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POPIS KRATICA U TEKSTU

DDK - dobrovoljni davatelj krvi

CMV - citomegalovirus

AHTR — akutna hemoliti¢ka transfuzijska reakcija
TRALI — akutna pluéna insuficijencija

TA — GVDH — transfuzijom uzrokovana reakcija presatka protiv primatelja
PTP — poslijetransfuzijska purpura

HIV — virus humane imunodeficijencije

NAT — tehnike umnaZanja nukleinskih kiselina
WP — razdoblje prozora

RNK - ribonukleinska kiselina

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

HCV — hepatitis C virus

HBYV - hepatitis B virus

HBsA(g — biljeg zaraze virusom hepatitisa B

Anti — HCV — protutijelo na virus hepatitisa C
HIV Ag/At - biljeg zaraze virusom HIV-a

Anti — TP — antitijelo na Treponemu pallidum
UVA — ultraljubicasto zracenje

KZTM — Klini¢ki zavod za transfuzijsku medicinu
SARS — teski akutni respiratorni sindrom

MERS - bliskoistoéni respiratorni sindrom



1. UVvOD

1.1. Dobrovoljni davatelji krvi

Dobrovoljni davatelj krvi (DDK) moze biti svaka zdrava osoba koja ispunjava odredene
zahtjevnosti (18 - 65 godina, tjelesna tezina iznad 55 kg, tjelesna temperatura do 37 °C i drugi).
Sam postupak traje 8 - 12 minuta i prikuplja se 450 ml krvi (1). Krv se uzorkuje u plasti¢ne
vrecice s antikoagulantnom otopinom te se provjerava integritet vrecice, boja i volumen
antikoagulantne otopine. Vrecice za krv s prijedonacijskim uzorkovanjem koriste se za
smanjenje rizika bakterijske kontaminacije. Prvin 35 mL krvi iz te vreCice koristi se za
laboratorijska ispitivanja, a preostali dio sakuplja se u vecu vrecicu 1 koristi se u proizvodnji
krvnih pripravaka. Za mijeSanje krvi s antikoagulantnom otopinom na raspolaganju su
automatske vage mijesalice, a doze se mogu mijesati i ru¢no svakih 30 — 45 sekundi. MijeSanje
osigurava kvalitetu krvnih pripravaka, sprjeCavanje nastanka ugrusaka i izjednacavanje razlika
u temperaturi i pH dviju tekuéina. Druga moguénost je uzimanje krvi pomocu stani¢nog
separatora. U tom sluc¢aju uzima se jedan odredeni ili vise krvnih sastojaka. U Hrvatskoj u
prosjeku 38 na 1000 ljudi daruje krv. Nacela dobrovoljnog davanja krvi su dobrovoljnost,
besplatnost, anonimnost i solidarnost. Darivanje krvi se ne placa, da bi se osiguralo iskreno
darivanje, a ne darivanje potaknuto novéanom naknadom. U slucajevima plac¢anja veca je i
vjerojatnost zatajivanja vaznih detalja (zarazne bolesti) koji bi mogli utjecati na zdravlje

primatelja (2).

1.2. Krvni pripravci

Krvni pripravci se dobivaju iz ljudske krvi ili plazme, a to su koncentrati eritrocita, trombocita,
granulocita, krioprecipitati i svjeze smrznuta plazma. Derivati plazme su lijekovi koji se
proizvode po farmaceutskim pravilima iz velikih koli¢ina plazme: albumini, globulini, faktori
zgrusavanja i drugi. Vazno je razlikovati krvne pripravke od derivata plazme jer je kod krvnih
pripravaka svaki krvni pripravak jedna serija, a kod derivata plazme je to¢no definirana
koli¢ina aktivnog sastojka u svakoj seriji. Krvni sastojci su plazma i krvne stanice koje se
uzimaju klasi¢énim postupkom ili aferezom i1 mijeSaju s antikoagulantnom otopinom. Krvni
pripravci su lijekovi dobiveni iz krvi ili plazme koji se dalje koriste pri lije¢enju. Svi krvni
pripravci ¢uvaju se u to¢no odredenim uvjetima i s odredenim rokom valjanosti (3). Krvni
pripravci u proizvodnji prolaze razlicite postupke modifikacije osnovnog krvnog pripravka.

