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RESUMO

As transfusdes sanguineas retratam um suporte
indispensavel no tratamento de pacientes com céincer.
Por outro lado, representam um sério risco de sepse
bacteriana. Os concentrados plaquetarios (CPs) sao
os hemocomponentes com a mais alta frequéncia de
contaminacio bacteriana, responsaveis pela maioria das
reacdes sépticas transfusionais. Este estudo objetivou
avaliar diferentes metodologias convencionais de cultura
na deteccio da contaminacao bacteriana em CPs. Um
total de 691 amostras de CPs (665 plaquetas randomicas
e 26 plaquetaféreses), provenientes do Hemocentro
do Estado do Rio Grande do Sul (HEMORGS), foi
analisado. Foram empregadas técnicas de cultura
qualitativa, quantitativa e de crescimento didrio, com as
quais evidenciamos 2,32% de contaminac¢ao bacteriana
nas amostras analisadas, sendo todas provenientes
de coleta pelo método randémico. A metodologia
qualitativa apresentou o melhor desempenho. Esse fato
nos permite reforcar a importiancia da realizaciao de
triagem bacteriolégica pré-transfusional em todas as
amostras de CPs para a reduc¢ao dos riscos de sepse.
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INTRODUCAO

A transfusdo de concentrados plaquetarios
(CPs) ¢ essencial para o tratamento de pacientes com
doencas neoplasicas e hematoldgicas (Niu et al., 20006).
A contaminagdo bacteriana das plaquetas ¢ atualmente a
complicacdo infecciosa mais comum, posterior a transfusao
(Chang et al., 2004). Anteriormente a década de setenta,
as plaquetas eram estocadas a 4 °C com a finalidade de
diminuir o risco da contaminacao e proliferacdo bacteriana.
No entanto em 1969, Murphy e Gardner concluiram em seus
estudos, que a estocagem a 13, 20, 22 ¢ 37 °C melhoravam
a viabilidade e a funcionalidade das plaquetas (Murphy
& Gardner 1969). A partir desta evidéncia iniciou-se essa
pratica, a qual ¢ mantida até hoje e adotada mundialmente,
na qual a estocagem dos CPs ocorre entre 20 a 24 °C por
5 dias (AABB, 2004; Brasil, 2010). No entanto, estudos
atuais demonstraram que esta temperatura favorece o
crescimento bacteriano (McDonald et al., 2004).

O desfecho clinico dos pacientes, os quais recebem
CPs contaminados com bactérias, depende de multiplos
fatores, entre os mais importantes pode-se citar: o
estado imunoldgico, o nimero de bactérias infundidas,
a viruléncia da espécie, o fato do paciente estar em uso
de antimicrobiano no momento da infusdo, além da
capacidade da bactéria em produzir endotoxinas. Este
ultimo fator esta associado a um prognostico desfavoravel
(Blajchman & Goldman, 2001; Blajchman, 2004).
Constitui um consenso em que o principal mecanismo
de contaminagdo bacteriana dos CPs ¢é originario da
pele do doador ou do sangue (Blajchman, 2002). Os
microrganismos mais encontrados como contaminantes
dos CPs sdo as bactérias gram positivas (GP) comensais
da pele (Brecher & Hay, 2005).

Nos paises acreditados pela Food and Drug
Administration (FDA), a deteccdo da contaminagdo nos
CPs ¢ realizada através de exames bacteriologicos em
todas as unidades de CPs como triagem pré-transfusional
(AABB, 2004). Ja no Brasil, a regulamentacdo dos
servicos de hemoterapia ¢ realizada pela Resolugdo de
Diretoria Colegiada (RDC) n° 57, de 16 de dezembro de
2010, que ndo preconiza a cultura em todas as amostras
como triagem pré-transfusional, mas em apenas 1% da
producao mensal ou 10 unidades por més (Brasil, 2010).
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Varias técnicas t€m sido sugeridas para a triagem
da contaminagdo bacteriana em CPs (Krishnan & Brecher,
1995, Goldman & Blajchman, 2000), as quais vao desde
a realizagdo de um extenso questiondrio ao doador,
melhoramento no processo de desinfeccdo da pele e
diminuigdo do tempo de estocagem das bolsas (Grossman
et al.,, 1991; Blajchman & Goldman, 2001), testes de
marcadores metabolicos como a medida do pH e do nivel
de glicose (Martini et al., 2010) e coloragdo de Gram.

