MONITORAMENTO DE CONTAMINACAO BACTERIANA OCORRIDAS EM
CONCENTRADO DE PLAQUETAS — APLICACAO DA ESPECTROSCOPIA RAMAN.
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Resumo- A contaminagdo bacterioldgica em concentrado de plaquetas (CP) se apresenta como uma das
principais causas de morte associada a transfusdo. Os métodos convencionais de identificagcdo hoje
existentes, fundamentais para o controle de qualidade de CP, tém suas limitacdes principalmente pela falta
de sensibilidade, de especificidade. Recentemente, técnicas dpticas, como a espectroscopia Raman (ER),
tém sido aplicadas na caracterizacdo de varios tipos de amostras bioldgicas. O objetivo do presente
trabalho é utilizar a ER na identificacdo de contaminacao bacterioldgica em CP. Foram coletados espectros
em trés grupos diferentes de CP, normais (CPN), filtradas (CPF) e contaminadas (CPN). Os resultados
demonstraram uma mudanca no Padréo espectral entre os grupos CPN e CPC, com diferencas espectrais
nos picos entre 700 a 1000 cm™ correspondente ao DNA e RNA, o que infere o aumento da atividade
metabolica ocorrida em processos iniciais de contaminacdo. Desta forma a ER apresenta-se como um
método importante na identificacdo de CPC com a vantagem de obter resultados em tempo real, de forma
ndo-invasiva e com alta sensibilidade, possibilitando sua aplicagéo no controle de qualidade e identificagéo

bacteriana ocorrida em CP.
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Introducao

A utilizagdo de hemoderivados constitui-se em
uma modalidade terapéutica de fundamental
importancia no exercicio da medicina. Dentre os
diversos hemocomponentes que podem ser
utilizados, o concentrado de plaquetas (CP) é
indicado em situactes de distarbios hemorragicos
[1]. A contaminagdo bacteriana em CP se
apresenta hoje como uma das principais causas
de morte associada a transfusdo. Constatou-se
gue nos Estados Unidos e Canadd o
hemocomponentes mais sujeito a contaminacgéo e,
portanto, a transmissao de infec¢éo bacteriana é o
CP, numa prevaléncia de 7% [2].

Na reunido anual Center for Biologics Evaluation
and Research/ American Association of Blood
Banks [3] realizada em novembro de 2001,
ocorreram 63 mortes devido a contaminagéo
bacteriana ocorridas em CP no decurso de 2001,
correspondendo a 15,3% dos acidentes fatais. O
aumento destas situacdes, quando comparadas
com relatos anteriores podem corresponder a
maior atencdo que lhes tem vindo a ser prestada
[4]. Varias técnicas tém sido utilizadas para
detectar a contaminagdo bacteriana em
componentes e evitar reacgdes transfusionais
graves. O método mais utilizado é o da inspecao
visual antes da administracdo. Entretanto, este

método, ndo se apresenta como sendo um método
completamente eficaz, tendo em vista que a
comparacdo entre a coloracdo de uma unidade
infectada ou ndo depende de que tenha ocorrido
tempo suficiente para se desenvolver uma grande
proliferacdo bacteriana [5]. A avaliacdo do
movimento de turbilhdo (swirling), a medida do pH
e dos niveis de glicose no plasma, tém sido
apontados como indicadores para determinacao
de possivel contaminagdo bacteriana nos
concentrados de plaquetas. Entretanto, seu nivel
de sensibilidade é baixo quando comparado com a
observagdo microscopica. A aceitacdo destes
métodos tem sido contestada, principalmente, pela
falta de sensibilidade, de especificidade, de
recursos humanos, assim como, pelos custos
implicados. [6].

Recentemente, técnicas Opticas, como a
espectroscopia Raman (ER), tém sido aplicadas
com muito sucesso na caracterizacdo e estudo de
varios tipos de amostras bioldgicas, incluindo
estudo de varios tipos de cancer, lesGes
hepéticas, processos inflamatérios e metabdlicos.
Particularmente, no caso da espectroscopia
vibracional Raman, uma de suas grandes
vantagens reside na aquisicAo de uma maior
riqueza de detalhes proporcionada pelos niveis de
energia vibracionais frente aos niveis de energia
eletrénicos.[7,8].
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Outra grande vantagem reside na possibilidade
de se realizar experimentos ‘in situ’, sem a
necessidade de preparacdo prévia das amostras
em estudo. Particularmente em sistemas
biolégicos esta vantagem permite realizar estudos
ndo invasivos em tempo real. A identificacdo dos
modos vibracionais de CP durante seu
armazenamento através da espectroscopia
Raman, poderdo fornecer informacdes importantes
sobre as estruturas moleculares existentes
podendo identificar a contaminacdo bacteriana
ocorridas durante o processo de estocagem.

