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RESUMO

No Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia do Ceara, foi realizado um
estudo utilizando-se 60 concentrados de plaquetas, estocados 4 22 £ 2°C, dos
quais 30 apresentavam agregados plaquetdrios. Foram utilizados meios de
cultura seletivos e diferenciais, dos quais proporcionam o crescimento da
maioria das bactérias associadas a contaminagdo de concentrados de plaquetas.
O estudo teve como objetivo comparar os percentuais de contaminag@o obtidos
entre as bolsas normais e agregadas e avaliar a contaminagéo ao longo do tempo
de estocagem. Como resultado, foi verificado auséncia de crescimento
bacteriano em todas as bolsas estudadas bem como ao longo do periodo de
estocagem. Pode-se concluir, que no periodo estudado, o Servigo atingiu o
objetivo de evitar a contaminagdo de concentrado de plaquetas desde a coleta

do sangue até a separagio das fragGes e estocagem das mesmas.
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1  INTRODUCAO

As plaquetas foram descritas pela primeira vez em meados do século
passado por Donné e Schultze. Entretanto, o valor terapéutico destes elementos
sangiiineos sO foi demonstrado a parttr de 1910, com as pesquisas de Duke et al
79. Transfusdes de plaquetas sdo desde entdo efetivamente utilizadas no
tratamento de sangramentos associados a trombocitopenia, bem como em outros
distirbios em que as plaquetas sdo qualitativa ou quantitativamente defeituosas.
Transfusdes profilaticas de plaquetas estdo amda indicadas em pacientes com
contagens abaixo de 15-20 x 10 /1 associado a hipoplasia de medula 6ssea
devido a quimioterapia, invasio tumoral ou aplasia priméria ;3.

Dada a importancia do concentrado de plaquetas para uso terapéutico e
profilatico e a necessidade de wum acondicionamento adequado destes
concentrados para uso rotineiro, numerosos estudos tem sido realizados com 0
objetivo de otimizar as condigdes de armazenamento das mesmas ¢ de diminuir
os riscos de reagdes pos-transfusionais 4 2.

Com o advento das bolsas plasticas no final da década de cinqiienta, a
transfusdo de concentrados de plaquetas, até entdo realizada por transfusfo
direta doador-paciente, tornou-se possivel a partir da centrifugagéo das bolsas
de sangue total, Até o final da década de sessenta, concentrados de plaquetas

eram entdio acondicionados em temperatura entre 1-6°Cy;7,0. Murphy and




Gardner (1969),, demonstraram que a estocagem de concentrados de
plaquetas entre 1-6°C resultava ®m marcante reducdo da viabilidade destes
elementos sangiiineos. A partir de entdo, estudos conduzidos durante a década
de setenta, demonstraram que a estocagem ideal dos concentrados era a
temperatura ambiente 20-24°C sob agitagdo em recipientes peérmedveis. A
agitagdo facilita a entrada de oxigénio na bolsa ¢ o fluxo do diéxido de carbono.
Esta troca de gases, em particular o influxo de 0Xxigénio, permite a manutengio
da viabilidade das plaquetas ao manter um metabolismo prevenindo a formagdo
de lactato e uma marcada redugdo de Phyy g, A compreensdo destes fatores
levou, na década de oitenta, ao desenvolvimento de uma nova gerag¢do de bolsas
para estocagem de plaquetas que permite a troca de gases e a4 manutengdo da
viabilidade das mesmas no periodo de até 5 dias.

Outra questio preocupante e que requer uma monttoragdo periddica, diz
respeito a contaminagio bacteriana dos concentrados de plaquetas. Estudos com
objetivo de localizar a origem e percentual de contaminagdo bacteriana de
concentrado de plaquetas tem sido realizados.

Buchholz et al (1973),, realizaram um estudo sobre contaminagio de
concentrados de plaquetas estocadas 3 temperatura ambiente ¢ demonstraram
presenca de bactérias em 2.4% das 258 unidades estudas. Difterdides e
Staphylococcus epidermidis foram as bactérias mais freqiientemente isoladas.

Visto que estas bactérias sdo componentes da microbiota normal da pele, &
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sugerido neste estudo a contaminagéo através de sitio de puncgio. E também este
sitio o local mais provavel de contaminagio dos concentrados de plaquetas e
dos concentrados de sangue de uma maneira geral.

Outra fonte de contaminagdo importante e descrita na literatura, diz respeito
a paciente apresentando bacteremia transitoria no momento da doagéo.

