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SOUZA, A. A. L. QUALIDADE HEMATOLOGICA E MICROBIOLOGICA DE
CONCENTRADO DE PLAQUETAS OBTIDOS DE CAES. Botucatu, 2022. 38 p.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP.

RESUMO

O uso de hemocomponentes como alternativa ao sangue total nas transfusbes
sanguineas, tem se constituido em procedimento valioso na hemoterapia veterinaria,
incluindo em cées com trombocitopenia, que se caracteriza como alteracdo
hematoldgica frequente causada pela reducéo do numero de plaquetas no sangue.
Nos casos graves de trombocitopenia em caes (<30 mil plaquetas/mm3), recomenda-se
a terapia transfusional com uso do hemocomponente concentrado de plaquetas (CP),
produzido a partir da bolsa de sangue total por centrifugacdo e separacdo dos
hemocomponentes. A bolsa de CP deve ser armazenada em temperatura ambiente (22
e 24°C) por até cinco dias, cuja viabilidade é avaliada, na rotina hematolégica, por
inspecdo visual da motilidade swirling, teor de pH, glicose, e contagem de heméacias,
leucécitos e plaquetas. Neste cendrio, o presente estudo investigou as caracteristicas
fisicas, bioguimicas e microbiolégicas em 14 bolsas de CP obtidas de cées. Todas as
bolsas foram submetidas a avaliacdo de qualidade baseadas na inspec¢éo visual
(swirling), mensuragao de peso e volume, teores de pH e glicose, contagem total de
hemacias, leucocitos e plaquetas, além da hemocultura em condi¢cdes de aerobiose e
anaerobiose. Os micro-organismos isolados foram identificados em nivel de espécie
por espectrometria de massas. As bolsas foram mantidas por dez dias em temperatura
ambiente (22-24°C) e as avaliacbes de qualidade realizadas em trés momentos (M), a
saber: no dia da coleta da bolsa (M1), no quinto (M2) e décimo dia (M3) de estocagem.
Foi observada reducdo estatisticamente significante da motilidade swirling (4,79-0,07
p<0,01), peso das bolsas (66,7-61,1g p<0,02) e do volume (64,4-59,0 mL p<0,02), bem
como decréscimo dos teores de pH (7,46 - 6,96) e glicose (2,71-2,5 mg/dL), e da
contagem de plaquetas (190,7-142,9 plaguetas 10° células/uL) ao longo dos dez dias de
estoque das bolsas. Em contraste, ao longo do periodo de estoque, ocorreu o aumento
da contagem total de leucécitos (0,23-0,27 leucécitos 10° células/uL), enquanto a
contagem de eritrécitos (0,028 - 0,024 eritrécitos 10° células/uyL) manteve-se
equivalente. Em uma (1/14=7,1%) bolsa foram isolados, em associacao,
Staphylococcus epidermidis e Micrococcus luteus nos momentos M2 e M3. Infere-se a
reducdo significante da motilidade swirling, peso e volume das bolsas, bem como
alteracdes da maioria dos parametros de qualidade hematoldgica avaliados nas bolsas
ao longo dos dez dias de acompanhamento, incluindo o isolamento microbiano em uma
das bolsas. Infere-se melhor viabilidade do CP em até cinco dias de estoque, em
temperatura ambiente, bem como a necessidade de rigorosas préaticas de
biosseguranga na producdo deste hemocomponente, visando 0 uso na rotina da
hemoterapia de cédes trombocitopénicos.

Palavras-chave: hemoterapia em cées, bolsas de plaquetas em cées,
hemocomponentes, motilidade swirling, MALDI-TOF MS.
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SOUZA, A. A. L HEMATOLOGICAL QUALITY OF PLATELET CONCENTRATE
OBTAINED FROM DOGS. Botucatu, 2022. 38 p. Dissertacdo, (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista - UNESP.

ABSTRACT

The use of blood components as an alternative to whole blood in canine blood
transfusions has become a valuable procedure in veterinary hemotherapy, including in
dogs with thrombocytopenia, which is characterized as a frequent hematological
abnormality caused by the reduction in the number of platelets. In severe cases of canine
thrombocytopenia (<30,000 platelets/mms3), transfusion therapy is recommended using
a platelet concentrated blood component (PC), produced from the bag of whole blood
through centrifugation and separation of the blood compounds. The platelet concentrate
bag should be stored at room temperature (22 and 24°C) for up to five days. Its viability
is evaluated in the hematological routine by visual inspection of swirling motility, pH and
glucose levels, and leukocyte, red blood cell, and platelet counts. In this scenario, the
present study investigated the physical, biochemical, and microbiological characteristics
of 14 PC bags obtained from dogs. All bags used were submitted to a hematological
guality assessment based on visual inspection (swirling), weight and volume
measurement, pH and glucose levels, total erythrocyte, leukocyte, and platelet count, as
well as microbiological culture under aerobic and anaerobic conditions. The isolated
microorganisms were identified at the species level by mass spectrometry. All bags were
kept for ten days at room temperature (22-24°C) and quality parameters were evaluated
in three moments (M), as follows: on the first day of bag collection (M1), on the fifth (M2),
and tenth day (M3) of storage. A statistical decrease in swirling motility (4.79-0.07
p<0.01), weight (66.7-61.1 g p<0.02) and volume (64.4-59.0 mL p<0.02), as well as
reduction of pH (7.46-6.96) and glucose (2.71- 2.5 mg/dL) levels, and blood platelets
count (190.7-142.9 platelets 103 cells/uL) were observed in bags over the ten days of
storage. In contrast, the total leukocyte counts increased (0.23-0.27 leukocytes 103
cells/yL), while erythrocytes count (0.028-0.024 erythrocytes 10° cells/uL) remains
unremarkable. In one (1/14=7.1%) bag, Staphylococcus epidermidis and Micrococcus
luteus were isolated associated in M2 and M3. Overall, a statistically significant reduction
in swirling motility, weight and volume of bags was seen, as well as alterations of other
hematological quality parameters studied in bags over ten days of storage, including
microbial isolation in a bag. These findings highlighting the better viability of the PC until
five days of storage at room temperature, and the need for rigorous biosafety practices
in the production of this blood component, aiming the routine use in the hemotherapy of
thrombocytopenic dogs.

Keywords: canine hemotherapy, canine bags of platelet, hemocompounds, swirling
motility, MALDI-TOF MS.
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1 INTRODUCAO

O uso de hemocomponentes em substituicdo ao sangue total nas transfusdes
sanguineas tem se constituido em procedimento valioso na hemoterapia de cées nas
tltimas décadas (FLORES, 2008), posto que os hemocomponentes minimizam reacdes
adversas transfusionais e evitam a sobrecarga volémica (VERRASTRO et al., 1996).

Os hemocomponentes podem ser definidos como fracbes do sangue total
obtidas apés o fracionamento da bolsa de sangue, por centrifugacdo ou aférese, que
possibilitam selecionar grupo celulares de interesse terapéutico (SCHNEIDER ANN,
1995). O concentrado de hemécias, plasma e plaquetas sdo exemplos de
hemocomponentes utilizados na pratica da hemoterapia veterinaria, recomendados em
diferentes condi¢des de hemorragias, processos imunomediados e infec¢des por certos
micro-organismos (HESS et al., 2000; CANCELAS et al., 2015; MALLHI et al., 2015).

