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RESUMO

A transfusdo sanguinea é a transferéncia de sangue, ou de um de seus componentes,
de um doador para um receptor, e trata-se de um tratamento eficiente para diversas
condigdes clinicas relacionadas a uma diminui¢do critica do numero de hemacias
circulantes que ndo pode ser resposto pelo proprio organismo. Porém, uma grande
problematica que deve receber atencéo é o fato de o sangue alogénico ser uma fonte
potencial de infeccdo por diferentes agentes patogénicos transmissiveis. Nesse
processo, 0 modo e o periodo de armazenamento representam grandes influéncias
tanto sobre a integridade dos hemocomponentes, quanto sobre o risco de
disseminacdo desses patdgenos. Assim, para garantir a maior seguranca possivel
desse procedimento, alguns testes sorolégicos e imuno-hematolégicos sao realizados
em todas as amostras doadas. Contudo, testes como hemocultura para identificacéo
da presenca de patdgenos bacterianos ndo sao realizados em toda a rotina de doacéo,
e algumas bactérias de importancia clinica acabam passando despercebidas. A maior
ocorréncia de contaminacdo por esses microrganismos se da em concentrados de
plaquetas, uma vez que estes permanecem armazenados em temperatura ambiente,
favorecendo assim o crescimento bacteriano. Diante disso, diversos métodos de
deteccdo vém sendo desenvolvidos, assim como meios de tratamento de
hemocomponentes ja contaminados também estéo sendo cada vez mais utilizados.
No tempo presente, um novo método baseado na irradiagdo UVC tem demonstrado
uma grande eficiéncia no processo de transformar, principalmente concentrados de
plaguetas e plasmas, em componentes apirogénicos. O objetivo do presente trabalho
€ apresentar as taxas de incidéncia de contaminagdo bacteriana e viral em
componentes sanguineos, e assim avaliar o desempenho e funcionamento dos
métodos citados, em conjunto com potenciais técnicas de inativacdo, para melhor
entendimento de como evitar e eliminar essa problematica.

Palavras-chave: transfusdo de sangue, hemocomponentes, concentrados de
plaquetas, reducéo de patégenos e contaminacao bacteriana.



ABSTRACT

Blood transfusion is the transfer of blood, or one of its components, from a donor to a
recipient, and is an effective treatment for various clinical conditions related to a critical
decrease in the number of circulating red blood cells that cannot be replaced by the
body itself. However, a major problem that needs to be addressed is the fact that
allogeneic blood is a potential source of infection by various transmissible pathogens.
In this process, the method and period of storage have a major influence on both the
integrity of the blood components and the risk of spreading these pathogens.
Therefore, in order to guarantee the greatest possible safety in this procedure, some
serological and immunohematological tests are carried out on all donated samples.
However, tests such as blood cultures to identify the presence of bacterial pathogens
are not carried out in all routine donations, and some clinically important bacteria end
up going unnoticed. The greatest contamination by these microorganisms occurs in
platelet concentrates, since they are stored at room temperature, thus favoring
bacterial growth. In view of this, various detection methods have been developed, and
means of treating already contaminated blood components are also being increasingly
used. At present, a new method based on UVC irradiation has shown great efficiency
in the process of transforming mainly platelet concentrates and plasmas into
apyrogenic components. The aim of this work is to present the incidence rates of
bacterial and viral contamination in blood components, and thus evaluate the
performance and functioning of the methods mentioned, in conjunction with potential
inactivation techniques, in order to better understand how to avoid and eliminate this
problem.

Keywords: Blood transfusion, blood components, platelet concentrates,
reduction of pathogens and bacterial contamination.
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1. INTRODUCAO

A transfusdo sanguinea € um dos procedimentos mais indicados no mundo
para realizacdo do tratamento de anemias sintomaticas, perda sanguinea aguda e
diversas outras condicdes clinicas associadas a uma redu¢ao no numero absoluto de
hemacias circulantes (GARCIA-Roa et al., 2017).

Atualmente, a coleta, 0 armazenamento e o tratamento dos hemocomponentes
presentes nas bolsas de sangue tém sido uma preocupacao para a realizacdo de uma
transfusdo sanguinea segura, uma vez que hemacias armazenadas de doadores néo
sdo um produto qualitativo idéntico, e o tempo de armazenamento influencia na
integridade desses eritrocitos. Além disso, o sangue alogénico utilizado para
transfusdo € uma fonte potencial de infeccdo por uma variedade de agentes
transmissiveis, conhecidos e desconhecidos (BRECHER; HAY, 2005).

Para minimizar os riscos de transmissao de patdgenos por meio de transfusao,
0 Ministério da Saude determina que sejam realizados testes sorologicos de alta
sensibilidade, a cada doacéao efetivada, para as seguintes doencas: sifilis, doenca de
Chagas, hepatite B e C, HIV 1 e Il, HTLV | e Il e malaria (em regides endémicas). E
como protocolo padréo, é feita também a realizagdo de testes imuno-hematoldgicos,
dentre eles: ABO/RhD e pesquisa de anticorpos irregulares (PAl). Ha também a
fenotipagem estendida, a qual é realizada apenas em algumas instituicbes devido ao
seu custo elevado. (CARRAZONE et al., 2004). Recomenda-se a realizacdo desse
teste para pacientes aloimunizados contra antigenos eritrocitarios ou que estdo ou
poderdo entrar em esquema de transfusdo crbénica, com a finalidade de facilitar a

identificacdo de possiveis anticorpos irregulares.

Devido a falta de publica¢fes relacionadas a infeccdo bacteriana transmitida
por transfusdo, o assunto foi tomado como negligenciado. De acordo com a Portaria
de Consolidacéo n° 5, datada de 28 de setembro de 2017, apenas 1% das amostras
doadas sdo submetidas ao método de cultura bacteriana na rotina de testes pré-
transfusionais. Desta forma, algumas bactérias que apresentam importancia clinica
no processo transfusional acabam passando despercebidas, tais como:
Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus e Yersinia enterocolitica. A partir disso
foram desenvolvidas novas técnicas de prevencao e deteccdo dos patdégenos, onde

medidas como melhor desinfec¢céao da pele, desvio e teste bacteriano, foram tomadas
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em bancos de sangue para melhorar a seguranca e saude dos pacientes (BRASIL,
2017; BECKERS, 2007).

Um risco que deve obter bastante atencéo é aquele relacionado aos patdégenos
gue se encontram em um periodo no qual os niveis sanguineos de marcadores
especificos de doenca estdo muito reduzidos para que seja possivel a deteccédo, por
exemplo, logo apés a infeccdo. Assim pode-se incluir o risco de resultados falsos
negativos. Além disso, € muito comum também a contaminacdo bacteriana de
concentrados de plaquetas, devido ao fato de esse material ser armazenado em
temperatura ambiente, permitindo e facilitando a proliferagdo bacteriana. Com isso,
essa se torna uma das causas mais comuns de infec¢des associadas a transfuséao,
as quais inclusive muitas vezes podem sofrer subnotificagdo causada pelo uso de

antibioticoterapia (PICKER, 2013).

A medicina transfusional apresentou grandes conquistas nas Ultimas décadas,
sendo uma delas as técnicas de detec¢ado de microrganismos como bactérias por meio
de métodos baseados em cultura bacteriana e deteccdo rapida por
imunocromatografia, o que possibilitou o conhecimento dos principais patdogenos

envolvidos no processo de transfusao (LEVY, 2018).

Para tratamento de componentes sanguineos ja contaminados, uma técnica
gue mostrou grande destaque foi a de Irradiacdo Ultravioleta C (UVC), usada
principalmente em concentrados de plaquetas e plasma. Esta intervengcdo possui
efeito direto em leucécitos e patdbgenos, ao mesmo tempo que mantém intactas as
proteinas de coagulacdo, assim como a funcdo plaquetaria também permanece
preservada. Ainda existe um risco residual para patdgenos emergentes, ou para
aqueles que possuem um “periodo de janela”, no qual os niveis de marcadores
sanguineos se encontram muito baixos para deteccdo. O teste de acido nucleico
reduziu acentuadamente, mas nao eliminou completamente esse periodo (PICKER,
2013).