Rhame et al (1973),; , relataram um caso de sepses pos-transfusdo de
plaquetas de um doador apresentando quadro assintomatico de osteomielite por
Salmonela cholerae-suis

Silver et al (1970),5, estudando 40 unidades de concentrados de plaquetas
estocadas por um periodo de 96 horas, ndo encontraram bactérias em nenhuma
das unidades. de uma forma similar, Katz & Tilton (1970);,, estudando 100
unidades de concentrado de plaquetas, obtiveram o mesmo resultado, assim
como Mallin ef al (1973)14¢ Myhre (1972),;.

Heal et al (1986), realizaram um estudo retrospectivo para avaliagdo de
contamina¢do de 216 unidades de concentrado de plaquetas cultivadas como
parte de um programa de controle de qualidade de rotina ¢ obtiveram um
percentual de contaminagio de 1.3%.

Cash & Cunningham (1972),, cultivaram 1000 unidades de concentrados de

plaquetas e verificaram que 3.6% apresentavam contamina¢3o bacteriana.




Quanto ao tempo de estocagem dos concentrados de plaquetas, alguns
trabathos tem demonstrados existir correlagio entre o tempo de estocagem e um
maior percentual de contaminagfoy;.

Em Fortaleza, o servigo de Hematologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio da Universidade Federal do Ceara e responsavel pelo acompanhamento
de grande nitmero de pacientes portadores de hemopatias malignas. O suporte
hemoterapico ¢ fornecido pelo Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara
(HEMOCE), onde sdo preparados os diversos concentrados e derivados de
sangue dentro de um necessario e rigoroso controle de qualidade.

Dada a importéncia deste Servigo para nosso meio € da necessidade da
manutengio do mesmo, dentro do mais restrito padrio de qualidade
internacional, realizamos este trabalho com os objetivos enumerados a seguir:
¢ Avaliar a contaminacgio bacteriana em 30 unidades de plaquetas estocada a 22
+ 2°C, comparando os percentuais obtidos durante o periodo de estocagem.

e Avaliar a contamina¢io bacteriana em 30 unidades de concentrados de
plaquetas estocadas a 22 + 2°C, as quais apds obtengdo, apresentaram
agregados e alteragbes na cor, comparando também os percentuais obtidos
durante a estocagem.

¢ Comparar os resultados obtidos entre as bolsas agregadas e as bolsas ndo

agregadas.
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¢ Comparar os dados obtidos com os resultados na literatura.

¢ Fornecer ¢ divulgar os resultados junto ao HEMOCE-CE.

2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no setor de fracionamento do Centro de
Hemoterapia e Hematologia do Ceara (HEMOCE) e no Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal (Centro de
Ciéncias da Saude) da Universidade Federal do Ceara.

No periodo compreendido entre agosto e dezembro de 1997, foi realizado
estudo bacterioldgico de 60 unidades de concentrados de plaquetas estocadas a
temperatura de 22 + 2°C. Das 60 bolsas estudadas, 30 apresentavam-se dentro
dos parametros considerados adequados para uma possivel transfusdo ¢ as
outras 30 seriam descartadas pelo setor de fracionamento por apresentarem ao
exame macroscopico, alteragdes de cor e presenga de agregados de
componentes plaquetarios. Todas as bolsas destinadas a esta pesquisa foram

descartadas apos o exame microbiolégico.
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2.1 COLETA E TRANSPORTE

As bolsas foram obtidas aleatoriamente e provenientes da centrifugagio do
sangue recém-colhido de doadores normais que compareceram ao Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE).

No 2° e 4° dia apdés a coleta do sangue do doador ¢ separagdo do
concentrado de plaquetas, 30ml do concentrado foi transferido da bolsa mie
para bolsa satélite, através de um extrator manual e logo apos levada ao
laboratorio para exame bacteriologico. As bolsas trabalhadas eram identificadas
com codigo conhecido no setor e deixadas a4 temperatura de 22 + 2°C sob
agitagdo. O tempo de estocagem maxima de concentrados de plaquetas no
servigo estudado é de 5 dias.

Como controle do experimento, para cada 10 bolsas estudadas 1 era
contaminada deliberadamente com uma bactéria conhecida (Escherichia Coli,
Staphylococcus aureus). O mesmo procedimento com as bolsas teste foi

realizado para as bolsas controle.
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2.2 EXAME BACTERIOLOGICO

Uma vez no laboratorio, procedia-se a assepsia do equipo da bolsa com
alcool iodado e dlcool a 70%, seccionava-se o equipo e colhiamos Sml da
amostra utilizando seringas esterilizadas e descartaveis.

