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Introdugao

A taxa de contaminagdo microbiana dos produtos de células progenitoras hemato-
poéticas do sangue periférico é baixa. Neste estudo pesquisou-se a prevaléncia de
hemoculturas positivas em células progenitoras hematopoéticas do sangue periféri-
co (CPHSP) no Servi¢co de Hemoterapia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Do
total de 618 coletas realizadas no periodo de 2000 a 2007, 26 (4,2%) apresentaram
contaminagdo por bactérias. O Staphylococcus coagulase-negativo foi predo-
minantemente isolado nas hemoculturas. A antibioticoterapia pré e pos-infusdo foi
estabelecida de acordo com o microorganismo e seu antibiograma, sendo que, em
cinco das doze infusdes contaminadas realizadas, ndo foram administrados
antimicrobianos profilaticamente. Episodios febris foram observados em sete pacientes
(58%), enquanto cinco (42%) ndo apresentaram febre. Das doze infusdes conta-
minadas realizadas, seis (50%) apresentaram hemocultura pos-descongelamento
positivas, enquanto as restantes (50%) foram negativas. Isto se deve as propriedades
bactericidas do DMSO, de células fagocitose-ativas e de temperaturas muito baixas
atingidas na criopreservagdo. Autores tém relatado sucesso neste procedimento apos
a infusdo desses produtos contaminados com o minimo de consequéncias clinicas.
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das cristas iliacas posteriores. O material aspirado contém
hemacias, leucoécitos, plaquetas, mastocitos, plasmocitos e

As células progenitoras hematopoéticas do sangue
periférico (CPHSP) sdo comumente utilizadas para transplan-
tes autdlogos e alogénicos em pacientes com as mais varia-
das neoplasias onco-hematologicas. As células progenitoras
hematopoéticas (CPH) sao capazes de se autorrenovarem e
de se diferenciarem em todas as linhagens de células sangui-
neas. A fonte tradicional para a obtengdo da CPH ¢ a medula
oOssea, coletada por meio de multiplas pungdes e aspiragdes

células progenitoras hematopoéticas pluripotentes. Nos tl-
timos anos, a coleta de CPHSP, via aférese, vem sendo cada
vez mais utilizada. A combinagdo de doses elevadas de
quimioterapia juntamente com o transplante dessas células
constitui o tratamento padrdo para muitas doengas onco-
hematologicas.

A obtengdo, o processamento, 0 armazenamento € o
proprio transplante do produto envolvem varias etapas que
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normalmente sdo realizadas em diferentes locais e ambientes.
A manipulagdo do produto de CPHSP durante o proces-
samento ¢ o periodo pré e pos-criopreservagao constituem
uma fonte potencial de contaminagéo bacteriana nestas cé-
lulas.!

Desta forma, para se assegurar um produto final ade-
quado para o transplante é essencial seguir uma politica de
controle de qualidade. Tais controles devem incluir conta-
gem de células CD34+, avaliagdo de viabilidade celular, acom-
panhamento microbiologico, entre outros.’

No que se refere a contaminagdo microbioldgica de
CPHSP, estudos tém demonstrado que:

* Algumas espécies de bactérias e fungos podem so-
breviver a criopreservagao;

* Comumente, a contaminagdo ocorre por espécies
de bactérias que fazem parte da microbiota normal da pele;

e O risco de contamina¢do microbiana ¢ as taxas de
contaminagao variam de 0% a 4,5%;

* A Food and Drug Administration (FDA) estimou
que, eliminando o risco de contamina¢do de CPHSP, evitar-
se-iam sete mortes anuais devido a infecgoes.?

As infecgdes sdo a principal causa de mortalidade e
morbidade em transplantados, seja em transplante de medula
ossea (TMO) ou de CPHSP, pois estes pacientes tém sua
imunidade humoral e celular debilitada.* Apesar da utilizagédo
de técnicas estéreis durante a coleta ¢ o processamento des-
ses produtos, a contaminagdo bacteriana pode ocorrer. Estes
produtos devem ser administrados apenas com o consenti-
mento informado do paciente e com a aprovagao do médico.
Orienta¢des pormenorizadas para infusdo de CPHSP conta-
minadas ndo estdo disponiveis, mas varias diretrizes foram
estabelecidas para impedir ou detectar a contaminacdo
microbiana desses produtos.