A técnica de inativagdo ou desinfeccdo depende muito da composicéo,
estrutura e funcdo biolégica do virus, pois um melhor conhecimento desses

parametros pode facilitar a desinfec¢do do virus no nivel primario (SINGH, 2021).
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E de extrema importancia que a eliminacdo completa do risco de reacéo e
infeccdo transfusional seja alcancada, para que assim se torne possivel impedir a

disseminacao de doencas transmitidas por meio do sangue.
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2. OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo realizar levantamento bibliogréafico sobre
a triagem clinica do processamento dos hemocomponentes e dados estatisticos de
contaminacdo, além dos possiveis tratamentos desses componentes, chamando
atencdo para os concentrados de plaquetas, para impedir a disseminacdo de
microrganismos transmitidos pelo processo de transfusdo sanguinea, com enfoque

nas principais bactérias que participam deste cenario.
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3. METODOLOGIA

Como procedimento técnico, foi realizada uma reviséo bibliografica narrativa
em bases de dados e bibliotecas cientificas, sintetizando, analisando e discutindo as
informagBes mais recentes encontradas no Ministério da Saude, teses e mestrados,
assim como em 5 livros e 39 artigos publicados em portugués e inglés, entre 2003 e
2023, os quais abrangem dados estatisticos sobre a contaminacdo de
hemocomponentes, além de métodos de deteccdo e de possiveis tratamentos para
impedir a disseminacao dos principais patdgenos envolvidos nesse processo. Esses
artigos estdo disponiveis nas plataformas Pubmed, Scielo e Google Scholar,
utilizando-se as  seguintes  palavras-chaves: transfusdo de  sangue,
hemocomponentes, concentrados de plaquetas, reducdo de patdgenos e

contaminacgao bacteriana.
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4. DESENVOLVIMENTO
4.1 FLEBOTOMIA DE HEMOCOMPONENTES

Antes de ser feita a coleta de sangue existem duas etapas significativas para
avaliar a aptiddo do doador sem que haja prejuizo a sua saude e a do receptor. A
primeira delas € a pré-triagem clinica, a qual corresponde a analise dos dados
antropométricos e sinais vitais dos candidatos, como por exemplo: peso, altura,
temperatura, frequéncia cardiaca, pressao arterial e triagem hematologica. Apds ser
aceito em todos os critérios desta etapa, os candidatos serdo direcionados para a
segunda etapa, conhecida como triagem clinica onde sdo submetidos a uma
entrevista individual, confidencial e sigilosa, realizada por um profissional, com a
finalidade de avaliar os antecedentes clinicos e o estado de saude atual (ARRUDA,
2019).

Nesta entrevista é realizado uma série de perguntas ao candidato, como 0 uso
recorrente de medicamentos, possibilidade de gravidez, viagens para regides
endémicas de malaria, procedimentos dentérios feitos recentemente, tatuagens e
piercings. Ha também perguntas sobre o uso de drogas ilicitas, os habitos sexuais,

patologias e outros questionamentos (Brasil, 2017).

O passo seguinte ao questionario € o voto de autoexclusédo (VAE), através do
gual o doador podera excluir seu sangue a doacao caso ache que este pode transmitir
infecgbes (ARRUDA, 2019).

Apoés o doador passar pelas etapas de pré-triagem e triagem clinica e ser
considerado apto a doacdo, uma das primeiras etapas a serem realizadas € a coleta
feita por meio de flebotomia, ou por meio de equipamentos que possuem a capacidade
de obter hemocomponentes especificos. A flebotomia de hemocomponentes é
realizada por meio de uma Unica punc¢éo venosa em local que esteja desprovido de
qualquer tipo de lesdo, sob a supervisdo de meédico ou enfermeiro e que,

anteriormente, tenha sido feito a antissepsia adequada (AZEVEDO, 2013)

A antissepsia realizada no local da puncéo néo esteriliza a regido por inteira,
mas se torna um fator que determina a possibilidade de reducéo da carga bacteriana.

De acordo com dois estudos baseados em doadores, alcool isopropilico a 70%
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seguido por tintura de iodo a 2% teve melhor desempenho do que iodo povidona a
0,75% seguido de iodopovidona a 1%. (SJ WAGNER, 2004).

A solucéo antisséptica clorexidina alcodlica 0,5% também pode ser utilizada e
tem a vantagem de ser incolor e menos irritante para a pele. Recomenda-se que,
devido a possibilidade de toxicidade, seja feita a remocao desses antissépticos com
alcool da pele de neonatos apOs a coleta ou utilizar apenas alcool 70% (ANVISA,
2010). Recomenda-se ainda, que junto ao kit de coleta haja como acessério uma
pequena bolsa que possibilite o desvio dos primeiros mililitros de sangue, logo apés a
puncdo, com a finalidade de diminuir o risco de contaminacdo do material coletado

por microrganismos presentes na pele do doador. (BRASIL, 2013).
4.2 PROCESSAMENTO DE HEMOCOMPONENTES
4.2.1 Sangue Total

O sangue total é coletado e direcionado a um sistema fechado, de uso Unico
gue seja, estéril, apirogénico e que foi anteriormente aprovado pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Esse sistema é formado por uma bolsa de coleta
gue contém uma solucdo conservante e anticoagulante e que esté ligada a outras

bolsas denominadas bolsas-satélites (BRASIL, 2013).

As solucdes anticoagulantes e solugcdes aditivas estdo presentes na bolsa
matriz onde se encontra 0 sangue total e estas solu¢gbes possuem, respectivamente,
a finalidade de evitar a formacéo de coagulos e contribuir para 0 aumento da sobrevida

das heméacias, prolongando seu tempo de armazenamento (BRASIL, 2013).

As solugdes preservativas que mais séo utilizadas atualmente nas bolsas de
sangue sao: ACD, CPD, CPDA1 e as associacdes de CPD + solucao aditiva. Cada
componente presente nas solucdes preservativas possui funcdes especificas com o
intuito de manter o sangue coletado viavel por um maior periodo. Sendo assim, o
citrato serve como anticoagulante, o qual irhd impedir a coagulacdo sanguinea e
também promove a estabilizacdo da membrana eritrocitaria regulando o pH
intracelular. A dextrose e a adenina servem como fontes de energia para a célula,
onde a dextrose, por ser um carboidrato, € consumido lentamente em baixas
temperaturas (4+ 2 °C) e a adenina promove um aumento do adenilato, culminando

para a manutencdo dos niveis de ATP, sendo esta a moeda energética utilizada pela
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célula (ADRETTA, 2017). O fosfato serve de substrato para a producdo da 2,3-
bisfosfoglicerato, a qual funciona como um modulador alostérico nos eritrocitos que
tem a capacidade de interagir com as cadeias beta da hemoglobina. Essa interacéo
promove uma queda na afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, facilitando sua
liberagcéo e prevenindo a queda do pH (D’ALESSANDRO, 2022).

Ha também, junto as solucdes preservativas, as solucbes aditivas como SAGM
(salina-adenina-glicose-manitol), onde o manitol apresenta um importante efeito de
prevencgdo contra a hemolise (ADRETTA, 2017).

Tabela 1- Composicao das solu¢des preservadoras/aditivas.

Solucbes Tipos de Bolsas Componentes Validade Sangue
Total e CH
ACD Simples (aférese) Acido Citrico, Citrato de 21 dias
Sédio e Dextrose.
CPDA 1 Simples, dupla, tripla, Acido Citrico, Citrato de 35 dias
quadrupla e top and Sadio, Fosfato de Sodio,
botton Dextrose, Adenina.
CPD + Tripla, quadrupla e top  Sédio, Dextrose, Adenina, 42 dias
SAGM and botton Citrato, Fosfato, Manitol.

Fonte: Adaptado de Técnico em Hemoterapia: livro texto / Ministério da Salde, 2013

Nos servicos de hemoterapia existem técnicas que possibilitam a separacao e
obtencao dos produtos derivados do sangue total por meio de processos fisicos como
centrifugacéo e descongelamento, sendo esta separagéo ilustrada na Figura 1. Estes
produtos sdo denominados hemocomponentes, os quais sdo: plasma, concentrado de
plaguetas (CPs), concentrado de hemacias ou globulos vermelhos (CHs) e
crioprecipitado (CRIO). Entretanto, os produtos que sao preparados em escala
industrial, a partir do fracionamento do plasma e por processos fisico-quimicos, séo
chamados de hemoderivados, tais como: Albumina, Fator VIII e Fator IX da
coagulacédo e Imunoglobulinas (BRASIL, 2015). De acordo com publicacdo de 2023
do Ministério da Saude, atualmente no Brasil, a empresa Hemobras é uma das
estatais de maior relevancia na producao desses compostos. Ela tem como principal
objetivo o desenvolvimento de medicamentos hemoderivados e biotecnolégicos, para

atender o maior niumero de pacientes possivel.
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Outro método de separacdo dos hemocomponentes, além da centrifugacao, é
0 método por aférese, o qual envolve o uso de um separador de células, em que a
circulacao do sangue do doador € conectada a uma centrifuga que tera como objetivo
fazer com que determinado componente seja transferido para uma bolsa, enquanto
0s demais séo devolvidos ao doador. Este processo de separagéo ocorre durante o
periodo da coleta. E possivel afirmar que o concentrado de plaquetas por aférese é
um hemocomponente muito mais seguro, uma vez que expde o receptor a um menor
ndamero de doadores (MOHAMMEDI, 2006).

