ja
para o plasma isento de CRIO deve ser preparado em sistema fechado, armazenado a -18 °C
ou inferior e possui validade de 12 meses (BRASIL, 2010a). Os CPs devem ser armazenados
em temperatura ambiente, entre 22 + 2 °C, sob agitagdo constante (Figura 4), com validade de
3 a 5 dias, dependendo do tipo de plastificante da bolsa de conservacao e os CHs devem ser
armazenados a 4 + 2 °C, com validade de 34 — 42 dias, dependendo da solucdo conservadora
(BRASIL, 2010a).
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Figura 4 — Armazenamento de CPs em temperatura ambiente e sob agitacéo:

Fonte: Disponivel no site: http://www.flickr.com/photos/redcrossbloodks/5121788050/in/set-
72157625131914995

No inicio das transfusdes, as plaquetas eram armazenadas numa temperatura de 4 °C
(MOLLISON et al., 1993; YOMTOVIAN, 2004); porém, sob essas condic¢des a viabilidade e
a hemostasia eram afetadas. A temperatura ambiente e o armazenamento por 3 dias foi
proposto na década de 70, como alternativa. Em 1981, com o desenvolvimento das bolsas de
plastico permeéveis ao gas, para preservar a qualidade das plaquetas em temperatura
ambiente, a vida atil dos CPs foi prorrogada para 5 dias e em 1984 para 7. No entanto, 0
armazenamento nestas condi¢fes proporcionou a propagacdo do crescimento bacteriano
(MOHAMMADI, 2006).

Assim em 1986, o aumento da transmissdo de infec¢des bacterianas devido a CPs
contaminados foi fator determinante para a reducdo do tempo de armazenamento para 5 dias
(FDA, 2004). J4, atualmente com o surgimento das novas metodologias de deteccdo, o tempo
de armazenamento permitido pelo FDA € de até 7 dias nos Estados Unidos da América (EUA)
(FDA, 2004), diferentemente do Brasil que é de 3 a 5 dias (BRASIL, 2010a).

2.6 Contaminagéo bacteriana

Transfusdes sanguineas com suspeita de transmissdo de bactérias vém sendo descritas
ha mais de meio século. Apds dois anos da abertura do primeiro banco de sangue nos EUA ja

havia relatos de risco de infusdo de sangue contaminado (NOVAK, 1939). Strumia e
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McGraw, em 1941, descreveram o primeiro relato de transmissdo de microrganismos por
transfusdo sanguinea. No mesmo ano foi relatado o primeiro caso de morte causada por sepse
bacteriana, por consequéncia de um pool de plasma transfundido que estava contaminado com
bacilo Gram-positivo (GP) (STRUMIA e MCGRAW, 1941).

Apesar da redugdo observada, a contaminagdo bacteriana continua persistindo,
principalmente nos CPs (SEGHATCHIAN, 2001). Mesmo que todos os hemocomponentes
sejam suscetiveis a contaminagdo bacteriana e também as complicacbes sépticas poés-
transfusionais, os CPs sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento bacteriano (YOMTOVIAN,
2004). Essas infeccOes bacterianas apresentam elevados riscos de satde para os transfundidos,
especialmente para os individuos imunocomprometidos, os quais sdo submetidos
frequentemente a transfusdes plaquetarias, devido ao tratamento quimioterapico e sdo mais
suscetiveis ao desenvolvimento de complicagdes clinicas (CLAWSON e WHITE, 1971).

A transmissdo de bactérias por ocasido da transfusdo sanguinea esta diretamente
relacionada a rapida evolugdo do paciente a sepse e nesses casos demonstram uma alta taxa de
mortalidade (WAGNER et al., 1994). De acordo com Blajchman (2004), a taxa de Obitos
depende de varios fatores, tais como: o microrganismo envolvido; a concentracdo do agente
transfundido, ou seja, as unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL); do sistema
imune do receptor e da antibioticoterapia (BLAJCHMAN, 2004a).

Mesmo com a realizacdo da antissepsia, microrganismos oriundos da pele sédo os
principais responsaveis pela contaminacdo (GOLDMAN et al., 1997). Uma concentracao
inicial presente na bolsa de sangue logo ap6s a doacdo, com cerca de 10 UFC/mL, poderia
ndo ser detectada (WAGNER et al., 1997). Estudos experimentais com cultivo bacteriano,
realizados apds a inoculacdo de bactérias em CPs, demonstraram uma fase de estagnacédo
inicial, ou fase lag, que oscila entre 24 a 48 h, seguida por uma fase de rapida proliferacéo,
que pode elevar a 10 UFC/mL. Esta multiplicacdo foi observada tanto em bactérias GP como
Gram-negativas (GN), sendo que essa concentracdo resultaria em manifestacdes clinicas ao
receptor. Essa pesquisa foi realizada durante os 5 dias de armazenamento de CPs
(PUNSALANG et al., 1989).

2.7 Bactérias relacionadas a contaminacéo de plaquetas



27

Bactérias GP comensais da pele, tais como Staphylococcus epidermidis e Bacillus
cereus sdo 0s organismos mais frequentemente encontrados no sangue e implicados na
contaminacdo bacteriana de CPs. Esta contaminacdo possivelmente ocorre durante a
flebotomia, como resultado da desinfeccdo incompleta (GIBSON e NORRIS, 1958). Estes
organismos normalmente ndo crescem entre 1 a 6 °C, mas sobrevivem e se multiplicam
rapidamente nos CPs que séo armazenadas entre 20 a 24 °C (BRECHER e HAY, 2005).

As bactérias detectadas nos CPs variam entre GN e GP destacando-se: Staphylococcus
Coagulase Negativo (SCoN), B. cereus, Streptococcus spp., Peptostreptococcus spp.,
Propionibacterium acnes, Klebsiella pneumoniae e bacilos difterdéides ou Corynebacterium
spp.. Todas ttm em comum o fato de serem residentes da pele (DEPCIK-SMITH et al., 2001,
KUEHNERT et al., 2001).

Os cocos GP sdo responsaveis por aproximadamente 58% dos casos de contaminacao
bacteriana em CPs, seguidos pelos bacilos GN, 32% dos casos, e das demais bactérias, 10%
(ANDREU et al., 2002). O FDA reporta que 98% dos casos de reacdes fatais atribuidos a
transfusdo de CPs contaminados, entre os anos de 1976 a 1998, foram causados por:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp, K. pneumoniae, Enterobacter
cloacae, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus beta-
hemoliticos e B. cereus (DEPCIK-SMITH et al., 2001; ORTOLANO et al., 2003).

A frequéncia de contaminacdo destas bactérias varia entre paises e entre 0s centros de
sangue dentro do mesmo pais. Sequelas clinicas devido a transfusdo de CPs contaminados
com bactérias vao desde a auséncia de sintomas a febre moderada, sepse aguda, hipotensao e
ao 6bito (MOHAMMADI, 2006).

2.8 Fontes de contaminacao

Mesmo sendo dificil determinar a fonte de contaminacdo de CPs, acredita-se que essa
possa ser inserida através do sangue dos doadores, durante a coleta de sangue ou também no
processo de manufatura dos hemocomponentes (BLAJCHMAN et al., 2004b). De maneira
geral, microrganismos oriundos da pele do doador, sejam eles transitorios ou residentes, sao
responsaveis por cerca de 90% das contaminacGes (STAINSBY et al., 2003).

As bactérias presentes na microbiota da pele sdo as fontes mais comuns de

contaminacdo. Métodos otimizados de antissepsia sdo ideais para a reducdo desse risco
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(GOLDMAN, 2004). Para 0 Banco de Sangue da Cruz Vermelha da Austrélia, a antissepsia
da pele é considerada a medida mais importante e necessaria na prevencdo da contaminagao
(WONG et al.,, 2004). Uma associacdo entre aprimoramento na antissepsia da pele e a
eliminacdo dos primeiros 10 mL da coleta podem reduzir em 75 a 90% da contaminacdo dos
hemocomponentes por bactérias provenientes da pele (AUBUCHON et al., 2002). A RDC
vigente no Brasil estabelece a utilizagdo de bolsa de sangue com sitio coletor como medida
preventiva para essa contaminacdo (RDC 2010a). A seguir sdo reportadas as possiveis fontes
de contaminantes:

- Doador

A bacteremia assintomatica em doadores pode ser responsavel pela contaminagdo do
sangue total e dos produtos subsequentes. Encontram-se citados na literatura varios casos de
transfusdo de CPs contaminados por Salmonella spp. associados a quadros de sepse. Um caso
especial, descrito por Jafari et al. em 2002, relata sepse em 2 receptores por Salmonella
enterica, onde a fonte de contaminacdo foi o réptil de estimacdo do doador (JAFARI et al.,
2002). Esse fato enfatiza a importancia da selecdo cuidadosa dos doadores.

No caso de contaminacdo bacteriana por bactérias GN, cada situacdo deve ser
analisada de forma criteriosa. Doadores assintomaticos com bacteremia transitoria sdo 0s
responsaveis pela maioria dos casos. Por exemplo, 7 casos de contaminacdo de CHs por
Yersinia enterocolitica resultaram em 5 Obitos, posteriormente 6 dos 7 doadores tiveram
resultado soroldgico positivo, para Y.enterocolitica, indicando infeccdo pela bactéria (TIPPLE
et al., 1990). Também ha o relato de um surto de contaminacdo de sangue por S. marcescens,
no qual, uma possivel falha no processo de fabricagdo e esterilizacdo das bolsas
provavelmente tenha sido a fonte de contaminagdo (HELTBERG et al., 1993).

AssociacBes incomuns entre doadores e receptores podem ocorrer como 0 Obito
devido aochoque séptico consequente a transfusdo de um CP contaminado com o anaerébio
Clostridium perfringens; atribuiu-se a fonte dessa bactéria pelo fato desse doador trocar
frequentemente as fraldas de seus 2 filhos pequenos (MCDONALD et al., 1998). Outro caso
foi o surto ocorrido no Centro Clinico do Instituto Nacional de Saude, em Bethesda (EUA),
onde sete pacientes imunocomprometidos desenvolveram sepse na qual foi isolada a
S. enterica sorotipo choleraesuis, devido a doagdo de plaquetas oriundas de um doador com
osteomielite oculta (RHAME et al., 1973). Porém na maioria dos casos, a fonte da
contaminacgéo bacteriana permanece néo identificada (BRECHER e HAY, 2005).

Além disso, bacteremia transitéria no doador pode causar septicemia transfusional aos

destinatarios. Exame endoscépico ou procedimentos odontoldgicos, como extracdo dentaria
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podem predispor ao doador uma bacteremia transitoria. Como medida preventiva, em muitos
paises o0s doadores que foram submetidos a procedimentos odontoldgicos sdo excluidos da
doacdo de sangue, por alguns dias ou uma semana (MOHAMMADI, 2006).

- Coleta

A desinfeccdo inadequada da pele no local da flebotomia pode ser a origem da
contaminagdo. Bactérias podem ser introduzidas, a partir da superficie da pele, na bolsa de
sangue no momento da coleta. Esta ocorréncia depende do método e dos materiais usados
para a preparacdo do local da puncdo no bragco do doador (MOHAMMADI, 2006). A
contaminacdo de CPs com C. perfringens relatado por McDonald et al., em 1998,
anteriormente, também é um exemplo disso. Provavelmente a pele do braco do doador se
tornou contaminada pela flora fecal da crianca (MCDONALD et al., 1998). Este caso destaca
a importancia de métodos ideais para o processo de limpeza da pele anterior a coleta
sanguinea.

No entanto, a contaminacdo bacteriana de hemocomponentes também pode ocorrer
devido a utilizacdo de desinfetantes contaminados, os quais sdo utilizados para preparar o
local de flebotomia. Garcia-Erce et al., em 2002, relatou alguns casos de contaminagédo
resultantes do uso do desinfetante clorexedina, contaminado com Burkholderia cepacia
(GARCIA-ERCE et al., 2002).

Para reduzir a taxa de contaminacdo pelo processo de flebotomia, varias medidas
devem ser tomadas, as quais incluem: melhoria nos métodos de desinfec¢do da pele do doador
e eliminacdo dos primeiros 10 mL do sangue. Este Gltimo método, de acordo com De Korte et
al., em 2002, parecia promissor. Os autores relataram uma reducdo de 0,35 para 0,21% na
prevaléncia de bactérias apds desprezar os 10 mL do volume inicial. Essa reducdo, na maioria
dos casos correspondia as bactérias provenientes da superficie da pele do doador (DE KORTE
etal., 2002).

Outro estudo, descrito por McDonald et al., em 2004, em Londres, constatou uma
reducdo de 47% na contaminagdo quando era utilizado a eliminagdo da aliquota inicial. Esta
reducdo chegou a alcancar reducdo de contaminagdo de aproximadamente 57%, quando, o
desvio era associado com um procedimento de desinfeccdo aprimorado (MCDONALD et al.,
2004). Atualmente, desviar as primeiras aliquotas de sangue constitui procedimento de rotina
(LEE et al., 2002; RDC 2010a).

- Fabricacéo e manipulagéo

Os CPs podem ser contaminados devido & manipulacdo inapropriada dos produtos

derivados do sangue ou do uso de equipamentos ou dispositivos ndo estéreis. Também &
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possivel que as amostras sejam contaminadas durante a inoculagdo ou semeaduras nos frascos
de cultura dos aparelhos (ex.: BacT/Alert®) (MOHAMMADI, 2006). Embora raramente,
equipamentos contaminados como bolsas de sangue utilizadas na coleta de sangue, também
tém sido apontados como a fonte de contaminacdo bacteriana de CPs (HELTBERG et al.,
1993; HOGMAN et al., 1993).

2.9 Estimativas de contaminacéo

A contaminacédo bacteriana de CPs € uma preocupacao que vem desde a introducao na
pratica médica da transfusdo de sangue, e ao longo dos anos o tempo de armazenamento em
temperatura ambiente poderia estar relacionado com a ocorréncia dessa contaminacgdo. Os
primeiros 2 Obitos devido a infeccdo bacteriana proveniente de transfusdo sanguinea foram
reportados por Borden e Hall em 1951, com transfusdo de sangue total contaminado
(BORDEN e HALL, 1951).

Dados do FDA apontam que nos EUA a contaminagdo bacteriana por transfuséo
sanguinea de hemocomponentes foi a causa mais frequente de fatalidades depois das reacGes
hemoliticas. Entre 1985 a 1999 foram descritos 694 dbitos ligados ao uso de sangue e seus
derivados, sendo que 77 desses (11%) foi devido a presenca de contaminacdo bacteriana
(DODD, 2003).

