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RESUMO

Introdugao: Devido a sepse bacteriana associada & transfusio de concentrados plaquetarios
(CPs) ter sérias consequéncias clinicas para os pacientes, alguns procedimentos tém sido
incorporados na preparagio e no controle de qualidade dos componentes sanguineos para
reduzir o risco da contaminagao bacteriana. Este artigo descreve a prevaléncia da contaminagao
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 292 CPs (278 randdmicos e 14 por aférese), proveniente do Hemocentro do Estado
do Rio Grande do Sul (HEMORGS) de Santa Maria foi testado. As quantidades de 100uL e
200pL foram coletadas da porgao tubular da bolsa de plaquetas e semeadas utilizando dois
tipos de metodologias. Resultados: Em cinco unidades(1,7%; $/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
a transfusao com desfecho fatal. Conclusées: A contaminagao bacteriana pelas transfusdes
de CPs constitui-se num importante problema de saide publica devido a sua associagdo com
altas taxas de morbidade e mortalidade. Neste estudo, somente microrganismos gram-positivos
foram isolados sendo que nenhuma amostra obtida por aférese apresentou contaminagao.
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ABSTRACT

Introduction: Bacterial sepsis associated with the transfusion of platelet concentrates (PCs)
results in serious clinical implications for patients. Given these implications, certain procedures
have been 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 antimicrobial susceptibility profile
and transfusion reactions in receptors. Methods: A total of 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 100puL and 200pL 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. Conclusions: 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 de infecgao viral tenha diminuido
consideravelmente nos ultimos anos, a contaminagao
bacteriana de concentrados plaquetdrios (CPs)
¢, atualmente, o maior perigo remanescente de
infec¢ao em transfusdes sanguineas?. Mesmo
que o nimero de bactérias presentes na bolsa no
momento da coleta seja pequeno, a estocagem destes
hemocomponentes a uma temperatura entre 20-
24°C por 5-7 dias facilita a replicagdo bacteriana®*.

Apesar de esta contaminagao ser considerada o
maior risco de infec¢ao na transfusao de plaquetas, a
associagao entre as espécies bacterianas responsaveis
pela contaminagdo, a quantidade de Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC) e as reagdes
transfusionais nao estao ainda bem caracterizadas®.

A transfusdo de bolsas de CPs constitui um
importante suporte no tratamento de pacientes,
especialmente nas unidades de hematologia-
oncologia'. Porisso hd um grande risco na transfusao
de produtos sanguineos contaminados, uma
vez que a maioria dos receptores sio pacientes
imunossuprimidos, mais susceptiveis ao
desenvolvimento de complicagoes clinicas agudas
o u retardadas®”.

Microrganismos gram-positivos, principalmente
do género Staphylococcus sdo os responsaveis pela
maioria dos casos de contamina¢io dos CPs. A
triagem realizada nos servigos de hemoterapia
inclui duas etapas: um questiondrio que analisa
as condigdes de saude relatadas pelo doador e a
realizagdo do controle de qualidade das bolsas.
Porém, nem sempre essas etapas poderao identificar
afonte e a presenga bacteriana®’. A doagao de sangue
deve ser em condigdes assépticas, mediante uma s6
puncio 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 dlcool 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 doagao de sangue, de hemocomponentes
e de hemoderivados. Considerando que todo o processo desde a coleta,
processamento e transfusao de sangue deve ser efetuado com altissimo
controle de qualidade, evitando a propagagao 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 & cultura para detecgdo de bactérias™.

Os objetivos deste estudo foram determinar a prevaléncia
da contaminagdo microbioldgica nos CPs randémicos e por
aférese, a identificacdo 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
centrifugacio do sangue total (plaquetas randdmicas) e 14 pelo
método de aférese (plaquetaférese), coletadas no HEMORGS no
periodo de 2009/2010. O estudo constituiu-se de duas etapas:
hemovigildncia ativa (prospectiva) e passiva (retrospectiva). As
culturas foram realizadas a partir da por¢io tubular das bolsas de
plaquetas, correspondente a um tamanho aproximado de 10cm, da
qual foram retiradas aliquotas equivalentes a um volume médio de
100pL e de 200uL de CPs. Cabe relatar que o fragmento usado neste
estudo correspondeu a parte nio utilizada pelo HEMORGS. Apos
a coleta, as amostras foram encaminhadas para o Laboratério de
Bacteriologia do Departamento de Anélises Clinicas e Toxicologicas
(DACT) do Centro de Ciéncias da Satde (CCS), onde se realizou
esta investigacao. Os CPs foram semeados em Cabine de Seguranca
BioldgicaII, exaustao total, com prévia desinfec¢ao da porgao tubular
dabolsa de plaquetas com alcool 70%, por aproximadamente 1min.