Figura 1 - Escala de obtencdo dos hemocomponentes e hemoderivados originados a

partir do sangue total.
HEMOCOMPONENTES
I 1

Concentrado de ’
efes CH Plasma Rico em
Hemacias . i Plaquetas

Sangue Total

Concentrado Plasma
de Plaquetas CPJ PFC| Fresco P24 PlaszT:ue

= Congelado

Criopecipitado  cRrio

Albumina Globulinas  F:

HEMODERIVADOS

Fonte: Adaptado de Brasil, 1998.

4.2.2 Armazenamento de Hemocomponentes

O concentrado de hemécias, sem solugdo aditiva, por meio da centrifugacéo
do sangue total, deve apresentar hematocrito entre 65% e 80%. No caso de bolsas de
concentrado de hemacias com solucao aditiva, o hematdcrito pode variar de 50 a 70%.
Em seu armazenamento, a bolsa deve ser mantida entre 2°C e 6°C e, dependendo da
solugao conservadora, temos a validade de 35 dias com o uso de CPDA-1 e 21 dias
com o uso de ACD. Os concentrados de plaquetas (CP) devem ser armazenados em
temperatura ambiente, entre 20 e 24 °C, evitando que a temperatura seja inferior a
20°C dentro das primeiras oito horas apos o fracionamento. Eles apresentam validade

de 3 a 5 dias, dependendo do tipo de plastificante da bolsa de conservacéo, e devem



23

ser mantidos sob agitacdo constante, garantindo assim a melhor viabilidade do

hemocomponente e a fisiologia celular. (BRASIL, 2015).

O plasma fresco congelado (PFC) € um liquido acelular que é constituido
basicamente de &agua, carboidratos, lipideos e proteinas, como por exemplo,
albumina, globulinas e os fatores de coagulacdo. Sua temperatura de congelamento
pode variar desde 18 °C negativos, sendo esta temperatura a minima, até por volta
dos 25°C negativos, temperatura recomendada. Este congelamento proporciona a
preservacdo das diversas proteinas e sais minerais presentes, e mantém constantes
suas propriedades. E a partir do descongelamento do plasma fresco congelado na
temperatura em torno de 1 e 6 °C que pode ser obtido o crioprecipitado. Este material
é constituido por 50% de fator VIII, 20% a 40% de fibrinogénio, fator XIlII, fator de Von
Willebrand e fibronectina, e entdo é recongelado no periodo de 1 hora e tem validade
de 1 ano (BRASIL, 2015).

O plasma pobre € obtido pela centrifugacdo do sangue total armazenado ou
como sobrenadante de crioprecipitado. Possui indicagdo para quadros de expansao
volémica, reposicao proteica e individuos queimados. Sua validade € de 5 anos
mantidos a - 18° C ou menos (AZEVEDO, 2013).

4.3 ESTIMATIVAS DE CONTAMINACAO, PROBLEMATICAS E POSSIVEIS
SOLUCOES

Foram reportados pela FDA (Food and Drug Administration — Administracao de
Comidas e Medicamentos) dos EUA, desde os anos 2001 a 2016, 51 o&bitos
(totalizando uma média de 3,4 Obitos por ano) por transfusdo de plaquetas
contaminadas por bactérias, sendo 30 dessas mortes ocorridas desde que o teste
para contaminagdo bacteriana foi exigido pela AABB em marco de 2004
(KUNDRAPUR, 2020).

Desde entdo, varios casos de contaminacdo bacteriana associados aos
concentrados de plaquetas vém sendo relatados. Um estudo realizado no Hemocentro
do Albert Einstein em S&o Paulo, teve como objetivo avaliar a taxa de contaminacgéo
bacteriana de plaquetas presentes naquele servico, utilizando uma amostra separada
24 horas apdés a doacdo, a qual foi testada no sistema de deteccdo bacteriana

Bact/Alert, onde tanto seu frasco anaerObio quanto o aerébio permaneceram
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inoculados até o 6° dia. O resultado obtido naquele servico foi semelhante aos
resultados demonstrados pela literatura, os quais mostram que em média 1 em cada
2000-2500 plaguetas podem apresentar contaminagcdo bacteriana. Essas bactérias
podem causar quadros graves e até fatais, levando pacientes a cursarem com reacfes
sépticas em 1/10.000 a 100.000, pois a bactéria presente na plaqueta pode estar em

pequena quantidade ou ser de baixo potencial patogénico (SAVIOLI, 2022).

A prevaléncia desses dados até o momento aumenta a duvida de como o0s
bancos de sangue ministram a qualidade e eficiéncia de seus produtos, uma vez que
o tempo de cultivo das amostras excede a liberacdo dos hemocomponentes. Os
concentrados de plaguetas passam por uma validacéo parcial, e 0s que apresentarem
status diagndéstico negativo séo liberados, mas o cultivo da amostra é continuado. Se
0 status do resultado mudar de negativo para reativo, os médicos devem ser
informados imediatamente e os produtos precisam ser recolhidos. Se os concentrados
de plaquetas ja foram transfundidos, deve ser iniciado um procedimento de avaliacédo
do paciente envolvendo a busca por sinais e sintomas poés transfusionais (STOMER,
2014).

4.3.1 O Impacto de Cenarios Endémicos e Pandémicos nos Bancos de Sangue

Um estudo realizado por Sabino e cols em Recife e Rio de Janeiro, no ano de
2012, mostrou que, de 42 unidades de hemocomponentes positivas para o RNA do
virus da dengue, 35 receptores foram transfundidos e, com uma analise detalhada
dos casos, foram confirmados 6 casos de dengue transfusional. Foi concluido entdo
gue aproximadamente 1/3 dos hemocomponentes provenientes de doacdes virémicas
podem transmitir o DENV (Virus da Dengue), e que durante o periodo de pico de
epidemia, 1% a 2% das doacfes podem ser contaminadas. Portanto, 0,3% a 0,6% de
todas as transfusdes podem transmitir o virus em questao. Foi observado também que
independentemente da carga viral e do tempo de armazenamento, todos os 3
componentes geralmente obtidos a partir de doa¢des de sangue (CH, PFC, CP) foram

capazes de transmitir o virus da dengue (SOUZA, 2019).

Em 2015, o surto de ZIKV (Zika Virus) no Brasil mostrou resultados clinicos
graves, como anomalias cerebrais fetais e, devido a documentacdo de varios casos
provaveis de transmisséo por transfusdo no Brasil e a dissemina¢cdo do ZIKV para

Porto Rico, se mostrou necessaria a exigéncia da FDA de rastrear coletas de sangue
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nesta regidao, usando ensaios ID-NAT (Individual Donor-Nucleic Acid Testing — Teste
de Acido Nucleico de Doador Individual) no periodo de 3 a 6 meses. Com a
implementacéo desta técnica, as moléculas de RNA do ZIKV foram imediatamente
detectadas e 339 amostras infectadas foram interditadas, provavelmente evitando
vérias centenas de casos de reacdo transfusional. Desde entdo, as epidemias nas
Ameéricas diminuiram e pouquissimos casos de doenca clinica ou doacdes de RNA
foram detectados em 2017 e 2018 (BUSCH, 2019).

Outra questdo remota, mas significativa, € a possivel transmissao de virus
como 0 SARS-CoV-2 por sangue doado. Em algum estagio da pandemia, e até depois
dela, € esperado que uma porcentagem consideravel da populacéo seja infectada pelo
virus, incluindo a populacdo jovem de doadores de sangue, na qual casos
assintométicos sdo comuns. Com isso, a auséncia de teste de acido nucleico (NAT)
para SARS-CoV-2 na triagem de doadores ndo permite excluir a possivel transmissao
por transfuséo, se parte do sangue doado estiver contaminado. Este cenario se aplica
nao somente ao virus em questdo, mas também para diversas outras doencas
emergentes (SHANDER, 2020).

