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RESUMO

Este estudo fol realizado com o objetivo de
determinar a freaiiencia de contaminacao bacteriana, nas
fracoes de concentrados de hemacias, preparadas no setor
de fracionamento do Centro de Hematologia e Hemoterapia
do Ceara (HEMOCE), no periodo de maio a setembro de 1995.

Nele descrevemos o método utilizado para es-
tudo, o material escolhido e os resultados obtidos. Uma
revisao bibliografica sobre o assunto esta incluida nes-
se trabalho.,

* ¥ E ¥ ¥
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INTRODUCAO

No infcio deste seculo Karl Landsteiner des-
cobriu e classificou o primeiro sistema de grupo sangti-
neo - o ABO - e por volta dos anos 30 Landsteiner e
Wiener comecaram a desvendar o sistema de grupo sangil-

neo Rh(*™), 1sso proporcionou um grande avanco na medi-
cina transfunsional. No entanto, desde aguela época, ain-
da se busca reaglizar a transfusao sangiiinea sem risco.

A Hemoterapia dedica importante capitulo ao
tema “Reacoes transfusionais”. Nos Estados Unidos, re-
cente pesquisa realizada pelo Departamento de Medicina
de Harvard e pelo Dana-Farber Cancer Institute!mostrou
que num periodo de cinco anos, das 51,272  transfusoes
acompanhadas por aguelas instituicoes, 2208 (4,3%) fo- /
ram complicadas por reacoes transfusionais. Dessas,0,173% "
tiveram como causa, transfusao de sangue e/ou hemoderi-
vados contaminados por bactérias. Ampla variacao esta- .
tistica existe sobre o tema, com cifras de 2,4%%Y até

cerca de 7% ou mais®®

A partir dos anos 80 as atencoes dos bancos -
de sangue de todo o mundo voltaram-se para a deteccao
de unidades contaminadas pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), ja que a AIDS tornara-se uma pandemia, Mes-
mo assim, a literatura meédica nao deixou de publicar im-
portantes trabalhos sobre sepsis pos-transfusional, apa-
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rentemente num tema novo.

Em 1982, um grupo sul-africano relatou os
primeiros casos de sepsis pos-transfusional causada por
- Yersinia interocolitica, em importante publicacdo cien-
tifical®. Essa bactéria é um bacilo Gram negativo ca-
paz de sobreviver a baixas temperaturas e apresentar
exacerbacao do seu metabolismo quando exposto a tempe-
ratura ambiente, Um total de 32 casos semelhantes ja fo-
ram publicados na literatura de lingua inglesa, desde
entao (%8),

Sabe-se, porém, da existéncia de um grupo
heterogéneo de bactérias que seriam capazes de sobrevi-
ver ao frio, como 0 dos refrigeradores de bancos de san-
gue (1-69C), adaptando-se ao meio com baixo metabolismo,
utilizando dextrose e ferro como fonte de energia e mul-
tiplicando-se rapidamente quando expostos a temperaturas
mais elevadas, ou seja, pouco tempo antes do hemoderi-
vado ser transfundido. Tal grupo € denominado grupo das
bactérias psicrofilas e € representado por Yersinia en-
terocolitica, Enterobacter, Klebriella ssp, Pseudomonas
ssp, especialmente P. fluorescens e P, putida, e E.coli,
Qutras espécies, ditas nao psicréfilas, podem contami-
nar os derivados de sangue, principalmente os concentra-
dos de plaquetas, pela temperatura ideal em que perma-

(3,12, 14,26 )

necem . Dentre elas destacam-se os Staphylococcus

ssp, Streptococcus ssp etc.
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A importancia dessas bacterias para a Hemo-
terapia deve-se ao fato das mesmas poderem causar Sespis
pos-transfusional, com indice de mortalidade em torno
de 50%(22,29, 30 )
fundidas pode ser a pele do doador (limpeza insuficien-
te no ato da doacao), material de coleta contaminado, in-

. A via de contaminacao das unidades trans-

feccoes inaparentes no doador, manuseio inadequado  no
banco de sangue, principalmente durante o fracionamento
e armazenagem. 0 uso de banho-maria para aguecer 0 ma- !
terial a ser transfundido tambem funciona como fonte de

12, 16, 21, 26 )

contaminacolt’ 2" 7 \

No Brasil, a portaria 1376 do Ministerio da

Z0 . - N
( )DFECOHIZB gue, se uma bolsa plastica de sangue

Saiide
tiver o seu lacre violado, a mesma deve ser utilizada ra-
pidamente em um periodo maximo de 24 horas,. 0 mesmo ocor-
re com as pequenas fracoes utilizadas para transfusao

em pediatria, por exemplo.

