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Bezpieczenstwo krwi — badania przesiewowe
w celu wykrywania zanieczyszczen bakteryjnych
w sktadnikach krwi
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Zapewnienie odpowiedniego poziomu bezpie-
czenstwa ijakoSci krwi oraz jej sktadnikoéw jest nie-
zwykle istotnym zadaniem. W czasie XXXI ISBT
w Berlinie po§wiecono temu tematowi 8 sesji, pod-
czas ktorych omawiano miedzy innymi takie zagad-
nienia, jak: badania przesiewowe na obecnos$¢
zanieczyszczen bakteryjnych w sktadnikach krwi,
badania przesiewowe dawcow krwi, inaktywacja
czynnikow chorobotworczych, choroby zakazne
przenoszone droga krwi, poprzetoczeniowe zakaze-
nia pasozytami, poprzetoczeniowe zapalenie watroby.

Konieczno$¢ zapewnienia bezpiecznej krwi i jej
sktadnikow motywuje do poszerzania wiedzy na
temat zagrozen zwigzanych z transfuzjg oraz do
poszukiwania nowych, lepszych rozwiazan w zakre-
sie jej badania.

Jednym z zagrozen sg zakazenia bakteryjne,
na og6! spowodowane zanieczyszczeniem skiadni-
ka krwi w trakcie jego przechowywania lub zaka-
zeniem dawcy bakteriami znajdujacymi sie na sko-
rze lub na niesterylnym zestawie do przetoczen.
Zakazenia te zalicza sie do powiklan wczesnych,
obserwowanych w ciggu pierwszych 24 godzin po
przetoczeniu.

Zakazenia bakteryjne moga by¢ przyczyna po-
waznych chorob, a nawet Smierci pacjentow, kto-
rym przetoczono krew lub sktadniki krwi. Zagroze-
niom takim mozna przeciwdzialaé, stosujac rézne
srodki zapobiegawcze oraz metody wykrywania za-
kazen bakteryjnych.

Wood, przedstawiciel Australijskiego Czerwo-
nego Krzyza, omowit metody wykrywania zakazen
bakteryjnych, w tym badania przesiewowe skladni-
kow krwi [1]. Do srodkow zapobiegajacych zakaze-
niom zaliczyl: rygorystyczne kryteria kwalifikacji
dawcow na podstawie ich stanu zdrowia przed po-

braniem krwi, wyraznie okreSlone kryteria dyskwa-
lifikacji dawcow, optymalizacje procesOw pobiera-
nia 1 preparatyki krwi, w tym doskonalenie proce-
dur dezynfekcji skory, wybor odpowiedniej meto-
dy pobierania krwi, stosowanie wiasciwego sprzetu
1 materialow, odrzucenie pierwszych pobranych mi-
lilitrow krwi, monitorowanie Srodowiska, czestsze
stosowanie KKP z aferezy, doskonalenie metod in-
aktywacji czynnikow chorobotworczych oraz zapew-
nienie odpowiednich warunkow przechowywania
sktadnikow krwi.

Pomimo stosowania coraz bardziej udoskona-
lonych i skutecznych §rodko6w zapobiegawczych
nadal pojawiaja sie doniesienia o powaznych 1 nie-
pozadanych zdarzeniach w wyniku zakazen bakte-
ryjnych. We Francji, mimo ze liczba zglaszanych
zakazen zmniejsza sie z kazdym rokiem (poczaw-
szy od 2000 roku), w 2008 roku odnotowano dzie-
wiec poprzetoczeniowych powiklan klinicznych,
w tym jedno zakazenie bakterig Escherichia coli, kt6-
re doprowadzito do zgonu pacjenta. W tym samym
roku w Wielkiej Brytanii odnotowano 6 klinicznie
potwierdzonych, Smiertelnych przypadkow sepsy
spowodowanych zakazeniem bakteryjnym (corocz-
ne sprawozdanie w programie ,,Powazne zagroze-
nia zwigzane z Transfuzja” [SHOT, Serious Hazard
of Transfusion]).