Uma aliquota de 1ml era entdo repicada em meio de cultura liquido (BHI e
Brucella broth) na proporgdo de 1:10. Com uma alga estéreo o concentrado era
semeado em meio de cultura solido (agar sangue e MacConkey) e uma
bacterioscopia pelo método de Gram era também realizada. A leitura do
crescimento em meio de cultura sélido era realizado apés 24 ¢ 48 horas de
incubagdo a 37°C. Os meios de cultura liquidos semeados eram repicados no 7°
e 21° dia de incubacgdo na estufa & 37°C. Em todas estas etapas era realizada
bacterioscopia pelo método de Gram. Ao final do 21° dia de incubagdo, se
negativo os meios e a bolsa mie eram descartados. A identificagdo dos
microorganismos isolados bem como os meios de cultura utilizados foram os

recomendados por Balows ef al;,

13




2.3 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos resultados obtidos e com o objetivo de compreender se
havia uma diferenca estatisticamente significante nos percentuais de
contaminagdo entre bolsas agregadas e ndo agregadas, bem como do tempo de
estocagem, foi programado o emprego do Teste estatistico Z para proporgoes,

tomando n > 30. Para fins de significancia estatistica fixamos oc em 5%;;.

MEIOS DE CULTURA

1. BHI (Brain Heart Infusion)

Foi utilizado como meio de cuitura liquido para o crescimento de bactérias
a partir de uma aliquota do concentrado de plaquetas.

A composig¢do do meio:

Infusdo de cérebro bovino .......... 200,0g
Infusdo de cérebro bovino .......... 250,0¢g

Proteose petona.......................... 10,0g
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2. Brucella broth

Foi utilizado como meio de cultura liquido para bactérias de crescimento
lento a partir de uma aliquota do concentrado de plaquetas.
A composig¢do do meio:
Digesto pancreatice de caseina.......... 10g

Digesto pépticode tecidos animais ..... 19g

Extrato de levedura........................... 2g
GlicoSe.....ovvveieiiieeee e 1g
Cloreto de s6dio..........ccoeeeieiineicenee 5g
Bissulfito de s6dio.............oeeei 0,1g
3. Agar Sangue

Este meio foi utilizado para a semeadura das aliquotas dos concentrados
nos 2° ¢ 4° dias de estocagem ¢ para repique dos meios de cultura liquido. Foi
preparado com agar base BHI adicionado de 5% de sangue desfibrinado de

carneiro.
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4. Agar Mac-Conkey

Utilizado para a semeadura da aliquota dos concentrados nos 2° e 4° dias de

estocagem ¢ para o repique dos meios de cultura liquido objetivando o

crescimento de bactérias Gram negativas.

A Composi¢do do Meio:
Bacto-peptona..................... 17,0g
Proteose peptona................. 3,0g
Bacto-lactose...................... 10,0g
Bactobile..............ccoevoe 1,5g
Cloreto de sodio ................ 5,0g
Bacto-agar..........c....c......... 13,5¢
Bacto-neutral red................ 0,03g
Bacto-Cristal Violeta.......... 0,001g
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FLUXOGRAMA

INCUBACAO: 37°C

CONCENTRADO
DE
PLAQUETAS
BOLSA NAO BOLSA
AGREGADA [~ | GRAM AGREGADA || GRAM
BHI BHI
10 ML 10 ML
SEMEAR SEMEAR
| | |
LEITURA | || A54 ||| MC LEITURA ||| ASA ||| MC
48hs/10d/21d 48hs/10d/21d
ASA ASA
MICROAEROFILTA MICROAEROFILIA
BRUCELLA BRUCELLA
10 M1 10 ML
LEITURA LEITURA
48hs/10d/21d 48hs/10d/21d
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3 RESULTADOS

Durante um periodo de seis meses. 60 unidades de concentrado de
plaquetas foi cultivado. Em nenhuma das bolsas foi observado crescimento
bacteriano, seja nas consideradas normais, seja nas que apresentavam agregados
plaquetérios. Foi observado também que nos dois modelos de bolsa utilizados
durante a pesquisa (JMS, ASEM), a agregacdo plaquetaria ocorreu mais
rapidamente quando foi utilizado o modelo JMS, mas nenhuma correlagdo com
contaminagdo foi detectada.