Ovisno o potrebi bolesnika mogu biti sa smanjenim brojem leukocita (filtrirani), oprani ili

1



ozraceni. Krvni pripravci sa smanjenim brojem leukocita primjenjuju se kod bolesnika u kojih
je predvidena dugotrajna transfuzija. Na taj nadin se sprjeCava ili odgada imunizacija na
leukocitne antigene. Primjenjuju se i kod bolesnika koji su imali dvije uzastopne febrilne
nehemoliti¢ne reakcije na transfuziju eritrocita ili trombocita te bolesnika negativnih na
citomegalovirus (CMV). Oprani krvni pripravci primjenjuju se kod bolesnika s teskim
alergijskim reakcijama na transfuziju krvi, a ozraceni kod primjerice imunokompromitiranih
bolesnika, bolesnika lije¢enih transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (eritrociti) ili
tkiva i organa (trombociti), intramaterni¢ne transfuzije, transfuzije eritrocita ili trombocita od

srodnika, bolesnika sa sindromom teske kombinirane imunodeficijencije i drugih (4).

1.3. Sigurnost transfuzijskog lijecenja

Transfuzijsko lijeCenje je sloZzen proces u kojem ne sudjeluju samo pacijent i lije¢nik. U ovom
sluCaju postoji 1 treca osoba, davatelj krvi. Zato treba pridati posebnu pozornost samoj
sigurnosti, kako za lijeCnika i pacijenta, tako i za davatelja krvi. Najvecu pozornost treba
obratiti na prijenos zaraznih bolesti. Mjere za sprjeCavanje prijenosa zaraznih bolesti u
Hrvatskoj su dobrovoljno besplatno davalastvo, edukacija stanovnistva, dobra preradivacka i
laboratorijska praksa, dobra klinicka transfuzijska praksa, provodenje laboratorijskog testiranja
i pismeni pristanak bolesnika. Pojavljuju se i novi virusi koji mogu biti preneseni, a njihovo
otkrivanje i proizvodnja testova za dokazivanje je dugotrajan proces. 1z tog razloga provodi se
inaktivacija svih uzro¢nika krvlju prenosivih bolesti. Postupak inaktivacije patogena ne moze
u potpunosti sprijeciti rizik prijenosa uzro¢nika zaraznih bolesti, stoga se selekcija davatelja te
seroloska i molekularna testiranja krvi davatelja i dalje provode (5). Vazno je pridrzavanje
postupaka koji su opisani u standardnom operativnom protokolu (SOP). SOP opisuje postupke
uzimanja krvi, laboratorijskog testiranja, pripravljanja krvnih pripravaka, osiguranja kvalitete
1 transfuzijskog lijeenja. Nuzno je obrazovanje, iskustvo, detaljno upoznavanje s radnim

procesom i mogu¢im nezgodama (6).

1.4. Posttransfuzijske reakcije

Svaka doza krvi podvrgnuta je imunohematoloskim, seroloskim i molekularnim ispitivanjima

u svrhu odrzavanja kvalitete krvnih pripravaka i sigurnosti transfuzijskog lijecenja.

U 3 do 5 % slucajeva opazaju se posttransfuzijske reakcije unato¢ svim poduzetim mjerama
sigurnosti. Posttransfuzijske reakcije dijele se prema uzroku (imunoloske i neimunoloske) i

vremenu nastanka (rane i kasne). Imunoloske su posredovane reakcijom antigena i antitijela za
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razliku od neimunoloskih u koje pripadaju brojne druge reakcije. Rane su one koje se dogode
unutar 24 sata od transfuzije, a kasne nakon 24 sata. Uzroci reakcija su brojni i neki od njih
navedeni su u tablici 1. (6).

