Zum Risiko bakteriell bedingter Transfusions-

N\
y 4

Ausgabe 10
2007

himotherapie

v/

reaktionen durch Thrombozytenkonzentrate

Dr. med. Gabriele Walther-Wenke

DRK-Blutspendedienst West gGmbH
Zentrum fiir Transfusionsmedizin
Miinster

Zusammenfassung
Thrombozytenkonzentrate bergen von allen Blut-
komponenten aufgrund ihrer Lagerungsbedin-
gungen das hdchste Risiko der bakteriell be-
dingten Transfusionsreaktion. GMP-gerechte
Herstellungsbedingungen, geeignete Hautdes-
infektionsverfahren und das Predonation Samp-
ling reduzieren das Risiko des Keimeintrags,
gleichwohl schlieBen sie eine Kontamination
nicht aus. Die Detektion von Bakterien mit dem
BacT/ALERT-System an einer zeitnah zum Ab-
schluss der Herstellung aus Thrombozytenkon-
zentraten gezogenen Probe verfolgt das Ziel,
Kontamination vor der Abgabe bzw. Transfusion
zu erkennen. Der rechtzeitige Ausschluss bak-
teriell belasteter TK ist das Ziel. Eine Reihe von
Studien demonstriert die Machbarkeit in der
Routine, allerdings auch die Grenzen der Me-
thode. Langsam sich vermehrende Bakterien
zeigen ein spdtes positives Signal und bedingt
durch falsch negative Kulturen treten schwer-
wiegende septische Transfusionsreaktionen ins-
besondere gegen Ende der Haltbarkeitsfrist der
TK weiterhin auf. Auch die Studie der GERMS
Group zeigt, dass nur eine Teilmenge der kon-
taminierten TK von der Transfusion auszuschlie-
Ben ist. Die Rate der bestétigt positiven TK aus
Apherese und gepoolten Buffy coats war nicht
unterschiedlich, sodass die Préparate als gleich-
wertig einzustufen sind. Das BacT/ALERT-
Screening von TK l6st das Problem nur teilweise
und die zukinftige Herausforderung wird die
Entwicklung eines schnellen, sensitiven und
spezifischen Testsystems sein, das zeitnah zur
Transfusion verldssliche Ergebnisse liefert. Die
Vermeidung septischer Transfusionsreaktionen
durch eine qualititsgesicherte Transfusions-
praxis sowie die schnelle Diagnose und umfas-
sende Aufkldrung von Verdachtsféllen ist Auf-
gabe der Kliniker.

0b sich das Prinzip der Pathogeninaktivierung
von Blutkomponenten durchsetzen kann und
das Problem der transfusionsassoziierten Sep-
sis zu lgsen vermag, bleibt abzuwarten.

Summary

Of all the blood components, platelet concent-
rates harbour the highest risk of bacterial trans-
fusion reactions due to the conditions in which
they are stored. Although the risk of introducing
bacteria can be minimised by manufacturing
conditions in compliance with GMP, appropriate
skin disinfection methods, and predonation
sampling, these precautions cannot entirely
rule out such contamination. Use of the BacT/
ALERT system to detect bacteria in a sample
taken around completion of the platelet concen-
trate aims to identify contamination before

supplying and transfusing the concentrate. The
objective is to exclude bacterially contaminated
platelet concentrates at an early stage. While a
number of studies have demonstrated the feasi-
bility of this in routine practice, they have also
highlighted the method’s limitations. Bacteria
that replicate slowly show a late positive signal
and, due to the false-negative cultures, serious
septic transfusion reactions continue to occur,
particularly towards the end of the concentrate’s
shelf-life. The study by the GERMS Group also
demonstrates that only some of the contamina-
ted PCs have to be excluded from the transfusi-
on. Since the rate of confirmed positive PCS
from apheresis and pooled buffy coats did not
differ, the preparations have to be classified as
being of equal quality. BacT/ALERT screening
only partly solves the problem, and the future
challenge will be to develop a quick, sensitive
and specific test system which will yield re-
liable results close to the time of the transfusion.
It is the task of the clinician to prevent septic
transfusion reactions by ensuring quality as-
sured transfusion practices, making rapid
diagnoses, and investigating suspected events
thoroughly.

It remains to be seen whether the principle of
pathogen inactivation of blood components will
become accepted and will be able to solve the
problem of transfusion-associated sepsis.

Einfuhrung

Die Ubertragung von Bakterien
durch Bluttransfusionen stellt das
am langsten bekannte transfusions-
assoziierte Infektionsrisiko dar und
ist ein bis heute ungel6stes Pro-

blem.

Die Entwicklung funktionell geschlos-
sener Blutbeutelsysteme, aseptische
Techniken bei der Blutspende, kriti-
sche Spenderauswahlkriterien und
GMP-gerechte Herstellungsbedin-
gungen fuhrten zu einer drastischen
Risikoreduktion. Allerdings steht bis

heute keine Methode zur Verfl-



gung, die bakterielle Kontamination
von Blutkomponenten auszuschlie-
Ben oder den sicheren Nachweis der
Sterilitdt fur jede Blutkomponente

vor der Transfusion zu flhren.