Devido aos preocupantes motivos acima, solucées devem ser tomadas para
melhor atendimento da populacéo de pacientes. Portanto, a implementacdo do PBM
(Patient Blood Management — Manejo de Sangue do Paciente) se torna uma medida
importante tomada pela comunidade médica. O PBM é o gerenciamento e
preservacao clinica do sangue do paciente com a aplicacdo de conceitos médicos
projetados para manter a concentragdo de hemoglobina, otimizar a hemostasia e
minimizar a perda de sangue, aprimorando assim os resultados médicos e cirdrgicos
dos pacientes (SPAHN, 2020).

Em um cenario de pandemia, tanto a grave limitacdo dos recursos de saude
disponiveis quanto a crescente escassez de doadores de sangue sustentam o fato de
gue a rgpida implementacdo do PBM € o melhor caminho a seguir (SHANDER, 2020).

Uma técnica bastante eficiente baseada no PBM € a ANH (Acute Normovolemic
Hemodilution - hemodiluicdo normovolémica aguda). Trata-se de um processo em que
um volume controlado de sangue do préprio paciente € removido antes do
procedimento cirargico, seguido de substituicdo por cristaldéides ou coldides. Em

adultos, isso resulta em menor perda de eritrécitos e permite a reinfusdo, quando
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necessario no intra ou pods-operatério, de sangue autdlogo rico em hemacias,

plaguetas e fatores de coagulacdo (BARILE, 2017).

O conceito PBM foi endossado em 2010 pela Assembleia Mundial da Saude
por meio da resolugdo WHAG63.12 e, no recente Quadro de Ag¢dao da OMS para
promover o acesso universal a componentes sanguineos seguros, eficazes e de
gualidade garantida em 2020-2023, a implementacéao efetiva do PBM é listada como
1 de 6 objetivos (OMS, 2020). Contudo, apesar de numerosos ensaios clinicos
randomizados demonstrarem resultados significativamente melhores para os
pacientes tratados com PBM, a mudanca pratica ainda esta muito atrasada, tendo em
vista a utilizacdo desta estratégia em maior foco nos paises mais desenvolvidos
(SPAHN, 2020).

4.4 FONTES DE CONTAMINACAO

Desde o processo de coleta até o armazenamento das bolsas de sangue, séo
observadas diversas formas de como as bactérias podem ser introduzidas nos
hemocomponentes. Dito isso, a identificagéo das fontes de contaminagéo nem sempre
foi um processo facil. A puncéo venosa para a coleta do sangue se tornou uma das
principais fontes de contaminacdo bacteriana, onde a presenca de émbolo cutaneo
pode abrigar organismos persistentes como Staphylococcus spp., em um reflgio ndo
afetado por solucdes antissépticas. Outras fontes de contaminagdo que merecem
atencao sdo os descartaveis utilizados no processo de coleta, 0 ambiente e o sangue

doado por um doador portador de bacteremia assintoméatica (SJ WAGNER, 2004).

O longo tempo de armazenamento permite que mesmo um pequeno inéculo
bacteriano se prolifere significativamente ao ponto de causar reacdes sépticas ao
receptor da bolsa. A gravidade de reacao depende de alguns fatores como a viruléncia
e a carga bacteriana inoculada, assim como fatores relacionados ao proprio
hospedeiro, como grau de depressdo imunitario e/ ou uso concomitante de
antibioticoterapia. Alguns sintomas de sepse transfusional se assemelham aos de
uma reagéo transfusional hemolitica aguda e a uma leséo pulmonar aguda. Em geral,
0s sintomas emergentes incluem febre, vOmitos, calafrio, diarreias, dispneia,
taquicardia e alteracdo da pressédo arterial, podendo evoluir para um quadro de
choque ou até um colapso circulatério. (HAMERSCHLAK, 2014).
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No Brasil, o Ministério de Estado da Saude formulou regulamentacées com o
objetivo de garantir a qualidade e seguranca tanto para o doador quanto para o
receptor. Com isso, uma das diretrizes aplicadas foi a avaliacdo da contaminagao
microbioldégica dos componentes sanguineos celulares, utilizando-se amostragem
igual ou superior a 1% da producédo ou 10 unidades por més. Contudo, pelo alto risco
de contaminacdo microbiolégica dos concentrados de plaquetas devido a sua
condicdo de armazenamento, € recomendada a avaliacdo de contaminacéo
microbiol6gica em 100% desta producao. Além disso, ha também a recomendacao do
uso de um sistema de bolsa que possibilite o desvio do primeiro fluxo de sangue da
doacéo, tendo como finalidade a reducéo do risco de contaminacdo bacteriana dos

componentes sanguineos (BRASIL, 2017).

Por demonstrar um alto potencial de diminuicdo de contaminacao bacteriana, o
desvio dos primeiros mililitros de sangue doado tornou-se uma excelente medida
preventiva da pré-doagéo contra o risco de TTID (transfusion-transmitted infectious
diseases - doencas infecciosas transmitidas por transfusao) (PRAX, 2019). Em um
estudo foi avaliado a eficiéncia do desvio dos primeiros mililitros de sangue em
conjunto com dois métodos diferentes de desinfeccao da pele, apresentando uma taxa
de 77% de diminuicdo das plaquetas contaminadas (MCDONALD, 2004). Em outro
estudo mais recente foi avaliado o uso de um dispositivo que desvia e sequestra a
porcao inicial de 1,5 a 2 mL de sangue (ISDD) em comparacdo aos procedimentos
padrbes de flebotomia em casos de suspeita clinica de infeccdo grave. Dos 904
individuos participantes, pode ser observado na figura abaixo uma diminuicdo
significativa na contaminagdo por hemocultura associada ao uso do dispositivo de
desvio de amostra inicial SDD (do inglés,”initial specimen diversion device”) (2/904
[0,22%]) em relacdo aos métodos padrbes (16/904 [1,78%)]). A sensibilidade e o tempo

de deteccdo em ambos os métodos ndo apresentaram alteracdes (RUPP, 2017).



28

Figura 2 - Taxa de contaminagao bacteriana obtida por meio do uso do dispositivo de

desvio inicial da amostra (ISDD) e do procedimento padrao de flebotomia.

Taxa de contaminacdo (%)

1.78

0.22
W |SDD Procedimento Padrio

Fonte: RUPP, 2017.

A figura acima mostra a ocorréncia de contaminagdo bacteriana da
hemocultura, trazendo uma relacéo entre a coleta de procedimento padréo (em cinza
claro) e a coleta utilizando um dispositivo de desvio de amostra inicial, o ISDD (em
cinza escuro). E possivel observar que o procedimento padréo traz uma taxa de 1,78%

de contaminacé&o, enquanto o uso do dispositivo diminui esta taxa para apenas 0,22%.
4.5 INCIDENCIA DE TRANSMISSAO VIRAL

Nas ultimas trés décadas, foi documentada uma reducao significativa no risco
de transmissao principalmente do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e do Virus
da Hepatite C (VHC) através de hemocomponentes. Ja em relacdo ao Virus da
Hepatite B (VHB), também houve uma reducao no risco de infecgcéo poés transfusional
a partir da implementacéo de uma nova técnica de deteccédo no inicio dos anos 1970.
Porém, essa queda ndo se mostrou tao significativa quando comparada aos outros
virus, devido a altissima incidéncia da doenca, totalizando mais de 300 milhdes de
individuos infectados no mundo todo (CASTELLI, 2007). Abaixo, segue uma tabela
referente a incidéncia de infec¢des causadas pelos principais virus transmitidos pelos
hemocomponentes, incluindo os virus citados e outros, como o Virus T Linfotrépico
Humano (HTLV), o Virus do Nilo Ocidental (WNV) e o Citomegalovirus (CMV).
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Tabela 2 — Estimativa atual do risco relativo de infec¢des virais transmitidas por

transfuséo.

Doenca Risco por unidade
HIV 1 em 2 milhdes
VHC 1 em 2 milhdes
VHB 1 em 2 milhGes
WNV 1 em 3 milhdes
CMV 1 em 3 milhdes

HTLV-I/I 1 em 3 milhGes

Fonte: Adaptado de BUSCH, 2019.

