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RESUMO: Introdugdo: A contaminago bacteriana em concentrados plaquetarios (CPs) constitui um
problema critico devido ao risco de eventos sépticos associados & transfusdo. A cultura microbiolégica dos
CPs apresenta alguns desafios como o volume pequeno do indculo inicial e o tempo para a liberagéo do
resultado. Neste estudo nos avaliamos o desempenho na detecgdo da contaminagdo em 79 amostras de
CPs provenientes do Hemocentro do Estado do Rio Grande do Sul de Santa Maria no ano de 2010 por duas
diferentes metodologias. Material e Métodos: Cultura bacteriolégica quantitativa: semeadura de 100 uL de
CPs em &gar sangue; e marcadores metabdlicos: medida de glicose e pH com tiras reagentes. Resultados:
Em todas as analises deste estudo a glicose apresentou valores positivos e 91,13% ficou com pH acima de
7,5 e 8,87% abaixo de 7,0. No 5° dia 83,55% das amostras apresentaram glicose negativa. N&o houve
crescimento bacteriano em nenhuma das amostras que apresentaram pH inicial acido. A taxa de
contaminagdo bacteriana foi de 1,27% (Staphylococcus epidermidis). Conclusdo: Concluimos que os
marcadores metabolicos utilizados néo permitiram a detecgé@o da contaminagéo bacteriana, uma vez que
a amostra positiva ndo mostrou relagéo com a acidificagdo do pH e do consumo da glicose.

Descritores: PH; Glicose; Contaminagéo bacteriana; Concentrados plaquetarios; Cultura microbioldgica.

EVALUATION OF DETECTION OF BACTERIAL CONTAMINATION IN PLATELET
CONCENTRATES USING THE QUANTITATIVE BACTERIOLOGICAL AND
REDUCTION THE CONCENTRATION OF GLUCOSE AND PH

ABSTRACT: Background: Bacterial contamination in platelet concentrates (PCs) is a critical problem due
to the risk of septic events associated with transfusion. The microbiological culture of the PCs present
some challenges as the small volume of inoculum and time to release of results. In this study we evaluated
the performance in the detection of contamination in 79 samples PCs from the Blood Center of the State
of Rio Grande do South of Santa Maria in 2010 by two different methodologies. Methods: Quantitative
bacteriological: seeding of 100 pL of PCs on blood agar; and metabolic markers: measurements of glucose
and pH by reagent strips. Results: In all analysis of this study the glucose showed positive values and
91.13% remained above pH 7.5 and 8.87% below 7.0. At 5° day 83.55% of the samples were negative
glucose. There was no bacterial growth in any of the samples with initial pH acid. The rate of bacterial
contamination was 1.27% Staphylococcus epidermidis). Conclusion: We conclude that metabolic
markers used did not allow the detection of bacterial contamination, since the positive sample was not
related to the acidification of pH and consumption of glucose.
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Introducéo

Atualmente a infusdo de hemocomponentes contaminados por bactérias € uma das
principais causas de morbidade e mortalidade entre os receptores.! Este fato representa um
consideravel problema de salde publica, especialmente no Brasil."? A contaminagdo
bacteriana pode estar presente em qualquer hemocomponente, principalmente em
concentrados plaquetarios (CPs), devido a temperatura de armazenamento (20 - 24 °C) que
facilita a proliferagdo dos microrganismos. Os CPs s&o os responsaveis pela maior parte dos
casos de reagdes sépticas transfusionais.3*

Varios procedimentos screening sdo utilizados na rotina pelos bancos de sangue para
reduzir os incidentes da contaminagéo bacteriana de CPs.258 Alguns métodos microbiologicos
tém sido efetivos na deteccdo das bactérias presentes nos CPs, porém com o inconveniente
de necessitar um grande intervalo de tempo para a liberagdo do resultado. Além disso, a
maioria destes métodos possui baixa sensibilidade para detectar pequenas quantidades de
unidades formadoras de coldnia por mL de sangue (UFC/mL).5°

E de consenso que o crescimento bacteriano provoque uma redugdo nos niveis de
glicose e pH nos liquidos biolégicos, como por exemplo, nos CPs. Consequentemente, a
diminuic&o da glicose e dos niveis de pH tém sido amplamente utilizados como indicadores de
presenca bacteriana.'®-'* Este teste é um dos métodos sugeridos pela American Association of
Blood Banks (AABB), sendo utilizado em varios paises.'? Entretanto, at¢é o momento, néo
constatamos nenhum estudo brasileiro que utilizasse esta metodologia com a finalidade de
investigar contaminacao bacteriana em CPs.

