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SUHRN

Systém zabezpecovania kvality transfuznych liekov je nastaveny tak, aby tieto produkty boli bezpecné a mikrobiolo-
gicky bez zavad. Mikrobiologicka kontrola procesov pri vyrobe transfuznych liekov sltzi na overenie funkénosti tohto
systému kvality. Autori poskytuju prehlad legislativnych poZiadaviek na zabezpecenie kontroly kvality transfuznych
liekov, poziadavky na kontrolné laboratdérid, uvadzaju struc¢ny prehlad ¢innosti kontrolného laboratoria a prezentuju
nalezy bakteridlnych kontaminantov transfuznych liekov a vyrobného prostredia za obdobie rokov 2011 a 2012.
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SUMMARY

Czirfuszova M, Matusova D, Siricova M

Microbiological control for processing of blood

The system of quality assurance of blood products is set up in such a way as to guarantee product safety and microbiological
purity. Microbiological control of all processes during the manufacture of blood products serves to verify the functionality
of this quality control system. The authors provide an overview of the legislative requirements for ensuring quality control

of blood products, the requirements for control laboratories and they present a short overview of the activities of a control
laboratory and the findings of bacterial contaminants in blood products and the manufacturing environment in the years
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201 and 2012.
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uvop

Transfizny pripravok alebo krvny produkt je liek
biologického povodu pripraveny z ludskej krvi od jed-
ného alebo niekolkych darcov. Odber krvi a priprava
transfaznych liekov sa vykonava v uzavretom systéme.
Systém zabezpecovania kvality transfuznych liekov je
nastaveny tak, aby produkty boli bezpec¢né a mikrobio-
logicky bez zavad.

LEGISLATIVNE POZIADAVKY NA
SYSTEM KVALITY PRI PRIPRAVE
TRANSFUZNYCH LIEKOV

Normy a $pecifikicie systému kvality v transfizio-
logickych zariadeniach st definované v prilohe €. 1
vyhla§ky MZSR ¢. 487/2006 Z. z. (1). V uvode prilohy
sa uvadza: ,,Zabezpecenie kvality s vSetky ¢innosti
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od odberu krvi a zlozky z krvi po ich distribaciu; tieto
¢innosti sa vykonavaju s cielom zabezpecit, aby krv
a zloZzky z krvi splfiali poziadavky na kvalitu, ktord sa
pozaduje na urcené pouzitie.“ Zasady spravnej praxe
pripravy transfuznych liekov urcuje vyhlaska MZSR
¢. 333/2005 Z. z. (2). V prilohe ¢. 5 tejto vyhlasky s
podrobne definované poziadavky na ich bezpecnost.
Clanok 2., odsek 2. 2. prilohy €. 5 hovori: ,Pri odbere
krvi a zloZky z krvi a pri priprave transfiznych liekov
sa vykonava bakteriologicka kontrola procesov.“

LEGISLATIVNE POZIADAVKY NA SY§TEM
KVALITY KONTROLNEHO LABORATORIA
Laboratérium vykonavajtice mikrobiologickt kon-
trolu procesov pri odbere a priprave transfiznych lie-
kov musi byt schvalené SUKL pre vykondvanie far-
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maceutického sktiSania a musi preukazat zhodu so
zasadami Spravnej vyrobnej praxe (SVP). Zasady SVP
urcuja personalne, priestorové a materidlovo-technické
poziadavky pre vyrobu sterilnych farmaceutickych pro-
duktov, ktoré sa vztahuji aj na kontrolné laboratdria.
Najdolezitejsim faktorom su Cisté priestory pracoviska,
ktoré musia zodpovedat parametrom uvedenym v do-
plnku 1 Manudlu Komisie Eurépskeho spolocenstva
pre SVP (4). Dodrziavanie tychto parametrov musi
byt pravidelne potvrdené v ramci validacie ¢istych
priestorov. Klicovym faktorom je osoba zodpoved-
ného zastupcu pre kontrolu lie¢iv. Metodicky pokyn
SUKL MP 117/2012 (5) presne vymedzuje poziadavky na
vzdelanie a pozadovanu laboratérnu prax pracovnika
v tejto funkcii. Vykonavanie ¢innosti, na ktoré sa
vztahuje Rozhodnutie o schvaleni laboratéria v priesto-
roch, ktoré nespliiaju poziadavky SVP pripadne bez
vymenovaného zodpovedného odborného zastupcu,
je dévodom na zastavenie ¢innosti laboratéria rozhod-
nutim SUKL.

