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RESUMO

Este estudo foi realizado com o objetivo de determinar a freqiiéncia de
contaminaq:éo bacteriana em 30 bolsas de concentrados de hemacias, preparadas
no setor de fracionamento do Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia do Ceara
(HEMOCE), no periodo de setembro a dezembro de 1997. Meios de cultura para
o0 crescimento da maioria das bactérias isoladas de bolsas de sangue
contaminadas foram empregados neste estudo. O indice de contaminag¢do foi
avaliado no 1°, 20° e 40° dia de armazenamento das bolsas a 4°C, tendo sido
observado auséncia de crescimento bacteriano em todas elas, bem como ao

longo do periodo de estocagem das mesmas.
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1  INTRODUCAO

O sangue como cura foi utilizado pelo homem ja ha muitos séculos. Os
antigos egipcios acreditavam que se banhar ou beber sangue de pessoas ou de
animais seria importante para a cura de muitas doengas.y 33

O primeiro registro real de uma transfusdo sangiiinea na historia ocorreu em
1492 quando o papa Inocéncio VIII na tentativa de curar-se de uma doenga renal
cronica recebeu transfusdo sangiiinea de trés jovens adultos. 16,33

Em 1667, Richard Lower, em Londres, pode demonstrar a viabilidade de
transfusdes em caninos, tendo realizado tentativas de transfusdo sangiiinea de
cordeiros para humanos. J& em 1818, James Blundell, obstetra do Guy’S
Hospital em Londres, constatou a impossibilidade de transfusGes entre animais ¢
que somente seria compativel para o homem transfusGes provenientes da mesma
especiess.

A coagulagdo constitui o principal obstaculo a ser superado;;. Somente em
1869 foram iniciados estudos sobre anticoagulantes, realizadas por Neuderfer,
Branton-Hicks e Brown-Sequard, porém sem Sucesso. 11,33

No século XX, com a descrigio dos grupos sangiiineos A, B e O por
Landsteiner (1900) e do grupo AB por De Castello e Stuarli (1902) e pela
introducdo dos testes de compatibilidade por Ottenberg (1907) ¢ Moss (1910) a

transfusdo passou a adquirir bases cientificas para sua realizac¢fio.;3, explicando




assim as graves reagdes pos-transfusionais ocorridas no passado como resultado
de transfusdes incompativeis.

Foi em novembro de 1914 que Hustin;; utilizou citrato de sédio e glicose
como solugdo anticoagulante para as unidade de sangue usadas em transfusdes,
11.14 Iniciando uma nova era na terapia sangiiinea.i; ;s Tais descobertas tem sido
colocadas em pratica para o desenvolvimento de métodos de coleta, preservagéo
¢ armazenamento, surgindo entdo as primeiras idéias de criagdo de bancos de
sangue.

Emboré a terapia sangiinea tenha contribuido para uma melhoria na
qualidade de vida e principalmente uma maior sobrevida da populacdo, reagdes
transfusionais letais passaram a ser relatadas.

Reagdes pos-transfusionais letais e reagdes pirogénicas foram relatadas
inicialmente em nosso meio por Sorensen € cols (1965).23

Contaminag¢des bacterianas macicas, descritas com maior freqiiéncia no
passado, época que ainda trabalhava-se com frascos de vidro e sistema aberto,
contitui hoje um evento raro. 5; 2s.

Hoje, com a utilizagdo de bolsas plasticas e com sistema fechado, acredita-
se que a contaminagdo dos componentes sangiiineos ocorra através do doador, 3
através de fragmentos da pele por pungdo venosa, s ineficiente anti-sepsia da
pele 532728 Ou por uma bacteremia oculta transitorias 33 15,17,19.3032.35 ou infecgdo

cronica assintomatica do doador.;s 2526




Reactes transfusionais sdo freqiientemente relatadas por confaminagdo
bacteriana durante a coleta e/ou processamento, sendo que nem sempre €
possivel distinguir estes mecanismos em dadas circunstancias. 198,32

Septicemias transfusionais sdo menos comuns quando bolsas plasticas com
sistema fechado sdo usado para obtengdo do sangue do doadory; As bactérias
mais comumente isoladas de bolsas contaminadas sdo as que compdem a
microbiota normal da pele (Staphylococcus epidermidis, Micrococcus sp €
difterdides).,; Relatos de sepses pos-transfusional por bacilos Gram negativos (-)
mais especiﬁcamente Pseudomonas aeruginosa tem sido verificado nas dltimas
décadas. Vale ressaltar uma recente epidemia de bacteremia por Serratia
marcescens devido a contaminagio de bolsas durante a sua fabricagdo. 3

Segundo Sazama (1994)s,. a contaminagdo de sangue por bastonetes Gram
negativos sdo mais fregiientes quando ha histéria de doenga no doador .