Desde entdo, varios casos de contaminacdo bacteriana de CPs e das subsequentes
infeccdes transfusionais foram publicados. De 1994 a 1998, o sistema de hemovigilancia da
Agéncia Francesa de Sangue registrou 185 casos com 18 O@bitos por transfusdo de
hemocomponentes contaminados com bactérias (ANDREU et al.,, 2002). O sistema de
vigilancia do Reino Unido relatou 26 infecgdes transmitidas por transfusdo, incluindo 6 ébitos
entre 1995 a 2002 (SHOT, 2002). Além disso, durante 1998 a 2000, 9 casos fatais de
transfuséo de CPs foram relatados ao FDA (KUEHNERT et al., 2001).

Os dados sobre prevaléncia da contaminacéo bacteriana em CPs sdo oscilantes. Esses
numeros dependem do método de cultura utilizado, do local do estudo e do tempo (horas) de
coleta da amostra (VASSALO e MURPHY, 2006). Um indice de referéncia nos
hemocomponentes ndo esta estabelecido. Uma revisdo sobre a prevaléncia da contaminagédo
bacteriana em CPs demonstrou que as taxas variaram entre 0,08 a 0,8% (GOLDMAN, et al.,
2000; GOLDMAN e BLAJCHMAN, 2001). Recentemente, Hsueh, et al., em 2009, na cidade
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de Taiwan, detectaram 0,34% de contaminagdo bacteriana em CPs; Martinez, et al., em 2010,
no Texas, relataram 0,31% e Walther-Wenke et al., também em 2010, na Alemanha,
encontraram 0,3% (HSUEH et al., 2009; MARTINEZ, et al., 2010; WALTHER-WENKE et
al., 2010). No Brasil ha poucos dados que se referem a contaminacdo bacteriana em CPs. Um
estudo significativo, realizado em um hospital universitario em Goiénia, por Cunha et al., em
2006, revelou uma prevaléncia de contaminagéo bacteriana em CPs de 0,4% (CUNHA et al.,
2008). Além desse, em nosso estudo efetuado nos anos de 2009 e 2010, no HUSM, obtivemos
um indice de 1,7% de contaminacdo bacteriana em CPs (MARTINI et al., 2010).

Os riscos estimados de receber CPs com bactérias é cerca de 50 a 250 vezes maior em
relacdo a receber o virus humano da imunodeficiéncia (VHI ou HIV), ou virus T-linfotrépicos
humanos (HTLV), ou virus da Hepatite C (VHC ou HCV) e/ou virus da Hepatite B (VHB ou
HBV) (AABB, 1996). Portanto, estima-se que 1 em cada 3.000 CPs pode induzir sepse ao
receptor, enquanto que o risco de transmissdo de infec¢des virais é entre 1 em 200.000 a 1 em
2.000.000, dependendo do tipo viral (HILLYER et al, 2003; YOMTOVIAN, 2004).

Nos EUA, anualmente, 14 milhdes de unidades de CHs e 4 milhGes de unidades de
CPs sdo transfundidas, representando uma transfusdo de hemécias a cada 2,3 segundos e uma
de plaquetas a cada 8 segundos. Portanto, cerca de 2.000 a 4.000 unidades contaminadas sdo
transfundidas anualmente (AABB, 2003).

No que se refere aos receptores dos CPs, cerca de 85% pertencem as unidades de
oncologia e hematologia adulta e pediatrica ou de transplante de medula déssea, 0s quais
representam um grupo de pacientes acentuadamente imunossuprimidos, suscetiveis ao
desenvolvimento de graves consequéncias, caso a bolsa transfundida esteja contaminada
(UHC, 1998).

2.10 Métodos de deteccdo

Com a epidemia causada pelo HIV, o foco das atengbes foi prevenir a transmisséo de
virus. Dessa maneira, ocorreu uma diminui¢cdo dos estudos sobre a contaminacdo bacteriana
em hemocomponentes, apesar desta permanecer como a maior causa de morbidade e de
mortalidade a transfusdo (BLAJCHMAN, 1995).

Existem varias estratégias para reduzir a transfusdo de hemocomponentes

contaminados com bactérias, as quais podem ser agrupadas em quatro grandes categorias:
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prevencéo, detecgédo bacteriana, eliminacdo bacteriana e inibigdo do crescimento (BRECHER
e HAY, 2005). Para detectar bactérias em hemocomponentes € necessario um intervalo de
tempo para a etapa de proliferacdo destas, para que se tornem passiveis de detec¢cdo em um
pequeno volume de amostra. Sendo assim, conhecer o crescimento caracteristico das bactérias
nos hemocomponentes € essencial antes de se estabelecer uma estratégia de deteccdo
(BRECHER e HAY, 2005).

Vaérias técnicas tém sido sugeridas para a triagem da contaminacao bacteriana em CPs,
mas nenhuma padronizada, a isso se deve ao fato de nenhuma atender todos os requisitos
necessarios, destacando, em especial, alta sensibilidade e especificidade, curto intervalo de
tempo, custo acessivel e padronizacdo da técnica para uso (MITCHELL e BRECHER, 1999).
Abaixo estdo relatados os métodos de deteccdo bacteriana em CPs mais utilizados
mundialmente:

- Pardmetros metabdlicos

O crescimento bacteriano pode resultar em consumo de glicose e producédo de &cidos,
provocando uma diminuicdo no pH do meio. Assim, concentracdes de glicose baixas e niveis
baixos de pH tém sido amplamente utilizados como indicadores de uma possivel presenca de
bactérias. Dessa forma, o método da fita reagente para avaliar a concentracdo de glicose e a
deteccdo do pH foram utilizados em diversos estudos (WERCH et al., 2002; HAY E
BRECHER, 2004).

Sendo que, concentracfes de glicose menor que 250mg/dL e pH inferior a 7 tém sido
utilizados como indicadores da presenca bacteriana (BURSTAIN et al. 1997). Mesmo que
estes testes sejam rapidos, de facil execucdo e de baixo custo, eles ndo sdo muito sensiveis,
devido ao fato de detectarem apenas concentracées de bactérias iguais ou superiores a 10” -
10® UFC/mL e de que algumas espécies bacterianas ndo diminuem o pH do meio, quando
presentes (MOHAMMADI, 2006). Estudo realizado por Tarrand et al., em 2004 mostraram a
incapacidade destes testes em detectar S. epidermidis (TARRAND et al., 2004).

- Microscopia

O exame microscopico tem sido proposto como triagem de bactérias em CPs e 0s
corantes de Gram e de Laranja de Acridina sdo normalmente utilizados. Estes métodos
possuem baixa sensibilidade, apenas detectando altos niveis de contaminacdo bacteriana, uma
vez que os limites de deteccéo estdo entre 10° - 10° UFC/mL para o Gram e 10*- 10° UFC/mL
para a Acridina (MITCHELL e BRECHER,1999).

Uma sensibilidade melhor ainda pode ser obtida com exame microscopico pelo

método de Scansystem otimizado (Hemosystem, Marselha, Franca). Este € realizado em 70
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minutos e tem uma sensibilidade de 5x10 UFC/ml, mas é complexo e requer operadores
especializados e treinados; por isso ndo é muito utilizado (SCHMIDT et al, 2005). Existe
ainda o método de Epifluorescéncia, que combina uma coloracdo fluorescente de acido
nucléico e a microscopia de epifluorescéncia automatizado e sua faixa de deteccdo € entre 3 -
5x10® UFC/mL para GN e GP (SEAVER et al., 2001).

- Métodos baseados na deteccdo de DNA/RNA

Esses métodos sdo amplamente empregados, tendo como caracteristicas a rapidez e a
sensibilidade na triagem de bactérias em CPs. Estudo demonstrou que na técnica da Reacao
em cadeia da Polimerase em tempo real - Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) a
sensibilidade foi de 30 UFC/mL (SEN, 2000). No entanto, este ensaio apresenta limitagdes,
ndo distinguindo entre bactérias vivas e mortas, risco de contaminagcdo dos reagentes e
dificuldade de aplicacdo (SHERIDAN et al., 1998).

Um estudo utilizando o método Eletroquimioluminescéncia demonstrou uma
sensibilidade aproximada de 10° UFC/mL (CHANEY et al., 1999). Tentativas de aumento da
sensibilidade deste ensaio foram realizadas, resultando em uma melhoria para 10* UFC/mL.
No entanto, esta sensibilidade ndo é suficiente para detectar os baixos niveis iniciais de
bactérias presentes nos CPs. Além do mais, a complexidade e a duracdo deste ensaio tornam
dificeis a sua incorporagéo no uso rotineiro (RIDER e NEWTON, 2002).

Ensaios de amplificacdo de acido nucléico - Nucleic acid amplification techniques
(NAT) sdo largamente usados em hemocentros para detectar virus, sendo muito sensiveis e
rapidos. Ensaios NAT que detectaram contaminacdo bacteriana em CPs ja foram publicados
(SCHMIDT et al., 2006a; STORMER et al., 2007). Uma pesquisa em CPs mostrou uma
sensibilidade de 5x10 UFC/mL (MOHAMMADI et al., 2003).

- Imunoensaio

Sistema de deteccdo de varios géneros de bactérias em plaquetas - pan genera
detection (PGD) (Verax biomedical, Worcester, USA). Este teste é til na deteccdo de uma
ampla gama de bactérias. Estudos preliminares mostraram 100% de sensibilidade e
especificidade em relacdo a cultura automatizada. O ensaio é rapido, em torno de 20 minutos
e capaz de detectar cerca de 10° UFC/mL (HALL et al., 2004).

- Andlise da fluorescéncia ativada por separacdo celular - Fluorescence-activated cell
sorting analysis (FACS)

As bactérias sdo detectadas por analise de citometria de fluxo. A sensibilidade do
ensaio é de 10° UFC/ml (MOHR et al., 2006) e uma etapa de pré-incubacdo em meio de
crescimento bacteriano aumenta a sensibilidade para 10 UFC/mI (SCHMIDT et al., 2006b).
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- Métodos automatizados de cultura

Dois métodos de cultura foram aprovados pelo FDA para a deteccdo de contaminacgao
bacteriana em CPs. Os testes sdo: BacT/Alert® (BioMérieux, Boxtel, Netherlands) e o sistema
de deteccdo bacteriana aprimorado ndo automatizado - enhanced bacterial detection system —
(eBDS) (Pall Medical, Covina, CA) (FDA, 2004).

O BacT/Alert® é um meétodo colorimétrico e amplamente utilizado para detectar
microrganismos no sangue e nos fluidos corporais. Cultura baseada na detec¢éo de CO, como
indicador de crescimento bacteriano e detec¢do de bactérias aerdbias e anaerdbias. Producéo
de CO, por bactérias provoca uma diminuicdo do pH, isso faz com que o sensor mude de cor,
0 que resulta em um aumento da reflexdo da luz vermelha (THORPE et al., 1990).

Sendo um sistema de facil uso, atualmente varios hemocentros implementaram esse
método na rotina da triagem para detectar a contaminacéo bacteriana nos CPs. Varios estudos
tém demonstrado a confiabilidade e a sensibilidade deste sistema (MCDONALD et al., 2001,
2002; BRECHER et al., 2001, 2002, 2004a). Com o BacT/Alert®, 1 - 10 UFC/mL podem ser
detectadas. Algumas bactérias podem ser detectadas nas 24 a 48 h, mas as de crescimento
lento apenas acima de 48 h, como P. acnes (BRECHER et al., 2004b). Outro inconveniente é
que, durante a inoculacdo pode ocorrer contaminagéo, resultando em falsos-positivos. Falsos-
negativos também ja foram relatados, devido ao baixo nivel inicial de bactérias (MERTENS e
MUYLLE, 1999).

O eBDS ¢ baseado no principio de medicdo do consumo de O, como indicador de
crescimento bacteriano. A porcentagem de O, é medida com um analisador de O,. Taxas
menores ou iguais a 19,5 sdo usadas como ponto de corte para diferenciar as unidades
contaminadas. Um estudo piloto realizado por Ortolano et al., em 2003, demonstrou a
capacidade deste método em detectar niveis de bactérias entre 1-5x10? UFC/mL, ap6s 24 h de
incubacdo (ORTOLANO et al., 2003).

Entretanto, com o lento crescimento de algumas bactérias, pode ser necessario um
tempo maior de incubagdo para alcancar estes niveis. Este sistema permite a deteccdo de
bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas, mas ndo de anaerdbias estritas. Em estudo
relatado por Rock et al, em 2004, este método detectou contaminacdo bacteriana em CPs a
qual foi confirmada por metodologias manuais. O teste é de facil execucao e requer menos de
5 minutos para ser concluido, sendo especialmente til para uso hospitalar, pouco antes da
transfusdo (ROCK et al., 2004).
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Embora nem todos os CPs positivos sejam detectados antes da transfusdo, o sistema de
cultura é capaz de impedir a transfusdo da maioria dos CPs contaminados com concentracoes
de bactérias clinicamente significativas (DE KORTE et al., 2006).

- Reducédo ou inativacdo de organismos patdgenos

Novos métodos com o objetivo de reduzir os patdgenos contaminantes de CPs estéo
sendo investigados. Baseados na inativagdo fotoquimica de bactérias, o teste conhecido como
Intercept technology ja estd disponivel (SVAOOR et al., 2002). Testes preliminares em
plaquetaféreses, armazenadas por 5 dias, demonstraram uma efetiva inativacdo de bactérias.
Além disso, foi eficaz na inativagdo de uma série de virus (HIV, HCV, HBV, HTLV,
citomegalovirus, parvovirus B-19) e alguns parasitas (Plasmodium falciparum, Trypanosoma
crusi, Leismania mexicana) (MOHAMMADI, 2006). Estes resultados sdo promissores. No
entanto, problemas de toxicidade residual dos agentes fotoquimicos e os efeitos na qualidade
de plaquetas deveréo ser posteriormente investigados (AUBUCHON et al., 2004).