CINNOST ODDELENIA FARMACEUTICKEHO
SKUSANIA V RAMCI MIKROBIOLOGICKEJ
KONTROLY PROCESOV PRI VYROBE
TRANSFUZNYCH LIEKOV

V ramci mikrobiologickej kontroly procesov sa vy-
konava kontrola ti¢innosti dezinfekcie kozZe darcu pred
odberom, kontrola G¢innosti dezinfekcie povrchov,
kontrola ovzdusSia sedimentacnou metédou a kontro-
la sterility transfiznych liekov. Frekvenciu a pocet
odberov stanovuje manazér kvality Narodnej trans-
flznej sluzby (NTS SR) alebo hematologicko-transfu-
ziologického oddelenia na zdklade platnej legislativy.
Vzhladom na skutocnost, Ze priprava transfiznych
liekov sa uskutocnuje v uzavretom systéme, najvacsim
rizikovym faktorom kontamindacie baktériami alebo
mikroskopickymi hubami je vpich cez kozu darcu pri
odbere krvi. Riziko kontamindacie je minimalizované
aj spésobom odberu, lebo prva porcia odobratej krvi
cca 10 ml po vpichu sa odobera do satelitného vaku
a tato vzorka sa pouzije na laboratérne analyzy, netvori
stcast transfizneho pripravku. Bez ohladu na tito
skutoénost je dezinfekcia kozného povrchu klacovym
faktorom bezpecnosti transfiiznych liekov, preto musi
byt validovana.

VALIDACIA POSTUPU DEZINFEKCIE
KOZNEHO POVRCHU

V spolupraci s NTS SR bola v roku 2010 realizovana
validicia (experimentdlne potvrdenie) spravnosti po-
stupu dezinfekcie kozného povrchu v mieste vpichu.
Pri validacii sa testovala opakovatelnost a reproduko-

vatelnost Standardného postupu dezinfekcie kozné-
ho povrchu platného pre vSetky pracoviska NTS SR.
Analyzovali sa stery odobraté z povrchu koze darcu po
odmasteni benzinalkoholom a dezinfekcii testovanymi
dezinfek¢nymi pripravkami Softasept N a Betadine.
Bolo odobratych 5 sterov z dezinfikovaného kozného po-
vrchu toho istého darcu a postup bol opakovany u dal-
§ich piatich darcov. Dezinfekény prostriedok Betadine
mal vo validacii 100% ucinnost, opakovatelnost a re-
produkovatelnost. Plne vyhovel pre ucely dezinfekcie
kozného povrchu. V pripade dezinfek¢ného pripravku
Softasept N sme zistili 100% dezinfek¢ént tc¢innost na
aerébnu bakteridlnu fléru vyskytujicu sa bezne na
koZi a 80% ucinnost na Propionibacterium acnes. Rast tohto
mikroorganizmu bol i¢inkom Softasept N potlaceny
iba ¢iastocne. U 20 % odobratych sterov sa izolovala po
pomnozeni v tioglykolatovom bujéne.