Na década passada a introdugdo de testes para a
deteccdo de anticorpos e amplificagcdo dos acidos nucleicos
contribuiu para diminuir os riscos (Canellini et al., 2010).
Porém, o diagnostico para a avaliacdo da esterilidade das
amostras de CPs depende diretamente da qualidade do teste
bacteriologico (Canellini et al., 2010), a qual requer tempo
para que os microrganismos proliferem e sejam passiveis de
deteccao (Ribeiro & Kutner, 2003). Atualmente contamos
com metodologias de cultura aprovadas para a deteccdo
da contaminagdo bacteriana em plaquetas (Canellini et al.,
2010), porém nenhuma delas padronizada como o “gold
standard”. O fato de nenhuma técnica atender a requisitos
como alta sensibilidade e especificidade, em um curto
intervalo de tempo para a detec¢do da contaminagao, custo
acessivel e facil padronizagdo para uso rotineiro geram
preocupagdo nos sistemas de hemovigilancia utilizados
(Mitchel & Brecher, 1999). A investigagdo da presenca
de contaminantes em CPs necessita ser rapida, sensivel e
principalmente de facil manejo (Dreier et al., 2004).

Atualmente o método mais utilizado para a detecgdo
de contaminacdo bacteriana em hemocomponentes ¢
a cultura automatizada (Cunha, 2006). Existem varias
estratégias para reduzir a transfusdo de hemocomponentes
contaminados com bactérias (Brecher & Hay, 2005).
Dentre as metodologias descritas na literatura para o
controle microbiologico de hemoderivados pode-se citar:
a avaliacdo dos pardmetros metabolicos, na qual sdo
utilizadas fitas reagentes para verificar a concentra¢do de
glicose e o valor do pH (Hay & Brecher, 2004); o exame
microscopico, que tem sido proposto como triagem de
bactérias em CPs, sendo que, normalmente sao utilizados
os corantes de Gram e de Laranja de Acridina (Mitchell &
Brecher,1999); os métodos baseados na detecgdo de DNA/
RNA, os quais sdo amplamente empregados e possuem
como vantagem a rapidez ¢ a sensibilidade na triagem de
bactérias em CPs (Sen, 2000); métodos como pan genera
detection (PGD) (Hall et al., 2004) e Fluorescence-activated
cell sorting analysis (FACS) (Schmidt et al., 2006) e os
métodos de cultura automatizados que foram aprovados
pelo FDA para a detecg¢do de contaminacdo bacteriana em
CPs. Os testes sdao: BacT/Alert® e o sistema de deteccao
bacteriana aprimorado ndo automatizado - enhanced
bacterial detection system — (eBDS) (FDA, 2004).

Este estudo, realizado no Hemocentro do Estado
do Rio Grande do Sul (HEMORGS) localizado em
Santa Maria (SM), objetivou avaliar diferentes ensaios
convencionais de detecgdo da contaminagio bacteriana em
CPs, com o intuito de eleger uma metodologia que fosse ao
mesmo tempo sensivel, de baixo custo e de facil execucao
para ser implementada na rotina desse hemocentro. Os
CPs coletados no HEMORGS, em quase sua totalidade,
sdo utilizados pelos pacientes hemato-oncologicos do
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), um
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hospital universitario, terciario, que presta atendimento
especializado a 30 municipios satélites de pequeno porte. A
deteccdo dos CPs contaminados reverte na diminui¢do do
sério risco da sepse bacteriana, a qual aumenta o periodo de
internagdo, custos hospitalares, morbidade e mortalidade.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Analisou-se um total de 691 CPs, dos quais 665
foram obtidos pela centrifugacdo do sangue total e 26 pelo
método de aférese. Todas as amostras foram coletadas no
HEMORGS durante os anos de 2009 e 2010. As culturas
foram realizadas a partir da por¢do tubular das bolsas de
plaquetas, correspondente a aproximadamente 10 cm, da
qual foram retiradas aliquotas equivalentes a um volume
médio de 100uL e de 200uL dos CPs.