Os hemocomponentes apresentam particularidades quanto ao método de
obtencdo (RAZOUK et al., 2004) e conservagéo das bolsas, que influenciam diretamente
na viabilidade principalmente no que tange a temperatura de armazenamento
(CANCELAS et al., 2015; GREEN et al., 2018). Neste quesito, enquanto o concentrado
de hemécias apresenta viabilidade média de 42 dias, entre 2 e 4°C (HESS et al., 2000;
CANCELAS et al.,, 2015), o plasma sanguineo pode ser congelado a baixas
temperaturas (-25°C) e, nestas condi¢cdes, pode ser armazenado por até trés anos
(GREEN et al., 2018). Em contraste, o concentrado de plaquetas, obtido por dupla
centrifugac@o de bolsas de sangue total por buffy coat ou aférese (HOAREAU et al.,
2014; MALLHI et al., 2015), é considerado viavel na rotina hematolégica veterinaria por,
no maximo, cinco dias (TOSTES et al., 2008), fato que, por vezes, limita a producéo
deste hemocomponente na maioria dos laboratdrios clinicos veterinarios.

O concentrado de plaguetas (CP) tem sido recomendado na hemoterapia de
cdes com trombocitopenia grave (<30 mil plaguetas/mms3). O uso do CP previne
sangramentos acentuados, que podem colocar em risco a vida do animal (ABRAMS,
2003). Em cées, a trombocitopenia grave pode se manifestar sob a forma de
sangramentos espontaneos em mucosas, ap0s processos traumaticos vasculares,
epistaxe e hematuria (STOCKHAM, 2008). A trombocitopenia em cdes pode ser
causada por alteragBes do estado fisiologico dos animais, processos inflamatorios,
imunomediados ou infec¢des por determinados patégenos (STOCKHAM; SCOTT,
2008).
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Na rotina hematoldgica veterinaria, o CP é obtido a partir da bolsa de sangue
total por centrifugacdo e separagdo das hemédcias, buffy-coat e plasma rico em
plaquetas (PRP). A viabilidade do PRP é avaliada por inspe¢éo visual da motilidade
swirling, mensuracdo do peso e volume da bolsa, teores de pH e glicose, e contagem
total de leucdcitos, hemacias e plaquetas (POPESCU et al., 2021).

A producado de hemocomponentes com auséncia de contaminacao microbiana é
crucial na medicina transfusional (JACOBS et al., 2001). Tal preocupacédo é maximizada
na producao das bolsas de CP, pois este hemocomponente permanece armazenado
em temperatura ambiente, visando manter a qualidade hematologica e funcgéo
hemostatica (ANDERSON et al.,1986). O CP é rico em nutrientes e acondicionado em
bolsa permeavel ao oxigénio. Ainda, a presenca de glicose na solugéo conservante pode
servir como substrato para a multiplicagcdo de micro-organismos (JACOBS et al., 2008).
Com efeito, a producdo de bolsas de CP na rotina hematoldgica veterinaria, sem a
adicdo de inibidores de multiplicacdo de micro-organismos (PERROTTA et al., 1999;
LIU et al., 2020), e a manutengdo em temperatura ambiente, por até cinco dias, exigem
cuidados rigorosos de biosseguranca para evitar a contaminacdo e multiplicacdo
bacteriana nas bolsas.

Posto a necessidade de equipamentos apropriados para a producdo e
manutencéo das bolsas de CP, a necessidade de rigorosas medidas de biosseguranca
para a produgdo desta fragdo sanguinea, bem como a viabilidade reduzida das bolsas
em temperatura ambiente (cinco dias), nimero reduzido de laboratérios clinicos
veterinarios produzem este hemocomponente (RAZOUK et al., 2004; TOSTES et al.,
2008; HOAREAU et al., 2014; MALLHI et al., 2015). Neste cenario, o presente estudo
investigou a qualidade hematoldgica e microbioldgica de bolsas de CP obtidas de caes,

avaliadas por dez dias ap0s a producédo do hemocomponente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico da medicina transfusional

A prética de transfusdo sanguinea, com o intuito de reestabelecer a vitalidade de
pacientes em estado critico, tem o primeiro relato datado de 1492, quando foi realizada,
sem sucesso, a transfusdo de sangue total (GREENWALT, 1997). As primeiras
transfusdes de sangue com o0 uso de animais remontam ao século XVII, mais
precisamente em 1665, realizadas pelo médico britanico, Richard Lower, em Oxford
(PURVER, 2013).
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Inimeras tentativas foram praticadas para se atingir sucesso nas transfusées
sanguineas utilizando sangue total. Somente no século XX, mudancas tecnologicas
foram incorporadas a hemoterapia, com o reconhecimento da necessidade da escolha
do doador ideal, do uso de anticoagulantes e de técnicas de esterilizacdo (LACERDA,
2005).

Registros mais recentes dividem a histéria da transfusdo sanguinea em fases
denominadas pré e cientifica. A fase pré-cientifica corresponde as praticas realizadas
antes 1900, enquanto a fase cientifica apés 1900. Ainda, de maneira empirica, em 1900
utilizou-se sangue animal para tratamento humano, denominada xenotransfusdo. Na
oportunidade, o paciente foi submetido a trés procedimentos, mas evoluiu para 6bito
(GINGERICH, 1986).

Em dias atuais, as transfusdes sanguineas em animais tém se tornado praticas
seguras, em virtude do estabelecimento de normas pré-transfusionais de triagem para

0s animais doadores e biosseguranga na produgédo das bolsas (TOCCI; EWING, 2009).

2.1.1 Histérico de banco de sangue veterinério

Os primeiros bancos de sangue a servigo exclusivo da medicina veterinaria, com
intuito de produzir hemocomponentes especificos para as diferentes condic¢des clinicas
de animais de companhia, foram idealizados na década de 1980, nos Estados Unidos
(EUA), na cidade de Kansas. Posteriormente, em 1988, foi criado o primeiro grande
banco de sangue comercial (Animal Blood Bank) também nos EUA, na cidade de Dixon,
que permanece como 0 banco de sangue veterinario de referéncia, no que tange a

qualidade e o pioneirismo em nivel mundial (JERICO, 2015).

2.1.2 Bancos de sangue veterinarios no Brasil

No estado do Parana, em 1998, foi implementado banco de sangue para animais
de companhia na Universidade Estadual de Londrina, com objetivo de oferecer
hemocomponentes para o tratamento de animais de cdes e gatos com disturbios
hematoldgicos (JERICO, 2015). Em 2009, a Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP/Botucatu, SP, inaugurou o banco de sangue canino, que atende
o hospital veterinario da UNESP e clinicas da regido de Botucatu (TAKAHIRA et al.,
2015).