Desta maneira, visto que a transfusdo de CPs contaminados com bactérias pode causar
reagdes transfusionais sépticas com desfechos fatais, a prevengdo elou a redugdo da
ocorréncia destas reagdes constitui um dos maiores desafios enfrentados nos bancos de
sangue e na medicina transfusional. 516

Por isso 0 nosso estudo objetivou investigar a contaminagao bacteriana em CPs através
de duas metodologias: cultura quantitativa e variagcdo da concentragéo da glicose e dos niveis
de pH das amostras provenientes do Hemocentro do Estado do Rio Grande do Sul
(HEMORGS), de Santa Maria (RS).

Material e métodos

Coleta e destino das amostras
Foram analisadas 79 amostras de CPs de até 24 h as quais foram coletadas no
HEMORGS, durante os meses de setembro e outubro de 2010. N&o existiram critérios de
exclusdo, portanto todas as amostras de CPs obtidas nesse periodo foram incluidas nesta
pesquisa.
Estas amostras foram provenientes de dois tipos de coleta: 74 CPs obtidos pela
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(plaquetaféreses). Os CPs avaliados neste estudo foram coletados a partir da por¢ao tubular
das bolsas. Cabe relatar que a porgdo utilizada neste estudo seria desprezada pelo
HEMORGS, nao acarretando desperdicio de CPs. Apés a coleta as amostras foram



encaminhadas para o Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas (DACT) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS), onde foi efetuado este estudo.

Preparagdo das amostras
No laboratério de Bacteriologia as amostras foram manipuladas em cabine de seguranca
bioldgica, classe I, tipo B2. A por¢ao tubular da bolsa de plaquetas foi desinfectada com alcool
70% (friccdo por aproximadamente 1 minuto).
As duas metodologias realizadas neste estudo foram:

Semeadura em placa de agar sangue (AS) de carneiro, com contagem (quantitativa).>18

Foram semeados 100 uL dos CPs em AS, com o auxilio de pipeta automatica, os quais
foram incubados a 35 °C + 2 °C 5% de CO,, por 24 - 48 h.

A analise do crescimento de col6nias bacterianas foi feita nas 24 — 48 h apos a
semeadura. Nas amostras em que houve crescimento de coldnias (positivas) foi efetuada a
sua contagem e o resultado relatado foi em UFC/mL, utilizando fator de multiplicacéo de 10X.
Com as amostras positivas foram realizadas, na sequéncia, coloragao de Gram e identificagdo
fenotipica convencional19 e automatizada (MicroScan®-SIEMENS).

Medida do pH e glicose.10-14

Aproximadamente 200 L da porgdo tubular da bolsa de plaquetas, com o auxilio de seringa
e agulha estéreis, foram transferidos para um tubo de vidro esterilizado e rosqueado contendo 2 mL
de caldo Mueller Hinton (CMH) e incubados por 5 dias a 35 °C £ 2 °C. A glicose e o pH foram
mensurados com o auxilio de tiras reagentes (Biocolor®-Bioeasy) nas primeiras 24 h apds a coleta,
em amostra de CPs puro, posterior a adi¢do das plaquetas em 2 mL do CMH e na sequéncia
efetuaram-se mais quatro medidas até o quinto dia, com intervalo de 24 h em cada analise.