Hemovigilancia ativa

Culturas quantitativas''? e qualitativas'"* foram realizadas de acordo

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 porgao 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

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

Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

Foi efetuado com as cepas isoladas utilizando disco-difusao, e
automago, seguindo os procedimentos padrdes referidos no Clinical and
Laboratorial Standards Institute 2010 (CLSI) . Frente ao antimicrobiano
vancomicina foi realizada somente a metodologia de microdilui¢ao em
caldo com a determinacio da concentracio minima inibitéria (CIM).

Hemovigilincia passiva

Foirealizada uma andlise retrospectiva'"**através da investigacdo
das reagdes clinicas reportadas nos pacientes os quais receberam as
transfusoes dos CPs contaminados. Cabe ressaltar que todos os CPs
obtidos no HEMORGS sio utilizados no Hospital Universitério 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
(UFSM), sob o ntimero 0285.0.243.000-09.

RESULTADOS

Em S (1,7%) das 292 amostras de CPs cultivadas qualitativamente
houve crescimento bacteriano. Na andlise quantitativa, apenas em
uma amostra (1/292), houve crescimento de 10> UFC/mL (cultura
namero 1).

Todas as 5 amostras estavam contaminadas com a mesma
espécie bacteriana: Staphylococcus epidermidis. Através dos testes
de sensibilidade aos antimicrobianos utilizando difusao do disco
e automacdo (MicroScan®-Siemens), as S 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 4ug/mL e para as amostras 2, 3 e S de 2pg/mL (sensivel).

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

TABELA 1 - Dados e perfil clinico dos pacientes receptores das bolsas de plaquetas contaminadas
das 292 amostras de CPs obtidas no HEMORGS de Santa Maria, Rio Grande do Sul (RS), no

contagem das UFC por mL de CPs. Amostras que
apresentaram crescimento bacteriano,independente do
numero de col6nias desenvolvidas, foram consideradas

positivas (utilizou-se o fator de multiplicagio 10). Na

sequéncia, foi efetuada a identificagao fenotipica e os
testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA)
utilizando metodologia convencional'* e automagao
(MicroScan®-Siemens).

Semeadura em caldo Mueller Hinton (qualitativa)

Aproximadamente 200uL dos CPs da porgao
tubular da bolsa de plaquetas foram semeados em
2mL de caldo Mueller Hinton e incubados por
S diasa35°C +/-2°C, arambiente. Apos este periodo,
aproximadamente 10pL do caldo contendo aamostra
foram repicados em AS e seguidos os mesmos
procedimentos de identificagao e TSA. As amostras
que em 48h nao demonstraram nenhum crescimento

periodo de 2009/2010.
Pacientes
Dados e perfil clinico 1 2 3
Idade 23 anos 46 anos 1 més
Numero de plaquetas 8.000 /mL 93.000/mL 55.000/mL
Doenga de base Leucemia Miel6ide Nefropatia diabética Colestase neonatal
Aguda (LMA)
Setor hospitalar Unidade de Unidade nefrolégica Unidade de terapia
hematologia-oncologia intensiva
Antibioticoterapia Sim Nao Sim
Reacao febril Sim: 39°C Sim: 38°C Sim: 39,8°C
Cultura Qualitativa Positiva Positiva Positiva
Cultura Quantitativa Negativa Positiva(100 UFC/mL) Negativa
Hemocultura Positiva: Nao realizada Negativa
Streptococcus sp.
Evolugao do paciente Obito Alta hospitalar Obito
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DISCUSSAO

A sepse associada a transfusao de plaquetas é reconhecida como
a mais comum complica¢do infecciosa da terapia da transfusio
sanguinea, sendo duas vezes mais frequente que a transmissao viral
associada a transfusio''.

Virios estudos ja foram realizados empregando metodologias de
cultura convencional e automatizada para detectar a contaminagao
bacteriana em CPs obtidos por aférese e randomicamente’>'”'8, Todos
os CPs contaminados do nosso estudo foram obtidos randomicamente.
Porém, no estudo de Hsueh cols" 1,2% dos CPs contaminados foram
obtidos por aférese e somente 0,3% randomicamente.