O numero de animais de companhia no Brasil vem aumentando
significativamente. Em 2018, a populacao de caes e gatos no pais foi estimada em 54,2
e 23,9 milhGes respectivamente (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE,

2018), representando a terceira maior populacdo mundial de animais de companhia
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(Associacao Brasileira da Industria de Produtos para Animais de Estimacgéo - ABINPET,
2019), embora especule-se que a populacdo efetiva de caes e gatos no Brasil supere
120 milhGes, que incluiria os animais errantes ou ndo domiciliados. Paralelamente, o
nuamero de atendimentos veterinarios no Brasil vem apresentando aumento de 23,5%
ao ano no ramo de pet care (ABINPET, 2019). Com efeito, a demanda por transfusfes
sanguineas e o uso de hemocomponentes tem aumentando significativamente,
justificando a importancia do estabelecimento de bancos de sangue como medida
crucial na pratica da medicina veterinaria (CHIARAMONTE, 2004).

2.2 Trombopoiese e consideragfes sobre trombocitopenia

A trombopoiese € o mecanismo fisiologico de producdo das plaquetas, que se
representam as principais células envolvidas na hemostasia primaria dos animais. S&o
constituidas por fragmento citoplasmatico da célula precursora, o megacariicito,
oriundo das células-tronco hematopoiéticas pluripotentes (THRALL, 2015).

Os megacariécitos sdo produzidos principalmente na medula 6ssea dos animais,
assim como em sitios hematopoiéticos, como o baco. A producédo é estimulada pelo
hormdnio trombopoietina. Cada megacariocito é capaz de gerar até trés mil plaquetas
(KAUSHANSKI, 2005). Apos a producdo e maturacao, as plaquetas alcancam a corrente
sanguinea por vasos sinusoides (JAIN, 1993).

A trombocitopenia em animais e humanos é caracterizada pela reducao total da
contagem de plaquetas, avaliada na rotina hematoldgica pelo hemograma. Nem sempre
esta reducao do numero de plaquetas € indicativa de doenca, posto que nas racas
Greyhound e Shiba Inu, é esperada contagem celular inferior ao valor de referéncia
utilizado para cdes (VASCONCELOS et al., 2003).

Entre as causas de trombocitopenia, merecem destaque a redug&o na producao
do megacariocito (célula precursora da medula), destruicdo das plaguetas maduras em
nivel periférico ou medular, consumo em casos de sangramento, sequestro ou
encarceramento esplénico e, ainda, falsa trombocitopenia (DONATO, 2021).

Entre os sinais clinicos mais comuns em cdes com trombocitopenia, s&o
observadas petéquias e equimoses, sangramento de mucosas (epistaxe e
sangramentos gastrintestinais que geram hematoquezia ou melena), hematuria, hifema
e sangramentos prolongados secundarios a traumatismos (STOCKHAM; SCOTT,
2008).

Em virtude do incremento da demanda de transfusbes e do uso de

hemocomponentes como o concentrado de plaquetas nas diferentes anormalidades



138
139
140
141

142

143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

155

156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170

18

hematolégicas em cées, deve-se considerar o0 aumento da preocupacdo com as
condicbes de biosseguranca na produgcdo e armazenagem deste hemocomponente
(FLORES, 2008).

2.3 Hemocomponentes

Os hemocomponentes podem ser definidos como fracbes do sangue total
obtidos apds o fracionamento da bolsa de sangue, por centrifugacdo ou aférese, que
possibilitam selecionar grupo celulares de interesse terapéutico (ANDREU, 2015). O uso
de hemocomponentes como alternativa ao sangue total nas transfusfes sanguineas
tem se constituido em procedimento crucial na hemoterapia de caes (FLORES, 2008),
posto que os hemocomponentes minimizam reagfes adversas transfusionais e evitam
a sobrecarga volémica (VERRASTRO et al., 1996).

O concentrado de heméacias, plasma e plaguetas sdo exemplos de
hemocomponentes utilizados na pratica da hemoterapia veterinaria, recomendados em
diferentes condi¢des de hemorragias, processos imunomediados e infec¢des por certos
micro-organismos (HESS et al., 2000; CANCELAS et al., 2015; MALLHI et al., 2015).

2.3.1 Concentrado de plaquetas

O concentrado de plaguetas (CP) caracteriza-se como hemocomponente
indicado na terapia de cdes com trombocitopenia grave, com sinais de sangramentos
acentuados, que colocam em risco a vida do animal (ABRAMS, 2003), como
sangramentos espontaneos em mucosas, apds traumas vasculares, epistaxe e
hematuria. Em cédes, a trombocitopenia tem sido relacionada as alteragbes do estado
fisiolégico dos animais, processos inflamatérios, imunomediados (STOCKHAM, 2008)
ou infeccbes por certos patégenos, incluindo espécies de Ehrlichia (AGUIAR et al.,
2019) e Anaplasma (GAUNT et al., 2010).

O CP é obtido a partir da bolsa de sangue total por centrifugacéo e separacao
das hemacias, buffy-coat e plasma rico em plaquetas (PRP). A viabilidade do PRP é
avaliada na rotina dos laboratorios clinicos veterinarios com base na inspec¢éo visual da
motilidade swirling, teores de pH e glicose, além da contagem total de leucdcitos,
hemacias e plaquetas (POPESCU et al., 2021)

A producdo deste hemocomponente apresenta alto risco de contaminacao

microbiana, devido a peculiaridade de acondicionamento em bolsa permeavel ao
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oxigénio e a presencga de glicose na solugao conservante, que serve como substrato
para a multiplicacdo de micro-organismos (JACOBS et al., 2008).

Os pontos criticos de risco de contaminag&o ocorrem no ato da coleta de sangue,
particularmente no procedimento de antissepsia da pele do doador que, se ndo realizado
de modo rigoroso, pode carrear bactérias da microbiota da epiderme do animal para a
bolsa de sangue total, que dara origem a bolsa de CP. Ainda, menos frequentemente,
a contaminacdo pode ocorrer durante o0 processamento laboratorial do
hemocomponente ou em doadores em estado de bacteremia (BLAJCHMAN et al.,
2005).

2.3.1.1 Armazenamento do concentrado de plaquetas

Os cuidados com a preparacdo da bolsa de CP incluem desde a escolha dos
doadores, antissepsia da coleta, técnica de concentracdo das plaquetas, controle
térmico e de componentes hematolégicos, manutencdo dos equipamentos para a
producdo das bolsas, e treinamento de pessoal apto a preparagdo das bolsas
(LICHTENBERGER, 2004).

As alteragdes da qualidade hematologica relacionadas ao armazenamento das
bolsas estédo relacionadas a modificacdes bioquimicas, estruturais e funcionais dos
componentes sanguineos, que incluem danos estruturais na conformacgéo da plagueta,
e a ativacao e liberacdo de componentes bioquimicos (KICKLER, 2006).