Quanto a avaliagdo de contaminag¢fo dos concentrados de plaquetas apds
alguns dias de armazenamento, foi verificado também auséncia de crescimento

bacteriano em todas as bolsas estudas.
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RESULTADOS
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GRAFICO 01: Bolsas com plaquetas nfio agregadas
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GRAFICO 02: Bolsas com plaquetas agregadas
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Tabela 01: Numero e percentual dos modelos de bolsas utilizados para o

acondicionamento dos concentrados de plaquetas.

MODELOS DE BOLSAS
L R e ——
ASEM JMS
n % | n %
36 60 24 40

Tabela 02: Resultado da cultura de concentrados de plaquetas estocados a 25°C

T N° d.e culturas positivas em
Bolsas de concentrados n fungdo da duragio do
de plaquetas armazenamento:

2° dia 4° dia
¢ Bolsas nfio agregadas 30 00 00
¢ Bolsas agregadas 30 00 00
¢ Controles 06* I 06 06
= e ———

* Controles contaminados: Escherichia coli ( 3 ), Staphylococcus
aureus (3 ).
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4 DISCUSSAO

Uma complicagdo importante decorrente da transfusdo de sangue e seus
derivados é septicemia. Transfusdes de plaquetas seguida de mortalidade ¢é
uma ocorréncia rara, embora alguns relatos de sepses pos-transfusional ja
tenham sido publicados; ;5. Dado que a maioria dos pacientes que requerem
transfusdo de plaquetas sdo imunocomprometidos, um controle rigoroso destes
concentrados, desde sua coleta ¢ manipulagio até sua aplicagdo, faz-se
necessario,

Segundo Davda er al (1994)s contaminag¢do bacteriana de concentrado de
plaquetas varia de 2 a 6 %, sendo a sepses clinica aparente um evento que
ocorre em menos de 1% das transfusdes.

Na matoria das investiga¢des, rotineiras ou nio, realizadas com o objetivo
de verificar contaminagdo bacteriana em concentrado de plaquetas, constata-se
que os microorganismos mais freqiientemente isolados sdo os cocos e bacilos
Gram positivos seguidos das enterobactérias e ndo fermentadoress; s s,
Embora, a maioria das bactérias isoladas fa¢a parte da microbiota normal
humana, mais especificamente da pele, portanto consideradas como nio
patogénicas, esta questdo ¢ bastante discutivel. O conceito de bactéria ndo
patogénica ¢ ja considerado ultrapassado, visto que, a infec¢do é resultante de

uma correlagdo de forgas onde estdio presentes os fatores de viruléncia do
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microorganismo € os mecanismos de defesa do hospedeiro. Para um paciente
imunodeprimido, mesmo um microorganismo aparentemente inécuo como o
Staphylococcus epidermidis pode causar reagdo pos-transfusional e morte;s.

As formas de contaminagfo de concentrado de plaquetas vio desde o ato
da coleta até o processamento do sangue. Sio considerados, portanto, fontes
de contaminagdo: a pele do doador, o material usado na coleta ( bolsas,
agulhas, substdncias preservadoras) e o processamento do sangue
(fracionamento, armazenagem, manipulacdo das bolsas antes e durante sua
uttlizaggo). Mats raramente, bacteriemia transitéria dos doadores no momento
da transfusdo tem sido relatado como fonte de contaminagéo.

No Centro de Hematologia e Hemoterapia do CearaA(HEMOCE), ap6s o
fracionamento, os concentrados de plaquetas sdo estocados, sob agitagio a
22 + 2 °C, por no maximo 5 dias. No inicio da década de 80 e apds o
desenvolvimento de bolsas plasticas que permitem a troca de gases e
manutengdo do pH adequado, as bolsas com concentrados de plaquetas eram
acondicionadas por um periodo maximo de até 7 dias. Posteriormente e apo6s
varios relatos de contaminagdo dos concentrados, notavelmente por
Staphylococcus coagulase negativo e Streptococcus do grupo viridans, estudos
realizados pela Food and drug Administration seguiram-se de uma resolugfo

determinando a estocagem para no maximo 5 dias;o 23 2.
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Com relagdo 4 temperatura utilizada no servigo para estocagem dos
concentrados, ha ainda pouca controvérsia com relagio a temperatura de 22 +
2°C utilizada,3 14,15 Concentrado de plaquetas eram até o final da década de
setenta estocadas a 4°C. Em 1969, Murphy and Gardner;;, demonstraram que
concentrados de plaquetas estocados a 4°C. A maioria dos trabalhos defendem
esta temperatura, ressalvando a necessidade de agitagdo constante dos
concentrados, com o objetivo de surgimento de agregados plaguetarios. Com o
objetivo de verificar se a presenga de agregados plaquetarios nas bolsas do
Centro estudado, eram decorrentes de fatores da estocagem ou contaminagéo
bacteriana, estas foram também incluidas neste estudo.