4.6 INCIDENCIA DE CONTAMINACAO BACTERIANA

A Food and Drug Administration (FDA) € uma importante fonte de dados
guando o assunto € a transfusdo sanguinea. Se trata de uma associagao responsavel
por realizar acreditagcbes em diversos paises, tendo como objetivo proteger a saude
publica garantindo a seguranca e eficacia de diversos fatores, incluindo produtos
biolégicos. Nos Estados Unidos, dados da FDA demonstram que, depois das reacdes
hemoliticas, a contaminacgdo bacteriana por transfuséo foi a causa mais frequente de
fatalidades entre os anos 1985 e 1999. Dentre 694 Obitos relacionados a
hemoderivados, 77 foram causados por contaminacdo de bactérias, totalizando 11%
das mortes relatadas (DODD, 2003).

Em relacdo ao Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), assim como 0s virus
da Hepatite B (VHB) e C (VHC), o risco de ocorrerem transfusdes com concentrados
de plaguetas (CPs) contaminados com bactérias € em média 50 a 250 vezes maior.
Assim, a estimativa € de que 1 em cada 3.000 CPs podem causar sepse no receptor,
enquanto 1 em cada 200.000 serdo responséveis por causar alguma doenca viral
(HYLLER et al, 2003; YOMTOVIAN, 2004).

Existe uma grande variacdo nos dados sobre a prevaléncia de contaminacgao
bacteriana em hemocomponentes, principalmente em CPs, visto que ainda nao foi
estabelecido um indice de referéncia. Fatores que também interferem nesses

nameros sdo o método de cultura aplicado, o tempo (em horas) de coleta da amostra
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e o local de estudo. Ainda assim, uma revisao sobre o assunto demonstrou uma
oscilacéo das taxas entre 0,08 e 0,8% de CPs contaminados (VASSALO e MURPHY,
2006). Abaixo, segue uma tabela referente.

Tabela 3 — Estimativa atual do risco relativo de infec¢des bacterianas transmitidas por

transfusao.
Doenca Risco por unidade
Bactérias STR de plaquetas: 1 em 100.000

Fonte: Adaptado de (BUSCH, 2019)

4.7 BACTERIAS IMPORTANTES NA CONTAMINACAO DE PLAQUETAS

Considerando que a principal via de contaminacdo de CPs é a flebotomia
precedida por uma desinfeccdo incompleta, as bactérias que obtém destaque nesse
cenario sdo as Gram positivas comensais da pele, em especial Staphylococcus
epidermidis e Bacillus cereus. Estes seres costumam nao crescer em uma
temperatura de 1 a 6°C, mas sobrevivem e se multiplicam rapidamente em CPs
armazenadas entre 20 e 24°C (BRECHER e HAY, 2005).

Aproximadamente 58% dos casos de contaminacao plaquetaria sdo causados
por bactérias Gram positivas, seguidos de 32% em relacdo as Gram negativas, e
apenas 10% quanto as demais bactérias (LEVY, 2018). As figuras 3 e 4 mostrardo

uma lista das principais bactérias pertencentes aos grupos citados.

Figura 3 - Listagem das principais bactérias Gram positivas causadoras de

contaminacéao plaquetaria.

GRAM
POSITIVAS

Fonte: Adaptado de LEVY, 2018
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Figura 4 - Listagem das principais bactérias Gram negativas causadoras de

contaminacdao plaquetéria.

Escherichia coli

GRAM Género
NEGATIVAS Acinetobacter

Yersinia
enterocolitica

Fonte: Adaptado de LEVY, 2018

Em um estudo realizado para fins de vigilancia relacionado a infecgao
bacteriana na transfusao, o microrganismo mais frequentemente identificado nas ITTs
foi Staphylococcus aureus (38%), seguido por outras espécies deste género (22%),
Streptococcus viridians (11%) e Escherichia coli (8%). O Virus da Hepatite C foi o que

mostrou maior destaque dentre os patdgenos virais (HAASS, 2019).

4.8 TESTES SOROLOGICOS REALIZADOS NOS DOADORES

Conforme regulamentacéo técnica vigente, em prol de garantir a seguranca dos
receptores e avaliar a qualidade do sangue doado, o Servico de Hemoterapia deve
realizar obrigatoriamente testes de triagem sorolégica para doengas infecciosas
transmissiveis pelo sangue, a fim de reduzir riscos de transmissao de doencas, sendo
estes exames laboratoriais de alta sensibilidade a cada doacdo, com ambito na

deteccdo de marcadores para as seguintes infecces transmissiveis pelo sangue:
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Tabela 4 — Testes sorolégicos realizados para cada doenca da regulamentacdo

técnica vigente.

Doenca Fator de Deteccéo

Hepatite B Deteccédo do antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBV) —
HbsAg; deteccao de anticorpos contra o antigeno do capsideo do HBV —
anti-HBc (1gG ou 1gG + IgM); NAT;

Hepatite C Detecc¢do do anticorpo contra o virus da hepatite C (HCV); deteccéo
combinada de anticorpo + antigeno do HCV; NAT

HIViell Pesquisa de anticorpo contra o HIV; deteccdo combinada do anticorpo
contra o HIV + antigeno p24 do HIV; NAT

HTLV el Pesquisa de anticorpo anti-HTLV /1l
Sifilis Deteccgao de anticorpo anti-treponémico ou nao-treponémico.
Chagas Pesquisa de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi

Fonte: Hematologia Bésica: Fisiopatologia e Diagnéstico Laboratorial — 2013

Somente podem ser liberadas as bolsas com resultados nao
reagentes/negativos. O grupo de amostras que apresentarem resultado positivo deve
ser desmembrado e suas amostras testadas individualmente para identificacdo do(s)
agente(s) infeccioso(s) em questdo, considerando a possibilidade de
desmembramento cruzado (BRASIL, 2016).

4.8.1 Sobre o método NAT

Um problema que sempre se mostrou importante na biologia e na medicina
modernas é a determinacéo qualitativa e quantitativa de acidos nucleicos. A detec¢éo
de DNA e RNA de bactérias e virus patogénicos pode ser essencial para a tomada de
decisao a respeito de uma estratégia de tratamento adequada, porém néo se trata de
um processo facil, considerando que as alterac6es nos niveis de acidos nucleicos
podem ser muito pequenas em diversas patologias, levando assim a uma
concentracdo muito baixa desses compostos em amostras analisadas. Diante disso,
0s métodos de identificacdo utilizados devem ter baixos limites de deteccéo, sendo
altamente sensiveis. Para um resultado mais preciso, € muito comum 0 uso desses
métodos em associacdo com a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (BODULEV,
2020).
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Atendendo esses requisitos citados, um teste que tem grande destaque é o
NAT (do inglés “nucleic acid amplification technology”). Ele apresenta a capacidade
de amplificar sequéncias especificas de acidos nucleicos de um organismo, e sua alta
sensibilidade permite a reducéo do periodo de janela imunoldgica de virus importantes
no processo transfusional como o HIV e o VHC. Com sua implementacéo, espera-se
evitar até 197 contaminac¢des por ano no Brasil (BODULEV, 2020).

E de acordo com a publicacdo do site Confederacao Nacional de Municipios,
no dia 13 de fevereiro de 2014, a realizac&o do Teste de Acido Nucléico (NAT) tornou-
se obrigatoria em todas as bolsas de sangue coletadas pelos bancos de sangue
publicos e privados do pais. Os bancos publicos brasileiros ja utilizam o kit em 100%
dos casos. O objetivo da utilizacdo do método é de facilitar a identificacdo dos virus

da imunodeficiéncia humana (HIV) e da hepatite C no sangue de doadores.
4.9 METODOS PARA DETECCAO DE CONTAMINACAO BACTERIANA

Dentre os diversos desafios na busca para combater a contaminacgéo
bacteriana de plaquetas, o principal seria a forma de armazenamento desses
componentes, uma vez que a temperatura ambiente favorece o crescimento de
organismos bacterianos. Outros fatores importantes a serem levados em
consideracdo sdo o baixo numero de bactérias inoculadas no momento da coleta,
dificultando o processo de deteccao no inicio do periodo de armazenamento, mesmo
utilizando métodos de alta sensibilidade. Além disso, o curto prazo de validade das
unidades de plaquetas e a diversidade de bactérias provenientes das diversas fontes
de contaminacdo acabam exigindo um meétodo robusto que seja capaz de detectar
multiplas espécies com diferentes padrdes de crescimento, e que também apresente
critérios de alta sensibilidade, especificidade e rapidez (PALAVENCINO, 2010).