Devido as caracteristicas de funcionalidade plaquetéria, a bolsa de CP deve ser
armazenada em temperatura entre 22°C e 24°C. Mudancas neste intervalo de
temperatura de armazenamento podem determinar o aumento da glicélise e,
consequentemente, elevacdes do teor de lactato, diminuindo o pH da bolsa. A funcéo
plaquetéaria no CP. pode ser comprometida devido ao estresse hipotonico, que acarreta
agregacao plaquetaria, devido a formacao de trifosfato de adenosina (NG et al., 2018).
Ainda, as plaquetas armazenadas podem sofrer agregacéo e perda do formato original,
tornando-se esféricas e apresentando pseuddpodes. Estas alteracdes morfologicas
podem comprometer o complexo da glicoproteina GPIIb/llla, expondo os sitios de
ligacdo de proteinas adesivas, i.e., fibrinogénio e fator de Von Willebrand, gerando
comprometimento de viabilidade hemostética devido a agregacgéo plaquetaria (MITTAL,
2015).

A apoptose plaquetéaria também é observada com certa frequéncia nas bolsas
armazenadas de CP. As mitocondrias e as enzimas caspases presentes nas plaguetas

sdo responsaveis pelo controle da morte celular programada, particularmente as
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caspases 3 e 7. Ainda, a alta concentracdo de dioxido de carbono presente na bolsa de
CP contribui para a diminuicdo do pH do meio (SANDGREN, 2012).

2.3.1.2 Contaminacdes em concentrados de plaquetas

As bolsas de CP sédo susceptiveis a contaminacé@o bacterina, principalmente
devido ao armazenamento em temperatura ambiente em bolsas permeéveis ao
oxigénio. Ainda, o plasma sanguineo é rico em nutrientes, e a solugdo conservante
contém glicose, que podem favorecer a multiplicagéo bacteriana (THRALL, 2007).

Os principais micro-organismos identificados em contamina¢des de CP sé&o
cOoCcos gram-positivos, incluindo Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
estreptococos (Streptococcus bovis), Propionibacterium sp., Bacillus cereus e certas
bactérias gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa) e enterobactérias (Serratia
marcescens) (MOHR, 2006; JACOBS et al., 2008). Os relatos de contaminagao
bacterina em CP referem, predominantemente, bactérias com origem na microbiota da
pele, conjuntiva, mucosas e anexos, como estafilococos e estreptococos (MOHR, 2006).
No entanto, ha registros de contaminacdo bacteriana de CP por bactérias néo
pertencentes a microbiota cutdnea, como Serratia marcescens (DIAMANDAS, 2020) e
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (JONES et al., 2018).

A transfusdo de hemocomponente como o CP contaminado por bactérias
patogénicas pode causar toxi-infeccdes, bacteremia e/ou choque séptico,
ocasionalmente com evolucdo fatal (LEVY et al., 2018). Devido a necessidade de
equipamentos apropriados para a producao e manutencgéo das bolsas de CP, bem como
a viabilidade reduzida deste hemocomponente (cinco dias) (RAZOUK et al., 2004;
TOSTES et al., 2008; HOAREAU et al., 2014; MALLHI et al., 2015), nimero reduzido de
laborat6rios clinicos veterinarios estdo aptos a produzir este hemocomponente. Com
efeito, poucos estudos estéo disponiveis visando avaliar a qualidade hematoldgica e a
auséncia de contaminacdo microbiana em CP produzidos para uso em caes,
particularmente no Brasil.

Considerando a elevada populacdo de cées, particularmente no Brasil, a
necessidade de uso de hemocomponentes em cdes com trombocitopenia achado
hematolégico frequente na espécie, e o reduzido nimero de laboratérios clinicos
veterinarios no Brasil aptos a produzir concentrados de plaquetas, posto a necessidade
de equipamentos e pessoal especializado, bem como os riscos de contaminacdo das
bolsas; o presente estudo investigou a qualidade hematolégica e microbiolégica de

bolsas de CP produzidas na rotina de laboratério clinico veterinério no Brasil.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar indicadores de qualidade hematoldgica e microbiolégica em bolsas de
concentrado de plaquetas de céaes.

3.2 Especificos

v Avaliar a motilidade swirling, teores de pH e glicose, contagem total de
leucécitos, hemacias e plaquetas no controle hematolégico em bolsas de concentrado
de plaquetas de caes, no momento de preparacgéo (dia zero), e com cinco e dez dias de

estoque das bolsas;

v Investigar a presenca de contaminantes de origem bacteriana e fungica
no concentrado de plaquetas no momento de preparacao (dia zero), cinco e dez dias de
estoque das bolsas, com deteccdo das espécies dos micro-organismos utilizando a

espectrometria de massas;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Comissdo de Etica

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e Uso de Animais
(CEUA) da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP), sob niumero 076/2020.

4.2 Animais

Foram utilizados, por conveniéncia, 14 cées higidos candidatos a doadores de
sangue (e preparo de CP), encaminhados ao Banco de Sangue Canino do Laborat6rio
de Patologia Clinica Veterinaria, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP/Botucatu, SP, entre junho de 2020 e agosto de 2022.

Como critérios de inclusao, os caes elegiveis para o estudo deveriam apresentar
0s seguintes quesitos: 1) idade variando entre 1 e 8 anos, 2) peso minimo de 25 Kg (ndo
obesos), 3) protocolos de vacinagcdo e vermifugacdo adequados, 4) controle de
ectoparasitas realizado nos ultimos seis meses, 5) sem historico de intervencao cirurgica
h& pelo menos um ano, 6) histérico de doador de sangue, com realizagdo de
hemograma antes das coletas de sangue, 7) perfil bioquimico (dosagens de ureia,
creatinina, FA, ALT, GGT, proteina séria e albumina) com valores normais para a
espécie, 8) nado reagente para o perfil de certas doencas infecciosas de céaes
(leishmaniose, erliquiose, anaplasmose, dirofilariose e doenga de Lyme) utilizando kit
rapido comercial, 9) auséncia de qualquer sinal clinico no momento da coleta.

Os critérios de exclusdo aplicados no estudo, foram determinados seguindo as
diretrizes de boas praticas em banco de sangue, estabelecidos pela ANVISA (agéncia
nacional de vigilancia sanitéria), sendo eles, descarte de bolsa com volume inferior ao
recomendado pelo fabricante, tempo de coleta superior a 12 minutos, plasma lipémico
ou hemolisado, coleta com fluxo interrompido, presenca de micro coagulos na bolsa de
sangue total, bolsas que tiveram o sistema aberto (onde ocorreu a entrada de ar na

bolsa) por defeito de fabricagéo.
4.3 Triagem dos doadores de sangue

A triagem laboratorial dos doadores compreendeu a realizacdo de hemograma
completo, perfil bioquimico e teste rapido para doencgas infecciosas.

As amostras sanguineas utilizadas para a analise laboratorial foram coletadas,
em duplicata, por venopuncédo da veia cefélica, ap0s rigorosa antissepsia local. Uma

das amostras foi acondicionada em tubo contendo EDTA para o hemograma e a outra
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em tubo com gel ativador de codgulo, para o perfil bioquimico (BD Vacutainer™, Juiz de
Fora, MG, Brasil).

O hemograma foi realizado utilizando analisador hematolégico, de acordo com
as recomendacdes do fabricante (Nihon Kohden™, MEK 6500 J/K, Sdo Caetano do Sul,
SP, Brasil). Os valores emitidos pelo equipamento foram confirmados mediante a
realizacdo e interpretacdo de esfregacos sanguineos em laminas de, utilizando as
mesmas amostras sanguineas submetidas ao analisador hematoldgico.