No nosso meio, devido a particularidades lo-
cais como a escassez de hemoderivados, essas  peguenas
fracoes de sangue tem sido utilizadas por ate 48 horas
ap0s 0 seu preparo. Algumas reacoes transfusionais fo-
ram relatadas, sem que um estudo efetivo fosse realiza-
do para melhor compreende-las.

Tal fato provocou-nos inguietacao € curio-
sidade., Era seguro, no que diz respeito ao perfil micro-
hiologico, transfundir tais unidades estocadas poi mais
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de 24 horas? Qual a incidencia de contaminacao bacteri-
ana nas fracoes preparadas no HEMOCE? Isso existe entre
nos? Entao, planejamos Wn estudo que serd descrito em
seguida,

* ¥ ¥ ¥ *
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MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi realizado no Setor de Fra-
cionamento do Centro de Hematologia e Hemoterapia do
Ceara (HEMOCE) e no laboratorio de Microbiologia do De-
partamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC), no
periodo de maio a setembro de 1995,

Aproveitamos as ocasioes em gque 0s servicos
de pediatria do Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS) e
do Hospital Universitario Walter Cantideo da UFC (HUWC)
solicitavam fracoes de concentrado de hemacias ao hemo-
centro para colhermos nossas amostras concomitantemente,
Colhiamos um volume aproximado de 30m¢ de concentrado de
hemacias em bolsas de transferéncia (ASEM Hospitalar SA,
Itapecerica da Serra, Sao Paulo), com finalidade exclu-
siva de pesquisa.

Em seguida identificavamos nossas bolsas com
codigo conhecido no setor. As mesmas eram guardadas em
refrigerador a parte, em temperatura que variava de
1 - 60C. Cada bolsa era classificada, guanto ao tempo de v
colheita, em mais de cinco dias e menos de cinco dias,
Em formulario proprio, anotavamos também a classifica-
¢ao ABO e Rh, Preparamos um total de 100 bolsas no pe-
riodo estudado.

Para cada bolsa colhida preparavamos um tu-
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bo piloto estéril correspondente, no primeiro dia. Apos
15 minutos de funcionamento do fluxo laminar do setor
(TROX do Brasil, Modelo FLV, serie 417, Curitiba PR),
flambavamos a boca do tubo piloto em lamparina apropri-
ada. Em seguida, faziamos assepsia no equipo da bolsa de
transferencia com alcool iodado, seccionavamos o equipo
e colhiamos 5m¢ da amostra, utilizando um extrator de
plasma,

0 remanescente da bolsa, com um no no equi-
PO COMO sequranca, era mantido em regrigerador entre
1 - 69C por cinco dias. Todo o processo era repetido no
30 e 50 dias de armazenamento, colhendo, respectivamen-
te, a 28 e 32 amostras, apos 0 que 0 material era des-
prezado. Em cinco meses de estudo colhemos 280 amostras. .
Nao foi possivel colher a terceira amostra de algumas
bolsas, devido a coincidencias com domingos e feriados,
dias em que o laboratorio de microbiologia nao funcio-

nava.

As amostras colhidas eram submetidas ao es-
tudo microbiologico através de bacterioscopia pelo me-
todo tradicional de Gram e cultura em meio BHI (Brain

Heart Infusion Broth) ©®)

fo fim da pesquisa queriamos saber!qual o
percentual de contaminacao das bolsas e se, para uma mes-
ma bolsa, identificavamos bactérias nas trés amostras.

Para fins de significancia estatistica fixa-
mos o« em 5%.
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RESULTADOS

Foram estudadas um total de 100 fracoes de
sangue de 30m#, Essas fracOes, em relacao a classifica-
¢a0 ABO dividiram-se da seguinte forma: 46% pertenciam
ao Grupo A, 34% ao Grupo 0, 17% ao Grupo B, 3% ao Grupo
AB conforme mostra a figura 1,

i A
———
= ]
o e— |
—
> N
_____;—a-:':'
I B
Figura 1: Classificacao das amostras

estudadas quantoc ao grupo
ABO.