O guia de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) da Unido
Européia descreve as condigdes gerais, instalagdes, equi-
pamentos, documentagdo ¢ controle de qualidade de comp-
onentes de sangue. Regulamentos similares estdo dispo-
niveis através da Food and Drug Administration (FDA),
American Association of Blood Banks (AABB) ¢
Foundation for the Accreditation of Hematopoietic Cell
Therapy (FAHCT).

O principal objetivo deste estudo foi investigar a preva-
léncia de hemoculturas positivas nos produtos de células
progenitoras hematopoéticas do sangue periférico (CPHSP)
no periodo compreendido entre os anos de 2000 a 2007 em
pacientes do Servigo de Hemoterapia do Hospital. Paralela-
mente, investigaram-se as principais bactérias conta-
minantes do produto de CPHSP e se estabeleceu o perfil
patologico dos pacientes que realizaram a coleta de CPHSP.
A antibioticoterapia pré e pos-infusdo destas células con-
taminadas também foi investigada, além da descrigao dos
resultados das hemoculturas pos-descongelamento da bolsa
e a sintomatologia (afebril ou febril) apos a infusdo conta-
minada.

Material e Método

Trata-se de um estudo observacional transversal re-
trospectivo, com levantamento e analise quantitativa de da-
dos. Analisaram-se, primeiramente, os protocolos de coleta
de CPHSP dos pacientes que a realizaram no periodo de 2000
a2007 no Servigo de Hemoterapia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, para averiguagdo do nimero de coletas realiza-
das neste periodo e, destas, quantas obtiveram hemoculturas
positivas. Posteriormente, foram consultados os prontuari-
os dos pacientes que obtiveram hemoculturas positivas des-
critas no protocolo de coleta para levantamento das varia-
veis. Os protocolos que nao continham o resultado da hemo-
cultura foram consultados diretamente nos prontuarios. Esta
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do Hospital, o qual ¢ credenciado junto a Comissao Nacional
de Etica em Pesquisa (Conep) do Ministério da Satde e ao
Office for Human Research Protection (OHRP) dos Estados
Unidos, sob protocolo 08-090.

Andalise estatistica
Os dados foram organizados em um banco de dados no
Excel 2000 e apresentados através de analise de frequéncia.

Andlise microbiologica

Para o controle de esterilidade dos produtos de CPHSP,
apos o processo de criopreservacao (antes do congelamen-
to), amostras de 3 ml do produto eram inoculadas em tubos
pediatricos de hemoculturas com 20 ml de carvao ativado
(BacT/Alert ® BioMérieux Corporate) PF, FAN, volume re-
duzido; 20 ml de caldo tripticase soja enriquecido com
peptona, suplementado com s6lidos BHI e carvao ativado).
As hemoculturas eram enviadas para o setor de micro-
biologia, onde eram incubadas por um periodo maximo de
cinco dias. Quando positivas, eram realizados microscopia
e isolamento das culturas, e, posteriormente, sua identifica-
¢do era realizada através de testes bioquimicos padro-
nizados.

Os estudos microbiologicos foram realizados em apa-
relho automatizado BacT/Alert ® (BioMérieux Corporate) a
36°C. Os produtos foram transformados (Criopreservacao)
em capela de fluxo laminar "Classe I" com filtros HEPA (Veco
do Brasil Ind. Com. Equipamentos Ltda).

Resultados

No periodo 2000 a 2007 foram realizadas 618 coletas de
CPHSP no Servigo de Hemoterapia do hospital. Destas, 330
pacientes realizaram uma média de 1,9 coletas. Na Tabela 1,
observam-se as principais patologias apresentadas pelos
pacientes submetidos a coleta de CPHSP, verificando-se que
a maioria apresentava mieloma multiplo (n=120), seguido
por linfoma de Hodgkin (n=59), linfoma nao Hodgkin (n=54),
leucemia mieloide aguda (n=25), neuroblastoma (n=17),
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Tabela 1. Perfil patoldgico dos pacientes que realizaram coleta de
CPHSP no Servico de Hemoterapia (2000-2007)

Patologia n (%)

Mieloma multiplo 120 (36)
Linfoma de Hodgkin 59 (18)
Linfoma ndo Hodgkin 54 (16)

Leucemia mieloide aguda 25 (8)

Neuroblastoma 17 (5)

Tumor de Wilms 12 (4)

Meduloblastoma 11 (3)

Sarcoma de Ewing 6 (2)

Outras neoplasias 26 (8)
Total 330 (100)

tumor de Wilms (n=12), meduloblastoma (n=11), sarcoma de
Ewing (n=60) e outras neoplasias (n=26).