Apos a coleta, as amostras foram encaminhadas
para o Laboratério de Bacteriologia do Departamento de
Analises Clinicas ¢ Toxicologicas (DACT) do Centro
de Ciéncias da Saude (CCS). Os diferentes ensaios para
deteccdo da contaminagdo bacteriana em CPs foram
realizados em Cabine de Seguranca Bioldgica II, exaustao
total, com desinfec¢do da porgdo tubular da bolsa de
plaquetas com alcool 70%, por aproximadamente 1 minuto.
Posteriormente, foram realizados os diferentes ensaios de
deteccdo bacteriana.

Ensaios
Qualitativo
O ensaio qualitativo foi realizado,em 612 amostras,

de acordo com o descrito por Cunha e colaboradores
(Cunha et al., 2008). Aproximadamente 200pL dos CPs
foram semeados em 2 mL de caldo Mueller Hinton (CMH)
e incubados por 5 dias a 35 °C £ 2 °C, em ar ambiente.
Ap6s, 10pL desse caldo foram repicados em Agar Sangue
(AS), com 5% de sangue de carneiro. As amostras que em
48h ndo demonstraram nenhum crescimento bacteriano no
AS foram consideradas negativas. Ja as que apresentaram
desenvolvimento de Unidades formadoras de colonias
(UFC) foram consideradas positivas, sendo que novo
repique do caldo foi realizado, para exclusdo de uma
possivel contaminagéo.

Quantitativo

Este ensaio, descrito primeiramente por Yomtovian
e colaboradores (Yomtovian et al., 2006), foi realizado
em 292 amostras deste estudo. Uma aliquota de 100uL de
cada CP foi semeada em AS e incubada a 35 °C + 2 °C em
atmosfera de microaerofilia, por 24 - 48h. Posteriormente,
foi efetuada a analise das placas e a contagem das UFC por
mililitro de CPs (UFC/mL). As amostras que apresentaram
crescimento bacteriano, independente do numero de
colonias desenvolvidas, foram consideradas positivas
(utilizou-se o fator de multiplicagdo 10 para obter-se o
nimero de UFC/mL).

Crescimento diario

Realizou-se a técnica qualitativa (Cunha et al., 2008)
em 79 amostras desta pesquisa, seguida da quantitativa
(Yomtovian et al., 2006), no entanto, com algumas
modificagdes, a qual se nomeou de ensaio do Crescimento
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Diario. A cada 24 h de incubagdo no caldo Mueller Hinton,
10puL do caldo contendo a amostra eram repicados em AS,
com o auxilio de pipeta automatica, e as placas incubadas
em estufa bacteriologica (35 °C +2 °C com 5 % de CO2 por
24 — 48 h). Subsequentemente realizaram-se as semeaduras
até o quinto dia de incubagdo, com intervalo de 24 h em cada
analise. No total foram realizadas quatro semeaduras, ¢ as
leituras feitas em 24, 48, 72 ¢ 96 h apds a primeira incubagao.
As amostras que em 48 h ndo demonstraram
crescimento de colonias foram liberadas como negativas,
e as com crescimento, consideradas positivas; estas tltimas
foram repicadas novamente, para exclusdo de uma possivel
contaminag¢@o durante a manipula¢do das mesmas.

Identificaciao bacteriana

As amostras confirmadas como positivas, ou
seja, contaminadas por bactérias, foram submetidas aos
seguintes testes para identificagdo bacteriana: colorag@o de
Gram, identifica¢@o fenotipica convencional (Koneman et
al., 2008).

Conceitos éticos

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

A amostra positiva pelo método quantitativo
apresentou 102 UFC/mL. Através da metodologia de
crescimento diario, foi possivel observar o desenvolvimento
de coldnias bacterianas em diferentes dias de semeadura
em AS, o que pode ser visualizado na Tabela I. Todas
as amostras que apresentaram crescimento bacteriano,
independente do dia do repique, demonstraram também nos
subsequentes repiques presenga de bactérias, confirmando
a contaminagao bacteriana.