Durante um longo periodo, os testes de medi¢Bes de glicose, pH e exame
microscopico foram importantes no papel da deteccdo de bactérias em CPs, onde foi
observado que o crescimento bacteriano geralmente ocorre pelo metabolismo da
glicose, assim como a producao de &cidos, resultando em uma diminui¢do tanto da
concentracéo de glicose no meio, quanto dos valores de pH. Contudo, alguns estudos
mostraram que estes indicadores ndo apresentaram eficacia no uso clinico devido a
baixa sensibilidade, mesmo em casos de grandes numeros de bactérias presentes,

sendo esta sensibilidade de apenas 108 e 10’ UFC/ml. Assim, se tornam necessarias
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novas tecnologias para a deteccdo de bactérias em plaquetas (BRECHER, 2005;
PALAVECINO, 2010).

Dito isso, seguiu-se, em 2004, a Norma 5.1.5.1 da AABB, que estabeleceu que
0 banco de sangue ou servi¢co de transfusdo deve possuir métodos para limitar e
detectar a contaminacdo bacteriana em todos os componentes plaquetarios (AABB,
2004). Ja no Brasil, a regulamentacao dos servicos de hemoterapia é realizada pela
Portaria de Consolidag&o n° 5, datada de 28 de setembro de 2017, que nao preconiza
a cultura em todas as amostras como triagem pré-transfusional, mas em apenas 1%

da producédo mensal ou em 10 unidades por més (BRASIL, 2017).

Deve-se levar em consideracao a grande importancia do comportamento das
bactérias no cenéario de producdo, armazenamento e uso de componentes
transfusionais, pois o0 modo de replicacdo dos microrganismos nesses componentes
pode se mostrar diferente em relacdo a outros meios de cultura microbiolégicos
(STORMER, 2014).

Embora atualmente haja uma variedade de sistemas automatizados e
semiautomatizados, a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA aprovou dois
importantes sistemas de cultura para o controle de qualidade quanto a contaminacéo
bacteriana: o sistema BacT/ Alert e o sistema eBDS (RIEDEL, 2006). As técnicas
baseadas em cultura dependem de algumas caracteristicas das mudancas induzidas
em um meio pelo crescimento de bactérias - geracao de gas, producao de acido - para
obter um sinal. Eles exigem que as bactérias crescam nas condi¢des de cultura do
teste e que a cultura seja continuada por tempo suficiente para permitir que o sinal

seja gerado pelo crescimento de bactérias (MURPHY, 2011)
4.9.1 Bact/ Alert

O primeiro teste é um sistema automatizado de cultura liquida (BacT/ALERT;
bioMérieux, Durham, NC) que utiliza frascos de caldo de meio de cultura com um
sensor colorimétrico que muda de cor a medida que ocorre 0 aumento de CO:
produzido pela proliferacéo bacteriana. Geralmente, um frasco aerébico (e em alguns
casos um aerdbico e um anaerobico) é inoculado com 4 mL de produto plaguetario
gue tenha sido coletado em um prazo de pelo menos 24h (PALAVECINO, 2010).
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Todos os frascos inoculados sdo incubados por até 7 dias a 35-37 °C em uma
unidade de incubacdo do sistema BacT/ALERT. No fundo de cada frasco esta
presente um sensor, o qual somente € separado do meio liquido por uma membrana
permeavel ao gas carbdnico. Como o crescimento bacteriano ocorre devido a uma
constante ativacdo metabdlica dos microrganismos, o gas carbbnico produzido
consegue se difundir através da membrana, deslocando os ions de hidrogénio e
causando acidificacdo do sensor, com uma mudanca concomitante no espectro de
emissao de um corante colorimétrico. A maquina monitora a taxa de mudanca do
sensor colorimétrico, onde a intensidade da cor é proporcional ao deslocamento da
emissao do corante, ou seja, é proporcional a quantidade de gas carbénico dissolvido
no meio de cultura. Os frascos marcados como positivos requerem validacao por
subcultura do frasco e da unidade original de plaquetas, sendo o isolamento da
mesma espécie bacteriana de ambos um verdadeiro positivo. Uma cultura negativa
sugere que o resultado do frasco foi um falso positivo, embora possa ocorrer auto
esterilizagdo (BRECHER, 2005; DUNNE, 2005; SCHMIDT, 2011).

No Brasil, 0 método de triagem mais utilizado para deteccdo de bactérias em
concentrados de plaquetas € o BACTEC, o qual difere do Bact/Alert apenas pelo fato
de utilizar um sensor fluorimétrico para a medicdo de niveis de CO2, ao invés do

principio de colorimétrica.
4.9.2 eBDS

O segundo sistema de cultura é o Pall Bacterial Detection System (eBDS) que
faz a medicao da reducéo na concentragéo de oxigénio resultante do crescimento

bacteriano. Este sistema estara representado na Figura 5.
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Figura 5 - Representagcdo do método eBDS

comprimidos SPS
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amostragem protegido \ \
Rétulo % ROTULO Tubulagdo

Vilvula de retencdo unidirecional
Fonte: MCDONALD, 2005.

Legenda: O sistema consiste em uma bolsa de amostragem descartavel, uma incubadora e
um analisador de oxigénio. A bolsa de cultura € conectada a tubulacdo de uma bolsa de
plaguetas através de um dispositivo de conexao de tubulacéo estéril. Uma aliquota de 2—3 mL
do concentrado de plaquetas, com reducao de leucécitos, € transferida para a bolsa de cultura
por gravidade, sem que haja a possibilidade de refluxo, uma vez que o sistema Pall eBDS
apresenta uma valvula anti retorno no tubo de conexdo entre ambas as bolsas. A bolsa cultura
contém dois comprimidos, sendo que cada um contém caldo soja tripticase para promover a
proliferacéo bacteriana, e sulfato de polianetol de sédio, que facilita o crescimento de
organismos gram-negativos inibindo as enzimas lisossémicas plasmaticas e por antagonizar
a acdo das lipoproteinas retardadoras do crescimento normalmente presentes no plasma
(BRECHER, 2005; MCDONALD, 2005, PALAVECINO, 2010).

Apbs o processo de inoculagdo da aliquota de plaquetas na bolsa de cultura,
ambas sdo entdo separadas por um aquecedor selador, e a bolsa de cultura é
incubada a 35 °C em agitagdao. Ha um filtro no sistema que permite que as bactérias
entrem na bolsa cultura enquanto evita que plaquetas e outros componentes celulares
presentes contaminem a mesma. Apoés a incubacao por 24 h, os niveis de oxigénio
sdo medidos no analisador para obter um resultado de "aprovado" ou "reprovado”.
Uma diminuicdo na concentracdo de oxigénio para 19. 5% ou menos € uma indicacao
de crescimento bacteriano (BRECHER, 2005; PALAVECINO, 2010).

4.9.3 PGD

Ha ainda métodos secundarios de deteccao rapida, como por exemplo o
sistema Pan General Detection (PGD) o qual foi desenvolvido e licenciado pela FDA
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para triagem de contaminacédo bacteriana de CPs. O principio do teste baseia-se no
rapido ensaio qualitativo para a deteccdo imunoldgica dos antigenos bacterianos
como os lipopolissacarideos (LPS) (para bactérias Gram-negativas) ou acido
lipoteicoicos (LTA) (para bactérias Gram-positivas) por imunoprecipitacdo de fluxo
lateral. Se destaca por ser o Unico teste aprovado pela FDA como uma medida de
seguranca no ponto de emissao imediatamente antes da transfuséo de CPs, além de
ser usado como um teste de controle de qualidade apds a realizacdo dos métodos
baseados em cultura liberados pelo FDA descritos anteriormente (LEVY, 2018;
PALAVECINO, 2010). Para as bactérias Gram-positivas a sensibilidade do ensaio
demostrou valores em torno de 10° -10* UFC/ mL e para as bactérias Gram-negativas
os valores foram de 10° -10° UFC/mL, contudo, o limite de deteccédo para algumas
cepas de Gram-negativas pode ser maior que 10® UFC/mL (STORMER, 2014).