Em relacao a classificacao Rh tivemos  96%
das amostras Rh positivo e 4% Rh negativo,

Rht

Figura 2: Classificacao das amostras
estudadas quanto ao fator
Rhl
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Ao analisarmos as duas variaveis conjunta-
mente temos o seguinte: A+ (447), A- (2%), B+ (16%), B-
(1%}, AB+ (3%), AB- (0%), 0+ (33%), 0-(1%), conforme a
tabela 1.

Classificacao ABO X Rh em 100 amostras estudadas

Tl ' - | TOTAL
A Yy 2 46
B 16 1 17
0 33 1 3y
AB 3 0 3
TOTAL 9 4 100

Nossas amostras tambem foram divididas quanto
ao tempo de armazenagem em refr{geradO{_gntes de inici-
armos 0 estudo, em mais de cinco dias e menos de cinco
dias de armazenamento. Cingilenta e umpor cento tinham me-
nos de cinco dias de colheita contra 49% commais de cin-

co dias.,

MENOS DE 5
DIAS

Figura 3: Classificacao das amostras estudadas quanto ao
tempo de armazenagem no refrigerador.
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Quanto ac fator contaminacao bacteriana encon-
tramos 3% de nossas bolsas contaminadas, das contra 97%
nao contaminadas.
TABELA 2
Classificacao das amostras quanto

a presenca de contaminacao bacteriana.

Presenca de bactérias

NEGATIVO POSITIVO Total

97 03 100

Distribuindo essas amostras por numero de cultu-
ras realizadas (n =280) tivemos entao 1,07% de contami-
nacao contra 98,93% de nao contaminacao.

TABELA 3

Classificacao das amostras quanto a presenca

de bactérias utilizando o numero total

de culturas realizadas

Presenca de bacterias

positivo negativo Total
NO 7z NO A NO %

3 | 1,07 277 | 98,93 280 | 100

Bacterioscopia e cultura foram correspondentes.

Todos as culturas gue se mostraram positivas fo- -
ram colhidas no 22 dia de estudo (2@ cultura). Nenhuma
amostra positiva foi encontrada no primeiro ou terceiro
dias.
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Analisando tempo de armazenagem X resultado
dos exames microbiologicos, vemos que das 51 bolsas pre-
paradas com menos de cinco dias de armazenagem, duas ti-
veram contaminacao (Gram e cultura correspondentes). Das
49 boisas preparadas com mais de cinco dias de armazena-
gem somente uma apresentou contaminacac (Gram e cultura

correspondentes),
TABELA 4
Tempo de armazenamento X contaminagao bacteriana
Tempo de ‘ _
armazenagen < 5 dias|> 5 dias| Total
Contaminacao
Nao contaminado 49 48 97
Contaminado 2 1 3
Total 51 49 100

Estes valores nos dao « > 5%.
0 expectro bacteriano encontrado em nosso es-

tudo foi variavel, incluindo germes Gram+ e Gram-, com g
seguinte representacao: S, aurius (1 caso), Bacillus sp
(1 caso), E. coli (1 caso), S. viridaus (1 caso), as duas
Ultimas bactérias em conjunto numa mesma amostra.

(Ver tabela a seguir)
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TABELA 5

Bactérias encontradas no estudo

Tipo de bacteria deNgolsas
S. aureus 1
Bacillus sp 1
E.Coli/S.Viridous * 1
TOTAL 3

* encontradas em uma mesma bolsa,

* E ¥  F
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DISCUSSAO

Analisamos 280 hemoculturas e obtivemos cer-
ca de 1,07% de positividade para contaminacao bacteria-
na (o« > 5%), Na literatura médica essa variacao & ampla.

{22, 27 )

Citam-se valores da ordem de 2,4% (*'% até 10% ,

dependendo do tipo de cultura realizada: concentrado de
heméacias ou plaquetas. Em geral, as maiores cifras sao
relacionadas aos concentrados de plaquetas. Essas unida-
des sao consideradas como favorecedoras do crescimento

bacteriano porque sao mantidas em temperatura ambien-

te{® 7% ) por causa disso, nos Estados Unidos, o FDA

(Food and dmg administration) e a AABB (American  AsSSO-
ciacion of Blood Banks) recomendam a armazenagem desses
concentrados por no méximo cindo dias‘*?,