- Métodos de deteccdo utilizados atualmente em bancos de sangue

Atualmente, no que se refere as metodologias de deteccdo bacteriana nos bancos de
sangue do exterior, os CPs sdo triados por métodos de cultura, na sua maioria. Entre esses, 0
sistema BacT/Alert® é usado quase que exclusivamente. Ele é usado em todos 0s paises onde
a triagem bacteriana tem sido implementada. Nos EUA, 90% de todos os CPs séo testados
com esse sistema (PIETERSZ et al., 2007). Atualmente, trés métodos para a deteccdo de
bactérias, baseados em cultura, sdo licenciados nos EUA: BacT/Alert (BioMerieux), eBDS
(Pall) e Scansytem (Hemosystem) (FDA, 2004; KAUFMAN, 2006). Atualmente testes
moleculares baseados na deteccdo gendmica das bactérias vém sendo desenvolvidos. A
Tabela 1 descreve, resumidamente, os ensaios de detecgdo bacteriana com os limites de

deteccdo citados anteriormente.
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Tabela 1 - Métodos de deteccdo de contaminagdo bacteriana em CPs atualmente disponiveis,
juntamente com os seus limites de detecgéo:

_ 3 Limite de deteccao
Sistema de deteccao

(UFC/mL)
BacT/Alert 10
RT-PCR 30
DNA/RNA 5x10
NAT 5x10
eBDS 1 -5x10°
Scansystem otimizado 10 - 10°
Imunoensaio 10°
Epifluorescéncia 3-5x10°
Acridina 10*-10°
FACS 10°
Eletroquioluminescéncia 3-5x10°
Gram 10° - 10°
Parametros metabélicos 10" - 10°

Fonte: Adaptado de MOHAMMADI, 2006 e ROOD, 2011.

Em suma, varias sdo as metodologias que podem se utilizadas para detectar a
contaminacdo bacteriana, anterior a transfusdo de CPs. No entanto, necessita-se da selecdo de
um método adequado que deve ser fundamentado em uma combinacdo de sensibilidade e
rapidez. Além do mais, é indispensavel que isso seja equilibrado com os beneficios, riscos e
custos de cada método de triagem, antes de sua introducdo na rotina (MOHAMMADI, 2006).

2.11 Reac0es sépticas

Uma reacdo séptica transfusional pode ser caracterizada através de sinais e sintomas

tais como: febre (com aumento de temperatura de 1 a 2 °C), calafrios, tremores, taquicardia,
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hipotensdo, ruborizacdo, ndusea, vomitos e choque. Pode ser imediata, quando ocorre em até
24 h ap0os a transfusdo, ou tardia, apds as 24 h (BRASIL, 2007).

Sinais e sintomas encontram-se descritos no Manual Técnico de Hemovigilancia da
ANVISA (BRASIL, 2007) e os parametros de Bone et al., sdo fontes disponiveis para
auxiliar na caracterizacdo de uma bacteremia. Considera-se: - sepse: presenca de duas ou mais
das seguintes condicbes: temperatura >38 °C ou <36 °C, frequéncia cardiaca >90 bpm,
frequéncia respiratéria >20 ipm ou pCO, <32 mmHg, contagem de leucécitos >12.000/mm?
ou <4.000/mm?®, ou 10% de formas imaturas; - sepse grave: sepse associada a disfuncéo de
6rgdo, hipoperfusdo ou hipotenséo e choque séptico: hipotensdo induzida pela sepse (BONE
etal., 1992).

Mesmo que a sepse bacteriana apds infusdo de sangue seja rara, episodios de
transfusao associados a septicemia podem levar a desfechos fatais ou a outras sequelas graves.
Em vista disso, ¢ fundamental que os clinicos estejam conscientes deste problema e
considerem a possibilidade de contaminagdo bacteriana quando estiverem investigando
reacOes transfusionais febris, especialmente em pacientes que receberam transfusdo de CPs
(BURNS e WERCH, 2004).

A comunidade de Medicina Transfusional vem tentando reduzir a contaminagéo
bacteriana por transfusdo, fornecendo vérias instrucGes para isso, como a melhoria da
desinfeccdo da pele antes da doacdo, desvio dos primeiros 10 mL da coleta, a triagem dos
doadores e a cultura dos produtos doados. Mesmo com estas medidas em préatica ocorreram
varias vitimas fatais, devido as reacdes sépticas transfusionais (SHEPPARD et al., 2005).

Melhorias na detec¢do da contaminacgao bacteriana sdo desafios a almejar, ndo apenas
de sensibilidade e de especificidade, mas também de eficiéncia econdmica e logistica para
fornecer um abastecimento seguro de CPs para pacientes, que sdo Unicos em suas
necessidades e vulnerabilidades (BURNS e WERCH, 2004). Talvez a mais promissora
abordagem considerada para a reducdo ou prevencéo de transfusdes associadas a sepse seja a
utilizacdo de testes para detectar bactérias diretamente nos componentes sanguineos pouco
antes de sua infusdo. H4 um grande potencial para a aplicacdo de modernas técnicas da
biotecnologia para o desenvolvimento simples, acessivel e eficaz dos métodos de ensaio de
deteccdo de bactérias no sangue (WAGNER et al., 1994).

Além disso, faz-se necessario que normas de biosseguranca sejam seguidas na
execucao de técnicas de antissepsia junto a um controle de qualidade de hemocomponentes no
que se refere a contaminacdo bacteriana, visto que falhas nesta etapa constituem um dos

principais interferentes nos processos de contaminacdo de componentes sanguineos
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(SANTOS et al., 2008). Apesar da cultura bacteriana, em todos os CPs obtidos, ainda néo ser
exigida pelas autoridades sanitarias do Brasil, constitui consenso clinico a necessidade de sua
introducao e realizacdo em todas as amostras (RIBEIRO e KUTNER, 2003).

A implantacdo do controle de qualidade nos Servicos de Hemoterapia tem papel
relevante na obtencdo de resultados confidveis (GUERIN e BURTET, 2006).
Lamentavelmente, apesar de a contaminag¢do bacteriana ser uma complicacdo passivel de
prevencdo, frequentemente & desconhecida e/ou subnotificada, problema perpetuado por
varias decadas. A subnotificacdo dessas reacGes ocorre por varios motivos; entre eles destaca-
se a desconsideracdo de uma contaminacdo bacteriana frente a uma reagédo transfusional, ou
0s microrganismos isolados nos CPs séo confundidos com agentes contaminantes de cateter,
ou ainda devido a elevada porcentagem de reacdes hemoliticas ndo febris apos o uso de CPs
(BLAJCHMAN e GOLDMAN, 2001).

A fim de minimizar o impacto da contaminacdo bacteriana em salde publica, se torna
fundamental a implementagdo, pelo sitema de vigilancia brasileiro, nos Bancos de Sangue e
Servicos de Transfusdo dos mesmos padrdes adotados pela AABB, em 2004: este determina o

emprego de medidas para detectar e limitar a contaminacao bacteriana em todos os CPs.



3 PUBLICACOES CIENTIFICAS

3.1 Artigo 1 — Contaminacao bacteriana em concentrados plaquetarios: identificacao,
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e sepse associada a transfusao.
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RESUMO

Introducio: Devido & sepse bacteriana associada & transfusio de concentrados plaquetirios
(CPs) ter sérias consequéncias clinicas para os pacientes, alguns procedimentos tém sido
incorporados na preparacio e no controle de qualidade dos componentes sanguineos para
reduzir o risco da contaminagio bacteriana. Este artigo descreve a prevaléncia da contaminagio
bacteriana dos CPs que foram transfundidos, o espectro bacteriano detectado com seu perfil
de sensibilidade aos antimicrobianos e as reagdes transfusionais nos receptores. Métodos: Um
total de 202 CPs (278 randémicos e 14 por aférese), proveniente do Hemocentro do Estado
do Rio Grande do Sul (HEMORGS) de Santa Maria foi testado. As quantidades de 100pL e
200pL foram coletadas da porgio tubular da bolsa de plaquetas e semeadas utilizando dois
tipos de metodologias. Resultados: Em cincounidades(1,7%; 5/292) foram isoladas bactérias
pela metodologia qualitativa e apenas uma pela quantitativa. Staphylococcus epidermidis foi o
microrganismo identificado em todas as amostras. Dois pacientes apresentaram sepse associada
i transfusio com desfecho fatal. Conclusdes: A contaminagio bacteriana pelas transfusdes
de CPs constitui-se num importante problema de satide piiblica devido a sua associagio com
altastaxas de morbidade e mortalidade. Neste estudo, somente microrganismos gram-positivos
foram isolados sende que nenhuma amostra obtida por aférese apresentou contaminagio.

Palavras-chaves: Concentrados plaquetérios. Contaminagio bacteriana. Sepse. Staphylococcus epidermidis.

ABSTRACT

Introduction: Bacterial sepsis associated with the transfusion of platelet concentrates (PCs)
results in serious clinical implications for patients. Given these implications, certain procedures
havebeen integrated into the preparation and quality control of blood components to reduce the
risk of bacterial contamination. This article describes the prevalence of bacterial contamination
on transfused PCs, the bacterial spectrum detected and their antimictobial susceptibility profile
and transfusion reactions in receptors. Methods: A total 0f 292 PCs (278 random and 14 per
apheresis) from the Blood Center of the State of Rio Grande do Sul (HEMORGS), located in
the city of Santa Maria, were tested. Quantities of 100uL and 200uL were collected from platelet
bag tubing and seeded using two methodologies. Results: Using the qualitative methodology,
bacteria were isolated in five units (1.7%; 5/292), while only one was isolated using the
quantitative methodology. Staphylococcus epidermidis was the microorganism identified in all
samples. Two patients died of transfusion-related sepsis. Concl Bacterial contamination

due to PC transfusion is considered a major public health problem due to its association with
high rates of morbidity and mortality. In this study only gram-positive microorganisms were
isolated and none of the samples obtained by apheresis presented contamination.
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INTRODUCAO

Embora o risco deinfec¢io viral tenha diminuido
consideravelmente nos tltimos anos, a contaminagio
bacteriana de concentrados plaquetdrios (CPs)
é, atualmente, o maior perigo remanescente de
infecgio em transfusdes sanguineas'?. Mesmo
que o nimero de bactérias presentes na bolsa no
momento da coletaseja pequeno, a estocagem destes
hemocomponentes a uma temperatura entre 20-
24°C por 5-7 dias facilita a replicagao bacteriana®*,

Apesar de esta contaminagio ser considerada o
maior risco de infec¢io na transfusio de plaquetas, a
associagio entre as espécies bacterianas responsiveis
pela contaminagio, a quantidade de Unidades
Formadoras de Colénias (UFC) e as reagdes
transfusionais nio estio ainda bem caracterizadas®.

A transfusio de bolsas de CPs constitui um
importante suporte no tratamento de pacientes,
especialmente nas unidades de hematologia-
oncologia'. Por issohd um grande risco na transfusio
de produtos sanguineos contaminados, uma
Vez que a maioria dos receptores sdo pacientes
imunossuprimidos, mais susceptiveis ao
desenvolvimento de complicacoes clinicas agudas
o u retardadas®’.

Microrganismos gram-positivos, princjpalmente
do género Staphylococcus sio os responsaveis pela
maioria dos casos de contaminagio dos CPs. A
triagem realizada nos servigos de hemoterapia
inclui duas etapas: um questiondrio que analisa
as condigdes de satide relatadas pelo doador e a
realizagdo do controle de qualidade das bolsas.
Porém, nem sempre essas etapas poderdo identificar
afonte e a presenca bacteriana®. A doagio de sangue
deve ser em condigdes assépticas, mediante uma so6
pungio venosa e sistema de coleta fechado e estéril™.
No Hemocentro do Estado do Rio Grande do
Sul (HEMORGS), a higiene do local da pungio é
realizada primeiramente com algoddo embebido com

digluconato de clorexidina seguido de &lcool 70%.
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No Brasil, atualmente, estd em vigor a Resolugio da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 153, de 14 dejunho de 2004!°do Ministério da Satide,
aqual regulamenta o processo de doagdo de sangue, de hemocomponentes
e de hemoderivados. Considerando que todo o processo desde a coleta,
processamento e transfusdo de sangue deve ser efetuado com altissimo
controle de qualidade, evitando a propagacio de patologias e afastando
qualquer tipo de contaminagio, esta RDC define que 1% da produgio
mensal ou 10 unidades por més, independente da quantidade produzida,
sejam submetidos A cultura para detecgio de bactérias™.

Os objetivos deste estudo foram determinar a prevaléncia
da contaminagio microbiolégica nos CPs randémicos e por
aférese, a identificagio bacteriana e o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos de 292 amostras, obtidas no HEMORGS de Santa
Maria, Rio Grande do Sul (RS).

METODOS

Foram analisadas 292 amostras de CPs: 278 obtidos pela
centrifugagio do sangue total (plaquetas randémicas) e 14 pelo
método de aférese (plaquetaférese), coletadas no HEMORGS no
periodo de 2009/2010. O estudo constituiu-se de duas etapas:
hemovigilincia ativa (prospectiva) e passiva (retrospectiva). As
culturas foram realizadas a partir da porgao tubular das bolsas de
plaquetas, correspondente a um tamanho aproximado de 10cm, da
qual foram retiradas aliquotas equivalentes a um volume médio de
100yL e de 200puL de CPs. Cabe relatar que o fragmento usado neste
estudo correspondeu a parte nio utilizada pelo HEMORGS. Apo6s
a coleta, as amostras foram encaminhadas para o Laboratério de
Bacteriologia do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas
(DACT) do Centro de Ciéncias da Saide (CCS), onde se realizou
esta investigagio. Os CPs foram semeados em Cabine de Seguranga
Bioldgical, exaustio total, com prévia desinfec¢io da porgio tubular
da bolsa de plaquetas com dlcool 70%, por aproximadamente 1min.

Hemovigilincia ativa

Culturas quantitativas''? e qualitativas'“"* foram realizadas deacordo
com a metodologia relatada na literatura, com algumas modificagdes.

Semeadura em placa de dgar sangue (AS) de carneiro, com
contagem (quantitativa)

Dos CPs coletados da porgio tubular da bolsa de plaquetas,
100uL foram semeados em AS e incubados a 35°C
+/-2°C em atmosfera de microaerofilia, por 24-48h.
Posteriormente foi efetuada a andlise das placas e a
contagem das UFC por mL de CPs. Amostras que

TABELA 1 - Dados e perfil clini
das 292 amostras de CPs obtidas no HEMORGS de Santa Maria, Rio Grande do Sul (RS), no
periodo de 2009,/2010.

bacteriano no AS, foram consideradas negativas. Nas amostras com
coldnias bacterianas (positivas), procedeu-se novamente o repique
do caldo, para exclusio de uma possivel contaminagio.

Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

Foi efetuado com as cepas isoladas utilizando disco-difusio, e
automagio, seguindo os procedimentos padroes referidos no Clinical and
Laboratorial Standards Institute 2010 (CLSI)*. Frente ao antimicrobiano
vancomicina foi realizada somente a metodologia de microdiluigio em
caldo com a determinagéio da concentragio minima inibitéria (CIM).

Hemovigilincia passiva

Foi realizada uma anlise retrospectiva'!“através da investigagio
das reagdes clinicas reportadas nos pacientes os quais receberam as
transfusdes dos CPs contaminados. Cabe ressaltar que todos os CPs
obtidos no HEMORGS sio utilizados no Hospital Universitédrio de
Santa Maria (HUSM).

Etica

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Santa Maria
(UESM), sob o nimero 0285.0.243.000-09.

RESULTADOS

Em 5(1,7%) das 292 amostras de CPs cultivadas qualitativamente
houve crescimento bacteriano. Na andlise quantitativa, apenas em
umaamostra (1,292), houve crescimento de 10° UFC/mL (cultura
numero 1).

Todas as 5 amostras estavam contaminadas com a mesma
espécie bacteriana: Staphylococcus epidermidis. Através dos testes
de sensibilidade aos antimicrobianos utilizando difusio do disco
e automagio (MicroScan®-Siemens), as § cepas de S. epidermidis
isoladas mostraram-se sensiveis frente a sulfametoxazol-trimetoprima,
oxacilina, cefoxitina, linezolida, tetraciclina, vancomicina, rifampicina,
daptomicina e tigeciclina, e resistentes a eritromicina, penicilina
e clindamicina. O CIM da vancomicina para as amostras 1 e 4
foi de 4pg/mL e para as amostras 2, 3 e § de 2pg/mL (sensivel).

Os dados da hemovigilancia passiva encontram-se na Tabela 1.
As bolsas nimero 2, 4 e 5 foram transfundidas por meio de pool de
unidades randémicas parao paciente 1 eabolsa 1 e 3 para os pacientes
2 e 3, respectivamente.

dos pacientes receptores das bolsas de plaquetas contaminadas

apresentaram crescimentobacteriano independente do Pacientes

ntimero de colénias desenvolvidas, foram consideradas _Dados e perfil clinico 1 2 3

positivas (utilizou-se o fator de multiplicagio 10). Na Idade 23 anos 46 anos 1 més

sequéncia, foi efetuada a identificagio fenotipica e os  Nitmero de plaguetas 8.000 /mL 93.000/mL 55.000/mL

testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) Doenga de base Leucemia Mieldide Nefropatia diabética Colestase neonatal

utilizando metodologia convencional e automagio Aguda (LMA)

(MicroScan®-Siemens). Setor hospitalar Unidade de Unidade nefrolégica  Unidade de terapia
Semeadura em caldo Mueller Hinton (qualilntlva) hematologia-oncologia intensiva
Aproximadamente 200uL: dos CPs da porgio Antibioticoterapia Sim Nao Sim

tubular da bolsa de plaquetas foram semeados em  Reagio febril Sim: 39°C Sim: 38°C Sim: 39,8°C

2mL de caldo Mueller Hinton e incubados por Cultura Qualitativa Positiva Positiva Positiva

Sdiasa35°C+/-2°C, arambiente. Apéseste periodo, ' Cyltura Quantitativa Negativa Positiva(100 UFC/mL) Negativa

aprox:imadamente lOPL docaldo contendo aamostra Hemocultura Positiva: Nio realizada Negativa

foram repicados em AS e seguidos 0s mesmos Streptococcus sp.

procedimentos de identificagio e TSA. As amostras . : ) . .

Evolugio do paciente Obito Alta hospitalar Obita

que em 48h nio demonstraram nenhum crescimento
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DISCUSSAO

Asepse associada i transfusdo de plaquetas é reconhecida como
a mais comum complicagio infecciosa da terapia da transfusio
sanguinea, sendo duas vezes mais frequente que a transmissdo viral
associada & transfusdo®’.

Virios estudos jd foram realizados empregando metodologias de
cultura convencional e automatizada para detectar a contaminagio
bacteriana em CPs obtidos por aférese e randomicamente*'”**, Todos
o0s CPs contaminados donosso estudo foram obtidos randomicamente.
Porém, no estudo de Hsueh cols' 1,2% dos CPs contaminados foram
obtidos por aférese e somente 0,3% randomicamente.

Aprevaléncia da contaminagio bacteriana em plaquetas obtidas
porum tinico doador através deaférese (transfundidas isoladamente)
e as plaquetas randémicas (obtidas pelo sangue total - § a 7unidades
transfundidas em forma de pool) nos EUA, varia de 1:2.000 - 1:3.000,
equivalendo a 0,05% - 0,03% de contaminagio!'*°,

Recentemente, Walther-Wenke cols'® encontraram um valor de
0,3% de culturas contaminadas de CPs, (169 de 52.243 amostras
analisadas), sendo que, em 45 (26,6%) foram identificados
Staphylococcus coagulase negativo (SCN). Hsueh cols® detectaram
0,34% (8 positivas em 2.338 amostras) de contaminagio bacteriana
em CPs com 75% (6 das 8 contaminagdes) de S. epidermidis.

Num estudo realizado em um hospital universitirio em Goidnia,
Brasil, Cunha cols" detectaram uma contaminagio bacteriana de 0,4%
de CPs contaminadas (8 de2.000amostrasinvestigadas), sendo bactérias
gram-positivas as responsdveis por 38% das contaminagdes.

Yomtovian cols' em seu estudo realizado em um hospital
universitério durante 13anos (1991 a2004), empregando diferentes
métodos de vigilincia para a detecgio de contaminagio bacteriana
em plaquetas, obtiveram um percentual de 0,018% (~0,02%) de
CPs contaminados (38/216.283), sendo que em 71% (27/38) das
amostras SCN foi o microrganismo isolado.

Cunningham e Cash® detectaram em seu estudo uma taxa de
6,3% de contaminago bacteriana em CPs, (63 positivas de um total
de 1.000 amostras), sendo o S. epidermidis responsavel por 83%
(52/63) das contaminagdes.

Os contaminantes encontrados nos CPs sdo predominantemente
bactérias gram-positivas, principalmente Staphylococcus spp o
qual faz parte da flora residente da pele'"***, Como a maioria dos
contaminantes prevalentes é oriunda da pele, hé a necessidade de
executar uma desinfecgio que seja comprovadamente eficaz no
local dapungao. Aesterilidade dos componentes deverd ser mantida
durante o processamento empregando-se métodos assépticos,
equipamentos e solugdes estéreis e livres de pirogénios, como
também a transferéncia de componente de uma bolsa-satélite para
outra devera realizar-se em circuito fechado.

A septicemia é uma complicagio que pode ocorrer apés a
transfusio de plaquetas com contaminagio bacteriana. Ha vdrios
casos relatados associando sepse ap6s infusio plaquetdria''#%*12%,
Uma reagio transfusional é caracterizada através de sinais e sintomas
tais como: febre (com aumento de temperatura de 122°C), calafrios,
tremores, hipotensio, ruborizacio, ndusea, vémitos e choque?.
Porém, nos pacientes que recebem por transfusao CPs contaminados,
esta sintomatologia clinica pode passar facilmente despercebida caso
ndo seja diagnosticada como uma reagio transfusional transmitida

pelo CP contaminado'. Isto porque é complexo diferenciar os
sintomas mencionados, devido 4 sua semelhanga com os efeitos
adversos dos medicamentos em uso pelos pacientes ou até mesmo
por representarem um efeito esperado da antibioticoterapia®®.
Complementarmente, o isolamento de determinados géneros de
microrganismos em um exame cultural de CPs deixa dividas na
etiologia da sepse®.

Comparando as reagoes transfusionais deste estudo com as de
outros grupos de pesquisa, os resultados foram similares™'#'%2!24,
Em 1992, Muder cols* descreveram uma reagio sépticaapésinfusio
plaquetdria que estava contaminada por S. epidermidis em umhomem
de 66 anos que apresentou os sintomas especificos de uma reacio
transfusional, relatados anteriormente®. A cultura do sedimento
do pool de plaquetas revelou uma contagem de 10° UFC/mL.
Hsueh cols®, em 2009, também publicaram em seu estudo uma
reagio transfusional ocasionada pelo mesmo microrganismo, sem
citar ou ter efetuada a quantificagio das UFC/mL.

Em nosso estudo, o paciente 1 (sexo masculino, 23 anos, portador
de leucemia mieldide aguda - LMA), conforme mostra a Tabela 1,
fazia uso dos antibidticos cefepime, vancomicina e meropenem
quando recebeu a primeira bolsa contaminada (bolsa nimero 2);
contudo, nio apresentou febre. Depois de 4 dias, sua hemocultura
resultou positiva para Streptococcus sp. No 7° dia, continuava a
apresentar plaquetopenia devido a sua condi¢fio imunossuprimida.
Novamente, em forma de pool, plaquetas foram transfundidas
contendo duas unidades de bolsas contaminadas. No 8° dia, ele
apresentou estado febril persistente (38-39°C) indo a 6bito por
infecgéo do trato respiratério inferior e choque séptico.

O paciente 2 (sexo masculino, 46 anos, transplantado de rim) ndo
fazia uso de antimicrobianos no dia da infusio da bolsa de plaquetas
contaminada (bolsa niimero 1). No dia seguinte apresentou-se febril
(38°C) e, uma semana depois, submeteu-se aprocedimento cirirgico
com prescri¢io de Clavulin® S00mg como tratamento profildtico.
Porém, devido a falta deste antibiético na farmdicia hospitalar, o
paciente fez uso do cefadroxil 500mg, Dois dias depois teve alta.

O 3 paciente tratou-se de um recém-nascido com um més de
vida e colestase neonatal, ao qual eram administrados cefotaxima,
vancomicina, amicacina e meropenem. Ele recebeu por transfusao
uma das bolsas de plaquetas contaminadas (bolsa 3). Posteriormente
apresentou febre (39,8°C). Foi coletado sangue para hemocultura no
dia posterior & transfusdo resultando numa hemocultura negativa.
O ¢bito foi registrado no mesmo dia da coleta da hemocultura por
choque séptico e extrema colestase.

Atransfusdo de plaquetas continua sendo imprescindivel nos casos
de trombocitopenia, cirurgias, acidentes com grande perda sanguinea
eno tratamento de pacientesleucémicos os quais apresentam perfodos
prolongados de plaquetopenia. Ainda que existam riscos associados,
a transfusdo de CPs permanece sendo o melhor tratamento frente a
estas situagdes. Portanto, é necessdrio o aprimoramento das medidas
a fim de prevenir, diagnosticar e reduzir a contaminagio bacteriana e
suas reagOes transfusionais associadas.

As metodologias convencionais existentes para a detec¢io da
contaminagio bacteriana em CPs tém limitagdes na sensibilidade e
especificidade. Neste estudo, a origem das 5 cepas provavelmente foia
pele, porisso, torna-se necessdrio uma adequada desinfecgio das méaos
e dapele dos doadores, condigdes ideais de armazenamento e triagem
em 100% das amostras de CPs obtidas pelos Bancos de Sangue.
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Atualmente, a prevaléncia da contaminagio bacteriana em CPs
ndo se encontra bem caracterizada, possivelmente subestimada.
Como ¢é complexa a eliminagio da contaminagio das bactérias
provenientes da pele nos hemocomponentes, é essencial reconhecer
os sintomas clinicos iniciais associados com sepse transfusional para
a institui¢do imediata do tratamento adequado.
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3.2 Artigo 2 — Avaliacdo da deteccdo de contaminacdo bacteriana em concentrados
plaquetarios utilizando bacterioldgico quantitativo e reducédo da concentracao de glicose
e do pH



AVALIAGAO DA DETECGAQ DE CONTAMINAGAQ BACTERIANA EM
CONCENTRADOS PLAQUETARIOS UTILIZANDO BACTERIOLOGICO
QUANTITATIVO E REDUGAO DA CONCENTRAGAO DE GLICOSE E DO PH

Rosiéli Martini*, Monica de Abreu Rodrigues*™, Andressa Oss-Emer
Soares, Livia Gindri, Maisa Kraulich Tizotti*, Claudia Barbisan
Kempfer', Magda Roehrs®, Leticia Eichstaedt Mayer®, Viviane
Ratzlaff, Rosmari Horner*

Universidade Federal de Santa Maria

RESUMO: Introdugdo: A contaminacio bacteriana em concenirados plagquetarios (CPs) constitui um
problema criico devido ao risco de eventos sépticos associados a fransfusdo. A cultura microbiologica dos
CPs apresenta alguns desafios como o volume pequeno do indculo inicial e o tempo para a liberagéo do
resulfado. Neste estudo nds avaliamos o desempenho na detecgdo da contaminagéo em 79 amostras de
CPs provenientes do Hemocentro do Estado do Rio Grande do Sul de Santa Mania no ano de 2010 por duas
diferentes metodologias. Material & Métodos: Cultura bacteriologica quanitativa: semeadura de 100 ul de
CPs em agar sangue; e marcadores mefabolicos: medida de glicose e pH com tiras reagentes. Resultados:
Em todas as anélises deste estudo a glicose apresentou valores positivos e 91,13% ficou com pH acima de
7.5 e 8,87% abaixo de 7,0. No 5° dia 83,55% das amostras apresentaram glicose negativa. Ndo houve
crescimento bacteriano em nenhuma das amostras que apresentaram pH inicial acido. A taxa de
contaminagio bacteriana foi de 1,27% (Slaphylococcus epdermidis). Conclusdo: Concluimos que os
marcadores metabalicos utilizados ndo permitiram a deteccéo da contaminagao bacteriana, uma vez que
a amosira positiva ndo mostrou relagéo com a acidificacdo do pH e do consumo da glicose.

Descritores: PH; Glicose; Contaminagéo bacteriana; Concentrados plaquetarios; Cultura microbiologica.