Materiais e Métodos

Para a caracterizacdo do padrao espectral dos
grupos de CP, foram analisados 150 unidades
dividida estas em trés grupos diferentes.
Coletaram-se espectros de amostras dos trés
grupos de CP:normais (CPN), filtrados (CPF) e
contaminados ndo filtrados com cepas de S.
Aureus nas concentragfes x = 6x10° céliml e y =
300x108 cél/ml (CPCx e CPCy). Os CP foram
mantidos em agitacdo horizontal, a 220C por 5
dias e os sinais Raman foram obtidos diariamente.

O sistema Optico utilizado para aquisicdo dos
sinais Raman foi spectrometer RFS 100 (Bruker)
obedecendo os seguintes parametros de andlise,
demonstrado na Tabela 1:

Tabela 1: Pardmetros de aquisicdo dos Sinais
Raman.

FT-Raman RFS 100 |Parametros
Resolucéo 4cm’
Laser Nd:YAG 1064 nm
Abertura do feixe 7 mm
Poténcia do laser 300 mW
Scans 300
Poténcia na amostra | 160 mW

A geometria de coleta utilizada foi de
retroespalhamento, devido ao alto grau de rejei¢éo
contra o Espalhamento Rayleigh. As amostras
foram colocadas em cubetas de quartzo com
caminho 6ptico de 5mm.

Resultados

Os sinais Raman obtidos do grupo CPN
apresentaram uma mudanca no padrdo espectral
a partir de 72 horas apés a coleta na regiao de
700 a 1200 cm™ (vide Figura 1). Nestes resultados
observam-se alteracdes nas bandas de 813 cm™ e
788 cm™ que correspondente ao RNA e DNA
respectivamente. Nos grupos CPF e CPC nas 72
horas n&o observamos esta mudanca quando
comparado com o grupo CPN (vide figura2).
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Figura 1- Espectro coletados de 50 do grupo CPN durante o
periodo de armazenamento, onde (a) corresponde a média dos
espectros apo6s 24 hs de coleta, (b) apés 48 hs, (c) apés 72 hs,
(d) ap6s 96 hs (e) apos 120 hs.
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Figura 2 - Espectro coletados de 50 unidades do grupo CPC e
CPF durante o periodo de armazenamento.

Discusséo

No Grupo CPF e CPC ndo observamos esta
mudanca ao longo do periodo de armazenamento
0 que pode estar relacionada primeiramente com a
presenca de células brancas. Esta mudanga,
podemos inferir, que estd relacionada com a
presenca de células brancas presentes nas 48
horas de armazenamento que depois de decorrido
este tempo os leucdcitos liberam seu material
nuclear modificando o padrdo espectral. Outro
ponto a ser destacado que o aumento do padréo
espectral observado no grupo CPC e CPF pode
estar relacionada também com o aumento da
atividade metabodlica ocorrida em processos
iniciais de contaminagédo ou exaustdo metabdlica,
fazendo-se necessario um estudo mais apurado
deste grupo.

Conclusao

Certamente, enquanto os novos métodos
de identificagdo se direcionam para um possivel
uso clinico, h4 a necessidade de um novo método
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de controle seguro na administracdo de CP.
Através dos resultados encontrados podemos
afrmar que a espectroscopia Raman pode
identificar mudancas metabdlicas ocorridas em
CP, apresentando-se como um potencial método
de identificagdo de CPC com a vantagem de obter
resultados em tempo real, de forma ndo-invasiva e
com alta sensibilidade, possibilitando sua
aplicacé@o no controle de qualidade e identificacdo
bacteriana ocorrida em CP, diminuindo de forma
significativa os riscos de acidentes transfusionais
fatais.
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