O hematdcrito e a dosagem de proteina total plasmatica foram realizados pela
técnica de rotacdo de microhematécrito e refratometria, utilizando centrifuga de
microhematécrito  (Centurion Scientific™, BRK5505, Chichester, West Sussex,
Inglaterra), com tempo de cinco minutos a velocidade de 2.100 rota¢des por minuto

Para a quantificagcdo da proteina total plasmatica foi utilizado refratdmetro 6ptico
portatil, conforme as recomendacGes do fabricante (Electron Machine Corporation™,
RHC-200 ATC, Umatilla, Fl6rida, Estados Unidos).

As analises bioquimicas foram realizadas por automacéao utilizando o analisador
bioquimico, de acordo com as recomendacdes do fabricante (Mindray™, BS-200E,
Nanshan, Shenzhen, China).

Os testes rapidos foram realizados utilizando kit comercial (SNAP™, IDEXX, 4DX,
Westbrook, Maine, EUA), conforme as recomendacdes do fabricante, para deteccéo de
antigenos de Dirofilaria immitis, e anticorpos para Anaplasma phagocytophilum,
Anaplasma platys, Borrelia burgdorferi, Ehrlichia canis e Ehrlichia ewingii. Para a
pesquisa de anticorpos contra Leishmania sp. foi utilizado o kit comercial (SNAP™,

IDEXX, Westbrook, Maine, EUA), com base nas recomendacdes do fabricante.
4.4 Concentrado de plaquetas

Todos os cédes amostrados no presente estudo, visando a colheita de sangue e
producdo de bolsas de CP, foram provenientes de doadores encaminhados ao Banco
de Sangue Canino, do Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria, do Departamento
de Clinica Veterinaria, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootechia da
UNESP/Botucatu, SP, sob a responsabilidade da Profa. Titular Regina Kiomi Takahira.

Todas as bolsas de CP foram submetidas a analise de parametros de qualidade
hematolégica de mensuragdo de peso e volume, determinacdo de teores de pH,
dosagem de glicose, e contagem automética do numero total de leucécitos, hemécias e
plaquetas, no laboratério supracitado. Ainda, todas as bolsas foram submetidas,

simultaneamente, ao cultivo microbioldgico.
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O controle dos parametros hematolégicos e microbiol6gicos foram realizados em
trés momentos (M): no primeiro dia da coleta das bolsas (M0), no quinto (M5) e décimo
dia (M10) de estocagem.

4.4.1 Coleta de sangue e preparo do CP

A coleta de sangue foi realizada por venopuncéo jugular, com o tempo decorrido
entre o inicio e o final da coleta n&do ultrapassando 12 minutos. Foi realizada ampla
tricotomia e antissepsia rigorosa da regido da coleta (pescoco), utilizando solucdo de
alcool (70%) e lodo Povidine PVPI (1%). Todas as coletas e producdao do CP foram
realizadas no Banco de Sangue Canino da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP.

A bolsa de sangue utilizada foi do tipo tripla, CPDA-1 (citrato de sddio, fosfato,
dextrose, adenina). Apds a coleta, a bolsa de sangue foi submetida a centrifugacao
utilizando centrifuga de mesa (Hettich™, Rotanta 460/460R, Kirchlengern, Herford,
Alemanha). A centrifugacdo inicial foi realizada a de 1.000g durante 8 minutos e 30
segundos, em temperatura entre 22°C e 24°C, visando separar o concentrado de
hemacias do plasma rico em plaquetas (PRP). Em seguida, outra centrifugagéo foi
realizada a 2.000g por 11 minutos, a temperatura entre 22°C e 24°C, com a finalidade
de separar o CP do plasma pobre em plaguetas. O CP foi armazenado na bolsa prépria
para plaquetas e permaneceu em repouso por 1 hora, mantido em constante agitagéo
por dez dias, em ambiente climatizado a 22°C (LASTA et al., 2020).

No tocante a bolsa de concentrado de hemécias, foi utilizado apenas o manguito
para analise microbiolégica, enquanto a bolsa utilizada no estudo foi destinada ao uso
da rotina de hemoterapia do Banco de Sangue Canino da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP.

Bolsas com tempo de coleta superior a 12 minutos, fluxo sanguineo lento ou
interrompido durante a coleta, ou presenca de plasma lipémico ou hemolisado, foram
excluidas do estudo.

Exceto o contetido das bolsas de CP, o restante do conteldo sanguineo das
bolsas totais foi aproveitado na rotina de transfusfes do Banco de Sangue Canino do

Laboratério Clinico Veterinario da FMVZ.

4.4.2 Coleta de amostras das bolsas de CP para andlise hematolégica e
microbiolégica

Foram colhidas, assepticamente, das bolsas de CP nos momentos M1, M2 e M3,
trés amostras com volume entre 1 e 3 mL. A primeira amostra foi encaminhada ao

laboratério clinico da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, para a mensuracao dos teores de
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glicose e pH, e contagem de leucécitos, hemacias e plaquetas. A segunda amostra foi
destinada ao cultivo microbiolégico.

4.5 Cultivo bacteriolégico das bolsas de CP

Amostras do conteudo de todas as bolsas foram colhidas nos momentos M1, M2
e M3, e semeadas em condigbes de aerobiose em agar (Oxoid™, Basingstoke, UK)
suplementado com sangue bovino (5%) e no meio seletivo de MacConkey (Oxoid™,
Basingstoke, UK), ambos mantidos por 72 horas, a 37°C, avaliados a cada 24 horas,
por 72 horas. Simultaneamente, a mesma amostra foi cultivada no caldo enriquecido
Brain Heart Infusion - BHI (Oxoid™, Basingstoke, UK), mantido nas mesmas condi¢es
supracitadas. Na presenca de turvagdo do BHI, mantido por até 72 horas, uma alga de
platina foi recultivada em agar sangue e MacConkey, nas mesmas condi¢cbes
supracitadas. Ainda, as amostras de todas as bolsas foram cultivas em agar
suplementado com sangue bovino (5%) e mantidas a 37°C, por cinco dias, em

condi¢cbes de anaerobiose (Anaerogen™, Oxoid, Basingstoke, UK) (QUINN et al., 2011).
4.6 Cultivo fungico

Simultaneamente ao cultivo bacteriolégico, uma aliquota de todas as amostras
nos momentos M0, M5 e M10 foram semeadas em meio de Sabouraud (Oxoid®, Sdo
Paulo, SP), em condi¢des de aerobiose a 37°C, mantidas em incubacéo por 120 horas
(QUINN et al., 2011).

4.7 Estoque dos isolados

Colbnias bacterianas e leveduras isoladas no meio de agar sangue, MacConkey
ou Sabouraud, foram estocadas em temperatura ambiente (25°C) em tubos contendo
meio de Ligniéres e encaminhadas para o diagnostico em nivel de espécies por

espectrometria de massas.
4.8 Espectrometria de massas

Isolados de origem bacteriana e leveduras foram submetidos & espectrometria
de massas pela técnica de Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight
Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS), no laboratério de Pesquisa de Qualidade do Leite
(QUALILEITE), do Departamento de Nutricho e Producdo Animal da FMVZ -
USP/Pirassununga, SP, sob a responsabilidade do Prof. Titular Marcos Veiga.