Dividimos nossas amostras em “menos de cinco
dias” e "mais de cinco dias” de armazenagem., Essas deci-
sao € justificada pelo que a literatura ja observou, Se-
gundo alguns trabalhos publicados, as bactérias psicro-
filas apresentam maior concentracao em material armaze-
nado por mais de uma semana, com pico maximo por volta
da terceira semana'*?, Tentamos correlacionar tais dados
com “sangue com menos e mais tempo de armazenagem (5
dias” e ver qual dos dois daria maior positividade. Nos-
sos resultados foram contrarios aos citados pela litere-
tura, com sangue mais recente apresentando maior conta-

minacao.
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Quanto a relacao ABO/Rh X contaminacao bac-
teriana, nao existem dados na literatura a respeito, O
que a torna aparentemente sem relevancia.

Poderiamos considerar as bactérias encontra-
das em nosso estudo como psicrofilas? Segundo a literatu-
ra a E. Coli é considerada como psicrofilal™); as outras
sao citadas como contaminantes, principalmente em con-
centrados de plaquetas, devido a temperatura ambiente,
No entanto, todas sao capazes de causar sepsis pos-trans-
fusional.,

Apesar de nossos resultados estarem dentro do
que preconiza a literatura, devemos, ainda assim, olha-1os
com reserva, Encontramos resultados positivos (contami-
nacao) somente em amostras colhidas no segundo dia do pro-
cedimento. Ora, se aquelas bacterias contaminavam o con-
teldo das bolsas estudadas, entdo porgue nao cresceram
nas culturas realizadas no terceiro e dltimo dia de pro-
cedimento (59 dia de estudo)? Isso nos leva a crer gue a
contaminacao estudada encontrava-se nao no conteudo das
bolsas (sangue), mas sim deve ter ocorrido durante a co-
lheita do material, o que nos parece mais 10gico e colo-
ca o metodo de estudo escolhido em questionamento.

Os métodos utilizados para cultura saovaria-
dos, e em todos, o ponto crucial € a colheita. Como co-
lher material de uma bolsa plastica sem contaminar seu
conteudo? Segundo a literatura, isso tem sido o fator
gue limita a credibilidade dos resultados de muitos tra-
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bathos ™ por isso, alguns trabalhos tém sido realizados
com bolsas plasticas com dispositivos laterais especiais
que facilitariam a colheita e minimizariam ainterferén-
cia do acaso em seus resultados (""'®, E de se imaginar o
indice de contaminacao na época em que se usavam reci-
pientes de vidro nos bancos de sangue!

Em 1986, a Universidade de Chicago publicou
artigo sobre controversias em culturas de sangug(ﬂ), Se-

gundo o mesmo, o volume minimo utilizado para hemocul tu-
ras deve ser de 10m& de sangue por amostra colhida. Uti-
lizamos 5mf por amostra em nosso estudo. Questiona-se se
esse seria um fator limitante para 0s nossos resultados,

As formas de contaminacao conhecidas abran-
gem desde 0 ato da colheita até o processamento do san-
gue(®), s3o fontes de contaminacdo: a pele do doador; o
material utilizado na colheita (bolsas, agulhas, subs-
tancias preservadoras); e o processamento do sangue (fra-
cionamento, armazenagem, manipulacao das bolsas momen-
tos antes e durante sua utilizacdo). |

Os estudos com concentrados de hemacias ain-
da tem sido muito limitados, apesar da citacao de vérios
casos de sepsis pos-transfusional relacionados aos con-
centrados. Os servicos de Hemoterapia de todo o mundo
ainda nao estabeleceram estudo microbiologico de rotina
COmo arma para prevenir os casos de sepsis pos-transfu-
sional. Segundo a AABB, a incidéncia € baixa e nao jus-
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26 . .
( 2 Ainda assim, o Gram e a cultu-

tificaria tais gastos
ra tem sido amplamente questionados por ndoapresentarem
sensibilidade e especificidade adequadas para tal estu-
do. Ate o momento nao dispomos de métodos laboratoriais
que sejam "Padrac ouro” para o assunto em questdo. A
majoria dos estudos € realizada quando novos casos S30
citados na literatura. Sepsis por Yersinia enterocoli-

tica é descrita desde a década de 80%%,

Devido a importancia do assunto e suas gra-
ves consedliencias (alta mortalidade), varios métodos tém
sido descritos na literatura na tentativa de se evitar
a utilizacao de sangue contaminado. A cor do concentra-
do a ser transfundido € importante. Concentrados com cor
mais escura que o normal ou sinais de hemdlise ndo de-

vem ser transfundidos® .