O relato de dois paciente talassémicos que adquiriram brucelose atraves de
transfusdo sangiiinea reflete o potencial de bacteremia cronica assintomatica de
cepas do género Brucella.;. Em 1987, cinco casos foram relatados com quatro
6btoss. Mais notavel, entretanto, sdo informagdes recentes de aquisicdo de
Yersinia enterocolitica via transfusio sangiiineas s3. Segundo Jacobs ef al
(1989);5, este fato reflete o potencial reorganizador destes microorganismos que
podem persistir na mucosa intestinal e tecido linféide depois da resolugdo da

doenca aguda, onde ele pode estimular o sistema imune, criando seqiielas
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imunolégicas reativas e bacteremia oculta;; Além do mais, condigdes de
estocagem para concentrados de hemacias sio quase sempre ideais para o
crescimento de Y. enterocolitica. Este microorganismo pode crescer a 4°C,
durante a estocagem do sangue, sendo ainda estimulado o seu crescimento
quando a lise de hemacias libera ferro, sendo este um fator de crescimento para
estes microorganismoss.

Os concentrados de hemacias estocados no Centro de Hemoterapia do
Ceara (HEMOCE), sdc de doadores com hemoglobina e mobilidade
eletroforétiéa normais e testes sorologicos negativos para sifilis, hepatite B ¢ C,
HTLV I eIl e drogas. O tempo méaximo de estocagem 4 4°C ¢ de 42 dias.

Dada a importancia da terapia transfusional e do controle dos derivados de
sangue dentro dos padrdes internacionais de qualidade e sendo o0 HEMOCE um
Centro de referéncia no nosso Estado, este estudo foi realizado com os objetivos
descritos abaixo:

e Analisar contaminacfo bacteriana em 30 bolsas de concentrados de hemacias.

¢ ‘Analisar o indice de contamina¢do bacteriana durante o tempo de estocagem
das bolsas estudadas.

o Comparar os resultados obtidos com aqueles de outros Centros ¢ os realizados
em periodos anteriores no HEMOCE-CE.

e Divulgar os resultados junto ao Centro estudado.
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2  MATERIAL E METODOS

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

No periodo compreendido entre setembro e dezembro de 1997, foi realizado
estudo bacteriolégico de unidades de concentrados de hemadcias estocadas a
temperatura de 4°C.

Todas as bolsas destinadas a esta pesquisa foram descartadas apds o exame

bacteriologico.

2.1 COLETA E TRANSPORTE

Apo6s a coleta do sangue do doador, no 1°, 20° ¢ 40° dia era feita a
homogeneiza¢io de bolsa com movimentos lentos ¢ laterais ¢ retirado uma
quantidade do macarrdo da bolsa de forma estéril e levada ao laboratério para
exame bacteriologico. As bolsas trabalhadas eram identificadas com codigo
conhecido no setor e deixadas estocadas até o 40° dia. O tempo méaximo de
estocagem das bolsas no servigo estudado é de 42 dias.

Como controle do experimento, para cada 10 bolsas estudadas uma era

contaminada com uma bactéria conhecida ( Escherichia coli e Staphylococcus
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aureus ). O mesmo procedimento com as bolsas teste foi realizado para as bolsas

controle.

2.2 EXAME BACTERIOLOGICO

Uma vez no laboratdrio, era feita a anti-sepsia do macarrdo da bolsa com
alcool iodado, em seguida com alcool a 70%. Com o auxilio de seringas estéreis
e descartaveis era semeado o sangue.

O remanescente da bolsa, vedado através de lacre eletronico, era mantido na
geladeira coﬁl a temperatura (4°C) utilizadas para a conservagfio das mesmas até
20° e 40° dia nos quais eram feitas novas coletas de aliquotas para o mesmo
procedimento.