Nielatwo jest potwierdzié przypadek poprze-
toczeniowej sepsy, zwlaszcza u pacjenta, u kto-
rego wczesniej wystapita goraczka i/lub ktory
przyjmowal antybiotyki z powodu sepsy pocho-
dzacej z innego zrodia. Przypadki zakazen bakte-
ryjnych musza by¢ zidentyfikowane klinicznie, po-
twierdzone odpowiednimi badaniami, a nastepnie
zgloszone wedlug procedur obowiazujacych
w programie SHOT.
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Programy czuwania nad bezpieczenstwem krwi
sg na roznych etapach opracowania w zalezno$ci od
regionu Swiata— w niektorych uczestnictwo w takich
programach jest obowiazkowe, w innych dobrowolne,
dlatego nie mozna mowic o programie powszechnym.
W poszczeg6lnych programach wymagania dotycza-
ce potwierdzen klinicznych i laboratoryjnych sa roz-
ne. Zdarza sie, ze powiklanie uznane wedtug kry-
teriow klinicznych za zakazenie hakteryjne nie zo-
staje potwierdzone, poniewaz nie ma dostepu do
przetoczonego skladnika krwi czy probki krwi cho-
rego lub postepowano z nim niewla$ciwie albo prze-
chowywano go w nieodpowiednich warunkach.
W zwiazku z tym liczbe zgloszonych i potwierdzo-
nych poprzetoczeniowych powikian bakteryjnych
mozna traktowac jedynie jako ,,wierzcholek gory lo-
dowej”; przypadki ujete w sprawozdaniach dotycza-
cych bezpieczenstwa krwi stanowia zaledwie cze$¢
wszystkich zakazen.

Wedlug programu SHOT za potwierdzone za-
kazenie poprzetoczeniowe uznaje sie kazdy przy-
padek, gdy:

— u biorcy wystepuja objawy zakazenia poprze-
toczeniowego przy braku zakazenia przed
transfuzja 1 braku dowod6w na alternatywne
zrodia zakazenia;

— co najmniej jeden skiadnik przetoczony zaka-
zonemu biorcy pochodzit od dawcy, u ktorego
stwierdzono to samo zakazenie;

— w co najmniej jednym skladniku przetoczonym
zakazonemu biorcy wykazano obecno$¢ czyn-
nika chorobotworczego.

Wood przedstawil metody wykrywania bakterii
w sktadnikach krwi. Zalicza do nich: kontrole jako-
$ci badan, rutynowe badania przesiewowe lub inne
wstepne badania, kontrole wizualng sktadnikow krwi
przed wydaniem ich przez centrum krwiodawstwa
lub szpitalne laboratorium oraz badania przed prze-
toczeniem, przy 16zku pacjenta: dokltadne monitoro-
wanie pacjentow w trakcie 1 po przetoczeniu. Pod-
kreslit on, ze w wielu krajach wstepne badania kon-
trolne koncentratow krwinek ptytkowych wykonuje
sie rutynowo. Postepowanie takie jest uzasadnione,
poniewaz koncentraty krwinek plytkowych naleza do
sktadnikow krwi najbardziej narazonych na ryzyko
zakazen bakteryjnych ze wzgledu na warunki prze-
chowywania (temperatura pokojowa) oraz fakt, ze
wykrycie obecno$ci bakterii nie zawsze ma nastep-
stwa kliniczne. Zastosowanie czulych metod wykry-
wania bakterii pozwala zapobiec wydaniu i przetocze-
niu zanieczyszczonych skiadnikow krwi [1].

W niektorych krajach dzieki procedurze moni-
torowania jakoSci KKP wydtuzono okres ich prze-
chowywania do ponad 5 dni.

Wyzwania zwigzane z kontrolg jakosci koncen-
tratow krwinek piytkowych sg duze i obejmuja: bio-
logiczne wiaSciwosci bakterii, na przyktad bardzo ni-

skie poczatkowe inoculum w czasie pobierania krwi
oraz kinetyke bakterii w poczatkowe;j fazie przed
proliferacja, niektore aspekty procedury przygoto-
wania 1 dostarczania skladnikow krwi o krotkim
okresie przydatnos$ci, jak rowniez niektore aspek-
ty odnoszace sie do metod badawczych. Nalezy row-
niez pamietac, ze wiele bakterii potrzebuje do wzro-
stu odpowiedniego czasu (24-48 godz.).