Vinte e seis das 618 coletas (4,2%) obtiveram hemo-
culturas positivas para bactérias. A maioria das espécies en-
contradas faz parte da microbiota normal da pele. O organis-
mo mais frequentemente isolado foi o Staphylococcus coagu-
lase-negativo com 11 (42%) do total de 26 hemoculturas posi-
tivas, seguido por Staphylococcus aureus com seis (23%),
Bacillus sp com trés (12%), Bacilo gram positivo corineforme
com trés (12%), Bacilo gram positivo ndo corineforme com um
(4%), Enterobacter sp com um (4%) e Citrobacter freundii
comum (4%).

Do total de 26 coletas contaminadas, 12 foram infundi-
das e 14 desprezadas, por opgdo do médico.

A antibioticoterapia pré e pos-infusdo (Tabela 2) dos
produtos contaminados foi estabelecida baseada no micro-
organismo isolado e seu antibiograma. Apesar de cinco das
12 infusdes nao terem recebido profilaxia com antimicrobianos,
todos a receberam no momento ou apos a infusao das CPHSP.

A partir das 12 infusdes contaminadas realizadas, sete
pacientes (58%) apresentaram pico febril e cinco (42%) nao
apresentaram episodios de febre.

No momento da infusdo, apds o descongelamento da
bolsa de sangue, aliquotas sdo retiradas para nova hemo-
cultura. Tal agdo serve para verificar possivel contaminagio
na hora do descongelamento em banho-maria. Se a contami-
nacdo foi anterior ao momento da infusdo, verifica-se se
ainda ha viabilidade do microorganismo isolado.

Das 12 infusdes contaminadas realizadas, seis (50%)
apresentaram hemocultura pos-descongelamento positiva, en-
quanto as restantes (50%) hemoculturas foram negativas.

Discussao

Este estudo esta de acordo com outros publicados,
demonstrando que a taxa de contaminagao microbiana dos
produtos de CPHSP ¢ baixa.>!?

No grupo de 330 pacientes (Tabela 1) que realizaram
um total de 618 coletas de CPHSP, no periodo de 2000 a
2007, verificou-se que 26 (4,2%) estavam contaminadas bac-
teriologicamente. Estudos prévios relataram taxas de con-
tamina¢ao microbiana, no mesmo intervalo, variando de
1,624,5%.%"

A incidéncia de contaminagdo microbiana varia de acor-
do com a fonte dessas células. Kamble et al. ¢ demonstraram
que quatro de 26 coletas (15%) eram de sangue de corddo
umbilical, oito de 177 (4,5%) de medula dssea, e 21 de 532
(3,9%) foram de sangue periférico.

O organismo predominantemente isolado neste estu-
do foi o Staphylococcus coagulase-negativo com 11 (42%)
do total de 26 hemoculturas positivas. Na maioria dos es-
tudos publicados anteriormente, 0 microorganismo mais
frequentemente identificado, tanto em produtos de medula
ossea quanto de CPHSP, também foi o Staphylococcus
coagulase-negativo e outras espécies colonizadoras da pele
e contaminantes da agua.'?%7!1-23

As fontes potencialmente contaminantes dos produ-
tos de CPHSP podem ser: reagentes, acesso venoso através

Tabela 2. Antibioticoterapia realizada pré e pés-infusao das CPHSP contaminadas*

Bactéria

Pré-Infusado

Pés-Infusao

Bacilo gram+ n&o corineforme
Staphylococcus coagulase neg.
Bacillus sp

Staphylococcus coagulase neg.
Staphylococcus coagulase neg.
Staphylococcus coagulase neg.
Staphylococcus coagulase neg.

Bacillus sp

Enterobacter sp.