EVALUATION OF DETECTION OF BACTERIAL CONTAMINATION IN PLATELET
CONCENTRATES USING THE QUANTITATIVE BACTERIOLOGICAL AND
REDUCTION THE CONCENTRATION OF GLUCOSE AND PH

ABSTRACT: Background: Bactenal contamination in platelet concentrates (PCs) is a critical problem due
to the risk of septic events associated with transfusion. The microbiological culture of the PCs present
some challenges as the small volume of inoculum and fime to release of results. In this study we evaluated
the performance in the detection of contamination in 79 samples PCs from the Blood Center of the State
of Rio Grande do South of Santa Maria in 2010 by two different methodologies. Methods: Quantitative
bacteriological: seeding of 100 uL of PCs on blood agar; and metabolic markers: measurements of glucose
and pH by reagent strips. Results: In all analysis of this study the glucose showed positive values and
91.13% remained above pH 7.5 and 8.87% below 7.0. At 5° day 83.55% of the samples were negalive
glucose. There was no bacterial growth in any of the samples with inifial pH acid. The rate of bactenal
contamination was 1.27% Staphylococcus epidermidis). Conclusion: We conclude that metabolic
markers used did not allow the detection of bacterial contamination, since the positive sample was not
related to the acidification of pH and consumption of glucose.

Descriptors: PH; Glucose; Bacterial contaminafion; Flatelet concentrates; Microbiological culture.
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Introdugdo

Atualmente a infusdo de hemocomponentes contaminados por baciérias é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade entre os receptores. Este fato representa um
consideravel problema de salde plblica, especialmente no Brasil.'? A contaminagio
bacteriana pode estar presente em qualquer hemocomponente, principalmente em
concentrados plaquetarios (CPs), devido & temperatura de armazenamento (20 - 24 °C) que
facilita a proliferacio dos microrganismos. Os CPs sfo 03 responsaveis pela maior parte dos
casos de reagdes sépticas transfusionais **

Varios procedimentos screening sio ufilizados na rotina pelos bancos de sangue para
reduzir os incidentes da contaminacfo bacteriana de CPs.258 Alguns métodos microbiologicos
tém sido efetivos na deteccéio das bactérias presentes nos CPs, porém com o inconveniente
de necessitar um grande intervalo de tempo para a liberacdo do resultado. Além disso, a
maioria destes métodos possui baixa sensibilidade para detectar pequenas gquantidades de
unidades formadoras de coldnia por mL de sangue (UFC/mL).32

E de consenso que o crescimento bacteriano provoque uma reducdo nos niveis de
glicose e pH nos liquidos biologicos, como por exemplo, nos CPs. Consequentemente, a
diminuigio da glicose e dos niveis de pH tém sido amplamente utilizados como indicadores de
presenca bacteriana. '™ Este teste & um dos métodos sugeridos pela American Association of
Blood Banks (AABB), sendo utilizado em varios paises.”? Entretanto, até o momento, no
constatamos nenhum estudo brasileiro que utilizasse esta metodologia com a finalidade de
investigar contaminagéo bacteriana em CPs.

Desta maneira, visto que a transfuséo de CPs contaminados com bactérias pode causar
reapbes transfusionais sépticas com desfechos fatais, a prevencio efou a reducio da
ocorréncia destas reagdes constitui um dos maiores desafios enfrentados nos bancos de
sangue e na medicina fransfusional . '518

Por iss0 0 nosso estudo objetivou investigar a contaminacio bacteriana em CPs afravés
de duas metodologias: cultura quantitativa e variagio da concentragio da glicose e dos niveis
de pH das amostras provenientes do Hemoceniro do Estado do Rio Grande do Sul
(HEMORGS), de Santa Maria (RS).

Material e métodos

Coleta e destino das amostras
Foram analisadas 79 amostras de CPs de até 24 h as quais foram coletadas no
HEMORGS, durante 0s meses de setembro e outubro de 2010. Néo existiram critérios de
exclusdo, portanto todas as amostras de CPs obtidas nesse periodo foram incluidas nesta
pesquisa.
Estas amostras foram provenientes de dois fipos de coleta: 74 CPs obfidos pela

saide (santa iaria), w36, 02 p 2055, CENMrifugacio do sangue total (plaguetas randdmicas) e 5 obtidos pelo método de aférese

. [plaquetaféreses). Os CPs avaliados neste estudo foram coletados a partir da porcio tubular
* das bolsas. Cabe relatar que a porcao utilizada neste esfudo seria desprezada pelo
» HEMORGS, ndo acarrefando desperdicio de CPs. Apos a coleta as amostras foram
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encaminhadas para o Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas (DACT) do Cenfro de Ciéncias da Saide (CCS), onde foi efetuado este estudo.

Preparacdo das amostras
Mo laboratorio de Bacteriologia as amostras foram manipuladas em cabine de seguranca
biologica, classe Il, tipo B2. A porgdo tubular da bolsa de plaguetas foi desinfectada com alcool
70% (fricgéo por aproximadamente 1 minuto).
As duas metodologias realizadas neste estudo foram:

Semeaclura em placa de agar sangue (AS) de carneiro, com contagem (quantitativa).>'"18

Foram semeados 100 pL dos CPs em AS, com o auxilio de pipeta automatica, os quais
foram incubados a 35 °C + 2 °C 5% de CO,, por 24 -48 h.

A andlise do crescimento de coldnias bacterianas foi feita nas 24 — 48 h apds a
semeadura. Nas amostras em que houve crescimento de coldnias (positivas) foi efetuada a
sua contagem e o resultado relatado foi em UFC/mL, ufilizando fator de multiplicacio de 10X.
Com as amostras positivas foram realizadas, na sequéncia, coloragio de Gram e idenfificacio
fenotipica convencional19 e automatizada (MicroScan@-SIEMENS).

Medida do pH e glicose.10-14

Aproximadamente 200 L da porgio tubular da bolsa de plaguetas, com o auxilio de seringa
e agulha estéreis, foram transferidos para um tubo de vidro esterilizado e rosqueado contendo 2 mL
de caldo Mueller Hinton (CMH) e incubados por 5 dias a 35 °C + 2 °C. A glicose e o pH foram
mensurados com o auxilio de firas reagentes (Biocolor@-Bioeasy) nas primeiras 24 h apés a coleta,
em amostra de CPs puro, posterior a adicio das plaguetas em 2 mL do CMH e na sequéncia
efetuaram-se mais quatro medidas até o quinto dia, com intervalo de 24 h em cada analise.

Com relacéio a glicose, nesta pesquisa as amostras foram agrupadas como glicose positiva
(faixa de 100 - 2000 mg/dL) e glicose negativa (inferior & 50 - 100 mg/dL); em relacdo ao pH
agrupadas em frés niveis diferentes: amostras basicas (acima de 7.5), neutras (7.0 - 7.5) e acidas
(abaixo de 7,0).

Também foi utilizado um controle negativo constituido apenas de CMH, que foi manipulado da
mesma forma que as amosiras, com a finalidade de verificar possiveis influéncias na determinacio
da glicose e do pH.

Conceitos éticos

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), sob o nimero 0285.0.243.000-09.

Resultados

Em 1 das 79 amostras (1.27%) houve crescimento bacteriano de incontaveis UFC/mL  saide sanss waris), v, 02 p2oss
(método bacteriologico quantitativo), oriunda de CP randomico. Cocos gram-positivos foram | - .. 1 <
visualizados na microscopia (colorado de Gram), sendo identificados como Staphylococcus ! 1“%:"""’;%“; -
enidermidis (metodologia fenotipica convencional e automatizada). S — 3

AD;




Salide (Santa Mari), v.36, 0.2 p. 2835,
Julidez. 2040,
Aveliacio da delecgio de conlaminagio

bacteriana em concenirad:
ulilizenco bacterioligio

reducao da concentragao e glicose & do ph

iz

2]

0365

Nos paramefros metabolicos concenfragio de glicose e pH, na metodologia na qual foram
utilizadas as fitas de urina, detectamos uma grande variacdo na concentracio da glicose
medida no primeiro & no quinto dia. Em todas as amostras analisadas neste estudo, a glicose
apresentou-se positiva, quando medida na plaqueta pura. No primeiro dia, guando a plagueta
foi semeada no CMH, 92 41% mostrou-se positiva. 62,03% das amostras no segundo dia
foram negativas. No quarto e quinto dias em aproximadamente 84% das amosfras a glicose foi
negativa (Grafico 1).
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Grafico 1 — Relagdo da porcentagem positiva ou negativa dos niveis de glicose de todas as amostras analisadas durante a
realizagdo didria das suas medidas.

Verificagdo didriadaglicose

A amostra que apresentou crescimento bacteriano foi glicose positiva no primeiro dia (500
mg/dL). Nos segundo, terceiro, quarto e quinto dias a amosfra positiva permaneceu com
glicose positiva (100 mg/dL). O controle negativo, composto apenas de CMH, mostrou-se
negativo durante todas as medidas (primeiro ao quinto dia).

O pH apresentou oscilagio nos seus valores, em todas as amostras analisadas (Gréafico
2). No primiero dia, 8,86% das amostras (7 de 79) tiveram pH acido (plagueta pura sem CMH).
A amostra na qual foi isolado o =. epidermidis, teve pH neutro na plaqueta pura e no CMH no
primeiro dia. No segundo dia apresentou-se pH neutro e nos demais dias, pH basico (8,0).
Além disso, algumas amostras isentas de microrganismos que inicialmente eram neutras ou
basicas tornaram-se acidas no final da analise.
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Grafico 2 — Relagdo da porcentagem dos niveis de pH de todas as amostras durante a realizagdo diania das suas medidas.
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Discussio

A contaminacdo bacteriana das plaquetas constitui o risco de infecgio mais comum das
fransfusdes. A presenca de bactérias contaminantes em plaquetas pode desencadear eventos
septicos. Os receptores destes CPs fransfundidos normalmente sfo pacientes
imunossuprimidos e, portanto mais suscetiveis a infecobes bacterianas *
Atualmente, devido 4 emergéncia de episodios de sepse apds transfusdes de plaquetas,
0s servicos de hemoterapia juntamente com os 6rgdos responsaveis pelo controle de
qualidade vém buscando desenvolver e aprimorar técnicas eficientes, praticas e mais rapidas
que as bacteriologicas na deteccéio de bactérias em componentes sanguineos.
A cultura bacteriana é claramente o método atual de escolha para a deteccio da
contaminacdo bacteriana em plaquetas obtidas por aférese (Unico doador), porém, este
método ndo tem sido pratico para a avaliacio dos CPs randémicos.™ O que pode tornar o
método de cultura microbioldgica ndo realizavel numa rotina de banco de sangue, onde ha
uma grande escala de producio de CPs derivados de sangue total, é devido 4 elevada mdo de
obra que depende da quantidade de CPs produzidos e pelo intervalo de tempo necessario para
o0 crescimento bacteriano, diferentemente das amostras de plaquetaféreses, as quais sio de
baixa producio e direcionadas a determinados pacientes. Por esta razéo, desde 2004 a AABB
permitiu o uso de técnicas alternativas para a detecgéo de bactérias. Esta associacdo permite
incluir o uso da coloragio bacteriana (Gram) e de fitas de urina multi-reagentes para detectar a
redugdo da concentragdo de glicose e pH causada pelo crescimento bacteriano.'? Além do
mais, nos paises acreditados pelo Food and Drug Administration (FDA), a analise
microbiolégica € preconizada em todas as amosfras de plaquetas.’?
Ja no Brasil, a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n® 153, de 14 de junho de 2004
estabelece que o controle microbioldgico seja realizado em apenas 1% das bolsas produzidas
ou em 10 amostras aleatGrias por més; a escolha deve ser em relagio a que apresentar maior
ntimero de amostras.?® Esta nossa RDC ndo preconiza a execucdo da triagem em toda a
produgio mensal e ndo descreve a metodologia de cultura preconizada para este fim 2
A prevaléncia da contaminacio bacteriana neste estudo foi de 127% (1 de 79),
semelhante ao estudo anterior por nés realizado no ano de 2009 e inicio de 2010, no qual
detectamos 1,7% (b de 292) de contaminacio nos CPs do HEMORGS.2 Ja Cunha e cols
(2006) detectaram uma contaminacio menor em CPs, de 0,4% (8 de 2000), em estudo
realizado em Goidnia (BRA)."
A taxa de contaminagio encontrada em nosso estudo, também quando comparada com
pesquisas realizadas fora do Brasil, se encontra um pouco maior aos estudos de Walther-
Wenke e cols {2010) que enconfraram um valor de 0,3% de culturas contaminadas de CPs
(169 de 52.243), estudo realizado em centros da Cruz Vermelha na Alemanha.2' E em outra
pesquisa efetuada na Fundacio do servico de doacdo de sangue em Taiwan, Hsueh e cols
(2009) obfiveram 0,34% (8 de 2.338) de contaminagfio em CPs 2
No entanto, quando compararmos a prevaléncia de contaminacio deste estudo com o descrito
por Cunningham e cols (1973), realizado em um centro de fransfus&o no sudeste da Escocia, nossos _
valores se encontraram 5 vezes inferior a contaminaggio relatada (6,3% = 63 de 1000).2 s e
No que se refere aos marcadores metabolicos utilizados, a reducdo da concentragio da "\ s e - 5 rene
glicose a limites ndo detectaveis, em 62,03% das amostras no segundo dia da andlise, e de M0 5 MMy L E e Vs orns |
aproximadamente 84% no final do quarto e quinto dias, poderia sugerir a contaminagdo das .




mesmas. Portanto, ndo foi possivel estabelecer nenhuma relacio da vaniacéo da glicose coma
presenca de bactérias nos CPs, ja que a negativacio da glicose (83,55%) ocorreu numa taxa
aproximadamente 66 vezes superior a prevaléncia bacteriana enconfrada neste estudo
(1,27%) ndo sendo um indicativo de contaminacéo bacteriana dos CPs. A reducio do pH
também ndo mosfrou ser um pardmefro confiavel na mesma detecgio, uma vez que iniciou
com 8,86% (f das 79) das amostras com pH acido; teve o maior pico no quarto dia, com
18.,99% das amostras com este pH e baixando para 11,39% no quinto dia. Além do mais, a
amosira em que foi isolado 0s 5. epidermidis na cultura, n&o apresentou pH acido.