Todos os isolados foram identificados como
Staphylococcus Coagulase Negativo (SCoN). A avaliagdo
do perfil de sensibilidade destes isolados, assim como
a investigacdo de mecanismos de resisténcia por testes
fenotipicos e genotipicos estdo sendo realizados por nosso
grupo de pesquisa, e constituirdo objeto de posterior relato.

Tabela 1 — Distribui¢@o dos indices de contaminagdo bacteriana
em amostras de plaquetas de acordo com o dia de incubagdo no
CMH, pela técnica do crescimento diério.

RESULTADOS
PERIODO DE INCUBACAO
Das 691 amostras de CPs investigadas, 16 (2,32%) 24h 48h 72h 9% h
apresentaram cre.:sm.mNento bacteriano. Na lfl.gura 1 pode-se Amosiras Contaminadas . . . .
observar a distribuigdo das amostras positivas de acordo )
, . oge 1 1 A 0, 0, 0, 0,
com a técnica utilizada. Indice de Contaminagao 42,86% 14,28% 14,28%  28,58%
0
1/16 (6,25%)
: _.{ ® Quantitativo

8/16 (50%

7/16 (43,75%)

11 Crescimento diario

wQualitativo

Figura 1 — Distribuigdo das amostras positivas de acordo com a técnica de detecg¢@o bacteriana utilizada.
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DISCUSSAO

Os testes de detecgdo bacteriana utilizados neste
estudo demonstraram que 2,32% das amostras de CPs
analisadas, oriundas do HEMORGS, estavam contaminadas
por bactérias. Essa porcentagem pode ser considerada
elevada, quando comparada a encontrada em outros estudos
brasileiros e internacionais. Em estudo realizado em
Goiania, Brasil, Cunha e colaboradores encontraram uma
taxa de 0,4% de contaminagio nos CPs (Cunha et al., 2008).
Outras pesquisas, realizadas recentemente em outros paises
também demonstraram baixos niveis de contaminagao, tais
como os obtidos por Hsueh e colaboradores no Taiwan,
Martinez e colaboradores em Houston e de Walther-
Wenke e colaboradores na Alemanha e Baviera, nos quais
os autores relataram taxas variando entre 0,3 a 0,34% de
contaminagdo bacteriana nos CPs (Hsueh et al., 2009;
Martinez et al., 2010; Walther-Wenke et al., 2010).

As amostras de CPs positivas detectadas nesse
estudo representam um grande risco para os receptores, uma
vez que todas foram obtidas de plaquetas randomicas, as
quais sdo transfundidas na forma de pool (em torno de sete
unidades agrupadas em uma unica bolsa), para obtengdo da
dose ideal para uma transfusdo. Dessa maneira, o risco de
receber uma bolsa de CPs com uma elevada carga bacteriana
se torna grande, estando diretamente relacionada a reag@o
séptica transfusional.

Todos os microrganismos isolados nas amostras de
CPs do nosso estudo foram GP, identificados como SCoN,
resultado idéntico ao encontrado por outros autores (Hsueh
et al., 2009; Walther-Wenke et al., 2010). No entanto, ndo
identificamos nenhuma contaminagdo por bactérias gram
negativas (GN), contrapondo-se ao estudo realizado por
Cunha e colaboradores, que descreveram uma taxa de
62,5% de contaminacdo de CPs por bactérias GN, e apenas
37,5% por GP (Cunha et al., 2008).

Sabe-se que SCoN, principalmente o Staphylococcus
epidermidis, ¢ um significativo patdgeno que esta
relacionado a endocardite bacteriana. Dessa maneira, é
importante que o isolamento em CPs contaminados seja
considerado como fator de risco para a endocardite (Hsueh
et al., 2009). Pesquisas recentes relatam a formacao de
biofilme, mecanismo de resisténcia, durante a estocagem
das plaquetas. Isso que indica que a temperatura de
armazenamento desses hemoderivados (temperatura
ambiente) contribui para a expressdo desta viruléncia, e
intensifique o risco potencial desta espécie de patogeno
ocasionar reacdo séptica transfusional (Greco et al., 2007).