FUr das Blutspenderscreening sind
separat gewonnene Blutproben ver-
fugbar, die mit serologischen und
molekularbiologischen Methoden un-
abhangig vom Blutpréparat unter-
sucht werden. Die hier erzielten Fort-
schritte bei der Reduktion viraler
Transfusionsrisiken kontrastieren zu
dem vergleichsweise hohen Risiko
der Transfusionsreaktion durch Bak-

terien.

Thrombozytenkonzentrate bergen
offensichtlich von allen Blutkom-
ponenten das hoéchste Risiko der
transfusionsassoziierten Sepsis, die
derzeit die haufigste infektios be-
dingte Transfusionskomplikation dar-
stellt. Die Raumtemperaturlagerung
unter stéandiger Agitation bietet vie-
len Bakterienspezies giinstige Wachs-

tumsbedingungen.

Im Vordergrund stehen Keime der

residenten, aber auch der transi-

enten Hautflora wie Staphylokok-

ken, Corynebakterien und Bacillus-
arten (1,2). Nach einer Lagerphase
von zwei bis drei Tagen kénnen ho-
he Keimzahlen im Préparat erreicht
werden (3). Die vergleichsweise ge-
ringe Pathogenitdt der Hautkeime
ist gefolgt von weniger schwerwie-
genden Verlaufen (4,5). Allerdings
sind auch Enterobakterien wie E.col,
Serratien und Klebsiellen als Kon-
taminanten von Thrombozytenkon-
zentraten mit einem hoheren Risi-
ko der letalen Sepsis beschrieben
(4,6,7).

Der klinische Schweregrad eines
bakteriell bedingten Transfusions-
zwischenfalls hangt von einer Reihe
von Faktoren ab. Bakterienspezies,
Virulenz, Keimzahl und die appli-
zierte Menge der Blutkomponente
sind ebenso von Bedeutung wie die
Immunitétslage des Empfangers und
eine begleitende Antibiotika-Thera-
pie. Die klinische Symptomatik vari-
iert stark. Fieber, Schuttelfrost und
Blutdruckabfall zu Beginn, wahrend
oder kurz nach der Transfusion sind

die haufigsten Symptome.

Schwerwiegende Verlaufe begin-
nen mit Fieber > 38,5°C, Blut-
druckabfall, Tachykardie, Schwindel
und Erbrechen und steigern sich
zum septischen Schock mit Oligurie
als Zeichen des Nierenversagens
und Verbrauchskoagulopathie. Ur-
sache sind Endo- oder Exotoxine
der Bakterien, die die entsprechen-

den Mediatorsysteme aktivieren.

Thrombozytenkonzentraten kommt
eine hohe Bedeutung zu, insbeson-
dere im Rahmen der Chemotherapie
h&amato-onkologischer Erkrankungen.
Der Bedarf in Deutschland liegt bei
etwa 350.000 therapeutischen Ein-
heiten pro Jahr, wovon 60 % durch
Apherese und 40 % aus Vollblut-

spenden gewonnen werden.

Inzidenz bakteriell
bedingter Transfusi-
onsreaktionen

Die wahre Inzidenz von bakterien-
bedingten Transfusionszwischenfal-
len ist schwierig einzuschétzen. Eine
moderate Symptomatik, insbeson-

dere bei schwerkranken Patienten,

2007

Ausgabe 10

himotherapie



v/
v/

Ausgabe 10
2007

himotherapie

kann fehlgedeutet werden. Die auf-
klarende Diagnostik wird teilweise
unzureichend durchgeflhrt oder un-
terbleibt ebenso wie die Meldung
an das zustandige Register. Obwohl
in Deutschland seit 1998 mit dem
Transfusionsgesetz eine gesetzliche
Meldepflicht fir unerwinschte Arz-
neimittelwirkungen (UAW) bei Blut-
produkten eingeflhrt wurde, muss
bezweifelt werden, dass der Vorga-
be entsprochen wird. Fir die Jahre
1995 bis 2002 registrierte das PEI
funf tédliche Zwischenfélle durch
bakteriell kontaminierte Blutkompo-
nenten (8). Die Mehrzahl der 81 ge-
meldeten Verdachtsfélle ist als nicht
geklart einzustufen. In den Jahren
1998 bis 2000 wurde in den USA die
BaCon-Studie mit dem Ziel durch-
gefuhrt, auf der Basis von Fallkrite-
rien, Definitionen und standardisier-
ten Berichtsformularen Daten zu
erlangen, die Aufschluss Uber das
Risiko, die inkriminierten Bakterien-
spezies und begleitende Risiko-
faktoren geben (7). Die Rate der
transfusionsbedingten Bakteridmie
wurde auf 1:100.000 TK, die Leta-
litatsrate auf 1:500.000 TK ge-
schétzt. Andere Studien aus USA,
Kanada und Frankreich ordnen das
Risiko der septischen Reaktion bei
1:5.000 bis 1:50.000 TK und das To-
desrisiko bei 1:50.000 bis 1:1 Mio.
TK ein. Fur Deutschland geben die
Hamotherapie-Leitlinien der Bundes-

arztekammer das Risiko der transfu-

sionsassoziierten Bakteriamie mit

1:900 bis 1:100.000 TK an (9).