Com relacéo a glicose, nesta pesquisa as amostras foram agrupadas como glicose positiva
(faixa de 100 - 2000 mg/dL) e glicose negativa (inferior & 50 - 100 mg/dL); em relacdo ao pH
agrupadas em trés niveis diferentes: amostras basicas (acima de 7,5), neutras (7,0 - 7,5) e &cidas
(abaixo de 7,0).

Também foi utilizado um controle negativo constituido apenas de CMH, que foi manipulado da
mesma forma que as amostras, com a finalidade de verificar possiveis influéncias na determinagéo
da glicose e do pH.

Conceitos éticos

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

Resultados

Em 1 das 79 amostras (1,27%) houve crescimento bacteriano de incontaveis UFC/mL
(método bacteriologico quantitativo), oriunda de CP randémico. Cocos gram-positivos foram
visualizados na microscopia (coloragédo de Gram), sendo identificados como Staphylococcus
epidermidis (metodologia fenotipica convencional e automatizada).
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Nos parametros metabolicos concentracdo de glicose e pH, na metodologia na qual foram
utilizadas as fitas de urina, detectamos uma grande variagdo na concentragdo da glicose
medida no primeiro e no quinto dia. Em todas as amostras analisadas neste estudo, a glicose
apresentou-se positiva, quando medida na plaqueta pura. No primeiro dia, quando a plaqueta
foi semeada no CMH, 92,41% mostrou-se positiva. 62,03% das amostras no segundo dia
foram negativas. No quarto e quinto dias em aproximadamente 84% das amostras a glicose foi
negativa (Grafico 1).
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Gréfico 1 — Relagéo da porcentagem positiva ou negativa dos niveis de glicose de todas as amostras analisadas durante a
realizagao diaria das suas medidas.

A amostra que apresentou crescimento bacteriano foi glicose positiva no primeiro dia (500
mg/dL). Nos segundo, terceiro, quarto e quinto dias a amostra positiva permaneceu com
glicose positiva (100 mg/dL). O controle negativo, composto apenas de CMH, mostrou-se
negativo durante todas as medidas (primeiro ao quinto dia).

O pH apresentou oscilagdo nos seus valores, em todas as amostras analisadas (Grafico
2). No primiero dia, 8,86% das amostras (7 de 79) tiveram pH &cido (plaqueta pura sem CMH).
A amostra na qual foi isolado o S. epidermidis, teve pH neutro na plaqueta pura e no CMH no
primeiro dia. No segundo dia apresentou-se pH neutro e nos demais dias, pH basico (8,0).
Além disso, algumas amostras isentas de microrganismos que inicialmente eram neutras ou
basicas tornaram-se acidas no final da anélise.
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Grafico 2 — Relagéo da porcentagem dos niveis de pH de todas as amostras durante a realizagdo diaria das suas medidas.



Discussao

A contaminag&o bacteriana das plaquetas constitui o risco de infec¢do mais comum das
transfusdes. A presenca de bactérias contaminantes em plaquetas pode desencadear eventos
sépticos. Os receptores destes CPs transfundidos normalmente sdo pacientes
imunossuprimidos e, portanto mais suscetiveis a infecgdes bacterianas.*

Atualmente, devido a emergéncia de episddios de sepse apds transfusdes de plaquetas,
os servicos de hemoterapia juntamente com os 6rgdos responsaveis pelo controle de
qualidade vém buscando desenvolver e aprimorar técnicas eficientes, praticas e mais rapidas
que as bacteriologicas na detecgéo de bactérias em componentes sanguineos.

A cultura bacteriana é claramente 0o método atual de escolha para a detecgdo da
contaminagdo bacteriana em plaquetas obtidas por aférese (Unico doador), porém, este
método ndo tem sido pratico para a avaliagdo dos CPs randomicos. O que pode tornar o
método de cultura microbioldgica néo realizvel numa rotina de banco de sangue, onde ha
uma grande escala de produgdo de CPs derivados de sangue total, é devido a elevada méo de
obra que depende da quantidade de CPs produzidos e pelo intervalo de tempo necessario para
o crescimento bacteriano, diferentemente das amostras de plaquetaféreses, as quais sdo de
baixa producao e direcionadas a determinados pacientes. Por esta raz&o, desde 2004 a AABB
permitiu 0 uso de técnicas alternativas para a detecgao de bactérias. Esta associa¢do permite
incluir o uso da coloragéo bacteriana (Gram) e de fitas de urina multi-reagentes para detectar a
reducdo da concentracdo de glicose e pH causada pelo crescimento bacteriano.'? Além do
mais, nos paises acreditados pelo Food and Drug Administration (FDA), a anélise
microbioldgica é preconizada em todas as amostras de plaquetas.'?