KONTROLA UCINNOSTI DEZINFEKCIE
KOZE A POVRCHOV

Odbery sterov na kontrolu Géinnosti dezinfekcie
koZe a povrchov vykonavaji pracovnici NTS SR alebo
hematologicko-transfuziologickych oddeleni. Stery sa
odoberajt do transportného média Amies. St transpor-
tované do laboratéria v co najkratSom case, optimalne
do24 hodin. Odobraté stery st ockované na krvny agar,
Sabouraudov agar a do tioglykolatového bujénu, ktory
je vhodny na izolaciu anaerébnych aj aerébnych bakté-
rii. Krvny agar sa inkubuje 24-48 hodin, Sabouraudov
agar a tioglykolatovy bujén 7 dni. V pripade makro-
skopickych znamok rastu mikroorganizmov v tiogly-
kolatovom bujéne sa tento vyockuje na krvny agar
a anaerébny krvny agar. Na oddeleni farmaceutického
skiSania HPL spol. s r. 0. v Komarne bolo v roku 2011
analyzovanych 1 930 sterov a v roku 2012 to bolo 2 164
sterov; 67 % tvorili vzorky odobraté z povrchu koZe po
dezinfekcii a 33 % stery z povrchu dezinfikovanych
pracovnych pléch a pomoécok. Nevyhovujicich sterov
z povrchu koZe po dezinfekcii s ndlezom baktérii bolo
vI.20115 %, vroku 2012 3 %. Najcastejsimi izolovanymi
baktériami boli Staphylococcus spp. koagulaza negativne
druhy a Propionibacterium acnes. Zo sterov z pracovnych
povrchov sa najcastejSie izolovali Staphylococcus spp.
koagulaza negativne druhy, nepatogénne sporulujice
mikroorganizmy a Micrococcus luteus.

KONTROLA OVZDUSIA

Vyroba krvnych liekov je vykonavana v uzavretom
systéme, preto sa na kvalitu ovzdusia v tychto priesto-
roch nevztahuju striktné kritéria platné na vyrobu
inych sterilnych pripravkov. Tieto priestory st zaradené
podla zasad SVP do kategérie D s priemernym poctom
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baktérii, kvasiniek a plesni do 100 CFU/4 hodiny na
jednej Petriho miske s kultiva¢nou poédou pri kontro-
le ovzdusia sedimenta¢nou metédou. Na stanovenie
celkového poctu baktérii sa pouziva trypténovo-séjovy
agar alebo krvny agar a na stanovenie celkového poctu
kvasiniek a plesni Sabouraudov agar. Meranie trovne
kontamindacie ovzdus$ia mikroorganizmami aktivnou
metédou (aeroskopom) pracoviskad NTS SR a hemato-
logicko-transfuziologické oddelenia nevyuzivaju. Za
obdobie rokov 2011-2012 sa nezaznamenali nevyhovu-
jlce nalezy pri kontrole kvality ovzdusia.

KONTROLA STERILITY
TRANSFUZNYCH LIEKOV

Kontrola sterility transfuznych liekov sa vykonava
v stlade s ¢lankom 2. 6. 1 PhEur (6). Liekopis presne
definuje vhodné kultiva¢né média, ich zloZenie, sp6-
sob pripravy, kontrolné kmene na skisku rastovych
vlastnosti, inkubacné teploty, spdsob spracovania a o¢-
kovania réznych typov farmaceutickych vyrobkov,
minimalne objemy vzoriek na skusku sterility a va-
lidaciu skusky sterility. Validaciu skusky sterility je
potrebné vykonat pri zmene podmienok testu sterility
a zmene testovaného produktu. Cielom validacie je
odhalit inhibi¢ny ucinok vzorky na rast referen¢nych
mikroorganizmov v podmienkach testu sterility. Do
kultiva¢nych médii s naockovanou vzorkou transflizne-
ho lieku sa pridava inokulum 10-100 kolénietvornych
jednotiek referencénych kmernov - do trypténovo-sé-
jového bujénu (TSB) Bacillus subtilis CCM1999, Candida
albicans CCM 8215, Aspergillus brasiliensis CCM 8222, do
tioglykolatového bujénu (TG) Staphylococcus aureus CCM
4516, Pseudomonas aeruginosa CCM 1961, Clostridium sporoge-
nes CCM 4409, Po kultivacii bujénu TG 3 dni pri teplote
35 °C a kultivacii bujénu TSB 5 dni pri 25 °C sa hodnoti
rast naockovanych referencnych kmerov. Viditelny
rast kmenov v kultivacnych pédach v pritomnosti vzor-
ky znamend, Ze vzorka nemad inhibi¢ny t.¢inok na rast
mikroorganizmov v teste sterility. Validaciou testu
sterility transfaznych liekov sa potvrdilo, Ze nemaju
inhibi¢ny G¢inok na rast kontrolnych kmetiov, preto
sa skii§ka ich sterility vykondva bez modifikacie.