Pravention der
bakteriellen Konta-
mination von Blut-
komponenten

In Deutschland wurden MaBnah-
men etabliert, die der bakteriellen
Kontamination von Blutkomponen-

ten vorbeugen sollen. Dazu zahlen:

> Gezielte Erhebung anamnes-
tischer Angaben von Blutspen-
dern, die ein Bakteriamierisiko
beinhalten kdnnen wie Durch-
fallerkrankungen, Zahnbehand-
lungen, Osteomyelitis, Abszesse

> Hautdesinfektion in zwei
Phasen mit einem zugelassenen
Desinfektionsmittel unter strikter
Einhaltung der Einwirkzeit

> Predonation Sampling zur
Abtrennung des initialen Blut-
volumens von 30 bis 40 ml vor
der Spende in einen separaten
Beutel

> GMP-gerechte Herstellungs-
bedingungen mit Kontrolle der
Dichtigkeit der Blutbeutel

> Priifung steriler Schlauch-
schweissverbindungen auf
Dichtigkeit

> Einhaltung der vorgeschriebenen
Lagerungsbedingungen

> Personalschulung

Insbesondere die sorgféltige Haut-
desinfektion mit einer fur die Vorbe-
reitung der Punktionsstelle geeigne-
ten Methode und das Predonation
Sampling sind effektive Methoden
zur Reduktion des Kontaminations-
risikos (10,11,12,13). Dabei werden
Hautbakterien aus den oberflach-
lichen Schichten mit dem initialen
Blutvolumen der Blutspende in ei-
nen separaten Beutel abgefangen,
dessen Fullung fur Laborproben
verwendet wird. Das Predonation
Sampling wurde 2004 in Deutsch-
land eingefuhrt und zukuinftige Da-
tenerhebungen werden den Nutzen

des Verfahrens zeigen.

Die beschriebenen MaBnahmen re-
duzieren das Kontaminationsrisiko
um 30 bis 70 %, allerdings ko&nnen
insbesondere Bakterien aus tieferen
Hautstrukturen nach wie vor zu Kon-

taminationen fUhren.

Im Vergleich zu anderen Landern in
Europa und Nordamerika sind die
Rahmenbedingungen und Arbeits-
prozesse in den Herstellungsberei-
chen der transfusionsmedizinischen
Einrichtungen in Deutschland als her-
vorragend ausgerichtet auf die Ziele
Qualitat und Sicherheit der Blutkom-
ponenten zu bezeichnen, sodass hier
praktisch kein Optimierungspotential

ist.



Bakteriendetektion
mit dem BacT/ALERT-
System

Winschenswert wére eine Bakte-
riendetektionsmethode, die schnell,
sensitiv, spezifisch und einfach zu
handhaben ist. Mit einer solchen
Methode konnten kontaminierte Ein-
heiten von der Transfusion ausge-
schlossen werden und gleichzeitig
wUrde, insbesondere angesichts der
kurzen Haltbarkeitsfrist von funf Ta-
gen bei TK, die Patientenversorgung
nicht beeintrachtigt. Da die Keim-
zahl zeitnah zur Herstellung der
Blutkomponenten sehr niedrig sein
kann (<1 CFU/mI), ist bei der Pro-
benziehung zur Testung das Risiko
des falsch negativen Resultats an
einem kleinen Probenvolumen von 5
bis 10 ml nicht gering. Manche Bak-
terienspezies bendtigen in Abhéan-
gigkeit von ihrer Wachstumskinetik

sehr unterschiedliche Zeitraume zur

Vermehrung und damit bis zum po-

sitiven Kultursignal.

Mit dem BacT/ALERT-System lie-
gen aus einer Reihe von Landern
umfangreiche Daten zur Sterilitats-
testung von Blutkomponenten vor.
BacT/ALERT ist ein automatisiertes
Blutkultursystem, das von Bakteri-
en produziertes CO, detektiert. Die
Nachweisgrenze wird mit 1 CFU/ml

angegeben.

Das Prinzip des Bakterien-Scree-
nings von Thrombozytenkonzentra-
ten besteht darin, zeitnah zur Her-
stellung eine Probe aus dem Prépa-
rat zu entnehmen und zu kultivieren.
Bei der Abgabe zur Transfusion wird
der negative Kulturstatus sicherge-
stellt. Bei einem positiven Kultursig-
nal wird das TK, sofern noch im Be-
stand vorhanden, blockiert und er-

neut in einer 2. Kultur untersucht

oder aus der Kiinik zurickgerufen

oder im Falle der Transfusion wird
Uberpruft, ob der Empfanger eine

Transfusionsreaktion zeigte.