A viruléncia do microrganismo, citado acima,
somada a deficiéncia do sistema imunologico, expde esses
pacientes receptores a complicagdes clinicas severas,
principalmente os pacientes oncologicos, em especial os
trombocitopénicos e neutropénicos (Hsueh et al., 2009).
Além disso, o uso indiscriminado de antimicrobianos aliado
a utilizacdo dos caracterizados como de amplo espectro
favorece a selecdo de bactérias resistentes e mutantes, as
quais requerem a utilizagao de antibidticos mais potentes,
gerando um circulo vicioso de resisténcia bacteriana (Gales
etal., 2012).

No que se refere ao desempenho metodolégico de
cultura observado em nosso estudo, a maior detec¢ao da
contaminag@o bacteriana em CPs ocorreu com o método
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qualitativo, seguido pelo de crescimento didrio, com pouca
diferenca na detecgdo. Esta ultima metodologia, devido
ao grande numero de repiques, inviabiliza sua utilizagdo
na rotina deste hemocentro, aliado ao elevado numero de
amostras coletadas diariamente no HEMORGS.

Neste atual cenario da clinica médica, a qualidade ¢ a
rapidez dos resultados podem representar a salvagdo da vida
dos pacientes, sendo que na microbiologia esta realidade
¢ mais evidente. Em relagdo a cultura convencional, os
processos automatizados garantem a rapidez na obtengdo
dos resultados, porém com a mesma restricdo de falsos
negativos nos primeiros dias de armazenamento (Brecher et
al., 2002). Em bacteriologia, o principal teste para a avaliagdo
da esterilidade € a cultura. As metodologias convencionais
ainda possuem consideravel utilizagdo, especialmente no
Brasil. Isto se deve, em grande parte, pela sua simplicidade,
custo acessivel, facil execugdo e pela excelente acuricia,
quando realizadas de maneira adequada.

A evolugdo tecnologica ocorrida na medicina
transfusional considera mandatoria a eliminagdo dos riscos
que a transfusdo de CPs contaminados com bactérias pode
ocasionar. Assim, estudos com maiores amostragens siao
necessarios, a fim de promover a seguranga do paciente para
eliminar o risco de sepse decorrente da transfusdo desses
hemocomponentes contaminados com bactérias provenientes,
em sua grande maioria, da flora cutdnea do doador.

O desenvolvimento de um método adequado para
detectar bactérias em CPs para uso na rotina dos bancos
de sangue continua sendo um desafio. Necessita-se que no
Brasil a triagem bacteriologica seja efetuada em todas as
bolsas de plaquetas, desde que a metodologia empregada
seja sensivel e de facil execug@o. A triagem bacteriologica
em todas as amostras de CPs conferira maior seguranca ao
paciente, reduzindo assim a morbidade e mortalidade dos
receptores. Esse estudo continua em andamento e métodos
automatizados de detecgdo bacteriana estdo sendo testados.
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ABSTRACT

Assessment of performance of conventional culture
in the detection of bacterial contamination in platelet
concentrates in a University Hospital in southern Brazil

Blood transfusionis anindispensable aid to the treatment
of cancer patients. On the other hand, itinvolves a serious
risk of bacterial sepsis. Platelet concentrates (PCs) are
the blood components with the highest incidence of
bacterial contamination, being responsible for most
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of the septic reactions to transfusion. In this study, we
assessed various conventional culture methods for the
detection of bacterial contamination in PCs. In all, 691
samples of PCs (665 random donor platelets and 26
apheresis platelets) from the Blood Center of the State
of Rio Grande do Sul (HEMORGS), were analyzed. We
employed qualitative, quantitative and daily growth
culture techniques, which revealed that 2.32% of the
samples analyzed, all from random donor platelets, were
contaminated. The qualitative methodology performed
best. This result obliges us to reinforce the importance
of performing pre-transfusion bacteriological screening
on all samples of PCs, to reduce the risk of sepsis.
Keywords: Platelet Concentrates. Bacteria. Methodology.
Blood transfusion.
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