Por recomendacao da AABB toda bolsa de con-
centrado de hemacias que permaneca fora da geladeira por
mais de trinta minutos deve ser desprezada. Segundo es-
tudos realizados, apOs esse tempo, o ritmo de crescimen-
to de eventuais bacterias contaminantes passaria a ser
logaritmico,. o que teria maior importancia para os ca-
sos de sepsis devido a maior concentracao bacteriana T.
R. Hamil, em trabalho publicado pelarevista TRANSFUSION
em 1990, guestiona esse comportamento ®), Segundo o au-
tor, seriam necessarias nominimo duas horas, para que
tal crescimento ocorresse. Esse comportamento, adotado
pela maioria dos bancos de sangue americanos, seria res-
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ponsavel pelo desperdicio de cerca de 18 mil unidades de
concentrado de hemacias por ano, um produto ja tao escas-
30,

0 uso de filtros delenmcocitadores também &
objeto de controvérsias. Para alguns, a retirada dos leu-
cocitos dos concentrados de hemacias favoreceria o au-
mento do numero de bactérias 9, Para outros, a filtra-
cao seria capaz de remover bactérias que ficariam ade-
ridas as fibras de poliéster, ou aos leucocitos retidos
eliminando com isso o fator contaminante.“*? ainda nao
chegamos ao COonsenso.

A biologia molecular também tém sidoutiliza- ¥
da com eéxito na eliminacdo de unidades contaminadas por
bacterias. 0 uso de sondas quimioluminescentes tem sido
citado com exito., 0 preco € o fator limitante., 0 método

precisa ser difundido para ganhar aceitacéogs)

A analise microbioldgica automatizada utili-
zando o método colorimétrico e descrita como rapida e
eficaz. Nao esta disponivel em todos os servicos, Euti-
lizada com sucesso para concentrados de plaguetas®!),

No entanto, de todos os metodos citados, ne-
nhum supera a importancia de uma triagem bem feita, A
AABB recomenda atencao ao questionamento sobre sinais e
sintomas referentes ao trato gastrointestinal, eliminan-
do possiveis doadores que apresentaram sinais/sintomas
nos ultimos trinta dias.
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Um estudo britanico mostrou a importancia da
limpeza correta da pele do doador(®),

0 manuseio do sangue durante o fracionamento
a adequada armazenagem com revisao periodica da tempe-
ratura dos refrigeradores, e os cuidados pre-transfusi-
onais sao cruciais para evitar-se a sepsis pos-transfu-
sional®®®), Lembramos ainda que nenhum ato transfusional
deve ser superior a quatro horas(®%28),

Mesmo com todos os cuidados descritos, ainda
assim, encontramos bactérias em nosso estudo. A causa
mais provavel fol o excessivo manuseio. Do ponto de vis-
ta estatistico os resultados encontrados ndo sao signi-
ficativos, tendo em vista encontramos um "o maior que
0 estabelecido (>5%). 0 mesmo nao podemos dizer do pon-
to de vista pratico. 0 obvio nao precisa ser explicado,

¥+ ¥ ¥ ¥
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CONCLUSAO

Esse estudo mostrou a presenca de bacterias
em 3% das fracoes de concentrado de hemacias  estudados
durante cinco meses (n = 100) e em 1,07% das hemocultu-
ras realizadas no mesmo periodo (n = 280)., No entanto,
do ponto de vista estatistico, o “«” encontrado foimaior
que o “o” estabelecido mostrando a interferencia do aca-
SO no estudo,

Por esses resultados nao podemos afirmar ser
seguro, em relacao ao perfil microbiologico, transfundir
fracoes de concentrado de hemacias preparadas ha mais de
24 horas, haja visto termos encontrado contaminacao bac-
teriana em nosso estudo., mesmo seguindo o rigor técnico
descrito. Questiona-se a eficacia do método utilizado
para o estudo,

*® ® ¥ ¥ ¥
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ABSTRACTS

This study was made eith the objective of
detection the bacterial contamination in small packages
of red cells prepared in the division of fractionation in
the Centro de Hematologia e.Hemoterapia do Ceara (HEMOCE)
from may to september of 1995,

We talk about the method, the material and
the results of this search. This paper also has a review
about this topic.

* ¥ T ¥ *
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