In Deutschland fUhrte eine Arbeits-
gruppe der DRK-Blutspendedienste
(GERMS Group) eine prospektive
multizentrische Studie durch, um
die Pravalenz der bakteriellen Kon-
tamination von Thrombozytenkon-
zentraten zu untersuchen (714). Aus
der Herstellung von neun teilneh-
menden Zentren wurden 52.243 TK
mit dem BacT/ALERT-System an
einer Praparateprobe auf Sterilitat
getestet. Dabei betrug die mittlere
Zeit zwischen Venenpunktion und
Beginn der Inkubation der Kultur-

flaschen 18 Stunden.

Hauptziele der Studie waren die
Ermittlung der Préavalenz von Bak-
terien in TK unter den aktuellen
Rahmenbedingungen in Deutsch-
land und der Vergleich der Kontami-
nationsraten von TK aus Apherese
und aus gepoolten Buffy coats aus

Vollblut.

Die Studie wurde in die Arbeitspro-
zesse der neun Zentren integriert,
da die Machbarkeit der Sterilitats-
testung von TK unter Routinebedin-

gungen festgestellt werden sollte.

In die Testung wurden TK aus drei
verschiedenen Produktionslinien ein-

bezogen:
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Abbildung 1

15.198 Apherese-TK mit insgesamt
27.020 therapeutischen Einheiten,
15.001 Pool-TK mit der Thrombo-
zytenlagerlésung T-Sol und 22.044
Pool-TK mit Plasma, jeweils herge-

stellt aus 4 Buffy coats.

Aus jedem TK wurden 50 ml Pro-
benvolumen in einen separaten Beu-
tel GberfUhrt und als Testmaterial fur
die 1. Kultivierung und ggf. Wieder-
holung in einer 2. Kultur verwendet.
Die Inkubation der aeroben und an-
aeroben Kulturflaschen erfolgte tber
sieben Tage mit kontinuierlicher Sig-
nalaufzeichnung. Positive Signale 16s-
ten einen Ausgabe-Stopp fur betrof-
fene TK und bei Pool-TK fir invol-
vierte Erythrozytenkonzentrate (EK),
Ruckruf bereits ausgegebener TK
und EK und die Information des zu-
sténdigen Arztes aus. Die Definition
und Interpretation der Testresultate

ist in Abbildung 1 dargestellt.

Bei den 52.243 getesteten TK wur-
den insgesamt 282 positive Kultur-
ergebnisse erzielt (Tabelle 1). Falsch
positive Resultate ohne Keimnach-
weis zeigten sich insbesondere in
der Anfangsphase der Studie als
technisches Problem mit Fehlfunk-
tionen in Inkubationszellen (15). Die
Rate der potentiell positiven Aphere-
se-TK war im Vergleich zu Pool-TK
signifikant héher (p < 0,001). Der Ver-
gleich der bestétigt positiven Tester-

gebnisse zeigte keinen signifikanten

Definition der Testresultate des BacT/ALERT-Screenings

1. Kultur

kein positives Signal

positives Signal,
kein Bakteriennachweis
in der Kulturflasche

positives Signal,
Bakteriennachweis und
Identifikation der Spezies

positives Signal,
Bakteriennachweis und
Identifikation der Spezies

Unterschied zwischen den drei Sor-

ten von TK.

Bei 98 (0,19 %) der TK trat ein po-
sitives Testresultat mit Keimisolation
in der 1. Kultur bei negativer 2. Kul-
tur auf. Betroffen waren 48 Aphere-
se-TK, aus denen durch Teilung 74
therapeutische Einheiten hergestellt
wurden sowie 50 Pool-TK. Nach-
gewiesen wurde ein breites Spek-
trum von Bakterien Uberwiegend der
transienten und residenten Haut-
flora (Tabelle 1). Unter klinischen
Gesichtspunkten sind die Spezies
Staphylococcus aureus und S. lug-
dunensis am ehesten als Kkritisch
einzustufen. Aufgrund eines frihen
positiven Signals wurden die beiden
betroffenen TK nicht transfundiert.
Propionibakterien waren die hau-
figste Kontaminante. Deren lang-

same Vermehrung mit der Folge

2. Kultur

durchgefiihrt,
negatives Ergebnis

negatives Ergebnis,
keine Bestatigung
der 1. pos. Kultur

positives Signal,
Bakteriennachweis
und Identifikation
identischer Spezies

Endergebnis

falsch positiv

potentiell positiv

bestatigt positiv

eines spaten positiven Kultursignals
war Ursache fUr die hohe Rate trans-
fundierter, potentiell positiver TK.
Von den Apherese-TK wurden 55
(75 %) Einheiten aus 35 Apheresen
(58 %)

transfundiert und 29 der

Pool-TK.