Do wykrywania zakazen bakteryjnych najcze-
Sciej stosuje sie systemy BacT Alert 3D i Pall eBDS,
poniewaz pomiary pH 1 glukozy, chociaz proste
1 niedrogie, s3 jednak niewystarczajaco dokladne
1 odpowiednie do rutynowego stosowania. DoSwiad-
czenia centrow krwiodawstwa oraz szpitali w wielu
krajach wykazaly na przestrzeni ostatnich kilku lat,
Ze Wyzej wymienione systemy sg skuteczne w wy-
krywaniu bakterii zarowno w koncentratach krwi-
nek czerwonych, jak i w koncentratach krwinek
plytkowych. Jednak poréwnywalnoS¢ wynikow,
a tym samym optymalizacja metod, moze stanowié
problem ze wzgledu na:

— ro6znice w rodzajach badanych skiadnikow
(sktadniki moga pochodzi¢ z aferezy lub krwi
pelnej, metody wytwarzania moga by¢ rozne —
z dodatkiem roztworu wzbhogacajacego lub osocza);

— ro6zny czas od pobrania probek (3-36 godz.);

— wymagane objetoSci (3,5-10 ml skladnika na
kazda hodowle);

— systemy badan, metody wykrywania;

— czas od pobrania probek do momentu badania
(0-24 godz.);

— calkowity czas trwania hodowli bakterii (5-7 dni);

— stosowanie hodowli tlenowych lub w potacze-
niu z beztlenowymi;

— dostepnos¢ badan potwierdzajacych;

— obserwacje procesu przetoczenia skladnikow
krwi 1 przypadki kliniczne.
Nierozstrzygnieta pozostaje kwestia, czy

w celu wykrycia zanieczyszczen nalezy rutynowo

dodawac beztlenowe hodowle bakterii do tleno-

wych. Badania przesiewowe z uzyciem tlenowych

1 beztlenowych hodowli bakteryjnych umozliwiaja

zidentyfikowanie wiekszej liczby drobnoustrojow

niz przy uzyciu samych tylko hodowli tlenowych;
same beztlenowe hodowle rzadko wywotuja powaz-
ne nastepstwa kliniczne.

Wsrod przypadkow bakteryjnych zakazen po-
przetoczeniowych zgloszonych do Food and Drug
Administration (od 2005 roku) w samym tylko roku
2009 znalazlo sie 5 powikian spowodowanych prze-
toczeniem zakazonego koncentratu krwinek plyt-
kowych. WiekszosS¢ zakazen byla wywotana przez
tlenowce, a w jednym przypadku przez beztlenow-
ca (Limosum eubacterium). Wielu bakterii wykry-
tych w hodowlach beztlenowych nie uznano za istot-
ne pod wzgledem klinicznym; wyzszy wskaznik wy-
krywalno$ci mozna uzyskac tylko poprzez dodanie
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hodowli tlenowych. Rola hodowli beztlenowych jako
sposobu zwiekszenia wykrywalno$ci znaczacych
zanieczyszczen bakteriami pozostaje nadal tematem
dyskusji.

W Australii badania przesiewowe koncentratow
krwinek ptytkowych wprowadzono do rutynowego
stosowania w kwietniu 2008 roku (system BacT
Alert). Wiekszo§¢ zidentyfikowanych organizmow
nalezalo do gatunku Corynebacterium lub Propioni-
bacterium. Zidentyfikowano rowniez ponad 40 gatun-
kow bakterii uznawanych za potencjalnie istotne kli-
nicznie, w tym Klebsiella, Serratia 1 Clostridium.

Nalezy pamietaé, ze kontrola bakteryjna nie
eliminuje catkowicie ryzyka zakazenia bakteryjne-
go, bowiem moga pojawic sie wyniki falszywie
ujemne. Znane sa przypadki klinicznych poprzeto-
czeniowych zakazen bakteryjnych po zastosowaniu
koncentratu krwinek ptytkowych, mimo ze wyniki
badan byly ujemne. Trzeba wiec zachowac czujno§¢é
nawet w przypadku stosowania wielu Srodkow za-
pobiegawczych 1 metod wykrywania bakterii. Wy-
konanie ponownych badan przesiewowych pozwa-
la zmniejszy¢ ryzyko zakazenia bakteryjnego, bo
w chwili wydania sktadniki krwi sg zazwyczaj nieco
starsze — zatrzymano je bowiem w celu pobrania
probek do badan oraz ze wzgledu na czas trwania
badan.