Staphylococcus coagulase neg. Oxacilina
Bacillus sp Cefepime

Bacilo gram+ corineforme

N&o administrado

N&o administrado
Ciprofloxacina
Sulfa+Trimetropim
Ciprofloxacina

Nao administrado

N&o administrado

Nao administrado

Norfloxacina+ Sulfa+trimetropim

Ciprofloxacina

Norfloxacina
Ampicilina+ Cefepime
Vancomicina+Ciprofloxacina
Vancomicina
Oxacilina+Cefepime
Gentamicina+Cefepime
Vancomicina+Cefepime
Vancomicina+Cefepime
Cefepime
Vancomicina+Cefepime
Amicacina
Vancomicina+Cefepime

*As infusdes contaminadas acima descritas foram realizadas em diferentes pacientes
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de cateteres, falha na assepsia, processamento dessas célu-
las, rompimento das bolsas, equipamentos utilizados como
banho-maria, incubadoras e centrifugas.'-»6711.12.14-23

Doze das 26 coletas contaminadas foram infundidas,
sendo que sete (58%) dos pacientes que as receberam apre-
sentaram episodios febris, e o restante, cinco (42%), ndo
apresentou tal sintoma. Webb ez al.!" relataram que dois dos
75 pacientes que receberam a infusdo de CPHSP contamina-
das apresentaram febre. Larrea ef al.> mostraram que, dos 28
pacientes que receberam produtos contaminados, 19 desen-
volveram febre apos o transplante com hemocultura positi-
va. Autores tém relatado sucesso neste tipo de procedimen-
to apos a infusdo desses produtos contaminados, com o
minimo de consequéncias clinicas.®'“* No presente estudo,
14 coletas das 26 contaminadas foram desprezadas. A Tabela
3 sugere consideragdes que devem ser analisadas na hora de
decidir desprezar ou administrar o produto, pois um estudo
apoia a ideia de que os produtos de CPH contaminados néo
devem ser automaticamente descartados, pois, quando ad-
ministrados com precaugdes adequadas, ndo causam efeitos
adversos e nem sequelas significativas.”

A contaminagdo com resultados clinicamente signifi-
cativos € incomum, com uma incidéncia de 0,29% a partir de
casos notificados.®

Klein et al.** relataram um caso no qual o paciente
evoluiu a 6bito devido a faléncia multipla dos 6rgéos depois
de ter recebido o produto contaminado com Burkholderia
cepacia, mesmo iniciando antes a infusdo de antimicrobianos
adequados. Além disso, dados mostram que os produtos de
CPH podem ser contaminados com bactérias potencialmente
patogénicas, como Staphylococcus aureus meticilina-
resistente, podendo ser um risco a vida de pacientes imuno-
deprimidos.®

E importante ressaltar que a contaminagio bacteriana
desses produtos nao afeta a cinética do transplante nos pa-
cientes. Foi o que demonstraram Schwella ez al.” comparan-
do o tempo de recuperagao hematopoética, a duracao da fe-
bre e os dias de administragao de antimicrobianos em pacien-
tes que receberam CPH contaminadas em comparagdo com
aqueles que recebiam produtos livres de contaminagao; ne-
nhuma diferenga significativa entre os dois grupos foi en-
contrada.

Tabela 3. Consideragbes sobre administragéo de produtos CPH com

hemoculturas positivas. Padley et al 25

Estudos mostram que os pacientes normalmente rece-
bem antibioticoterapia antes da infusdo do produto contami-
nado, com base no organismo isolado e sensibilidade ao
antibiograma para melhor resposta contra possivel infec-
¢d0.5M4

A decisdo de administrar profilaticamente os antimicro-
bianos difere de centro para centro. Kamble et al.6 relataram
que a profilaxia é desnecessaria, visto que a maioria das con-
taminacgdes € por bactérias ndo patogénicas ¢ que as infu-
sOes destas raramente ocasionam bacteremia ou septicemia.

Como foi visto anteriormente em nosso estudo, em 12
das infusdes contaminadas realizadas, seis (50%) apresenta-
ram hemoculturas, apds descongelamento, positivas, sendo
que as bactérias isoladas foram na maioria gram-positivas:
Bacillus sp (1), Staphylococcus coagulase-negativo (4),
seguidas por gram-negativas: Enterobacter sp (1), enquanto
as restantes (50%) hemoculturas, pos-descongelamento, fo-
ram negativas. Varios podem ser os fatores que ocasiona-
ram tal acontecimento. Uma possivel razdo pare este acha-
do poderia ser um nimero muito baixo de unidades forma-
doras de colonias (UFCs) de contaminagdo bacteriana no
componente. Outra possibilidade poderia ser a potencial
propriedade bactericida do crioprotetor dimetilsulfoxido
(DMSO0).!""25 A adicdo de crioprotetores penetrantes, tais
como o DMSO, diminui o volume de agua para formagao de
cristais de gelo e, consequentemente, o grau de desidratagdo
da célula. Isso resulta em uma adequada criopreservacdo das
células hematopoéticas.?®