Ein positives Testresultat 24 bis
48 Stunden nach Inkubationsbeginn
verhinderte die Transfusion nur bei
36 % der Einheiten. Die Wiederho-
lung der Kulturen zeigte negative
Resultate. Das Testmaterial fur die
2. Kultur konnte bei 84 der insge-
samt 124 therapeutischen Einheiten
nicht aus den Praparaten gewonnen
werden, da diese transfundiert wa-
ren. Deshalb muss offen bleiben, ob
die TK viable Bakterien enthielten
oder die Kontamination wie im Test-
material nicht mehr nachweisbar

war.
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Das Keimspektrum der bestatigt

oder bestétigt positiven Thrombozy-

3 der Haltbarkeitsfrist ausgeliefert

positiven TK wurde dominiert von tenkonzentraten wurde nicht erstat- wurden. Am Ende von Tag 3 der b
Propionibakterien (Tabelle 1). Von tet. Intensive Nachforschungen bei Haltbarkeitsfrist waren 65 % abge-
den 21 Einheiten aus 13 Apheresen den zustandigen Arzten ergaben ins- geben. Die Transfusion erfolgte of- ops
wurden 19 Uberwiegend mit Propi- gesamt sechs Falle mit febriler Re- fensichtlich zeitnah zur Auslieferung, %é)g
onibakterien belastete Einheiten und aktion, die klinisch als nicht schwer- denn Ruckrufe waren nur bei 1 po- g.
10 der 24 Pool-TK transfundiert. Die wiegend eingestuft wurden und bei tentiell positiven Apherese-TK und ';_
Kontaminationen mit S.aureus und denen kein Kausalzusammenhang bei 1 bestatigt positiven Pool-TK er- :
Serratia marcescens fielen nach mit der Transfusion bzw. einer bak- folgreich. _:
9 bzw. 13 Stunden Inkubation auf, teriellen Kontamination der TK ver- é
sodass diese TK nicht abgegeben mutet wurde. Zu einem Apherese-TK, das in zwei et
wurden. Einheiten aufgeteilt wurde, kamen -
Die Analyse der Auslieferungstage Meldungen Uber schwerwiegende
Spontanmeldungen Uber Transfu- der in der Studie getesteten TK zeigt, Transfusionsreaktionen (76). In einem
sionsreaktionen zu den potentiell dass die Mehrzahl an Tag 2 und Fall war eine Patientin mit der Diag-
<
Ergebnisse der BacT/ALERT-Kulturen Tabelle 1
Préparat Gesamtzahl
getestet Falsch positiv Potentiell positiv’ Bestitigt positiv’
Apherese-TK 15.198* 54 0,36 % 48 0,32 % 13 0,09 %
Plasma-Pool-TK 22.044 54 0,24 % 26 0,12 % 16 0,07 %
T-Sol-Pool-TK 15.001 39 0,26% 24 0,16 % 8 0,05%
52.243 147 0,28 % 98 0,19% 37 0,07 %

* 3.376 Apheresen mit 1 TK
11.822 Apheresen mit 2 TK

27.020 Apherease-TK

" Apherese-TK vs Pool-TK: Unterschied signifikant p < 0.001
* Apherese-TK vs Pool-TK: Unterschied nicht signifikant p = 0,42

Keimspezies in potentiell positiven TK (n=98) Keimspezies in bestatigt positiven TK (n=37)

Propionibacterium acnes 45 Propionibacterium acnes 20
andere koagulase neg. Staphylokokken: S. epidermidis 8
S. capitis, S. cohnii, S. hominis 14 S. saccharolyticus 4
Bacillusarten 14 S. capitis 8
S. epidermidis 8 S. aureus 1
Anaerobe Staphylokokken 5 Serratia marcescens 1

coryneforme Bakterien 5

S. aureus 1

S. lugdunensis 1

andere 5
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nose NHL betroffen, die nach mye-
loablativer Chemotherapie und Be-
strahlung in Vorbereitung auf eine
Knochenmarktransplantation eine Ein-
heit 4,1 Tage nach Abschluss der
Herstellung erhielt. Nach der Trans-
fusion kam es zu respiratorischer In-
suffizienz und Kreislaufinstabilitat. In
der Patientenblutkultur wurde Kleb-
siella pneumoniae nachgewiesen,
ebenso im Restmaterial aus dem
TK-Beutel. Die Patientin verstarb
trotz sofortiger Antibiotikagabe an
einem septischen Geschehen mit
Multiorganversagen nach zehn Ta-
gen. Eine zweite Patientin mit der
Diagnose AML erhielt die zweite Ein-
heit aus derselben Apherese 4,2
Tage nach Herstellung und reagier-
te mit Fieber und Kreislaufkollaps.
Nach der Gabe von Katecholaminen
und Antibiotika stabilisierte sich der
Zustand. Die Blutkultur und das

Restmaterial aus dem Praparat ent-

hielten Klebsiella pneumoniae.

Eine Reihe von Studien berichtet
Uber die Resultate des Sterilitats-
screenings von Thrombozytenkon-
zentraten mit dem BacT/ALERT-
System (Tabelle 2).