Quando comparamos a mefodologia do pH e da glicose com a cultura quantitativa,
nossos resultados ndo demonstraram nenhuma relacio da diminuicio do pH e do consumo da
glicose com a presenca de bactéria na amostra de plaquetas analisada, estando em
conformidade com o estudo realizado por Myhre e cols (1985) o qual também verificou que o
pH pode diminuir, permanecer inalterado, ou, em alguns casos, até aumentar nas amostras
com crescimenfo bacteriano.®* Também esta de acordo com demais estudos descritos na
literatura internacional, como o executado por Tarrand e cols (2004) na Universidade do Texas
(EUA) que afirma gue as firas reagentes sdo consistentemente insensiveis para defectar
contaminagdo por S. epidermidis em plaquetas.®

Estudo feito por Clark e cols (2006) na Universidade do Sistema de Saide da Virginia
(EUA), também compararam os resultados da cultura com o pH e a glicose, e concluiram que
as fitas reagentes ndo idenfificaram nenhuma amosira que foi positiva pela cultura
microbiologica.* Na pesquisa realizada por Werch e cols (2002) na Universidade do Texas
(EUA), somente 2 de 30 CPs contaminados foram detectados pelas fitas reagentes,
correlacionando-se pobremente com a contaminacio bacteriana, demonsfrando assim um
baixo valor preditivo positivo.™

Wagner e cols (1996) na Cruz Vermelha Americana (EUA) e Burstain e cols (1997) na
Universidade da Carolina do Norte (EUA), também alertam que para as fitas detectarem a
contaminacio bacteriana por estes dois pardmetros séo necessarias alias taxas de UFC/mL,
em tomo de 107 UFC / mL, o que demonstra sua baixa sensibilidade. %% Entretanto, Burstain e
cols (1997) afirmam que as tiras reagentes podem ser utilizadas de forma rapida e barata para
a deteccdo de contaminacio bacteriana em CPs.# Isto & devido que estes testes séo
considerados simples, rapidos e de baixo custo, porém, podem apresentar uma altissima taxa
de falsos-positivos.#

0s nossos resultados nos permitem concordar com a concluséo de Clark e cols (2006), o
qual descreve que nenhuma técnica alternativa, que ndo a bacteriologica, para a defecgio da
contaminacio bacteriana em CPs é efefiva.’ Yomtovian e cols (1993) em um estudo efetuado
na Universidade da Reserva de Case Western (EUA), e a AABB (2004) relatam que o
bacteriologico detecta bactérias & niveis de 102 UFC / mL e o bacterioscopico somente quando
0s niveis estdo em 104 - 108 UFC / mL."228 Além disso, a coloracio ainda depende da prafica
do operador para a liberagio do resultado, representando, portanfo, uma analise ndo
facilmente incorporavel da rotina diaria.**

Com as amostras ensaiadas neste estudo, nfdo houve correlagio entre as duas
it %P = metodologias ufilizadas na detecgio da contaminagio bacteriana dos CPs. Este estudo foi
s yma tentativa de avaliar o desempenho de uma nova metodologia (marcadores metabolicos)
o para investigar este fipo de contaminacio, método j4 referido na literatura internacional
“" destacando-se por sua facilidade na execugdo, pelo curto intervalo de tempo e por seu custo
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Na pratica, a mudanca da cor da fita reagente na deteccdo do pH e concentragio de
glicose poderia representar uma metodologia rapida e de facil interpretagdo por qualquer
operador na rotina dos hemocentros, diferentemente das dificuldades na leitura do método que
usa a coloragio de Gram efou da cultura, a qual necessita de mais tempo para a liberacio. No
entanto, nossos resultados demonstraram ser este método ndo especifico e pouco confiavel
para detectar bactérias em plaguetas.

Conclusio

Mesmo que haja melhorias no que se refere ao procedimento anterior 4 coleta, como por
exemplo, na assepsia do local da puncéo, no questionario de triagem, na realizacio completa
do leucograma e enfre outros, no Brasil, permanece a necessidade de buscarmos
aprimoramento das técnicas existentes e o uso de métodos automatizados para a detecgio de
contaminantes bacterianos principalmente em plaquetas. Destaca-se, em especial o Bact/Alert,
0 qual & considerado um sistema de detecgio microbiana com tecnologia de ponta,
destacando-se por sua alta sensibilidade e especificidade, rapidez e exatiddo na obtencio dos
resultados e além do mais por 95% de recuperacio de microrganismos em até 24 horas. S6
assim, sera possivel garantirmos maior seguranca nas transfuses sanguineas, ja que os
pacientes sdo (nicos em suas necessidades.
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3.3 Manuscrito 1 - Bacteriological analysis of platelets and cases of septic reactions
associated with transfusion of contaminated samples.

! Manuscrito submetido para publicagdo para o Jornal Transfusion and Apheresis Science em 17/08/2011.
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BACTERIOLOGICAL ANALYSIS OF PLATELETS AND CASES OF SEPTIC
REACTIONS ASSOCIATED WITH TRANSFUSION OF CONTAMINATED

SAMPLES.

ABSTRACT

Introduction: For years, platelet transfusion therapy has been playing an important role in
controlling patients with hematological and oncological diseases. However, platelet
transfusion represents a serious risk for bacterial sepsis. This study aimed to verify the
bacterial contamination index in platelet concentrates (PCs) obtained from the Blood Center
of the State of Rio Grande do Sul (HEMORGS). Methods: All 612 samples of PCs from
HEMORGS were analyzed in August 2009 and January 2010. We used a qualitative
methodology which was modified manually in order to detect bacterial contamination. The
patients who received the platelet units with confirmed positive cultures had their medical
records analyzed. After the prospective study, a retrospective analysis of the samples of PCs
checked by the bacteriological control from HEMORGS since its foundation (2008) until
2010 was made. Results: 480 samples (10 monthly samples of plateletpheresis and 10 of
whole blood-derived platelets) were analyzed in order to compare the contamination index for

both studies. Of 1092 samples, 15 were found to be contaminated (6 of retrospective analysis
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and 9 of prospective). In prospective study, isolated microorganisms were nine
Staphvilococcus epidermidis, but in retrospective two Staphyviococcus sp., two glucose non-
fermenting gram negative bacilli, one Streptococcus sp. and one Proteus mirabilis. We report
3 feasible cases of bacterial sepsis associated with the transfusion of CPs analized by
prospective study. Conclusion: Bacterial sepsis associated with platelet transfusion is today
the most frequent infectious complication of transfusion medicine. Although complex. it is

important to recognize transfusion sepsis in patients to reduce morbidity and mortality.

Keywords: Platelet, Transfusion, Transfusion reactions.

INTRODUCTION

The transfusion of platelet concentrates (PCs) units is an essential support in treating
platelet deficient patients who are mainly from the hematology-oncology unit [1]. Of all
blood-derived products, platelets are the blood component preparations most susceptible to
contamination from bacteria [2]. This contamination is one of the main causes of death from
sepsis after transfusion [3].

The current prevalence of bacterial infection due to PCs contamination is much greater
(1 in 2000 units) than other types of infection transmitted by transtusion, such as the Human
Immunodeficiency Virus (HIV) or Hepatitis C (1 in 2 million transfused units) [4-6]. Gram-
positive cocci are the most frequent contaminants of platelets, with Staphviococcus sp. and
Streptococcus sp. the most prevalent. Coagulase-negative Stap/iviococci (CoNS) are the

leaders in transfusion reactions in platelet bags [7]. Stap/vlococcus epidermidis stands out for
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causing chronic infections in hospitalized patients due to their capacity to form biofilms, their
main virulence mechanism [7-9].

According to a study by Krishnan and Brecher, S. epidermidis inoculation in a platelet
unit resulted in 10* colony forming units per milliliter (CFU/mL) after 3 days and 10°
CFU/mL after 6 days [10]. Furthermore. the minimal concentration required to cause fatal
reactions would be 10° CFU/mL [10]. In 2008, Jacobs et al report that a concentration of 10°
CFU/mL would be responsible for transfusion reactions and 10° CFU/mL for serious
reactions, potencially fatal and fatal [11].

A septic transfusion reaction can be characterized by signs and symptoms like: fever
(increase in temperature from 1 to 2 °C), chills, shakes, tachycardia, hypotension, redness,
nausea, vomiting and shock [12]. This reaction may be immediate, when it occurs within 24
hours after transfusion. or late. after 24 hours [12]. However, clinical severity of transfusion
reactions depends greatly on the species involved, the bacterial load and the clinical
conditions of the recipients and their base diseases [13].

Since the foundation of the Hemocenter of the State of Rio Grande do Sul
(HEMORGS), in Santa Maria, in May 2008, bacteriological control has been conducted on
whole blood-derivaded platelets (10 monthly samples) and apheresis platelets (10 monthly
samples). This quality control follows the norms recommended by Collegiate Board
Resolution (RDC) no. 153, of June 14, 2004 [14]. All samples obtained by HEMORGS are
sent to the University Hospital of Santa Maria (HUSM).

We report 3 potential cases of transfusion reactions associated with whole blood-
derivaded platelets contaminated by S. epidermidis (detected by prospective study) in patients
admitted at HUSM. in August 2009 and January 2010. The cases refer to 2 patients with
Acute Myeloid Leukemia (AML), 16 to 23 years old, and a newborn, 1 month old, diagnosed

with cholestasis.
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METHODS

Collection of platelets by apheresis system and whole blood-derivaded platelets

The platelet units were routinely collected by apheresis and by whole blood-derivaded
platelets from voluntary donors at, after washing the donor’s arms with soap and water and
asepsis with alcohol 70 % in the puncture site. The prospective study was made during 6
months. The first month (August 2009) and the last (January 2010) were chosen for collecting
the samples and the bacteriological analysis in order to eliminate any seasonal interference.
100% of the production in the chosen months were collected, totalizing 612 samples (21 of
plateletpheresis and 591 random omnes), 320 samples in August and 292 in January. The
samples which presented bacterial growth were verified whether they were transfused, and if
so there was an analysis of the recipient’s medical records.

Besides the prospective study. there was a parallel retrospective research with the data
of the bacteriological control from HEMORGS, concerning 2 years (from May 2008 to May
2010), totalizing 480 samples of platelets (240 of plateletpheresis and 240 radom ones).

The bacteriological control from HEMORGS i1s made according to the current
legislation in Brazil (RDC n. 153, June 14, 2004), which praises the bacteriological analysis
in 10 samples of plateletpheresis and 10 samples of whole blood-derived platelets a month,

chosen randomly.

Investigation of bacterial contamination
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We use a modified manual qualitative methodology [15,16] in prospective study to
detect bacterial contamination. Approximately 300uL., removed from the platelet bag tubing.
was cultured in 2 mL of Mueller Hinton broth (MHB) and incubated at 35 °C = 2 °C, ambient
air. After 5 days of incubation, 10uL of the broth containing the PC sample were sub-cultured
on Blood Agar (BA). and the plates were incubated in the same conditions. Bacterial
identification and the Antimicrobial Sensitivity Test (AST) of the isolated contaminant were

conducted using conventional (Kirby-Bauer) and automation methodology (MicroScan®) [17].

Confirmation of bacterial contamination through reculture

Those samples that within 24-48 hours demonstrated bacterial growth in the were
peaked from initial MHB to new plaques of BA and incubated at the same previous conditions
to exclude false positive recultures. When the culture was positive and with isolation of the

same bacteria from the first sub-culture. the sample was defined as "positive-confirmed".

Cases reported of transfusion reactions

The patients who received the platelet units with confirmed positive cultures had their
medical records analyzed [18]. The signs and symptoms described in ANVISA’s Hemo-
Surveillance Technical Manual [12] were evaluated and the cases were classified as per the
parameters found in Bone et al. [19], considering: sepsis, the presence of two or more of the
following conditions: temperature > 38 °C or < 36 °C, heart rate > 90 bpm. respiratory rate >
20 ipm or pCO, < 32 mmHg, leukocyte count > 12.000/mm* or < 4.000/mm?®, or 10% of

immature forms; serious sepsis, sepsis associated with organ malfunction, hypoperfusion or

hypotension, septic shock, hypotension induced by sepsis. Furthermore, when possible, blood
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samples were collected from patients who received contaminated platelets to verify the
possible condition of bacteremia and compare the isolated agent in this blood culture with the

one in the platelet bag.

Genotypic identification

Detection of the mecA and icaD gene was then conducted using the Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique. The methodology previously described by Kearns, et al. [20] was
used for the mecA gene. The following pair of primers was employed: SA-1 (5° CGG TAA
CAT TGA TCG CAA CGT TCA 37) and SA-2 (5° CTT TGG AAC GAT GCC TAA TCT
CAT 3’) (Ludwig Biotec®). Presence of the mecA gene was seen through the amplification of
the fragment with 214 base pairs, confirmed by the positive control (S. qureus strain ATCC
43330) and by the molecular weight marker. For detecting the icaD gene, which codifies
biofilm formation [7], descriptions were followed. The following primers were used: (seicaDF)
5"-AAG CCC AGA CAG AGG CAA TAT CCA-3" and (seicaDR) 5'-AGT ACA AAC AAA
CTC ATC CAT CCGA-3". Presence of the icaD gene was seen through amplification of the
fragment with 239 base pairs, confirmed by the positive control (S. epidermidis strain ATCC
35984). This technique was used in the blood sample of only one patient and in a positive bag

of platelets which was transfused to himself because the other two patients had fatal outcome.

Ethical concepts

This study was approved by the Research Ethics Committee (CEP) at the Federal

University of Santa Maria (UFSM), under number 0285.0.243.000-09.
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RESULTS

Rate of bacterial contamination of all samples of August 2009 and January 2010.

A total of 612 platelet units were analyzed through a prospective study and among
them 9 (1.47%) had bacterial growth with S. epidermidis (4 of 9 — 44.4% in August 2009 and
5 of 9 — 55.6% in January 2010) (Table 1). Bacterial contamination was detected in the whole

blood-derived platelets.

Rate of bacterial contamination found in HEMORGS control routine

From May 2008 to May 2010, a total of 480 platelet units were analyzed at the
HEMORGS bacteriological screening. Of that total, 6 samples (1.25%) presented bacterial
growth (2/6 — 33.33% whole blood-derivaded platelets and 4/6 — 66.67% apheresis platelet
samples), 1/6 — 16.66% in each month: May, July, September and December of 2008, January
and December of 2009 (Table 1). Among the contaminants: Staphviococcus sp. (2 of 6);
glucose non-fermenting gram negative bacilli (GNF-GNB) (2 of 6); Streprococcus sp. (1 of 6)
and Proteus mirabilis (1 de 6).

When HEMORGS detects bacterial growth in a PC sample during routine

bacteriological control, it immediately informs the HUSM with the objective, if any, of

avoiding transfusion with the sample in question.

TABLE 1: Bacteria isolated in PCs by the HEMORGS microbiological control and by

prospective study.
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Period of detection

Investigation of possible septic reactions prospective study

The analysis of patients' records was performed only in the prospective study, and
through this, it was found that the nine contaminated samples (S. epidermidis) were
transfused, and three of them went to the same recipient. Among the patients who received
contaminated bags, 3 presented clinical symptoms of septic transfusion reaction while the
other recipients did not present such symptoms.