Najcastej$imi vzorkami na kontrolu sterility st:
buffy-coat, erytrocyty (napr. deleukotizované, bez
buffy-coatu, preprané), Cerstvo zmrazena plazma,
trombocyty (pripravené z celej krvi alebo pristrojo-
vou aferézou), pripravky z kmernovych buniek - bud
v ramci bakteriologickej kontroly procesu pripravy
transfiznych liekov, alebo ako kontrola kvality pred
prepustenim transfizneho lieku, alebo ako vySetrenie
potransfliznej reakcie u pacienta. Priprava transfizne-
ho lieku z odobratej krvi prebieha pri izbovej teplote.
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Buffy-coat ako zbytok po priprave transfuizneho lieku
sa do doby transportu uchovava pri izbovej teplote.
Segmenty urcené na kontrolu sterility sa odoberaji na
konci pripravy transfizneho lieku, t. j. po 6-8 hodinach
po odbere krvi a do doby transportu do laboratéria sa
uchovavaju v chlade. Skladovanie vzoriek urenych na
kontrolu sterility od odberu do doby transportu do la-
boratéria trva v priemere 3-5 dni. Vzorky do laboratéria
st transportované v chladiacom boxe pri teplote 4 az
10 °C. Pred oc¢kovanim st vSetky vzorky vytemperované
na laboratérnu teplotu.

Vzorky sa zdsadne ockuju v laminarnom boxe triedy
Aumiestnenom v ¢istom priestore triedy B. Pouzivaju
sa bujény: trypténovo-séjovy (TSB) a tioglykolatovy
(TG). Do kazdej z pdd sa ockuje minimalne 1 ml vzorky.
Objem vzorky nemad byt vacsi ako 10 % objemu kultivac-
ného média. Po naockovani sa inkubuje TSB pri 25 °C,
TG pri 35 °C. Rast mikroorganizmov sa potvrdzuje po
vizuadlnom posudeni kultivacného média mikrosko-
pickym preparatom farbenym podla Grama, pripadne
fluorescenénym farbivom, a vyoc¢kovanim na pevné
kultivacné média. Celkova doba kultivacie je 14 dni.
Pre kontrolu sterility pripravkov z trombocytov clanok
PhEur. 2. 6. 27 (7) povoluje pouzitie automatizovanych
metdd po ich validacii, porovnani s klasickou kultivac-
nou metédou.

V roku 2011 sa na oddeleni farmaceutického sktsa-
nia v Komdarne analyzovali vzorky transfiznych pri-
pravkov v pocte 15 508, z nich bolo 274 vzoriek po reak-
cii na transfazny liek. Nevyhovujtci vysledok sa zistil
v 12 pripadoch, s nalezom Staphylococcus spp. koagulaza
negativneho druhu v piatich a Propionibacterium acnes
v dalsich piatich vzorkach. Z jedného krvného vaku po
reakcii na transfazny liek sa izolovala baktéria Yersinia
enterocolitica. Segment dodany z transfuziologického
pracoviska bol sterilny. Kauzalna savislost potrans-
flznej reakcie s kontaminaciou krvného vaku zisto-
vana nebola, nakolko pacient exitoval na komplikacie
zavazného zakladného ochorenia. Zo vzorky poolova-
nych trombocytov sa izolovala baktéria Achromobacter
xylosooxidans.