Eine Vergleichbarkeit der Ergeb-
nisse ist aufgrund methodischer Un-
terschiede nur bedingt gegeben.
Der Zeitpunkt der Probenziehung
aus dem TK, das Inokulumvolumen
und die Kulturmethode (nur aerob
oder aerob und anaerob) wurden
unterschiedlich gewahlt. Das Predo-
nation Sampling wurde nur teilweise
eingesetzt. Die Herstellungsmetho-
den der Thrombozytenkonzentrate
variierten von der Gewinnung mittels
Apherese Uber Konzentrate aus
einem Vollblut, Poolherstellung aus
vier bis sechs Einzelkonzentraten im
funktionell geschlossenen System
bis hin zu TK aus zuvor gepoolten
Buffy coats mit Plasma oder Throm-
bozytenlagerldsung. Bei einigen Stu-
dien wurde in den ersten 12 bis 24
Stunden der Inkubationsfrist eine Ab-
gabesperre vorgenommen, die nur
im Notfall ausgesetzt wurde. Alle
Studien bestéatigen die Machbarkeit
des BacT/ALERT-Screenings in der
Routine. Allerdings zeigen sie auch
die Grenzen der Kultivierungsmetho-
de. Bei geringem Keimeintrag und
insbesondere bei langsamer Ver-
mehrung der Bakterien kann es bei
Auftreten eines spaten positiven Kul-

tursignals zur Abgabe kontaminierter

TK kommen. Dies betrifft vor allem
die vorzugsweise in anaerober Kul-
tur nachweisbaren Mikroorganismen
wie Propionibakterien, Bacillusarten
und Corynebakterien. Einige Studi-
en wurden nur mit aeroben Kultur-
flaschen durchgefiihrt, da Kklinisch
als kritisch einzustufende Keime wie
S. aureus, S. lugdunensis, Serratien
und Kilebsiellen insbesondere bei
schneller Vermehrung ein relativ
frhes aerobes Signal zeigen. Eine
wesentliche Beschrankung des BacT/
ALERT-Screenings liegt darin, dass
bei der Probenziehung aus dem
Praparat kontaminierende Bakterien
verpasst werden mit dem Ergebnis
des falsch negativen Resultats. Eine
frihe Probenziehung und ein relativ
kleines Probenvolumen erhéhen das
Risiko. So berichten sechs der hier
dargestellten Studien Uber schwer-
wiegende septische Transfusions-
komplikationen durch falsch negativ
getestete TK. Zusammenfassend kann
das Screening mit der Kultivierungs-
methode das Risiko der Transfusion
von bakteriell kontaminierten Throm-
bozytenkonzentraten senken, aller-

dings im beschrankten MaBe.

Weitere Detektions-
methoden

Das Testprinzip des Pall eBDS (Pall
Medical) beruht auf der Messung

des O,-Gehalts in der Luft Uber einer



Uberblick iiber Methoden und Ergebnisse von Studien

zum BacT/ALERT-Screening von Thrombozytenkonzentrat

Referenz/Land Methode Anzahl und Art Testergebnisse Klinische Angaben
der getestetes TK
Brecher ME. > 4 ml aerob und > 2.397 Apherese-TK aus 7 (0,29 %) bestatigt positiv. > 4 TK mit Propionibakterien
Transfusion 2003; 4 ml anaerob 1.480 Apheresen transfundiert
43:974-978 (17) > Probenziehung an Tag 2 5 Tage Haltbarkeitsfrist > keine TR
USA der Haltbarkeitsfrist und
bei Abgabe bzw. am
Verfalldatum

> kein Predonation Sampling
Macauley A. > 5—7 ml aerob und anaerob > 3.285 Pool-TK 12 (0,36 %) bestéatigt positiv. > 1 TK mit Propionibakterien
Transfusion Medicine 2003; > Probenziehung an Tag 2 aus 4 Buffy coats transfundiert
13:189-195 (18) der Haltbarkeitsfrist > 1.600 Apherese-TK 1 (0,06 %) bestéatigt positiv > keine TR
Nordirland > kein Predonation Sampling 5 Tage Haltbarkeitsfrist
Munksgaard L. > 10 ml aerob > 20.761 Pool-TK aus 70 (0,32 %) bestétigt positiv. > 26 TK mit
Transfusion 2004; > Probenziehung 4 Buffy-coats Propionibakterien und
44:1166-1173 (19) 3 — 30 Stunden nach > 1296 Apherese-TK 0 bestétigt positiv Corynebakterien
Dénemark Venenpunktion 7 Tage Haltbarkeitsfrist transfundiert

> kein Predonation Sampling > keine TR
Larsen CP. > 5-10 ml aerob > 36.896 TK 12 (0,03 %) bestatigt positiv. > keine TR
Vox Sanguinis 2005; Probenziehung 24 Stunden 84 % Pool-TK aus
88:93-97 (20) nach der Entnahme 4 Buffy coats
Norwegen > kein Predonation Sampling 16 % Apherese-TK 29 TK (0,08 %) mit positiver

6,5 Tage Haltbarkeitsfrist 1. Kultur nicht nachgetestet

Fang CT. > 4 ml aerob > 350.658 Apherese-TK 68 (0,019 %)bestétigt positiv > kein TK mit bestatigt