Em meio de cultura liquido (BHI e Brucella broth), na proporgdo de 1:10
eram repicadas aliquotas de 1 ml. Com uma alga estéril a amostra era também
semeada em meio de cultura solido (Agar Sangue, Mac Conkey ¢ Salmonella-
Shigella Agar). Em seguida era feita uma bacterioscopia pelo método de Gram.

- A leitura do crescimento em meio de cultura solido era realizado apés 24 e
48 horas de incubagdo a 37°C ( os meios Agar Sangue ¢ Mac Conkey ) € 25° C
(os meios Mac Conkey Salmonella-Shigella Agar). Os meios de cultura liquidos
semeados eram repicados no 10° ¢ 21° dia de incubagdo na estufa a 37°C. Em
todas estas etapas eram realizadas bacterioscopias pelo método de Gram. Ao

final do 21° dia de incubagdo, se negativo, os meios e a bolsa mie eram
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descartados. A identificagdo dos microorganismos isolados bem como os meios
de cultura utilizados foram os recomendados por Balows et al; Os

procedimentos realizados s3o ilustrados na Figura 1.

2.3 MEIOS DE CULTURA
2.3.1. BHI (Brain Heart Infusion)

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

A composi¢do do meio € mostrada abaixo:

Infusdo de cérebro bovino.......... 200,0g
Infusdo de cérebro bovino.......... 250,0g
Proteose peptona ...................... 10,0g
Bacto-dextrose............occeevvenenn 2,0g
Cloretode sodio ........................ 5,0g
Fosfato dissodico........cocoeeeeenn. 2,5g

2.3.2. Brucella broth
Foi utilizado como meio de cultura liquido para bactérias de crescimento
lento a partir de uma aliquota do concentrado de hemacias.

A composi¢do do meio € mostrada abaixo:




Digesto pancreatico de caseina.............. 10,0g
Digesto péptico de tecidos animais ...... 10,0g
Extratodelevedura.........ccoovvvvvviineni. 2,0g
GHCOSE ... 1,0g
Cloretode sodio ............ccooveeiiiieennn, 5,0g
Bissulfito de sodio...........c...coool 0,1g

2.3.3.Agar Sangue

14

Este meio foi utilizado para a semeadura das aliquotas dos concentrados de

hemadcias no 1° 20° ¢ 40° dia de estocagem e para repique dos meios de cultura

liquido. Foi preparado com agar base BHI adicionado de 5% de sangue

desfibrinado de carneiro.

2.3.4. Agar Mac-Conkey

Utilizado para a semeadura das aliquotas dos concentrados de hemécias no

1°-20° ¢ 40° dia de estocagem e para o repique dos meios de cultura liquido

objetivando o crescimento de bactérias Gram negativas.

A Composi¢do do meio ¢ mostrada abaixo:
Bacto-peptona .................... 17,000g

Proteose peptona ................ 3,000g




Bacto-lactose..................... 10,000¢g
Bactobile.......................... 1,500g
Cloreto de sodio ................. 5,000g
Bacto-agar...............c.......... 13,500g
Bacto-neutralred................ 0,030¢g
Bacto-Cristal Violeta.......... 0,001g

2.3.5. Salmonella Shigella agar:

15

Utilizado para semeadura de aliquotas das bolsas no 1°, 20° e 40° dia de

estocagem e para o repique dos meios de cultura liguido objetivando o

crescimento de Yersinia enterocolitica.

A Composi¢do do meio € mostrada abaixo:

Extrato de came................. 5,000g
Polipeptona........................ 5,000g
Lactose.....coovcvvviiieeeeeeiiinns 10,000g
Sais biliares ........................ 8,500¢g
Citrato de sodio .................. 8,500¢g
Tiossulfato de sodio............ 8,500¢g
Citrato férrico..................... 1,000g
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2.4 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos resultados obtidos e com o objetivo de compreender se
havia uma diferenca estatisticamente significante nos percentuais de
contaminac¢do nos concentrados de hemacias estocados no tempo maximo de sua
validade (42 dias, foi empregado o teste estatistico Z para proporgdes, tomando

n = 30, Para fins de significincia estatistica fixamos o o em 5%yo.




FIGURA 01: FLUXOGRAMA
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3 RESULTADOS

Durante um perfodo de quatro meses, foi realizado o estudo bacteriologico
de 30 concentrados de hemécias com volume variando de 347 a 471 ml
estocadas a 4° C.