Tablica 1. Uzroci posttransfuzijskih reakcija prema mjestu nastanka pogrjeske

Uzrok Ucdestalost %

Pogrjeske Identifikacija bolesnika 43 %

izvan transfuzijskog odjela | Uzimanje uzorka 11 %
Pogrjesno ime, nije | 3%
provedena identifikacija

prije transfuzije

Namjerna  transfuzija u|1%
hitnim stanjima

Ukupno 58 %

Pogrjeske u transfuzijskoj | Krv izdana za pogrjesnog | 15 %
ustanovi i izvan nje bolesnika i pogrjeska nije

primijecena prije transfuzije

Neodgovarajuc¢a zahtjevnica, | 2 %
pogrjeska nije primije¢ena u
transfuzijskoj ustanovi

Ukupno 17 %

Pogrjeske u transfuzijskoj | Testiran pogrjesan uzorak 1%

ustanovi Izdana je krv pogrjesne | 11 %

Krvne grupe

Pogrjeske u testiranju 7%
Pogrjeske u prepisivanju 6 %
Ukupno 25 %

Posttransfuzijske reakcije mogu biti razli¢ite klinicke znacajnosti, ali vec¢ina njih nije opasna
po zivot bolesnika. Posttransfuzijske reakcije su akutna hemoliti¢ka transfuzijska reakcija
(AHTR), febrilna reakcija, alergijske reakcije, akutna pluéna insuficijencija (TRALI),

transfuzijom uzrokovana reakcija presatka protiv primatelja (TA-GVDH), transfuzijom
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uzrokovana refrakternost na transfuzije trombocita, poslijetransfuzijska purpura (PTP),
pirogena reakcija, zracna embolija, intoksikacija citratom, transfuzijom uzrokovana
hipotermija i transfuzijom uzrokovana hemosideroza. Neki od simptoma su zutica, hemoliza,

poremecaj hemostaze, povisenje temperature i drugi (6).

1.5. Prijenos zaraznih bolesti transfuzijom krvi

Unato¢ svim ispitivanjima u laboratoriju i postupcima koji se obavljaju prije same transfuzije,
nezgode i Stetni dogadaji uvijek su moguci i dogadaju se. Osim posttransfuzijskih reakcija,
veliku opasnost predstavlja prijenos zaraznih bolesti. Neke od zaraznih bolesti koje
predstavljaju problem su virusi hepatitisa A, B, C, D, E, HIV, EBV, CMV, bakterije Yersinia
spp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp., Clostridium sp., paraziti, gljivice i prioni. (tablica 2.).

Opasnosti u transfuzijskom lije€enju su, u odnosu na druge medicinske postupke, vrlo male.

Rizik smrti od posljedica transfuzijskog lijecenja je u rasponu 1 : 100 000 do 1 : 1 000 000.

Mozemo zakljuciti da je transfuzijsko lije¢enje relativno sigurno (5).



Tablica 2. Krvlju prenosivi uzrocnici bolesti s pretpostavljenim rizikom prijenosa putem

transfuzija krvi

Zaraza uzrofnicima krvlju prenosivih

Pretpostavljeni rizik poslije transfuzije 1

bolesti doze krvi
Bakterijska infekcija nakon
e Transfuzije eritrocita <1:1000 000

e Transfuzije trombocita (klinicki | 1:5000—1:10 000
simptomi)
Endotoksi¢ni Sok Vrlo rijetka
Malarija (SAD) 1:4000 000
Ostale parazitne bolesti (Babesia) <1:1000 000
Hepatitis A 1:1000 000

Hepatitis B (Hrvatska - Njemacka)

1:60000 -1 :500 000

Hepatitis C (Hrvatska - Njemacka)