Brevemente, trés a quatro colbnias recém isoladas (24 a 48h) em agar sangue

(bactérias) ou Sabouraud (leveduras) foram submetidas a extracdo com 20-40uL de
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acido formico (70%) e centrifugadas, visando a lise bacteriana e liberacdo de proteinas
(predominantemente de origem ribossomal) e formacédo de ions, necessarios para a
formacgdo dos espectros bacterianos. Cerca de 15 minutos depois, foi adicionado em
cada amostra 20-40uL de acetromil (100% P.A.), na mesma proporc¢éao do acido férmico,
(1:1) e o material centrifugado. Em seguida, 1pL da solugdo de cada amostra foi
adicionada em placas especificas contendo 96 orificios (Bruker e Daltonics™, Bremen,
Alemanha) e mantidas por cerca de 20 minutos para secar em temperatura ambiente.
Em seguida, os orificios com as amostras secas foram recobertos com 1L de solugéo
matriz (acido 2-ciano-4-hidroxicindmico diluido a 50% de acetromil e 2,5% de &cido
trifluoracético). As placas foram dispostas no receptaculo do equipamento Bruker e
Daltonics™ (Bremen, Alemanha), operado com 337-nm de laser. Os dados dos
espectros foram analisados entre 2.000-20.000m/z, usando o software FlexControl 3.3.
A caracterizagdo em nivel de género e espécie dos isolados foi considerada para
espectros 21.7 e 22.0, respectivamente (BARREIRO et al., 2010; GONCALVES et al.,
2014).

4.9 Anélise estatistica

Foram utilizadas como variaveis para a analise estatistica os parametros peso,
volume, teor de pH, teor de glicose, motilidade swirling, e contagem de plaquetas,
leucécitos e hemécias, e isolamento microbiano, das bolsas de CP, nos momentos MO,
M5 e M10. Os dados foram analisados utilizando recursos do programa estatistico SAS
verséo 9.3. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov,
como critério de decisdo para uso de testes ndo- paramétricos.

Dados nao paramétricos foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando
o procedimento Nparlway (SAS 9.3). para comparagao dos valores obtidos de cada um
dos parametros supracitados, ao longo dos trés momentos de estoque das bolsas de
CP. Os resultados foram considerados significativos para valores de p<0,05 aplicando-
se, se necessério, o teste post-hoc de Dunn para comparagdes mdultiplas utilizando o

pacote “Dunn.test” (Programa R).
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5. RESULTADOS

Ao longo do estudo, foram encaminhados 71 cdes potenciais doadores para o
Banco de Sangue Canino da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP. Destes, 26 (26/71=36,6%)
animais foram considerados impréprios, com base nos critérios de exclusdo impostos
pelo estudo.

Entre 45 caes que doaram sangue, 31 (31/45=68,8%) bolsas ndo puderam ser
utilizadas, posto que apresentaram tempo de coleta superior a 12 minutos, fluxo
sanguineo lento ou interrompido durante a coleta, ou presenca de plasma lipémico ou
com hemodlise, bolsas que por algum motivo apresentaram defeito de fabricacdo e
abriram o sistema durante o processamento. Com efeito, do total de 71 caes
encaminhados para doagéo de sangue e 45 animais que se obteve a colheita de bolsas
de sangue, somente 14 (14/71=19,7%) bolsas foram consideradas adequadas a
conducéo do estudo.

A motilidade swirling (p<0,01), peso e volume (p<0,02) apresentaram reducao
estatisticamente significativa ao longo dos dez dias de acompanhamento. A
comparacao estatistica do peso e volume das bolsas revelou reducéo significativa entre
os tempos de MO e M10, enquanto para motilidade swirling, a reducéo ocorreu entre MO
e M5, MO e M10, e M5 e M10 (teste de Kruskal-Wallis) (Tabela 1, Figura 1). Em
contraste, os teores de eritrocitos mantiveram-se equivalentes, enquanto foi observado
aumento na contagem de leucécitos nos momentos M5 e M10.

Em uma (1/14=7,1%) bolsa foi obtido o isolamento, em associacdo, de
Staphylococcus epidermidis e Micrococcus luteus e nos momentos M5 e M10. Nao foi
obtido nenhum isolamento bacteriano em anaerobiose ou crescimento fungico em agar

sabouraud.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo de parametros de qualidade hematolégica e
microbiol6gica de bolsas de concentrado de plaquetas de 14 cées, segundo tempo de
estoque. Botucatu, SP, 2021-2022.

Tempo de estoque

Parametros M1 M2 M3 p-value Valores de
(média £ DP) (média £ DP) (média £ DP) referéncia*
Peso (g) 66,7 +5,7 64,3+5,7 61,1+5,8 0,02 63-83 g
Volume (mL) 64,4 +5,3 62,1+5.3 59,0+5,5 0,02 40-70 mL
pH 7,46 +0,5 7,29+0,5 6,96 = 0,7 0,11 6,7-7,5
Glicose (mg/dL) 2,71+05 25105 25+0,7 0,40 VND*
Plaquetas (103/mm?3) 190,7 £129,0 176,4+143,0 142,9+129,0 0,34 5,500x10°%
Leucécitos (103/mm3) 0,23 £ 0,09 0,24 + 0,09 0,27 £ 0,08 0,26 200,000x10°
GV* (108/mm?3) 0,028 + 0,01 0,032+0,01 0,024 + 0,01 0,24 <6x10%/mL
Motilidade swirling 4,79+ 0,6 2,21+0,8 0,07 £ 0,3 <0,01 0-5
Cultivo microbioldgico 0 1/14 (7,1%) 1/14 (7,1%) 0,59 Negativo

GV* = Gl6bulos vermelhos (eritrécitos);

DP = Desvio Padrdo; M1 = dia da coleta; M2 = 5 dias de estoque; M3 = 10 dias de estoque das bolsas.
VND*= Valor nédo disponivel

*TYNNGARD, 2009; VUK et al. 2009; MURPHY, 1983.
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De acordo com o teste de Kruskal-Wallis, houve diferenca significativa (p<0,05)
entre os tempos de estoque para as variaveis peso, volume e motilidade
swirling, enquanto que para as demais variaveis nao houve diferenca
estatistica entre os tempos.

Aplicando-se o teste de Dunn para compara¢cfes multiplas pos teste de
Kruskal-Wallis, o peso e volume das bolsas apresentaram reducéo significativa
(p<0,05) entre os tempos de 0 — 10 dias de estoque, enquanto que para
motilidade swirling, essas reduc¢des (p<0,05) ocorreram entre 0 a 5 dias, 0 a 10

dias e 5 a 10 dias de estoque (Tabela 2 + Figura).

Tabela 2. Comparacdes multiplas entre os tempos de estoque para as

variaveis significativas no teste de Kruskal Wallis.