Esses concentrados, em relagdo a classificagio ABO dividiram-se da
seguinte forma: 70% pertenciam ao grupo O, 16,6% ao grupo B e 13,3% ao

grupo A conforme mostra O GRAFICO 01.

A aoo
- 13,3%
16,6% mB
_,» O A
70%

GRAFICO 01: Classificacdo dos concentrados de hemédcias estudados

quanto ao grupo ABO.
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Em relagfo a classificagio Rh tivemos 93,3% das amostras Rh positivo e

6,7% Rh negativos.

BRh(~)
ORh(+)

Rh(+)
93,3%

GRAFICO 02: Classificagio dos concentrados de hemécias estudados quanto ao

fator Rh.
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. [ ) . . +
Ao analisarmos as duas variaveis conjuntamente temos o seguinte: A

(13,33%), A" (0%) B* (16,66%), B (0%), AB* (0%), AB" (0%), O* (63,33%), O

(6,66%), conforme a tabela 1.

TABELA 1 - Classificacio ABO x Rh em 30 concentrados de hemaicias

estudados.
Rh
ABO + - TOTAL

A 04 0 04

B- 05 t] 05

O 19 02 21

AB 0 0 0
TOTAL 28 02 30

Foram obtidos concentrados de hemadcias em bolsas de dois diferentes

laboratérios; ASEM Hospitalar S.A. e IMS, conforme a tabela 2.

TABELA 2 - Tipo de bolsa utilizada no estudo bacteriolégico de 30

concentrados de hemacias.

TIPO DE BOLSA

ASEM

JMS

%

Yo

18

60

12

40
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O indice de contaminagdo foi avaliado no 12, 202 e 402 dia de estocagem,
tendo sido observado auséncia de crescimento bacteriano em todas as bolsas
estudadas, bem como ao longo do periodo de estocagem conforme a tabela 3.

TABELA 3 - Resultado da cultura de concentrados de hemacias estocados a

4° C,
, N¢ DE CULTURAS POSITIVAS EM
NUMERO DE FUNCAO DA DURACAO DE
CONCENTRADOS ARMAZENAMENTO
DE HEMACIAS 1°DIA | 208DIA | 40°DIA
30 0 0 0
03 (*) 03 03 03

* Controles contaminados: Escherichia coli; S.qureus.
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4 DISCUSSAQO

A contaminagdo bacteriana de derivados de sangue ha muito tempo é
reconhecida como uma complicagdo em potencial da transfusio de sangue. A
magnitude do problema foi reduzida com o advento de bolsas plasticas e sistema
fechado para coleta e separagdo das fragdes, mas é ainda um problema sério e
que necessita um controle periédico rigoroso.

Segundo Sazama ef aly, a incidéncia de contaminagdo de sangue para
transfusdo varia segundo os Centros avaliados, sendo estimado em 4.1 a 10.7%
por 10.000 unidades no Canada e nos Estados Unidos de 5.0 a 11.1% por 10.000
unidades de sangue obtidos para transfusdo. Ainda segundo o autor, as taxas de
infecgdo relativas a transfusio de concentrados de plaquetas excede as obtidas
com concentrados de hemacias e varia numa propor¢do de 2:1. Visto serem os
concentrados de plaquetas estocados a temperatura de 22 + 2°C, este seria um
dos fatores que favoreceriam o crescimento bacteriano, diferentemente dos
concentrados de hemacias que sdo estocados a 4°Cs g,

As formas de contaminagfio de derivados de sangue abrangem desde a
coleta (contaminagdo com microorganismos da pele do doador ou de material
usado para colheita como bolsas e substincias preservadoras) e o processamento
do sangue ( fracionamento, armazenagem, manipulagio das bolsas antes e

durante sua utilizagio );7, Uma outra fonte importante de contaminagio de




derivados de sangue e de mais dificil controle, é aquela que ocorre devido a uma
bacteremia transitéoria do doador ou a uma doenga crénica clinicamente
inaparente. Goldman et al (1991),,, relataram casos de sepses por transfusdo de
sangue contaminado com Streptococcus mitis e Staphylococcus epidermidis
provenientes de doador que havia sido submetido a manipulagdo dentéria
recente. Ness e Perkins (1980), relataram como fonte de bacteremias
transitorias e contamina¢do de concentrados de hemadcias, infec¢Ses urindrias,
manipulagdes do trato urinario, sigmoidoscopias € outros.