The following reports are about feasible cases of septic transfusion reaction detected in
the prospective study. The cases 1 and 2 are already part of a recent publication made by our
research group [21]:

Case 1. Youngster admitted to the hematology-oncology unit, male, 23 years old,
patient with AML, in antimicrobial therapy with cephepime, vancomycin and merophenem,
received a bag of contaminated random PC. The transfusion occurred due to
thrombocytopenia resulting from underlying disease and did not show clinical symptoms of
transfusion reaction. 7 days after the first transfusion the patient received five bags of random

platelets, in which two of them were contaminated. After 16 hours the patient had persistent
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fever, ranging from 38° C to 39.5° C. The patient died due to infection of the lower
respiratory tract, with septic shock, as recorded in the medical report

Case 2. Natural birth female newborn, one month old, with a clinical diagnosis of
neonatal cholestasis. was admitted to the neonatal intensive care unit at HUSM. taking
cefotaxime, vancomycin, amikacin and merophenem. She was given one contaminated PC
bag and after 6 hours had developed a fever of 39.8 © C, which remained at that level. That
same day. the patient died of septic shock and extreme cholestasis.

Case 3. 16-year-old male was admitted at HUSM suspected to have AML and interned
at the Center for treatment of children with cancer. After three days, the diagnosis of AML
type M4 was confirmed and the trearment with chemotherapy and antibiotics started
(cephepime, trimethoprim-sulfamethoxazole, vancomycin and merophenem). In the following
week platelet transfusions were performed and among these transfusions the patient received
a contaminated sample. At the end of the transfusion the patient had high temperature (38.1°
C) and tachycardia. Blood culture was requested, which was positive with S.epidermidis. In
this period we collected a blood sample from the patient, the bacteria isolated from blood
culture showed the same sensitivity profile of the isolated strain from contaminated bag of
PCs. The two isolates (from the bag of PCs and from the blood culture) were sent for
genotypic testing. The two isolated strains proved to be negative miec4d gene and positive

icaD.

DISCUSSION

.

In this study, we report on 3 possible cases of septic transfusion reactions that

occurred after infusion of platelet bags by S. epidermidis. As described by Goldman et al. [22]
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the bacteria, present in a transfused platelet bag., caused fatal septic shock in an
immunodepressed patient due to its opportunistic nature. Furthermore, the virulence
mechanisms this microorganism can present, such as the formation of biofilm, hamper the
evolution of therapy with antimicrobials [23].

S. epidermidis 1s part of the skin’s normal microbiota [24], frequently isolated in
contaminated PCs bags [8,9]. Recent research reports the formation of biofilm during platelet
storage, indicating that the storage environment (ambient temperature) may trigger the
expression of this virulence and intensify the potential of this species to cause serious septic
transfusion reactions [25]. The capacity for biofilm production reported in hospital strains has
also already been observed in commensal community strains of S. epidermidis [26-28].

After blood transfusions contaminated by Dbacteria, recipients may remain
asymptomatic with imperceptible or insignificant clinical reports, and end up not being
investigated [29]. Others may present characteristics symptoms of septic transfusion reactions
in accordance with ANVISA’s Hemo-Surveillance Technical Manual [12] and also fit the
parameters for bacteremia described by Bone et al. [19]. The clinical presentation varies and
depends on multiple factors, such as: the patient’s immunological situation, the use of
antibiotics during transfusion. the number of infused CFU/mL and contaminant virulence
[10,30].

Clinically, most PCs contaminations is poorly recognized, since neutropenic patients
susceptible to fevers and infections may present similar clinical reports and wvariable
symptoms [10,30.31]. hampering the diagnosis of septic transfusion reactions.

In our study. patients 1 and 2 represent possible cases of septic reaction due to the
persistent fever presented immediately after transfusion with contaminated bags. Insufficient

clinical data in medical charts hampered a more detailed analysis for confirming sepsis, and
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furthermore, in case 1, death occuired the day after platelet transfusion thus making it
immpossible to draw blood.

Considering the parameters of bacteremy described by Bone et al, in 1992, the case
could represent a transfusion sepsis [19], since the patient was febrile with tachycardia at the
end of the transfusion, transfusion reaction was considered mmediate. Moreover, bacteria
which were isolated concurently from PC and from the patient’s blood culture, suggest that
bacteremia was caused by the strain present in the transfused bag [12]. since these bacteria
also showed the same antimicrobial sensitivity profile, negative niecA4 and positive icaD.

The therapeutic refractoriness of this patient in relation to antibiotic therapy can be
attributed to the strain's capacity to produce biofilm, which provides a protection against
antimicrobials and reduces detection of the bacteria by the innate immune system [24,32].

HEMORGS’s routine screening to detect bacterial contamination in platelets
demonstrated contamination in 1.25% (6 of 480) from 2008 to 2010. In prospective study. in
which we analyze 100% of the platelets obtained in August 2009 and January 2010, we
obtained a contamination rate of 1.47%. These percentages can be considered high when
compared to the values found in the USA, which varied from 0.05% - 0.03% (1:2000 -
1:3000) [18,33]. and in the American Association of Blood Banks (AABB). which standard is
to limit and detect bacteria in platelet components [34]. Analyzing these findings, we propose
that bacteriological screening in Brazil be conducted on all platelet bags, since the
methodology used is sensitive and fast, aiming to avoid transfusion from contaminated bags.

In relation to the bacteria found in prospective study, it can be concluded that the
origin was probably from the donor’s skin. since it was part of the resident skin’s flora. Of the
strains isolated in the HEMORGS PCs bacteriological control, some may have originated
from the skin and others not, as in the case of glucose's GNF-GNB and the family

Enterobacteriaceae (P. mirabilis).
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Septic transfusion reaction cases associated with the infusion of platelet bags
contaminated by different bacteria were reported in several studies [1.35-39]. Reactions
specifically caused by S. epidermidis were also described by several authors [22.40-42],
ranging from sepsis to fatal septic shock.

Transfusion medicine is a relatively yvoung field with greater development after the
second half of last century. Together with this new therapeutic approach, there were
associated problems, such as incompatible blood cells and plasma between donors and
recipients and the possibility of transfusion transmitted infections (TTI). Patients and
clinicians used to accept TTI as inevitable, although today, due to technological
advancements, there is a higher expectation of safety for obtaining and using blood derivate
products.

The emergence of bacterial infection as the major cause of mortality related to
infections associated with transfusion is partly due to the reduction in other risks, such as viral
infections. In this context, the bacteriological screening in all samples of PCs through
sensitive and fast methods will assure the patient more safety and this way reducing morbidity

and mortality of PC recipients.
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4 MATERIAL E METODOS ADICIONAIS

4.1 Técnica do Crescimento Diério

4.1.1 Coleta, destino e preparacao das amostras

Analisaram-se 79 amostras de CPs de até 24 h, coletadas no HEMORGS, durante 0s
meses de setembro e outubro de 2010, 74 CPs randdmicos e 5 plaquetaféreses. A coleta foi
realizada a partir da porcédo tubular das bolsas e as amostras foram encaminhadas para o
Laboratdrio de Bacteriologia do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas (DACT)
da UFSM. As amostras foram manipuladas em cabine de seguranca bioldgica, classe 11, tipo

B2, sendo que a porc¢éo tubular desinfectada com alcool 70%.

4.1.2 Semeadura em Caldo Mueller Hinton

Realizou-se a técnica qualitativa descrita por Cunningham e Cash (1973) e Cunha et al.
(2008), modificada por Martini et al. (2010). Ensaio no qual, aproximadamente 200 pL da
porcdo tubular da bolsa de plaquetas, com o auxilio de seringa e agulha estéreis, foram
transferidos para um tubo de vidro esterilizado e rosqueado contendo 2 mL de Caldo Mueller
Hinton (CMH) e incubados por 5 dias a 35 °C + 2 °C (CUNNINGHAM e CASH, 1973;
CUNHA et al., 2008, MARTINI, 2010).

4.1.3 Semeadura diaria em placa de Agar sangue de Carneiro a 5%

Apobs procedeu-se a sequéncia do ensaio. Técnica gquantitativa, descrita por Guerin e

Burtet (2006) e Yomtovian et al. (2006) com algumas modificacbes e denominada Técnica do
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Crescimento Diario. A cada 24 h de incubacio 10uL de cada amostra foi repicado em Agar
Sangue (AS), com o auxilio de pipeta automatica, e as placas incubadas em estufa
bacterioldgica (35 °C + 2 °C com 5 % de CO, por 24 — 48 h).

Na sequéncia, efetuaram-se as subsequentes semeaduras até o quinto dia de incubacéo,
com intervalo de 24 h em cada analise, totalizando 4 semeaduras, em 24, 48, 72 e 96 h ap0s a
incubacdo (GUERIN e BURTET, 2006; YOMTOVIAN et al., 2006).

4.1.4 Anélise das semeaduras

As amostras que em 48 h ndo demonstraram nenhum crescimento de coldnias foram
liberadas como negativas, e as amostras que tiveram crescimento bacteriano (positivas), foram
repicadas novamente para exclusdo de uma possivel contaminacdo durante a manipulacéo das
amostras. Com as amostras positivas confirmadas foram realizadas coloracdo de Gram e
identificacdo fenotipica convencional (KONEMAN, 2008) e automacdo (MicroScan®-
SIEMENS).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO ADICIONAIS

Das 79 amostras analisadas, um total de 7 (8,86%) apresentaram contaminagdo
bacteriana no final das 96 h de incubacdo (quarto repique); todos de CPs randémicos. Em
relacdo ao periodo de incubacdo diario, o que demonstrou maior indice de deteccao bacteriana
foi 0 de 24 h (3/7 - 42,86%). Os indices de contaminacéo e os referidos periodos encontram-
se descritos na Tabela 1. Todas as amostras que apresentaram crescimento bacteriano,
independente do dia do repique, demonstram também nos subsequentes repiques presenca de

bactérias, confirmando a contaminacédo bacteriana.

Tabela 1 — Distribuicdo dos indices de contaminacdo bacteriana em amostras de plaguetas
randémicas de acordo com o dia de incubag&o no CMH.

PERIODO DE INCUBACAO

24 h 48 h 72h 96 h

INDICE DE

- - 0 - 0 - 0 - 0
CONTAMINACAO 3/7 - 42,86% 1/7 - 14,28% 1/7 - 14,28% 217 - 28,58%

O indice de contaminacdo bacteriana identificada por este estudo é considerada
elevada, quando comparada aos demais estudos atuais citados na literatura (CUNHA et al.,
2008; HSUEH et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010; WALTHER-WENKE et al., 2010).
Entretanto, este ensaio foi realizado com um pequeno numero de amostras de CPs, a coleta
das mesmas foi de forma aleatdria, onde apenas algumas amostras obtidas no dia eram
separadas para esta analise. Isto se deve ao fato também que o objetivo desta técnica era
analisar sua execucdo e seu desempenho e ndo a prevaléncia de contaminacao bacteriana em
CPs.

A realizacdo desta técnica foi cansativa, demorada, necessitando de uma grande equipe
e de um grande espaco fisico para a sua realiza¢do, ocasionando um elevado custo, tanto de

meios quanto dos demais materiais, mas apresentou boa sensibilidade. Ja, no que se refere a
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sua possivel implementacédo na rotina do controle microbiolégico do HEMORGS ela se torna
inadequada devido aos fatores relatados acima.

Além do mais, nosso grupo de pesquisa executou esta técnica diariamente com um
numero de amostras pequeno, quando comparado ao indice de amostras coletadas na rotina do
HEMORGS. Esse fato enfatiza a inadequacdo desse ensaio, uma vez que sdo coletadas

aproximadamente 20 amostras diarias.



6 DISCUSSAO GERAL

Este estudo demonstrou uma prevaléncia de 1,47% de contaminacdo bacteriana em
CPs oriundos do HEMORGS. O indice encontrado € elevado quando comparado a pesquisa
realizada por Cunha et al. em Goiania (Goias), que descreveram 0,4% de contaminagdo de
bactérias em plaquetas (CUNHA et al., 2008). A prevaléncia do nosso estudo foi maior
também a dos estudos internacionais recentes, tais como Hsueh et al., que relataram 0,34%,
Martinez, et al., 0,31% e Walther-Wenke et al., 0,3% (HSUEH et al., 2009; MARTINEZ, et
al., 2010; WALTHER-WENKE et al., 2010).

Essas amostras de CPs positivas representam um grande risco para 0s receptores, Vvisto
que todas as amostras positivas neste estudo foram de plaquetas randémicas. Esse risco se
deve ao fato que essas plaquetas sempre séo transfundidas na forma de pool (em torno de 7
unidades), para obtencéo da dose ideal para uma transfusdo. Dessa maneira, 0 risco de receber
uma bolsa de CPs com uma carga bacteriana mais elevada, é grande. Quanto maior a carga
bacteriana, maiores sdo as chances de desencadear uma reacgdo séptica transfusional.

Os microrganismos identificados neste estudo foram oriundos da flora normal da pele,
identificados como S. epidermidis, resultado que concorda com outros estudos (HSUEH et al.,
2009; WALTHER-WENKE et al., 2010). No entanto, ndo identificamos nenhuma
contaminacdo por bactérias GN, contrapondo-se ao estudo brasileiro realizado por Cunha et
al., que descreveram uma taxa de 62,5% (5/8) de contaminacdo de CPs por bactérias GN
(CUNHA et al., 2008).

Através da hemovigilancia passiva, com a andlise dos prontuarios, foi possivel avaliar
as reacOes sépticas transfusionais associadas aos receptores das bolsas de CPs consideradas
positivas para 0 crescimento bacteriano. Sendo assim, apenas pudemos confirma-la em um
receptor, em que a bactéria presente na bolsa contaminada (S. epidermidis, mecA negativo e
icaD positivo) foi a mesma isolada da hemocultura do paciente e identificada nas duas
amostras (bolsa de CPs e sangue do receptor). Martinez et al., também identificaram uma
reacdo transfusional séptica, ocorrida em um receptor de plaquetas, sendo identificado com
SCoN (MARTINEZ, et al., 2010).