Ja no Brasil, a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 153, de 14 de junho de 2004
estabelece que o controle microbiolégico seja realizado em apenas 1% das bolsas produzidas
ou em 10 amostras aleatdrias por més; a escolha deve ser em relagéo a que apresentar maior
nimero de amostras.?® Esta nossa RDC nado preconiza a execugdo da triagem em toda a
produgdo mensal e ndo descreve a metodologia de cultura preconizada para este fim.2

A prevaléncia da contaminacdo bacteriana neste estudo foi de 1,27% (1 de 79),
semelhante ao estudo anterior por nés realizado no ano de 2009 e inicio de 2010, no qual
detectamos 1,7% (5 de 292) de contaminagdo nos CPs do HEMORGS.? Ja Cunha e cols
(2006) detectaram uma contaminagdo menor em CPs, de 0,4% (8 de 2000), em estudo
realizado em Goidnia (BRA).

A taxa de contaminagdo encontrada em nosso estudo, também quando comparada com
pesquisas realizadas fora do Brasil, se encontra um pouco maior aos estudos de Walther-
Wenke e cols (2010) que encontraram um valor de 0,3% de culturas contaminadas de CPs
(169 de 52.243), estudo realizado em centros da Cruz Vermelha na Alemanha.?! E em outra
pesquisa efetuada na Fundagdo do servico de doacdo de sangue em Taiwan, Hsueh e cols
(2009) obtiveram 0,34% (8 de 2.338) de contaminagdo em CPs.?

No entanto, quando compararmos a prevaléncia de contaminag&o deste estudo com o descrito
por Cunningham e cols (1973), realizado em um centro de transfus&o no sudeste da Escécia, nossos
valores se encontraram 5 vezes inferior a contaminagéo relatada (6,3% = 63 de 1000).2

No que se refere aos marcadores metabdlicos utilizados, a redugao da concentragao da
glicose a limites ndo detectaveis, em 62,03% das amostras no segundo dia da analise, e de
aproximadamente 84% no final do quarto e quinto dias, poderia sugerir a contaminagéo das
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mesmas. Portanto, néo foi possivel estabelecer nenhuma relagéo da variagdo da glicose com a
presenca de bactérias nos CPs, ja que a negativagio da glicose (83,55%) ocorreu numa taxa
aproximadamente 66 vezes superior a prevaléncia bacteriana encontrada neste estudo
(1,27%) né@o sendo um indicativo de contaminagdo bacteriana dos CPs. A redugédo do pH
também nao mostrou ser um parametro confidvel na mesma detecgéo, uma vez que iniciou
com 8,86% (7 das 79) das amostras com pH acido; teve o maior pico no quarto dia, com
18,99% das amostras com este pH e baixando para 11,39% no quinto dia. Além do mais, a
amostra em que foi isolado os S. epidermidis na cultura, ndo apresentou pH acido.

Quando comparamos a metodologia do pH e da glicose com a cultura quantitativa,
nossos resultados ndo demonstraram nenhuma relagéo da diminui¢do do pH e do consumo da
glicose com a presenca de bactéria na amostra de plaquetas analisada, estando em
conformidade com o estudo realizado por Myhre e cols (1985) o qual também verificou que o
pH pode diminuir, permanecer inalterado, ou, em alguns casos, até aumentar nas amostras
com crescimento bacteriano.* Também esta de acordo com demais estudos descritos na
literatura internacional, como o0 executado por Tarrand e cols (2004) na Universidade do Texas
(EUA) que afirma que as tiras reagentes sdo consistentemente insensiveis para detectar
contaminagéo por S. epidermidis em plaquetas.?