A prevaléncia da contaminagao bacteriana em plaquetas obtidas
porum tinico doador através de aférese (transfundidas isoladamente)
e as plaquetas randdmicas (obtidas pelo sangue total - S a 7 unidades
transfundidas em forma de pool) nos EUA, varia de 1:2.000 - 1:3.000,

equivalendo a 0,05% - 0,03% de contaminagao'"*.

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 contaminacio bacteriana de 0,4%
de CPs contaminadas (8 de 2.000 amostras investigadas), sendo bactérias
gram-positivas as responséveis por 38% das contaminagoes.

Yomtovian cols'' em seu estudo realizado em um hospital
universitdrio durante 13 anos (199122004 ), empregando diferentes
métodos de vigilancia para a detecgao de contaminagao 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 contaminagao 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, hd a necessidade de
executar uma desinfec¢io que seja comprovadamente eficaz no
local da pungao. A esterilidade dos componentes devera 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 deverd realizar-se em circuito fechado.

A septicemia é uma complicagao que pode ocorrer apds a
transfusido de plaquetas com contaminagdo bacteriana. H4 vérios
casos relatados associando sepse ap6s infusao plaquetdria®'$!%224,
Uma reacio transfusional é caracterizada através de sinais e sintomas
tais como: febre (com aumento de temperatura de 1 a2°C), calafrios,
tremores, hipotensao, ruboriza¢io, ndusea, vomitos e choque®.
Porém, nos pacientes que recebem por transfusio CPs contaminados,
esta sintomatologia clinica pode passar facilmente despercebida caso

nao seja diagnosticada como uma reagio transfusional transmitida

pelo CP contaminado®. Isto porque é complexo diferenciar os
sintomas mencionados, devido a sua semelhanca 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 davidas na
etiologia da sepse™.

Comparando as reagdes transfusionais deste estudo com as de
outros grupos de pesquisa, os resultados foram similares"'$'%*2#,
Em 1992, Muder cols* descreveram uma reagao séptica ap6s infusao
plaquetdria que estava contaminada por S. epidermidis em um homem
de 66 anos que apresentou os sintomas especificos de uma reagio
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
reagdo transfusional ocasionada pelo mesmo microrganismo, sem
citar ou ter efetuada a quantificacio das UFC/mL.

Em nosso estudo, o paciente 1 (sexo masculino, 23 anos, portador
de leucemia miel6ide aguda - LMA), conforme mostra a Tabela 1,
fazia uso dos antibidticos cefepime, vancomicina e meropenem
quando recebeu a primeira bolsa contaminada (bolsa ndmero 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¢do 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
infecgdo do trato respiratdrio inferior e choque séptico.

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

O 30 paciente tratou-se de um recém-nascido com um més de
vida e colestase neonatal, a0 qual eram administrados cefotaxima,
vancomicina, amicacina e meropenem. Ele recebeu por transfusao
uma dasbolsas de plaquetas contaminadas (bolsa 3). Posteriormente
apresentou febre (39,8°C). Foi coletado sangue para hemocultura no
dia posterior a transfusdo resultando numa hemocultura negativa.
O ¢bito foi registrado no mesmo dia da coleta da hemocultura por
choque séptico e extrema colestase.

Atransfusao de plaquetas continua sendo imprescindivel nos casos
de trombocitopenia, cirurgias, acidentes com grande perda sanguinea
e no tratamento de pacientes leucémicos os quais apresentam periodos
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 contaminagéo bacteriana e
suas reagoes transfusionais associadas.

As metodologias convencionais existentes para a detecgao da
contaminagdo bacteriana em CPs tém limitacdes na sensibilidade e
especificidade. Neste estudo, a origem das 5 cepas provavelmente foia
pele, por isso, torna-se necessério uma adequada desinfec¢ao das maos
e da pele 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 contaminagao bacteriana em CPs
ndo se encontra bem caracterizada, possivelmente subestimada.
Como ¢ complexa a eliminac¢do da contaminagao das bactérias
provenientes da pele nos hemocomponentes, é essencial reconhecer
os sintomas clinicos iniciais associados com sepse transfusional para
a institui¢ao imediata do tratamento adequado.
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