Transfusion 2005;
45:1845-1852 (21)
USA

> Probenziehung bis
spatestens 4 Stunden
nach Herstellung

> kein Predonation Sampling

5 Tage Haltbarkeitsfrist

12-Stunden TK-Quaranténe
nach Inkubationsbeginn

positiver Kultur
transfundiert

> 3 septische TR durch
negativ getestete TK mit
S. lugdunensis,
S. epidermidis, koagulase
negative Staphylokokken

Te Boekhorst PAW.
Transfusion 2005;
45:514-519 (22)

> 5—10 ml in aerober
und anaerober Kultur
> Probenziehung 2 Stunden

> 28.104 Pool-TK aus 5 Voll-
bluten mit Additividsung
5 Tage Haltbarkeitsfrist

185 (0.65 %)
Kulturen mit Keimnachweis,
keine Untersuchung in

> 113 TK mit positivem
positivem Kulturergebnis
transfundiert, ohne TR

Niederlande nach Herstellung 2. Kultur > 2 septische TR durch
> kein Predonation Sampling negativ getestete TK
mit Bacillus cereus
Kleinman H. > 4 mlin aerober Kultur > 122.971 Apherese-TK 21 (0,017 %) bestétigt positiv Abgabe von nur 1 TK mit

Transfusion 2006;
46:1787-1794 (23)
USA

> Probenziehung 24 Stunden
nach Herstellung

> Predonation Sampling bei
einer Teilmenge der
Apheresen

> 13.579 Pool-TK
Probe von TK aus Vollblut
vor Pooling gezogen

5 Tage Haltbarkeitsfrist

1(0,007 %)

24 Stunden TK-Quaranténe
nach Inkubationsbeginn

bestétigt positiver Kultur
> keine TR

N
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>
Tabelle 2

TR = Transfusions-
reaktion

Uberblick iiber Methoden und Ergebnisse von Studien

zum BacT/ALERT-Screening von Thrombozytenkonzentrat

Referenz/Land Methode Anzahl und Art Testergebnisse Klinische Angaben
der getestetes TK
De Korte D. > 5—10 ml in aerober und > 8.000 Apherese-TK 18 (0,23 %) bestatigt positiv. > 40 % der TK mit positivem

Transfusion 2006;
46:476-485 (24)
Niederlande

anaerober Kultur

> Probenziehung
2-12 Stunden nach
Herstellung

> Predonation Sampling bei
Teilmenge

> 113.093 Pool-TK aus
5 Buffy coats
5 Tage Haltbarkeitsfrist

835 (0,74 %) bestéatigt positiv

bei Teilmenge mit
Predonation Sampling
0,32 % bestatigt positiv,
ohne Predonation Sampling
0,78 % bestétigt positiv

Kultursignal transfundiert
> 2 Falle mit Fieber nach
Transfusion
> 2 septische TR durch
negativ getestete TK mit
Bacillus cereus (bereits
von Te Boekhorst berichtet)

Ramirez-Arcos S.
Transfusion 2007;
47:421-429 (25)
Kanada

> 3,5—10 ml in aerober
Kultur

> Probenziehung
14 — 30 Stunden nach
Herstellung

> kein Predonation Sampling

> methodische
Unterschiede zwischen
den Testeinrichtungen

> 82.004 Apherese-TK
5 Tage Haltbarkeitsfrist

6 (0,0073 %) bestatigt positiv

> bestatigt positive TK
nicht transfundiert

> 2 schwerwiegende
septische TR durch TK
mit Serratia marcescens/
Salmonella sp. durch
negativ getestete TK

Eder AF.
Transfusion 2007;
47:1134-1142
USA

> 4 -5 mlin aerober Kultur

> Probenziehung
spétestens 24 Stunden
nach Herstellung

> Predonation Sampling

> 1.004.206 Apheresen mit
1.496.134 Apherese-TK
5 Tage Haltbarkeitsfrist

186 (0,018 %) bestatigt
positiv

12 Stunden TK-Quaranténe
nach Inkubationsbeginn

> 1 bestétigt positives
TK transfundiert ohne TR

> Im Testzeitraum 20 Félle
mit transfusionsassoziier-
ter Sepsis, davon 3
todliche Verlaufe mit
negativ getesteten TK
durch S.lugdunensis,
S.aureus (2) alle am Tag
5 der Haltbarkeitsfrist

Probe aus dem zu untersuchenden
TK und weist den O,-Verbrauch
durch die metabolische Aktivitat und
das Wachstum von Bakterien nach.
Uber eine sterile SchlauchschweiB-
verbindung wird 16 bis 24 Stunden
nach der Spende eine Probe von
2 ml aus dem Praparatebeutel in ei-
Nach
weiteren 24 bis 30 Stunden Inkubati-

nen Probenbeutel Uberflhrt.