A criopreservagdo leva a uma perda significativa de
c¢lulas; assim, pode-se argumentar que uma bactéria tam-
bém poderia ser afetada por este processo. Kipp et al.® de-
monstraram que as UFCs diminuem apods o processo de
criopreservacdo. Para o Staphylococcus epidermidis, essa
diferenga resultou em uma diminui¢do, em média, de 13,7%.
Outra causa poderia ser a presenca de células fagociticas
ativas, eliminando uma parte das bactérias existentes.* Bac-
térias gram-positivas (contaminantes mais comuns) podem
sobreviver a criopreservagio.® A sobrevivéncia do Staphylo-
coccus coagulase-negativo, apds o processo de criopre-
servagdo, tem sido relatada como variavel. Alguns autores
relatam que tais bactérias ndo conseguiram sobreviver apos
o congelamento, enquanto outros autores afirmam que o
Staphylococcus coagulase-negativo poderia so-
breviver a criopreservacdo e aos procedimentos

Administrar o produto

Descartar o produto

de descongelamento.>!>16-3
Evidéncias mostram que ha impacto das

Crescimento lento do organismo
Contaminante ambiental ou pele

O doador ou paciente nao esta
disponivel para nova coleta

Novo produto requer remobilizacdo Paciente pode tolerar atrasos e recoletas

com colocagéao de cateter central

Produto contém maioria do total
de dose de células

Rapido crescimento do organismo
Organismos entéricos ou patogénicos

Produto pode ser faciimente substituido

Produto contém pequeno percentual de
dose total de células

condigdes de assepsia nas salas de manipulacao
de CPH sobre a taxa de contaminagdo bacteriana
nestes produtos, mostrando que ha uma queda
consideravel apos implementagdo de boas prati-
cas de fabricagdo. Registra-se uma diminuicdo de
5,2% em uma bancada limpa de um laboratorio
normal, para 0,8% em uma com as condigdes
certificadas.®
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Desta forma, o controle de qualidade e as boas praticas
na manipulagao e conservagao de reagentes ¢ equipamentos
utilizados na criopreservagdo das células sao fundamentais
para fornecer aos pacientes produtos mais seguros, com a
reducdo de provaveis fontes de contaminagdo. Por este
motivo, na maioria dos paises que possuem centros que rea-
lizam o processamento de células progenitoras hemato-
poéticas, ha supervisdo e acreditacdo por organizagdes
certificadoras especificas."

Conclui-se que a contaminagdo dos produtos de
CPHSP ¢ baixa e causada, principalmente, por microbiota
normal da pele, podendo sobreviver ao processo de crio-
preservagdo. Verifica-se que a contaminagao destes produ-
tos ndo compromete, na maioria das vezes, o sucesso do
transplante. Constata-se ainda que os processos, desde a
coleta até a infusao das CPHSP, realizados no Servico de
Hemoterapia do Hospital estdo de acordo com os para-
metros de centros internacionalmente reconhecidos e
certificados.

Abstract

The rate of microbial contamination of hematopoietic progenitor
cell products from peripheral blood is low. In this study, we
investigated the prevalence of positive blood cultures of
hematopoietic progenitor cells from peripheral blood in a
hemotherapy service. Of a total of 618 samples taken during the
period from 2000 to 2007, 26 (4.2%) were contaminated by
bacteria. Staphylococcus coagulase-negative was the predominant
bacterium isolated in blood cultures. Pre- and post-infusion
antibiotic therapy was established depending on the microorganism
and antibiogram, whereas in five out of twelve contaminated
infusions, no antibiotics were administered prophylactically. Febrile
episodes were observed in seven patients (58%,), while five (42%)
did not suffer from fever. Of the twelve contaminated infusions
performed, six (50%) of the samples had positive blood cultures
after thawing, while the others (50%) were negative. This is due to
the bactericidal properties of DMSO, phagocytosis-active cells
and the extremely low temperatures during cryopreservation.
Authors have reported success in the procedure after the infusion
of contaminated products with minimal clinical consequences. Rev.
Bras. Hematol. Hemoter.

Key words: Blood; hematopoietic stem cell transplantation; quality
control; reference standards.
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