1:230000—-1:13 000000

Zaraza prionima — vCJB

Zaraza CMV-om 5:100-7:100
e Pripravcima bez leukocita Vrlo rijetka
Parvovirusima B19 <1:1000 000
Zaraza EBV-om 0,5:100
Zaraza HIV-om (Hrvatska - Njemacka) 1:2000000-1:11000000
Zaraza HTLV-1/2 (SAD) <1:2993 000
2

1.6. Prijetranfuzijsko testiranje doza krvi

Svako transfuzijsko lijeCenje zahtjeva laboratorijske postupke testiranja prije same transfuzije

krvi u svrhu sigurnog i ué¢inkovitog lije¢enja. Prijetransfuzijsko testiranje obuhvaca:

1. odredivanje ABO/RhD krvnih grupa

2. test pretrazivanja na neoCekivana protutijela

3. test podudarnosti krvne grupe primatelja i davatelja (krizna proba)

4. testiranja na uzroénike zarazne bolesti koja uklju¢uju HIV 1 1 HIV 2, hepatitis B i C te sifilis



5. molekularno testiranje za detekciju nukleinskih kiselina hepatitisa B, C i HIV-a (engl.
Nucleic Acid amplification Technique, NAT) (7).

1.7. NAT testiranje

NAT testiranje relativno je novija molekularna tehnika za dokazivanje HIV-a te hepatitisa B i
C. Temelji se na dokazivanju virusnin RNA i DNA u krvi (plazmi), a moze se raditi kao
pojedinacni test ili u poolu. Visoko je osjetljiva i specificna metoda. NAT testiranjem postize
se smanjenje razdoblja prozora (engl. window period, WP), a to je vrijeme potrebno da osoba
zarazena primjerice HIV-om pocne proizvoditi protutijela na sam virus (Tablica 3.). Opc¢enito

to je vrijeme od same infekcije do moguénosti dokazivanja iste.

Tablica 3. Razdoblje prozora za molekularne i seroloske testove

Test Prosjek  perioda | Osjetljivost IU/mL
prozora u danima
Triplex ID- 5-6 18,2 - 25,7
NAT Grifols | HIV-1RNK |34 45-6,7
(molekularni | HCV-RNK 715 30-4,1
test) HBV-DNK
HBsAg 38 <0,13
Seroloski test | Anti-HCV | 60
HIV Ag/At | 16
Anti-TP 21
Izvor: Internet stranica Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu

(http://www.hztm.hr/dokumenti/postupak-za-evaluaciju-doza-krvi-i-davatelja-krvi-prema-rezultatima-

nat-i-seroloskih-testova-u-transfuzijskoj-djelatnosti-rh.pdf)

Pojedina¢no molekularno testiranje na prisutnost nukleinskih kiselina (Multiplex ID NAT test)
istovremeno dokazuje HIV1 - RNK, HCV - RNK, HBV - DNK i genome drugih virusa ovisno

0 proizvodacu i potrebama. Diskriminacijski test (ANAT) je NAT test kojim se uz pomo¢


http://www.hztm.hr/dokumenti/postupak-za-evaluaciju-doza-krvi-i-davatelja-krvi-prema-rezultatima-nat-i-seroloskih-testova-u-transfuzijskoj-djelatnosti-rh.pdf
http://www.hztm.hr/dokumenti/postupak-za-evaluaciju-doza-krvi-i-davatelja-krvi-prema-rezultatima-nat-i-seroloskih-testova-u-transfuzijskoj-djelatnosti-rh.pdf

specifi¢nih klica (eng. primera) dokazuje koji je od virusnih genoma bio uzrok reaktivnosti u
ID - NAT testiranju. U Hrvatskoj obvezno testiranje obuhvaca ID - NAT (HIV, HBV, HCV) i
seroloske testove za HBsAg, anti - HCV, HIV Ag/At i antitijela sifilisa, Treponema pallidum

(7).