on bei 35°C erfolgt eine Einpunkt-

messung mit einem Oxygen-Analy-
ser. Die Nachweisgrenze liegt bei
1 bis 100 CFU/ml in Abhangigkeit
von der Wachstumskinetik der Bak-
terien. In den USA ist das System zu-
gelassen. Die Testung von 118.067
TK zeigte 118 initial positive Tester-
gebnisse, von denen 23 bestatigt
wurden (27). An einem TK wurde
die Kontamination mit S. epidermidis

nicht erfasst. In einer Kontaminati-

onsstudie erfasste das PALL eBDS
nach 24 Stunden Inkubation 97,5 %
und nach 30 Stunden Inkubation
100 % der mit verschiedenen Bakte-
rienspezies gespikten Probenbeutel
als positiv (28). Im direkten Vergleich
von BacT/ALERT und Pall eBDS
zeigten beide Methoden eine ver-
gleichbare Sensitivitat. Ob dieses un-
ter Routinebedingungen zu bestéti-

gen ist, muss offen bleiben.



Das Scan-System™ (Hemosystem,
Marseille, Frankreich) basiert auf der
Markierung bakterieller Genome mit
Fluoreszenzfarbstoff und deren De-
tektion in einem Zytometriesystem.
Es erlaubt die schnelle Detektion von
Bakterien in TK in 90 Minuten. Aus
Spiking-Studien wird geschlossen,
dass das System mit einer Sensitivi-
tat von 103 CFU/ml Bakterien nach-
weisen kann (29,30). Daten aus um-
fangreichen Testen unter Blutbank-
Routinebedingungen stehen noch
aus. Das Systemiist in den USA eben-

falls zugelassen.

Basierend auf dem Nachweis bakte-
rieller 16S rDNA wurde eine PCR ent-
wickelt und in Spiking-Studien bezlig-
lich ihrer Sensitivitat Gberprift (31,32).
Danach ermdéglicht die Methode den
schnellen Nachweis einer bakteriel-
len Kontamination auch bei niedriger
Keimzahl etwa 24 Stunden nach Ab-
schluss der TK-Praparation. Die Me-
thode hat das Potential, vor der Abga-
be von TK eingesetzt zu werden und
beansprucht etwa drei Stunden Test-
dauer. Bisher liegen nur experimentel-
le Daten vor und eine Testkonfigurati-

on fUr die Routine ist nicht absehbar.

FUr die Zukunft ist eine Weiter-
entwicklung der Screening-Metho-
den zur Kontaminationstestung zu
erwarten, um dem Risiko der bakte-
riellen Transfusionsreaktion im Sinne

des Vorsorgeprinzips zu begegnen.

>
Foto:

E. Petershofen fir www.transfusionspraxis.de

MaBnahmen
bei der Transfusion

Bei der Transfusionsvorbereitung,
Durchfihrung sowie Registrierung
und Aufklarung von Transfusionsre-
aktionen sind eine Reihe von quali-
tatssichernden MaBnahmen zu be-
achten, die das Risiko der bakteriell
bedingten Transfusionsreaktion re-

duzieren kdnnen. Dazu zahlen:

> Koordination von Beschaffung
und Bedarf mit dem Ziel der Be-
grenzung der Lagerungsdauer
bis zur Anwendung

> Visuelle Kontrolle der Blutkom-
ponenten auf Leckage, Flocken,
Gerinnsel, Tribung und Dunkel-
farbung von EK als mégliche
Zeichen einer Verkeimung

> Aseptisches Arbeiten, Einfihren
des Transfusionsbestecks kurz-
fristig vor Beginn der Transfusion,
Beschrankung des Gebrauchs
von Transfusionsbestecken auf
maximal sechs Stunden

> Engmaschige Uberwachung des
Patienten, friihzeitiger Abbruch
der Transfusion bei Zeichen der
Unvertraglichkeit

> Einleitung der aufklarenden
Diagnostik bei Verdachtsféllen:
Patientenblutkulturen, Kulturen
aus inkriminierten Blutbeuteln

> Meldung von UAW-Verdachts-
fallen gemaR den einschlagigen

Vorgaben

MOV AMARTRA T

Insbesondere die umfassende Ana-
lyse von septischen Transfusions-
reaktionen kann dazu beitragen,
praventive Strategien weiterzuent-
wickeln und deren Wirksamkeit ein-

zuschatzen.

Ein grundsétzlich anderes und
weitaus umfassenderes Ziel verfolgt
das Konzept der Pathogeninaktivie-
rung. Es fokussiert auf Viren, Para-
siten, Leukozyten und Bakterien als
Kontaminanten von Blutkomponen-
ten. Ob es gelingen wird, Patho-
geninaktivierungsverfahren fur Blut-
komponenten breit zu etablieren, die
bei optimalem Erhalt der biolo-
gischen Funktion der Blutbestand-
teile und ohne Risiko fur den Emp-
fanger wirksam sind, wird die
Zukunft zeigen. Mit der Arzneimittel-
Zulassung eines Thrombozytenkon-
zentrats, das einem Pathogeninakti-
vierungsverfahren unterzogen wird,

ist in Deutschland der erste Schritt

in diese Richtung getan.

Die Literaturhinweise finden
Sie im Internet zum Download
unter: www.drk.de/blutspende
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