4.9.4 Comparacao dos métodos de deteccéao

Analisando os dois principais métodos de deteccdo bacteriana usados, Pall
eBDS e Bact/Alert, alguns pontos podem ser observados. O Pall eBDS possui um
sistema de amostragem fechado, com a finalidade de minimizar a contaminacéao
exdgena, a qual seria um fator determinante em resultados falsos positivos. Ja o
Bact/Alert, por ndo conter esse mesmo sistema fechado, acaba apresentando uma
maior taxa desses resultados. Em relagédo a incubagéao, o sistema Pall eBDS requer
um tempo minimo de 24 horas para liberacdo de um resultado Unico, enquanto o
sistema de deteccdo Bact/Alert requer um periodo total de 7 dias para a liberacao dos
resultados, além de que marcadores positivos necessitam ser submetidos a uma
subcultura para a validagao dos resultados (MCDONALD, 2005).

Outro fator que € importante ser levado em consideracdo é o limite de
deteccéo. Referente ao Pall eBDS, o limite abrange desde 1 até 5 x 102 UFC/mL, a
medida que o limite minimo de detecc¢éo do Bact/Alert é de 10 UFC/mL (ROOD, 2011).

Esse fato acaba trazendo uma problematica para o segundo sistema citado.

Em um estudo anteriormente realizado pela Cruz Vermelha Americana foi
modelada matematicamente a taxa de falsos negativos associada a amostragem
inadequada de bactérias de baixa concentracao, e demonstrou-se que a taxa de falsos
negativos no Bact/Alert em uma unidade de baixa concentracdo inicial pode chegar a

50%. Com isso, 0 ajuste do volume de amostra para 8mL, mostrou um aumento de
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54% na sensibilidade da cultura, diminuindo assim a incidéncia de resultados falsos
negativos (PALAVECINO, 2010). Enquanto isso, o sistema Pall eBDS se demonstra

eficiente com apenas 2 a 3 mL de amostra dos concentrados de plaquetas.

Um ultimo ponto que vale ser discutido € que o sistema Bact/Alert apresenta a
possibilidade de deteccdo tanto de microrganismos aerébios quanto anaerébios,
desde que sejam utilizados dois frascos de cultura com meios devidamente
apropriados. Essa variacdo nédo é possivel no sistema eBDS, o qual apenas detecta
as bactérias aerdbias. No entanto, este fato ndo se classifica como um grande
problema, uma vez que o numero de reacdes transfusionais causadas por bactérias
anaerobias € extremamente baixo. Além disso, houve um caso no Canada em que
esse sistema detectou a presenca de um anaerdébio facultativo em um CP, durante a
rotina de triagem transfusional (MCDONALD, 2005).

E possivel concluir que a implementacdo de ambos os sistemas de triagem
citados tem o potencial de diminuir o risco de transmissao bacteriana por transfusao
de sangue. No entanto, combinando os fatores de sensibilidade, rapidez e custo-
efetividade, o sistema Pall eBDS se mostra a melhor escolha para uma rotina de testes

pré-transfusionais.

Em relacdo ao método PGD, ndo é viavel compara-lo com os outros dois
métodos citados acima, pelo fato de se tratar de um rapido ensaio qualitativo para a
deteccdo de antigenos bacterianos, além de apresentar principios de deteccéo
diferentes, e por ser considerado um teste secundario aos métodos baseados em
cultura. Um ponto a se questionar € que, por apresentar resultado imediato, o curto
periodo de crescimento bacteriano acaba sendo um fator limitante para resultados

falsos negativos.
4.10 METODOS EM DESENVOLVIMENTO

Apesar do investimento em medidas preventivas para a diminuicdo da taxa de
contaminacgdo bacteriana, como o método de desvio e antissepsia adequada, ainda
houve a necessidade de desenvolver métodos capazes de realizar a deteccao dos
patdgenos, bem como os sistemas automatizados baseados em cultura. Contudo,
estes métodos empregados apresentaram desvantagens, incluindo a baixa

sensibilidade e especificidade quando realizados precocemente, uma vez que 0
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crescimento bacteriano para niveis detectaveis geralmente requer um periodo a partir
de 24 horas até varios dias, e devido a este lento crescimento e os baixos titulos
bacterianos, os resultados obtidos frequentemente séo falsos negativos (LEE, 2022;
PALAVECINO, 2010).

Atualmente novas abordagens foram descritas na busca do aprimoramento das
técnicas de deteccdo, sendo técnicas de biologia molecular muito atraentes para este
fim. Um dos novos métodos de triagem para contaminagao bacteriana é a reagdo em
cadeia de polimerase (PCR), o qual se baseia na detecc&o da regido 16S do rDNA,
sendo esta regido a mais conservada do DNA genbmico das bactérias. Sua
sensibilidade se mostrou ser o suficiente para testar CPs ap0s um atraso inicial para
permitir o crescimento bacteriano. Outra estratégia envolvendo a biologia molecular é
0 uso do PCR universal combinado com a tecnologia LFD (Lateral- flow dipstick —
vareta de fluxo lateral). Este ensaio utiliza a amplificacdo de genes e a hibridizac&o
por um conjunto de sondas especificas marcadas como biotina e Fitc (isotiocianato de
fluresceina) na regido conservada do alvo. Os anticorpos contra 0S compostos
marcados nas sondas sdo entdo imobilizados na membrana de nitrocelulose LFD
capturando o complexo sonda-amplicon, produzindo uma linha vermelha visivel na
membrana. De acordo com os resultados do grupo, o tempo total de andlise da
tecnologia LFD € de apenas cerca de 2 h, mas a sensibilidade varia dependendo da
espécie bacteriana de 5 a 10°UFC/ml. (STORMER, 2014; ROOD, 2011, WANG,
2012)).

Inimeras intervencdes e esforcos foram feitos por um longo periodo com o
objetivo de reduzir as reagfes transfusionais sépticas e as fatalidades de transfusdes
envolvendo, principalmente, componentes plaquetarios contaminados. Destas
medidas pode se incluir a prevencdo de contaminacdo durante a coleta e
processamento, a realizacdo de cultura de produtos plaquetarios 24 horas apos a
coleta, testes de ponto de emissédo, além de tecnologias de reducao de patdogenos
(HONG, 20186).

No entanto, embora um progresso consideravel tenha sido feito como, por
exemplo, as altas sensibilidade analiticas dos sistemas de cultura, a transmissao de
patdégenos por transfusdo continuou a ocorrer. Isso se deu principalmente devido a

baixas concentragcbes bacterianas nos concentrados finais de plaquetas (estimadas
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entre 1 e 10 UFC/saco) e seu lento crescimento. Também deve ser considerada a
existéncia do risco de que o volume da amostra processada nos sistemas de cultura
nao contenha colbnias bacterianas, embora os concentrados de plaquetas ainda
estejam contaminados, resultando posteriormente em reacdes sépticas graves apos
a transfusao (SCHMIDT, 2011).

4.11 TRATAMENTO PARA INATIVACAO DE MICRORGANISMOS
4.11.1 Irradiagdo UVC de Concentrados de Plaquetas e Plasma

O método de irradiagcdo comum (utilizando raios ultravioletas) tem como foco
principal a inativacdo de leucOcitos presentes nos hemocomponentes. Esses
leucécitos, se transfundidos em pessoas imunocomprometidas ou recém-nascidos,
por exemplo, podem realizar expansao clonal e causar a chamada doenca do enxerto
contra o hospedeiro (BASU, 2014). Um microrganismo de importancia nesse cenario,
principalmente para individuos imunossuprimidos também, é o Citomegalovirus.
Trata-se de um microrganismo cuja infecgcdo pode acontecer em uma variedade de
células, e acredita-se que sua transmisséo esteja consideravelmente relacionada a
reativacdo latente do virus nos globulos brancos. Em hemocomponentes
contaminados, acdes como filtragem e lavagem s&o comuns, com a finalidade de
reduzir o niamero de leucoécitos que possam conter o virus latente. Apesar de se tratar
de técnicas eficientes, atualmente ndo ha evidéncias cientificas que favorecam uma
estratégia Unica para impedir o risco de transmissao do CMV por meio de transfusao
sanguinea (MAINOU, 2016). Dessa forma, a irradiagcdo comum tem como objetivo
minimizar o risco residual causado por leucdcitos remanescentes, e assim evitar que

doencas como essas se estabelecam no receptor (BASU, 2014).