Tempo de estoque

Variaveis O dias 5 dias 10 dias
Peso 66,7 (100%) - 3,60% - 8,40%*
Volume 64,4 (100%) -3,57% - 8,39%*
Swirling 4,79 (100%) - 53,9%* - 98,5%**
66,7 |
Peso - 3,60%
- 8,40%*
64,4 |
Volume - 3,60%
_ - 8,40%*
4,79 |
Swirling - 53,9%*

F - 98,5%**

* Diferenca significativa (p<0,05) entre 0 e 10 dias de estoque;

O0dias ©Ob5dias ®m10dias
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** Diferenca significativa (p<0,05) entre 5 e 10 dias de estoque.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo observou reducéo significativa da motilidade swirling, peso e
volume de bolsas de CP produzidas a partir do sangue de cées, bem como alteracdes
de outros parametros utilizados na avaliacdo da qualidade deste hemocomponente,
incluindo o isolamento de micro-organismos em uma bolsa; reforcando a necessidade
de critérios rigidos para a sele¢cdo de doadores, necessidade de equipamentos e
pessoal treinado para a coleta, processamento e estoque das bolsas, bem como
rigorosas medidas de biosseguranca, visando a producdo do hemocompenete para o
uso na rotina de hemoterapia em cées.

O CP é considerado o hemocompomente de escolha para a terapia transfusional
em distarbios de coagulagdo primaria em cdes, como a trombocitopenia (TANNER,
2019), posto que minimizam reac¢des adversas transfusionais e evitam a sobrecarga
volémica (VERRASTRO et al., 1996). No entanto, diferentes desafios se imp&em para
sua obtencdo, incluindo a captacdo e fidelizacdo de doadores, necessidade de
equipamentos, higidez e peso minimo dos céaes, altos custos de exames de triagem dos
doadores, variagbes comportamentais dos animais doadores no momento da coleta e
alteracdes de qualidade das bolsas pés-coleta, como presenca de hemdlise, presenca
de hemacias integras e lipemia (prancha A figura 1 e 2) demora na coleta, que resultam
na recusa de animais e descarte de bolsas (NGO, 2020). Tais dificuldades foram
notdrias nos animais amostrados e concordam com estudos similares, pois foram
desqualificados 26 cdes com base nos rigidos critérios de inclusdo adotados e
descartadas 31 bolsas de CP, pela presenca de lipemia, hemdlise ou tempo de coleta
superior a 12 minutos, ou mesmo fluxo sanguineo lento ou interrompido durante o
procedimento, perfazendo o aproveitamento de somente 14 bolsas.

Na rotina hematoldgica veterinéria, a viabilidade do CP é avaliada por inspe¢éo
visual da motilidade swirling, mensuracdo do peso e volume das bolsas, teores de pH e
glicose, e contagem total de leucécitos, hemacias e plaquetas (POPESCU et al., 2021).

Ao longo de dez dias de estoque do CP dos animais amostrados foi observada
reducao significante do volume e peso das bolsas, que eram alteracdes esperadas, em
virtude da manipulacdo das bolsas para retirada de aliquotas visando analises fisicas,
bioquimicas e microbiolégicas propostas no estudo. No entanto, faz-se importante
salientar, que, apesar do descarte das bolsas de CP do estudo, em virtude da
manipulacdo e manutencdo por dez dias, o restante do sangue total dos animais
doadores foi utilizado na rotina de transfusGes do Banco de Sangue Canino do

Laboratorio Clinico Veterinario da FMVZ.
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A motilidade swirling apresentou reducao significativa no decorrer dos dez dias de
estoque do CP nos animais amostrados. Tal achado poderia ser creditado a
agregacao plaquetaria e formacao de grumos, bem como ativacao plaquetaria devido
a exposicdo, que podem reduzir a motilidade swirling (HOSSEINI, E. et al 2022)
considerado parametro essencial na avaliacao fisica das bolsas e relacionado a
comprometimentos hematologicos, que podem inviabilizar o uso terapéutico do

hemocompenente (POPESCU et al., 2021).
Foi observada reducédo do pH das bolsas entre os MO, M5 e M10 do estudo,

embora permanecendo dentro dos valores considerados normais. Tal alteragéo era
esperada, em virtude da manipulacdo das bolsas para retirada das aliquotas visando as
avaliacdes de qualidade hematolégica e microbiolégica do hemocomponente. No
entanto, tal procedimento ndo alterou significativamente os teores deste parametro
hematolégico. Devido as caracteristicas peculiares da atividade plaquetaria, as bolsas
de CP devem ser armazenadas entre 22°C e 24°C, pois, altera¢gfes neste intervalo de
temperatura, podem causar o aumento da glicélise e, consequentemente, elevagbes do
teor de lactato, reduzindo o pH da bolsa (NG et al., 2018) e comprometendo a sua
qualidade para os processos de hemoterapia (POPESCU et al., 2021). Ainda, elevacdes
da concentracdo de dioxido de carbono que ocorrem em bolsas inadequadamente
coletadas ou armazenadas podem contribuir para a reducdo do pH do CP (SANDGREN,
2012).

Ao longo dos dez dias de estoque do CP foi observada a reducdo da contagem
de plaquetas, particularmente no M10, fator considerado preocupante, posto que a
principal finalidade deste hemocomponente é repor plaquetas para cdes com disturbios
de hemostasia primeira em decorrencia a baixa quantidade de plaquetas, na presenca
de sinais clinicos como: sangramentos em 6rgaos ap0s processos traumaticos, epistaxe
e hematuria, causados por processos inflamatérios, imunomediados ou infec¢des por
determinados patégenos (STOCKMAN; SCOTT, 2008), incluindo espécies de Ehrlichia
(AGUIAR et al.,, 2019) e Anaplasma (GAUNT et al.,, 2010). Ainda, o processo de
apoptose plaquetaria também tem sido observado no estoque de bolsas de CP, e pode
alterar a atividade das mitocéndrias e das enzimas caspases presentes nas plaquetas,
responsaveis pelo controle da morte celular programada, que pode resultar na reducao
da contagem de plaquetas do CP (SANDGREN, 2012). Ndo obstante, plaquetas
armazenadas nas bolsas podem sofrer agregacdo e alteracbes morfologicas (com a
perda do formato original), tornando-se esféricas e com pseudbpodes, que
comprometem a sua ac¢do hemostatica (MITTAL, 2015). Com efeito, o conjunto destas
alteragcbes supracitadas em bolsas inadequadamente armazenadas de CP podem

reduzir o numero de plaguetas ou comprometer a fungdo hemostética do
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hemocomponente (POPESCU et al., 2021).