Segundo' Sazama et aly;. a maioria dos microorganismos implicados na
contaminagfio de concentrados de hemadcias faz parte da microbiota normal da
pele, ou sdo encontrados freqiientemente em reservatérios de agua como
Staphvlococcus epidermidis, difteroides, varias espécies de estreptococos,
Bacillus sp. e Pseudomonas aeruginosa. Muitas destas bactérias crescem a
temperatura de 4°C utilizando o citrato como substrato.

Microorganismos introduzidos na corrente circulatoria através de transfusdo
sdo- geralmente rapidamente removidos através da agio das células do sistema
reticuloendotelial, especialmente os neutrofilos circulantes e macrofagos
tissulares. Algumas bactérias sdo capazes de escapar da fagocitose como € o
caso da Serratia marcescens, tendo as defesas normais do hospedeiro um papel

decisivo na evolugdo da sepses pos-transfusionals,
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No periodo compreendido entre 1976 e 1990, foram relatados nos Estados
Unidos 19 casos de septicemias seguidas de obito das quais 6 foram causadas
por bactérias Gram positivas e 13 por bactérias Gram negativas. Dentre os
bacilos Gram negativos, a Yersinia enterocolitica foi isolada em 8 dos pacientes
relatadoss; 35 As principais caracteristicas deste microorganismo que facilitam a
transmissdo por transfusdo sdo: 1. A ocorréncia de bacteremias assintomatica em
individuos infectados. 2. A capacidade do microorganismo em crescer a 4°C e 3.
A presenca do ferro em concentrados de hemacias, dado a lise das mesmas, que
estimula o crescimento destes microorganismos.

No presente estudo, foram estudados 30 bolsas de sangue para transfusdo.
Dada a importancia de Y. enterocolitica como contaminante de bolsas de sangue
para transfusdo, foi utilizada metodologia especifica para seu isolamento bem
como para os demais microorganismos freqilentemente isolados destes materiais.

Embora ndo existam dados na literatura que afirmem existir alguma
correlacdo entre o sistema ABO e uma possivel contaminagdo bacteriana,
achamos importante fazer uma distribuiio desta varidvel e analisa-la. Como
podemos verificar nos graficos1 e 2, das 30 bolsas estudadas, a maioria era de
doador com grupo sangiiineo O e fator Rh positivo, sendo este o mais encontrado
na populacdo (Tabela 1).

Das 30 bolsas estudadas, em nenhuma foi observada crescimento

bacteriano, bem como ndo pareceu haver diferenga entre os dois tipos de bolsa
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utilizados para a coleta (Tabela 2 e 3). Estes resultados obtidos estdo de acordo
com os relatados na literatura;, j93;. embora tenha sido pequeno o niumero de
bolsas investigadas, mas estatisticamente significantes. Avaliamos também o
indice de contaminagdo durante a estocagem das bolsas a 4°C, tendo sido
também negativo.

Um estudo semelhante com fragdes de concentrados de hemacias foi
realizado no HEMOCE-CE, no periodo de maio a setembro de 1995,
Diferentemente dos resultados obtidos no presente trabalho, os autores obtiveram
um percentual de positividade de 1.07%. Staphylococcus aureus, Bacillus sp e

Escherichia coli foram as bactérias isoladas naquele estudo;s,
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5 CONCLUSOES

o Este estudo mostrou a auséncia de bactérias em 30 concentrados de
hemacias estocados a 4°C no Servigo Hematologia ¢ Hemoterapia do
Ceara (HEMOCE-CE).

e Nio foi observado diferenga estatisticamente significante entre os tipos
de bolsas utilizados nem com relagdo ao tempo de estocagem de 42 dias.
¢ Os resultados negativos obtidos neste estudo estdo de acordo com outros

realiéados em oufros Centros no que diz respeito ao baixo indice de

contamina¢do de concentrados de hemacias.
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SUMMARY

The aim of this study was to determine the frequency of bacterium
contamination in thirty (30) blood transfuison bags (red cell concentrates), which
were prepared during september and december of 1997 in blood bag’s division
into fractions room at the Cearda Hemocenter (Fortaleza). We used culture
medium to grow the majority of the isolated bacteria into the blood units. The
index of contamination was evaluated during the first, the twentieth and the
fortieth days that the blood units were stored at 4°C. During this time we
observed that there was no bacterium growth in all of them, as well as during

their storage.
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