Wood wymienit kilka metod szybkiego wykry-
wania bakterii bezpos$rednio przed przetoczeniem.
Zaznaczyl rowniez, ze w opracowaniu jest wiele in-
nych metod. Podkreslil, ze cytometria przeplywo-
wa wydaje sie metoda nieco mniej czulg niz meto-
dy oparte na hodowlach, ale mozna ja stosowac do
badania koncentratow krwinek plytkowych bezpo-
Srednio przed przetoczeniem. Jest to metoda pro-
sta 1 szybka, a niezbedny sprzet jest dostepny
w wielu laboratoriach. Metody biologii molekular-
nej, takie jak na przyklad real-time PCR, cechuje
duza czuto$¢, a wynik mozna uzyskac w ciggu kilku
godzin. Metoda immunologiczna umozliwia wykry-
wanie antygenow wspolnych dla bakterii Gram
ujemnych i Gram dodatnich. Wydaje sie ona nieco
mniej czula niz pozostale, ale jest najlepiej dosto-
sowana do malych objetoS$ci probki, poza tym jest
prosta i mozna ja wykonac bezpoS$rednio przed prze-
toczeniem, poniewaz wyniki sg natychmiast dostep-
ne. Wood stwierdzil, ze konieczne s3 dalsze badania,
aby ustali¢ metode najskuteczniejsza 1 nadajaca sie
do rutynowego stosowania w centrach krwiodawstwa
1 szpitalach.

Hofer 1 wsp. przedstawili prace, w ktorej omo-
wiono zastosowanie nowych multipleksow real-time
PCR do wykrywania zakazenia bakteryjnego w kon-
centratach krwinek ptytkowych [2]. Multipleksowy
real-time PCR jest modyfikacja metody real-time
PCR. W metodzie real-time PCR okreSlenie multi-

plex odnosi sie do wielu rodzajow sond stosowanych
do rozroznienia amplikonéw powstalych w czasie
reakcji. Hofer przypomnial, ze poprzetoczeniowe
zakazenie bakteryjne, zwlaszcza dotyczace KKP,
nadal pozostaje wyzwaniem dla transfuzjologii. Wie-
le sktadnikow krwi przetacza sie przed uplywem
wymaganego czasu inkubacji bakterii, dlatego na-
lezy jak najszybciej zbadac sktadnik krwi pod katem
obecnos$ci bakterii. Autorzy potwierdzili wysoka
czulo§é metody Light-Cycler real-time z zastosowa-
niem wzmocnionych bakterii przy uzyciu sondy
hybrydyzacji. Szeroki zakres 16-sekundowego PCR
potrafi wygenerowac wynik w krotkim czasie, dla-
tego jest to metoda lepsza niz metody hodowli.

Anthony 1 wsp. opracowali szybkie i proste ba-
danie koncentratu krwinek piytkowych do wykry-
wania zakazen bakteryjnych, oparte na technologii
laserowego skanowania [3]. W badaniach wykorzy-
stano koncentraty krwinek ptytkowych z aferezy lub
zlewane koncentraty krwinek plytkowych zawiera-
jace bakterie: Escherichia coli, Staphylococcus epi-
dermisis lub Bacillus cereus. Uzyskano wyniki po-
twierdzajace, ze system Bac-Detect przy uzyciu
technologii skanowania laserowego jest szybka
1 skuteczng metoda kontroli zakazen bakteryjnych
przed przetoczeniem. Dzieki zastosowaniu tej me-
tody mozna rowniez szybko uzyskaé kompletne
koncowe protokoty badan.

Dotychczasowe osiagniecia w zakresie popra-
wy bezpieczenstwa transfuzji sg znaczne 1 wiele
z opracowanych metod wprowadzono do rutynowe-
go stosowania. Jednak pozostalo jeszcze duzo do
zrobienia. Nalezy stale dazy¢ do zmniejszenia licz-
by zakazen bakteryjnych w skladnikach krwi, przy
czym badania przesiewowe s3 tylko jedng z metod.
Trzeba kontynuowac badania w celu opracowania
metody optymalnej, mozliwie dokladnej i pewne;j.
Nalezy rowniez poszerzaé wiedze na temat zakazen
bakteryjnych, opierajac sie na do§wiadczeniach kli-
nicznych, doskonalgc procedury postepowania
w przypadku wykrycia sepsy, prowadzac rejestr nie-
pozadanych zdarzen oraz zwiekszajac Swiadomo$¢
tego, jak istotne znaczenie dla chorych ma odpo-
wiednie zapewnienie bezpieczenstwa krwi.
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