Embora ndo existam dados na literatura concementes a relagdio ABO X
contaminagdo bacteriana, esta variavel foi analisada no presente estudo. Como
ndo foi detectada contaminagdio bacteriana das bolsas estudadas, wma
correlagdo foi impossivel de ser realizada (Graficos 1,2).

Da mesma forma, e por terem sido utilizados dois tipos de bolsas de
diferentes procedéncia, uma analise foi realizada, demonstrando nfo ter havido
aparentemente nenhuma diferenga significativa entre as duas utilizadas, ja que
em ambas os resultados foram negativos (Tabela 1).

Das 60 bolsas estudadas, em nenhuma foi observado crescimento
bacteriano. O tempo de estocagem também ndo pareceu influenciar como fator

para contaminagdo visto que em todos os repiques realizados no 4° dia de
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estocagem das bolsas, ndo foram detectados microorganismos (Tabela 2). Os
resultados obtidos neste estudo, foram semelhantes aos descritos na
literaturays 14,2125 .28 30.

Segundo Muder et al (1992);6, contaminacdo de concentrado de plaquetas
varia de 0 a 8%, podendo ser tdo alto quanto 38% ap6s 3 dias de estocagem.
Entretanto, ainda segundo o autor, até 1992, apenas 33 casos de bacteremia
associada a transfusdo de plaquetas havia sido descrito, dos quais sete
apresentaram desfecho fatal.

Amow et al (1986) |, demonstraram um aumento de isolamento de
bactérias de concentrados de plaquetas que variou de 0% no primeiro dia até
8.3% apos 5 dias de estocagem. Estudos anteriores como o de Cunningham et
al (1986) s, ndo relacionaram incidéncia de contaminagdo com tempo de
estocagem, embora tenham encontrado um percentual de 6.3% de

contaminagéo dos concentrados de plaquetas estocadas no servigo estudado.

5 CONCLUSOES

e Este estudo mostrou a auséncia de bactérias em 60 bolsas de
concentrado de plaquetas estocadas a temperatura de 22 + 2° C no

Ceatro de Hematologia ¢ Hemoterapia do Ceard (HEMOCE-CE).
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* Nao houve diferenga estatisticamente significante, no que diz respeito a

contaminagdo bacteriana, entre os modelos de bolsa utilizadas nem com
relagdo ao tempo de estocagem de 5 dias.

Nio foi observado um maior percentual de contaminagio das bolsas
que apresentavam agregados plaquetarios com relagdo as bolsas
consideradas dentro dos padrdes de normalidade para transfusio.

Os resultados negativos obtidos neste estudo estdo de acordo com
outros estudos ja realizados em outros Centros bem como com relatos
da literatura que afirmam ser a contaminagio bacteriana de concentrado
de plaquetas um evento que varia de 0 a 8%, tendo a sepses clinica uma
incidéncia rara, ocorrendo em menos de 1% das transfusdes.

Pelo trabalho experimental realizado, podemos conchur que, no periodo
estudado, o Centro desempenhou com eficiéncia a possibilidade de
contaminacdo deste derivado do sangue, trabalhando portanto dentro de
um padréo eficaz na manipulagdo dos pacientes a colheita e durante a

separacdo das fragdes.
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SUMMARY

This study was carried out at the Ceara Hemocenter (Fortaleza). We
analysed sixty (60) platelets concentrates which were stopred at 22 more less
2°C. Thirty (30) of them showed platelets aggregation. We used selective and
different methods of culture medium to adjust the growth in the majority of
bacterium that were associated in contamination of platelet concentrates. The
aim this study was comparing the contamination percentage acquired between
the units which there was or no platelet aggregation and evaluating the
contamination during the storage time. As a result of this study we abserved
the lack of bacterial growth in all blood units that were analysed as well as
during the storage. We can conclused that in the period of this study the
service reached the objetive of avoiding contamination in platelets concentrates
since the blood colletion until the separation of the blood units that were

divided into fraction and their storage.
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