Em adicdo ao método de irradiagdo comum, existe o sistema THERAFLEX UV-
Platelets, o qual esteve sendo avaliado quanto a sua eficicia e seguranca. O processo
€ baseado na aplicacéo de luz UVC (200-280 nm) combinada com agitacdo intensiva
(PICKER, 2013).

Os raios ultravioletas (UV) constituem uma regido do espectro eletromagnético
(100-400 nm), que pode ser sistematicamente dividida em trés regides espectrais
diferentes, classificadas de acordo com seu comprimento de onda e energia. Nessa
divisdo, estao contidas a regido UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) e UVC (200-
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280 nm), a qual é a mais energética. Além disso, dentre as trés regides espectrais UV
citadas, a largura de banda UVC exibe um maior potencial na inativacdo de

microrganismos, devido as suas fortes propriedades antivirais (SINGH, 2021).

Moléculas de DNA e RNA geralmente absorvem comprimentos de onda que
variam entre 200 e 300 nm, com um pico de absorbancia em 260 nm. Assim, a energia
da luz ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm (UV-C) é intensamente
absorvida por &cidos nucleicos em células bacterianas, fungicas e virais (SINGH,
2021).

Ao ser absorvida, ela interrompe a transcricao e a replicacéo celular, levando a
morte dos patdgenos citados. Essa toxicidade € causada pela dimerizacdo de
pirimidinas (dimeros de timina) em moléculas de DNA, assim como a formagéo de
dimeros de citosina-uracila em moléculas de RNA. A formacdo de dimeros de
ciclobutano pirimidina (CPDs) resulta na desmontagem do DNA, um fenémeno que é
capaz de bloquear o alongamento dos transcritos de acido nucleico no material
genético do patodgeno, interrompendo a replicacdo celular e promovendo sua
inativacdo. Vale ressaltar que esse processo néo interfere na vida de componentes
como hemacias, plaquetas e fatores da coagulacdo, uma vez que estes sdo
desprovidos de 4&cidos nucleicos e, portanto, ndo realizam divisdo celular
(BLAZQUEZ, 2019).

As plaquetas séo entédo transferidas para um saco de irradiacdo permeavel a
UVC. Airradiacdo UVC é realizada usando um dispositivo especial de irradiacédo UVC,
com as bolsas posicionadas frouxamente sobre uma placa de quartzo. Como a
capacidade de redugao de patégenos mostrou ser maior em =100 rotagdes por minuto
(RPM), a placa é agitada a 110 RPM. Apés a irradiacao, as plaquetas séo transferidas
para seu recipiente de armazenamento final e estdo prontas para transfusdo sem

processamento adicional (PICKER, 2013).

Os concentrados de plaquetas tratados com este sistema, ap0s serem
adicionados com altos titulos de virus da hepatite C cultivados em cultura de células,
mostraram que o patégeno foi suficientemente inativado (PICKER, 2013).

De acordo com uma matéria publicada pelo site LabNetwork no ano de 2022,

s

atualmente no Brasil, a empresa Hemominas ja é conhecida por implementar o
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método de TRP (Terapia de Reducdo de Patdgenos), aprovada anteriormente em
outros lugares do mundo como Europa, Estados Unidos e Canada. Essa técnica utiliza
0 mesmo principio descrito na lIrradiacdo UVC, onde o material genético do
microrganismo € alterado, resultando na inativacdo do mesmo. Um fato interessante
€ que ela também possibilita a inativagdo de agentes endémicos como Coronavirus,
Dengue, Zika Virus, Malaria e Febre Amarela, além de aumentar a vida util de
concentrados de plaquetas para 7 dias. E possivel afirmar entdo que esse
procedimento aumenta a seguranc¢a do processo de transfusao, sendo principalmente

relacionado a reducdo do risco de transmissdo de bactérias através de CPs

contaminados.
4.11.2 O Sistema S-303 PRT para Sangue Total

O sistema Cerus emprega a Amustalina, um composto quimico conhecido
como S-303, que se intercala com os acidos nucléicos do patdogeno sem provocar
ativacdo do material genético. A Figura 6 mostra como esse fenbmeno interfere na

diviséo celular do patégeno.

Figura 6 — Representacéo esquematica do método S-303 PRT (Pathogen Reduction
Technology — Tecnologia de Reducéo de Patégenos) para glébulos vermelhos.
S-303
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do DNA e RNA S-300
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Fonte: AUBRY, 2018

Legenda: O sistema usa o método efetor de ligante frangivel S-303 (FRALE), o qual inclui trés
principais componentes: uma ancora que se liga aos acidos nucleicos, um grupo reativo de
acido nucleico (o efetor) e um ligante hidrolisdvel. O composto FRALE tem como alvo os
acidos nucleicos, e a medida que ele se liga a este alvo, a porcado efetora, composta de
nitrogénio, provoca a reticulacdo do acido nucleico. Esse processo leva ao impedimento da

replicac@o celular e, consequentemente, & inativagdo do patégeno, diminuindo o risco de
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septicemia pos transfusional. Ap6s a reacdo, o material se decompde em um produto nao
reativo carregado negativamente, o S-300, por meio de um processo influenciado pelo pH do
meio. A adi¢do de glutationa ao hemocomponente faz com que o S-300 seja capturado por
essa substancia, impedindo interacdes inespecificas com proteinas, e facilitando assim a

extingdo de possiveis reacdes colaterais (AGBOR, 2016).

Apols o processo descrito na imagem, a mistura inteira de glutationa com o
hemoderivado é entdo transferida para um segundo recipiente para permitir o
processo de reducdo do patégeno (cerca de 30 minutos) e a decomposi¢do do S-303
em S-300 (de 6 a 18 horas). Apés a centrifugacdo, o sobrenadante é removido e as
hemacias tratadas sdo transferidas para seu recipiente de armazenamento final
contendo solucao aditiva para armazenamento por até 35 dias a 4 = 2 °C (PICKER,
2013).

Uma ressalva importante a se fazer é sobre o fato de que, apesar de se mostrar
promissor, o sistema S-303 também traz algumas probleméaticas, como por exemplo:
alta manipulacdo da bolsa e consequente risco de contaminagdo com outros
microrganismos, custo de realizagao elevado e aumento da méo de obra no banco de
sangue. Vale ressaltar também que este método ainda estd em processo de estudo

para uma possivel aplicacdo em bolsas de sangue total.
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5. CONCLUSAO

A transmissao de patdgenos por meio do processo de transfusédo sanguinea é
algo que deve receber uma atencéo significativa. Apesar de varios microrganismos
estarem envolvidos neste cenario, incluindo os virus, alguns indices ainda mostram
gue a maior taxa de Obitos apOs transfusdo € causada por sepse bacteriana
proveniente de contaminacdo de concentrados de plaquetas. Esse quadro pode ser
agravado devido ao fato de a legislacdo ndo exigir que 100% das amostras doadas
sejam submetidas a hemocultura, fazendo com que as bactérias sejam consideradas

patdgenos negligenciados.

Dito isso, ainda que algumas metodologias tenham sidos empregadas no
processo de triagem, como por exemplo o desvio dos primeiros mililitros de sangue,
muitos métodos de cultura passaram a ser desenvolvidos e amplamente utilizados nos
bancos de sangue, com o objetivo de deteccdo para reducdo da taxa de reacao
transfusional. Embora estes métodos de triagem para contaminacdo bacteriana
apresentem alta sensibilidade e especificidade, muitos desafios permanecem para
determinar a aplicabilidade destes testes, sendo um deles o tempo minimo de

crescimento para que se torne possivel a deteccao.

Diante dessas probleméticas, surge a necessidade de uma maior exploragao
do campo de tratamentos de hemocomponentes para inativacdo desses patdgenos.
Alguns métodos se encontram inclusos nesse meio, mas um dos mais promissores €
a Irradiacdo UVC. Ela tem a capacidade de interromper a replicacdo celular e, se
ajustada no comprimento de onda correto, afeta mais severamente 0s microrganismos
como fungos, virus e bactérias em comparacdo a proteinas e outras células do
sangue. Apesar de ser uma tecnologia ideal para reduzir acentuadamente o risco de
infeccao bacteriana transmitida por transfuséo e tratar o hemocomponente como um
todo, atualmente no Brasil, poucos servicos de bancos de sangue aderiram a essa

técnica de inativagcdo de patdgenos.
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