V roku 2012 bol celkovy pocet analyzovanych trans-
fiznych liekov 16 352 a vzoriek z reakcii po podani
transfizneho lieku 204. Mikrobiologicky nalez bol
pozitivny v Styroch pripadoch. Trikrat sa izolovala bak-
téria Propionibacterium acnes a z jedného krvného vaku po
reakcii na transfizny liek bola vykultivovana Escherichia
coli. Segment dodany z transfuziologického pracoviska
bol sterilny. Kauzalna stivislost potransfiznej reak-
cie s kontaminaciou vaku sa nepotvrdila. Pripad bol
hodnoteny ako pravdepodobna kontaminacia vaku na
nemocnic¢nom oddeleni.
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Pocas sledovaného obdobia bola tiroven bakterial-
nej kontaminacie transflznych pripravkov analyzo-
vanych na oddeleni farmaceutického skus$ania HPL
spol. st.0. v Komarne v roku 2011 0,078% a v roku 2012
0,025%. Vzorkami, v ktorych sa potvrdila pritomnost
Staphylococcus spp. koagulaza negativneho druhu, boli
vzorky celej krvi (3x), periférne kmenové bunky (1x),
plazma (1x). Kmene Propionibacterium acnes sa izolovali zo
vzoriek celej krvi (2x), z periférnych kmenovych buniek
(2x), z erytrocytarneho pripravku (1x), z plazmy (1x),
z trombocytarneho pripravku (1x), z buffy-coatu (1x).

DISKUSIA

Uroverl bakteridlnej kontamindacie transfiznych lie-
kov je vSeobecne velmi nizka. Preventivne opatrenia,
medzi ktoré patri dokladna dezinfekcia kozného povrchu
a odber prvych 10 ml krvi do satelitného vaku, i¢inne zni-
Zuju iroven kontaminacie tychto pripravkov. McDonald
et al. v roku 2001 (8) publikovali vysledky porovnania 12
metdd dezinfekcie kozného povrchu. Ako najlepsiu me-
tédu prezentovali pouzitie kombinAcie izopropylalkoholu
a joédovej tinktary. Po dezinfekcii preukazali redukciu
koznej bakterialnej fléry 0 99,79 %. U70 % darcov krvi boli
po dezinfekcii stery kultivacne negativne. U 98 % darcov
bol po dezinfekcii kultiva¢ny ndlez zo steru kozného
povrchu < 10 CFU. Niekolko $tadii dokazuje aj i¢innost
odberu prvych 10 a viac ml krvi do satelitného vaku.
Nakamura et al. v publikacii z roku 2011 (9) porovnali
uroven kontamindacie transfaznych pripravkov z erytro-
cytov pred zavedenim tohto typu odberu so stavom po
zavedeni separovaného odberu. Zistili pokles tirovne
kontaminacie z 1,27 % na 0,10 %. Autori uvadzaju, Ze aj
deleukotizacia erytrocytarnych pripravkov znizuje vyskyt
ich bakterialnej kontamindacie. Viaceré publikacie (10, 11,
12, 13) potvrdzuju, Ze najcastejS$imi mikroorganizmami
kontaminujucimi transfizne pripravky st Staphylococcus
spp. koagulaza negativne druhy a Propionibacterium acnes.
Urovetl bakteridlnej kontamindacie transfaznych liekov
sa pohybuje okolo 0,18-0,5 %. Bakteridlna kontaminacia
je najcastejsie potvrdena v pripravkoch obsahujtcich
erytrocyty a trombocyty (10, 12). Septické potransfizne
reakcie spésobené kontaminovanym transfiznym lie-
kom sa vyskytuju s frekvenciou 1 na 25 000 podanych
trombocytarnych pripravkov a 1 na 250 000 podanych
transfaznych liekov obsahujucich erytrocyty (14). Pre
zvySenie pravdepodobnosti zichytu mikrobidlnej konta-
minacie transfaznych liekov obsahujtcich trombocyty
sa odporaca vzorkovat po 24-48 hodinach skladovania
pripravku pri izbovej teplote. Pocas tejto doby dochadza
k pomnozeniu pripadnych kontaminantov vo vzorke
na aroven 10-100 CFU/ml. Vacsina mikroorganizmov
dosiahne log fazu rastu v priebehu 24 hodin a zacne sa