Estudo feito por Clark e cols (2006) na Universidade do Sistema de Saude da Virginia
(EUA), também compararam os resultados da cultura com o pH e a glicose, e concluiram que
as fitas reagentes ndo identificaram nenhuma amostra que foi positiva pela cultura
microbioldgica.' Na pesquisa realizada por Werch e cols (2002) na Universidade do Texas
(EUA), somente 2 de 30 CPs contaminados foram detectados pelas fitas reagentes,
correlacionando-se pobremente com a contaminagdo bacteriana, demonstrando assim um
baixo valor preditivo positivo. !

Wagner e cols (1996) na Cruz Vermelha Americana (EUA) e Burstain e cols (1997) na
Universidade da Carolina do Norte (EUA), também alertam que para as fitas detectarem a
contaminag&o bacteriana por estes dois pardmetros sdo necessarias altas taxas de UFC/mL,
em torno de 107 UFC / mL, o que demonstra sua baixa sensibilidade.'%% Entretanto, Burstain e
cols (1997) afirmam que as tiras reagentes podem ser utilizadas de forma répida e barata para
a deteccdo de contaminagdo bacteriana em CPs.?® Isto é devido que estes testes sédo
considerados simples, rapidos e de baixo custo, porém, podem apresentar uma altissima taxa
de falsos-positivos.?’

Os nossos resultados nos permitem concordar com a conclusao de Clark e cols (2006), o
qual descreve que nenhuma técnica alternativa, que néo a bacterioldgica, para a detec¢édo da
contaminagao bacteriana em CPs é efetiva.™ Yomtovian e cols (1993) em um estudo efetuado
na Universidade da Reserva de Case Western (EUA), e a AABB (2004) relatam que o
bacterioldgico detecta bactérias a niveis de 102 UFC / mL e o bacterioscopico somente quando
os niveis estdo em 104 — 108 UFC / mL."228 Além disso, a coloracéo ainda depende da prética
do operador para a liberacdo do resultado, representando, portanto, uma andlise néo
facilmente incorporavel da rotina diaria.'

Com as amostras ensaiadas neste estudo, ndo houve correlagdo entre as duas
metodologias utilizadas na detecgdo da contaminagdo bacteriana dos CPs. Este estudo foi
uma tentativa de avaliar o desempenho de uma nova metodologia (marcadores metabdlicos)
para investigar este tipo de contaminagdo, método j& referido na literatura internacional
destacando-se por sua facilidade na execugéo, pelo curto intervalo de tempo e por seu custo
acessivel.



Na pratica, a mudanga da cor da fita reagente na detecgdo do pH e concentragéo de
glicose poderia representar uma metodologia rapida e de facil interpretagdo por qualquer
operador na rotina dos hemocentros, diferentemente das dificuldades na leitura do método que
usa a coloragéo de Gram e/ou da cultura, a qual necessita de mais tempo para a liberagdo. No
entanto, nossos resultados demonstraram ser este método nao especifico e pouco confiavel
para detectar bactérias em plaquetas.

Concluséo

Mesmo que haja melhorias no que se refere ao procedimento anterior a coleta, como por
exemplo, na assepsia do local da pungéo, no questionario de triagem, na realizacdo completa
do leucograma e entre outros, no Brasil, permanece a necessidade de buscarmos
aprimoramento das técnicas existentes e o0 uso de métodos automatizados para a detecgéo de
contaminantes bacterianos principalmente em plaquetas. Destaca-se, em especial o Bact/Alert,
0 qual é considerado um sistema de deteccdo microbiana com tecnologia de ponta,
destacando-se por sua alta sensibilidade e especificidade, rapidez e exatiddo na obtengdo dos
resultados e além do mais por 95% de recuperagao de microrganismos em até 24 horas. S6
assim, sera possivel garantirmos maior seguranga nas transfusdes sanguineas, ja que 0s
pacientes sdo Unicos em suas necessidades.
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