A producdo de hemocomponentes com auséncia de contaminac¢ao microbiana é
crucial na pratica da hemoterapia (JACOBS et al., 2001). No tocante a producgédo e
manutencdo de bolsas de CP tal preocupacdo é maximizada, posto que este
hemocomponente permanece armazenado em temperatura ambiente (22° e 24°C), em
bolsas permeaveis ao oxigénio, visando manter a qualidade hematoldgica e fungéo
hemostatica (ANDERSON et al.,1986). Ademais, a presenca de glicose na solucao
conservante das bolsas pode servir como substrato para a multiplicacdo microbiana
(JACOBS et al., 2008). Com efeito, a producéo e armazenamento de bolsas de CP na
rotina hematoldgica veterinaria, sem a adicédo de inibidores de multiplicacdo de micro-
organismos (PERROTTA et al., 1999; LIU et al., 2020), e a manutengdo em temperatura
ambiente - idealmente por até cinco dias para manter a qualidade hematolégica das
bolsas - (JACOBS et al., 2008), requer cuidados rigorosos de biossegurancga para evitar
a contaminac¢ao microbiana do hemocomponente (BENJAMIN, 2016).

O risco transfusional envolvendo o CP ¢é maior que nos demais
hemocomponentes, devido a possibilidade de choque séptico nos receptores. Estima-
se que cerca de 95 a 100% das reacOGes adversas pOs-transfusionais estejam
relacionadas a contaminacdo microbiana das bolsas (HAASS, 2019), particularmente
entre o 42 e 5° dias de armazenamento (BENJAMIN, 2016).

Bactérias gram-positivas dos géneros estafilococos (Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus), estreptococos (Streptococcus bovis),
Propionibacterium e Bacillus, bem como certas enterobactérias (Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens) e outras bactérias gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter calcoaceticus-baumannii) tém sido
identificadas como contaminantes de bolsas de CP obtidas de cdes (LOUKHMAS, 2000;
MOHR, 2006; JACOBS et al., 2008; JONES et al., 2018; DIAMANDAS, 2020).

No presente estudo, foi observado o isolamento, em associagdo, de
Staphylococcus epidermidis e Micrococcus luteus, em uma (7,1%) bolsa em M5 e M10,
identificados por espectrometria de massas. O isolamento destas bactérias gram-
positivas na bolsa de CP poderia ser creditado a presenca destes micro-organismos na
microbiota da pele, mucosas e conjuntivas (MOHR, 2006), que poderia favorecer a
contaminac&o - a partir do animal ou dos humanos - no momento de colheita de sangue
das bolsas; posto que Staphylococcus epidermidis € comumente encontrado na
microbiota de pele de humanos e animais (ROSSI, 2018), enquanto Micrococcus luteus
tem sido identificado na microbiota cutdnea de humanos e, ocasionalmente, de modo
oportunista, causando encefalites (FOSSE, 1985; ERBASAN, 2018), endocardite
(SEIFERT, 1995) e artrite séptica (BAUMBACH, 2018) em pacientes imunossuprimidos.
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Em virtude da necessidade de pessoal treinado e de equipamentos apropriados
para a producdo e manutencdo das bolsas de CP, e de rigorosas medidas de
biosseguranca (para evitar a contaminagdo e comprometimento hematolégico desta
frac@o sanguinea utilizada na hemoterapia de caes), aliado a viabilidade reduzida das
bolsas em temperatura ambiente (cinco dias), nimero reduzido de laboratérios clinicos
veterinarios produzem este hemocomponente (RAZOUK et al., 2004; TOSTES et al.,
2008; HOAREAU et al., 2014; MALLHI et al., 2015), tampouco n&o se tem observado o
uso de métodos moleculares no diagndstico dos micro-organismos contaminantes das
bolsas de CP obtidas de caes, fatos que podem ser considerados como motivagées do
presente estudo.

O uso de amostragem de conveniéncia e o descarte de grande numero de
animais e bolsas - com base nos fatores de inclusdo e exclusdo propostos - podem ser

considerados fatores limitantes do presente estudo.
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7. CONCLUSOES

A motilidade swirling apresentou reducdo significante ao longo do
armazenamento do CP por até dez dias, bem como se observou reducédo do peso e
volume das bolsas, dos teores de pH e glicose, e do numero de plaquetas, indicando
que h& prejuizo dos parametros hematol6gicos com o estoque das bolsas em

temperatura ambiente, sem aditivos, por mais de cinco dias;

O isolamento, em associagdo, de Staphylococcus epidermidis e Micrococcus
luteus nos momentos M2 e M3 em uma bolsa (7,1%), reforca a necessidade de rigorosa
antissepsia dos animais e condi¢des de biosseguranca em todas as etapas de produgdo
das bolsas de CP obtidas de cées, incluindo a selecdo dos doadores, coleta de sangue,

preparo e estoque deste hemocomponente para uso na hemoterapia veterinaria.
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Tabela 3. Controle de qualidade hematolégica e microbiolégica de bolsas de

concentrado de plaquetas de 14 cées, segundo tempo de estoque. Botucatu, SP, 2021-

2022.

Momento . )

de Peso Volume Plaguetometria | Leucometria | G.V.

avaliacio (@) (m0) i s Naomm [ x10ymme [xa0ymme |2 M
cP1 78 75 7 2 236 o1 002 5| NEG
cp2 70 67 7 2 471 03| o004 5| NEG
cP3 71 68 7 3 82 02| 0,03 4| NEG
cP4 75 72 8 2 63 02| 002 5|NEG
CP5 68 66 8 3 237 02| o002 5| NEG

M1 cP6 73 70 8 3 58 01| o001 5|NEG
cP7 65 63 7 3 71 03] o002 5| NEG
cP8 62 60 7 2 83 03| o004 5| NEG
P9 62 60 7,5 3 159 02| o002 5| NEG
CP10 62 60 7 3 317 02| 0,03 5| NEG
P11 62 60 7 3 360 04| 007 5|NEG
CcP12 62 60 8 3 190 02| o002 5| NEG
cP13 62 60 8 3 83 02| o002 3|NEG
P14 62 60 8 3 260 03| 0,03 5|NEG
cP1 76 73 7 2 142 02| 0,03 3|NEG
cp2 67 65 7 2 568 02| 005 2| NEG
cP3 68 66 8 2 53 02| o004 3|NEG
P4 73 70 8 2 60 02| 0,03 2|NEG

- CP5 65 63 7,5 2 230 04| 002 2| NEG
cP6 70 67 8 3 50 03| 0,03 1|NEG
cP7 63 61 7 3 67 02| o001 1|NEG
cps 60 58 7 2 79 04| 0,03 2| NEG
P9 59 57 7 3 175 02| o002 1|Pos
CP10 59 57 7 2 262 02| o005 3|NEG
P11 60 58 6,5 3 343 04| 0,06 3|NEG
CcP12 60 58 7,5 3 180 02| 0,03 3|NEG
P13 60 58 7 3 80 02| o002 2|NEG
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|cpia | 60| s8] 75| 3] 180 o1 003] 3[nNeG |

NEG= Negativo
POS= Positivo
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PRANCHA A

Figura 1. Bolsa de concentrado de plaguetas com presenca de hemolise e grande quantidade de hemacias integras

dispersas no plasma sanguineo. Botucatu, SP, 2022.

Figura 2. Bolsa de concentrado de plaquetas rompida na segunda centrifugagéo, onde € separado o plasma rico em
plaguetas do plasma pobre em plaquetas. Botucatu, SP, 2022.