pomnozovat pri izbovej teplote. Pri skladovani transfiiz-
neho lieku pri teplote okolo 4 °C sa v nom pomnozuju iba
psychrofilné baktérie. Z toho doévodu riziko vzniku za-
vaznej potransfuznej reakcie po podani erytrocytarnych
pripravkov predstavuje kontaminacia baktériami, napr.
Yersinia enterocolitica, Pseudomonas sp., Serratia liquefaciens (14).
Viaceré publikacie potvrdzuju, Ze zdrojom Yersinia enteroco-
litica m&Ze byt krv darcu pri asymptomatickej bakterémii
po prekonani miernej hnacky, alebo pri pretrvavani tejto
baktérie v crevnom trakte (15). Experimentalne bolo
potvrdené, Ze pocas prvych 7 dni skladovania transfiiz-
neho lieku kontaminovaného Y. enterocolitica pri teplote
okolo 4 °C ostavaju baktérie vo faze adaptacie, nasledne
vstupuju do log fazy rastu, kedy sa aktivne pomnozuji
a 5-6 tyzdnov po inokulacii dosahujua stacionarnu fazu
s koncentraciou 10°CFU/ml (16). Pri hodnoteni potrans-
flznej reakcie a ivahe o moznej etiologickej stvislosti
s mikrobiologickym nalezom zo zbytku transfizneho
lieku po reakcii je rozhodujuci klinicky stav pacienta,
vysledok hemokultary, druh kontaminujiceho mikro-
organizmu a jeho schopnost pomnozovat sa v podmien-
kach skladovania transfiizneho lieku. Mikrobiologicka
analyza segmentu odobratého na konci spracovania,
skladovaného spolu s transfiiznym liekom doplria tito
tvahu o informéciu o drovni inicidlnej kontaminacie
pripravku. V pripade, Ze je segment sterilny, moze-
me predpokladat, Ze transfizny liek bol po ukonceni
spracovania sterilny, alebo obsahoval mikroorganizmy
v takej nizkej koncentracii, Zze do odobratého segmentu
sanedostali, resp. sa dostali vmnozstve pod detekénym
limitom kultivacnej met6dy a pocas doby skladovania sa
v segmente nepomnozovali.

ZAVER

Uvedené vysledky ukazuju, ze preventivne opatrenia
vykondvané za icelom znizenia rizika bakteridlnej kon-
tamindcie krvnych derivatov na pracoviskach NTS SR
a hematologicko-transfuziologickych oddeleniach ne-
mocnic s i¢inné a je potrebné ich nadalej kontrolovat
a dodrziavat. Pravidelnou kontrolou kvality prostredia
a produktov je zabezpeceny dohlad nad dodrziavanim
tychto opatreni.

Zoznam skratiek

MZSR~ Ministerstvo zdravotnictva Slovenskej republiky

PhEur- Pharmacopoeia Europea
SUKL- Stdtny istav pre kontrolu lieciv
SVP-  Sprdvnavyrobnd prax

NTS SR - Ndrodnd transftizna sluzba Slovenskej republiky

TSB-  trypténovo-séjovy bujon
TG - tioglykoldtovy bujon
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