Sabe-se que S. epidermidis € um importante patdogeno que esta relacionado a
endocardite bacteriana. Portanto, é importante que a identificacdo dessa bactéria nos CPs
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contaminados deve ser considerada como um fator de risco para a endocardite (HSUEH et al.,
2009). Enfatiza-se este caso devido a deficiéncia de defesas do sistema imunoldgico do
paciente deste estudo, portador de leucemia miel6ide aguda, imunocomprometido com maior
suscetibilidade a apresentacdo de complicacdes clinicas relevantes.

No entanto, ha algumas semelhancas entre a contaminagdo bacteriana de CPs com o0s
problemas de infecgOes nos setores de hematologia-oncologia, ou seja, relacionada ao cateter,
onde, em ambas as situacdes, a fonte mais comum da bactéria é a pele. A contaminacgéo
bacteriana dos produtos de sangue é principalmente devido as bactérias da pele ter acesso a
unidade de coleta de sangue, ocorrendo também, migracdo de bactérias da pele no local da
insercdo do cateter cutdneo. Dessa maneira, em ambas as situacdes, bactérias da flora da pele,
como S. epidermidis sdo 0s contaminantes predominantes; mas cada caso deve ser analisado
de maneira criteriosa. Sendo assim, nos pacientes trombocitopénicos, em especial os das
unidades de hematologia-oncologia, com neutropenia concomitante, a contaminagdo
bacteriana dos produtos de sangue deve ser considerada como causa potencial de episddios
febris. Além disso, é imprescindivel a identificacdo e notificacdo das reacBes sépticas
transfusionais (WALTHER-WENKE et al., 2010).

Todos os membros da equipe transfusional de cada centro hospitalar devem ser
treinados periodicamente sobre os efeitos secundarios relacionados a uma transfusdo e
acompanhar o paciente, por um periodo adequado, uma vez que a reagdo séptica pode ser
aguda ou tardia (apo6s as 24 h).

Ja no que se refere a melhor metodologia para a detec¢do da contaminacdo bacteriana
em CPs, parece ser importante a combinacdo de métodos de cultura, realizados no inicio do
periodo de armazenamento e com o acompanhamento até a sua transfusdo. O
desenvolvimento de um método adequado para detectar bactérias em CPs para uso na rotina
dos bancos de sangue continua um desafio. A associa¢do de metodologias de cultura reduzira
os riscos de transfusdes de CPs contaminados e ira minimizar as reacOes sépticas
transfusionais. Bolsas de CPs com carga bacteriana elevada podem ser detectadas pela
metodologia quantitativa. Constitui consenso que o numero de UFC/mL tem grande
influéncia para desencadear uma reacao séptica. Assim também como o risco delas ocorrerem
ndo pode ser totalmente afastado, e que, a equipe médica e paramédica deve ser capacitada a
identifica-las.



7 CONCLUSOES

A investigacdo da contaminacdo bacteriana foi realizada em 691 CPs, 96,2%
(665/691) de plaquetas randémicas e 3,8% (26/691) de plaquetaféreses;

A prevaléncia bacteriana foi de 1,47% (9/612), determinada através da técnica de
cultura qualitativa;

Pela técnica de cultura quantitativa foi possivel demonstrar que uma das amostras
apresentou incontaveis UFC/mL (1/79) e a outra com 10? UFC/mL (1/292):

S. epidermidis foi a bactéria identificada em todos os CPs contaminados e a provavel
fonte de contaminacdo bacteriana pode ter sido a pele;

As diferentes metodologias testadas neste estudo foram: cultura qualitativa (612
amostras — 88,6%), cultura quantitativa (371 amostras — 53,7%), cultura qualitativa de
crescimento diario (79 amostras — 11,4%) e marcadores metabdlicos (79 amostras —
11,4%):

O ensaio de marcadores metabolicos demonstrou-se inespecifico para a pesquisa de
bactérias em CPs, contrapondo-se a outros estudos realizados;

Foi possivel comunicar ao HEMORGS a presenca de contaminacdo bacteriana no
decorrer da manipulacdo das 691 amostras. Duas amostras que demonstraram
crescimento bacteriano pela metodologia quantitativa foram descartadas do processo
de transfuséo;

A hemovigilancia passiva dos receptores do CPs considerados positivos pelo estudo
prospectivo foi realizada. As reagfes transfusionais foram caracterizadas de acordo
com a metodologia citada e dessa maneira n6s pudemos relatar a ocorréncia de uma
reacdo séptica transfusional;

Além disso, suspeitamos de outras trés provaveis reacfes sépticas transfusionais
associadas a infusdo dos CPs contaminados que néo foi possivel a sua confirmacéo,
devido a falta de dados nos prontuarios e a dificuldade em associar as mesmas como
reacOes sépticas transfusionais;

Os demais receptores dos CPs contaminados com bactérias, detectados neste estudo
prospectivo, ndo demonstraram sinais clinicos evidentes de uma reacdo septica

transfusional ou seu prontuario ndo estava preenchido adequadamente ou ainda
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recebeu a bolsa de CPs e logo recebeu alta hospitalar. Fatos que dificultaram o
monitoramento de todos os receptores dos CPs positivos;

A dificuldade na execucdo da técnica do crescimento diério, com 8,86% de deteccédo
de contaminagdo, inviabiliza essa metodologia na utilizagdo rotineira pelo
HEMORGS, aliado ao nimero de amostras coletadas;

Concluimos que ndo existe uma metodologia ideal, mas sim uma associagdo, que
poderia ser realizada entre a técnica ja utilizada (cultura qualitativa) com a cultura
quantitativa.

Dessa maneira, esta associacdo seria viavel e passivel de utilizacdo no HEMORGS.
Além disso, os CPs com elevada carga bacteriana seriam, possivelmente, detectados
pela metodologia quantitativa e descartados do setor de transfuséo antes mesmo da sua
infusdo. Com isso, poderiamos reduzir as reacGes sépticas transfusionais;

A técnica utilizada no Controle Microbiolégico do HEMORGS, devido a sua

complexidade, ndo pode ser utilizada para todas as amostras.
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ANEXO A — RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA - RDC -
NUMERO N° 57 DE 16 DE DEZEMBRO DE 2010. Determina o Regulamento

Sanitario para Servicos que desenvolvem atividades relacionadas ao ciclo produtivo do

sangue humano e componentes e procedimentos transfusionais.

[.]

Secdo V

Controle de Qualidade dos Hemocomponentes

Art. 64. Todo servico de hemoterapia que produza hemocomponentes deve realizar controle de qualidade
sistematico de todos os tipos de hemocomponentes produzidos, em laboratdrio especifico de controle de
gualidade.

Paragrafo Unico. Os servicos de hemoterapia que terceirizem o controle de qualidade de hemocomponentes
devem assegurar que os servicos terceirizados sejam regularizados junto ao 6rgéo de vigilancia sanitaria
competente e os procedimentos sejam realizados conforme a legislac&o vigente.

Art. 65. Os protocolos do controle de qualidade devem conter o tipo de controle a ser realizado em cada
hemocomponente, a amostragem & os parametros minimos exigidos neste Regulamento, sem prejuizo do
disposto pelo Ministério da Saude.

Paragrafo unico. O método utilizado para a realizacéo do controle de qualidade ndo deve comprometer a
integridade do produto, a menos que este seja desprezado apds ser utilizado como controle de qualidade.
Art. 66. O controle de qualidade dos concentrados de hemacias e dos concentrados de plaguetas deve ser
realizado em, pelo menos, 1% da produc&o ou 10 (dez) unidades / més (o que for maior).

Paragrafo Unico. Na avaliacdo de contaminac&o microbioldgica todos os casos positivos devem ser
devidamente investigados, adotadas as medidas corretivas e preventivas, mantendo-se os respectivos
registros.

[..]
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ANEXO B - PORTARIA MS N° 1.353, DE 13 DE JUNHO DE 2011 - DOU
1 DE 14 DE JUNHO DE 2011. Aprova o Regulamento Técnico de Procedimentos

Hemoterapicos.

[.]

Secao V
Do Controle de Qualidade dos Hemocomponentes

Art. 61. Os servicos de hemoterapia deveréo realizar o controle de qualidade sistematico
de todos os tipos de hemocomponentes que produzirem.

Paragrafo unico. Devem ser observados critérios técnicos e cientificos relativos a
amostragem para o controle de qualidade, como:

| - o controle de qualidade dos concentrados de hemacias e dos concentrados de

plaguetas deve ser realizado em, pelo menos, 1% da producéo ou 10 unidades por més
(o que for maior);

[..]
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ANEXO C — Registro no Comité de Etica em Pesquisa

! MINISTERIO DA SAUDE | UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
Conselho Nacional de Saude Pro-Reitoria de Pos-Graduagdo e Pesquisa & £::
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa Comité de Etica em Pesquisa - CEP- UFSM - g
(CONEP) REGISTRO CONEP: 243 <

CARTA DE APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa — UFSM, reconhecido pela Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa — (CONEP/MS) analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo: Proposta de metodologia para controle bacteriolégico das amostras de concentrados
plaquetarios obtidas pelo HEMORGS de Santa Maria - RS

Niumero do processo: 23081.015516/2009-48 ]

CAAE (Certificado de Apresentagao para Apreciagao Etica): 0285.0.243.000-09
Pesquisador Responsavel: Rosmari Horner

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodologicos de acordo com
as Diretrizes estabelecidas na Resolucao 196/96 e complementares do Conseiho
Nacional de Saude. Toda e qualquer alteracao do Projeto, assim como 0s eventos
adversos graves, deverao ser comunicados imediatamente a este Comité. O
pesquisador deve apresentar ao CEP:

Janeiro/2011 - Relatdério parcial

Janeiro/2012 - Relatorio final

Os membros do CEP-UFSM nao participaram do processo de avaliagao dos projetos
onde constam como pesquisadores.

DATA DA REUNIAC DE APROVAGAO: 22/12/2009

Santa Maria, 23 de Dezembro de 2009.

Elisete Medianeira Tomazetti
Vice-Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa-UFSM
Registro CONEP N. 243.

Comité de Etica e Pesquisa - UFSM - Av. Roraima, 1000 — Prédio da Reitoria - 7° andar - Campus Universitario
97105-900 - Santa Maria -- 1318 - - Tel: 0 xx 55 3220 9362 — email: comiteeticapesquisa@mail.ufsm.br
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ANEXO D - Resumos Publicados em Congressos

- MARTINI R, KUHN FT, RIGATTI F, KEMPFER CB, RODRIGUES MA, HORNER
R. Paciente do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) com leucemia mieldide aguda
(LMA) apresenta estado febril apds infusdo de concentrado plaquetério (CP) contaminado. In:
V Congresso Brasileiro de Farmacéuticos em Oncologia, 16 a 18 de abril de 2010. Espaco
Estacdo Embratel, Curitiba, Parand, 2010.

- HORNER R, MAYER LE, MARTINI R, KEMPFER CB, TIZOTTI MK, RODRIGUES
MA, SOUSA LU, SANTOS SO, UTTO T, MIELKE TP. Anélise bacteriolégica em
concentrados plaquetarios obtidos pelo HEMORGS de Santa Maria. In: 1l Simposio
Internacional de Microbiologia Clinica, 29 de setembro a 02 de outubro de 2010.
Florianopolis, Santa Catarina, 2010.

- KUHN FT, HORNER R, RODRIGUES MA, SOUSA LU, MIELKE TP, VEIT AR,
KRONBAUER M. Investigacdo do crescimento de bactérias em amostras de plaquetas
semeadas em caldo Mueller Hinton. In: Il Saldo Internacional de Ensino, Pesquisa e Extensé&o,
3 a 5 de novembro de 2010. Universidade Federal do Pampa, Uruguaiana, Rio Grande do Sul,
2010.

- SOUSA LU, HORNER R, MARTINI R, RODRIGUES MA, SOARES AOE, GINDRI
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Uruguaiana, Rio Grande do Sul, 2010.

- MARTINI R, RODRIGUES MA, KEMPFER CB, SOARES AOE, TIZZOTI MK,
MAYER LE, HORNER R. Prevaléncia da contaminacdo bacteriana em plaquetas randémicas
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(UFSM), Santa Maria, Rio Grande do Sul, 2010.

- MARTINI R, RODRIGUES MA, GINDRI L, KEMPFER CB, KUHN FT, JUNG CH,
TIZOTTI MK, VEIT AR, SANTOS SO, HORNER R. Staphylococcus epidermidis em
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Apéndice A — Técnica da Microdiluicdo em Caldo — Vancomicina

Utilizou-se a técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o documento M7-
A6- NCCLS/CLSI 2003 para o antimicrobiano vancomicina. Para esta técnica
empregaram-se placas de 96 pocos onde foram distribuidos 100 puL de caldo Mueller
Hinton (Himedia®) em cada poco e 20uL do antimicrobiano foi dispensado no primeiro
poco, onde se obteve a concentracdo de 512uL/mL. Nos pogos subsequentes realizaram-se
diluicOes para a obtencdo das seguintes concentragfes: 256uL, 128uL, 64uL, 32uL,
16pL, 8uL, 4pL, 2uL, 1pL e 0,5uL/mL.

O in6culo bacteriano correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland foi lido
em espectrofotbmetro a 625 nanémetros, obtendo-se uma absorbancia entre 0,08 e 0,1.
Apbs o ajuste do inoculo, 100uL do mesmo foram dispensados em cada pogo.

Ap0s o periodo de incubacdo de 24 horas a 35 2 °C, dispensou-se em cada pocgo
15uL do corante 2,3,5-trifeniltetrazdlio (CTT) 1% para facilitar a leitura visual da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Este corante € incolor e quando reduzido torna-se
vermelho pela formacéo do trifenilformazam indicando que h& crescimento bacteriano, a

auséncia de crescimento bacteriano caracteriza a CIM. O teste foi realizado em triplicata.

Pl | P2 | P3| P4 |P5|P6|P7|P8|P9|P10|P11| P12
180 | 100|100 | 100|100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Caldo MH
(uL)
Antimicrobiano

1024pL/mL 20 - - - - - - - - - - -

(uL)
Reti
Diluicao folora 100
. 100 | 100 | 100 | 100 | 200 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | retira
anterior (uL) |parao 100
20
In6culo (uL) | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
VO'”(’:l‘E)f'”a' 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200
Concentracao

512 | 256128 | 64 |32 |16 | 8 | 4 | 2 1 {05(025

final (ug/mL)

Quadro 1 - Representacao da técnica de microdiluicdo em caldo utilizada para a determinacéo
da CIM do antimicrobiano vancomicina.