1.8. Trombafereza

Pojam afereza odnosi se na uzimanje jednog krvnog sastojka, a trombafereza na uzimanje
trombocita iz krvi. Postupak se radi pomocu stanicnog separatora. U slucaju plazmafereze
izdvaja se plazma, a stani¢ni elementi se vracaju u cirkulaciju. U slucaju citafereze uzimaju se
krvne stanice, u sluc¢aju trombafereze trombociti, a krvna plazma se vraca. Princip rada je
uzimanje krvi koja se centrifugira (razdvaja) 1 Zeljeni dio se odvoji, a ostatak vraca u
cirkulaciju. Trombaferezom dobije se koncentrat koji je jednak 6 - 8 doza u poolu trombocita
iz doze pune Kkrvi (3).

1.9. Inaktivacija patogena

Problem dokazivanja patogena u uzorcima krvi nastaje zbog stvaranja novih patogena cije
otkrivanje i proizvodnja samog testa traje odredeno vrijeme. Postoji i opasnost da je 0soba
inficirana, ali je zbog perioda prozora infekciju nemoguce dokazati. Isto tako, putovanja u
odredene zemlje su svojevrstan rizik. Inaktivacija patogena uklanja navedene poteskoce i
povecava sigurnost cjelokupnog procesa. Proces inaktivacije mora imati visoku razinu uc¢inka
na patogene uz ¢uvanje strukture, funkcije i kvalitete krvnih stanica. Proces ne smije imati
toksi¢an, imunogenian i mutagen ucinak te je pozeljno lako i jednostavno koristenje (8).
Danas se za inaktivaciju patogena koriste sustavi Intercept, Cerus (psoralen, amotosalen) i
Mirasol, Terumo (riboflavin) uz djelovanje UV svjetlosti. Intercept metoda ukljucuje upotrebu
psoralena. To su aktivni sastojci izolirani iz biljaka. U psoralene pripada i amotosalen
hidroklorna kiselina (S — 59). Aktivira se utjecajem ultraljubicastog svijetla (UVA).
Hemoglobin apsorbira UVA svijetlo te se metoda ne koristi za pripravke eritrocita. Vezanjem
za DNA ili RNA, to¢nije kovalentnom vezom za pirimidinske baze, S — 59 blokira replikaciju
nukleinske kiseline. VeZe se i za lipide 1 proteine. Posljednji korak je uklanjanje ostatka S — 59
nakon ¢ega odredeni dio ostaje vezan za plazmu i trombocite (~ 15 %). Metoda inaktivacije
patogena djeluje na Sirok spektar bakterija, virusa, parazita i ostatnih leukocita donora (9, 10,
11).



2. CILJEVI

1. Ispitati koliko je pripravaka trombocita zadovoljilo kriterije za podvrgavanje postupku
inaktivacije patogena (volumen, koncentracija trombocita, omjer plazme i hranjive otopine te

kontaminacija eritrocitima) te postoji li razlika s obzirom na spol DDK-a.

2. Ispitati koje su indikacije za primjenu pripravaka trombocita dobivenih trombaferezom sa
smanjenim brojem leukocita u hranjivoj otopini podvrgnutih inaktivaciji patogena
amotosalenom.

3. Ispitati nuspojave transfuzijskog lije¢enja ovim krvnim pripravkom.



3. MATERIJALI | METODE
3.1. Ustroj studije

Istrazivanje je presje¢nog tipa S povijesnim podatcima (12).

3.2. Materijali

Materijali koji se koriste su podatci Klinickog zavoda za transfuzijsku medicinu Osijek, u
razdoblju od 1. 11. 2019. do 15. 3. 2020. godine.

3.3. Metode

Za potrebe istrazivanja koriste se podatci o broju trombafereza, koli¢ini pripravaka trombocita
koji su podvrgnuti postupku inaktivacije patogena amotosalenom, indikacijama za primjenu te

nuspojavama transfuzijskog lijecenja.

3.3.1. Proizvodnja pripravaka trombocita postupkom trombafereze

Trombafereza je postupak kojim se iz uzorka krvi jednog davatelja dobije gotovi pripravak
trombocita na automatiziranom aparatu za odvajanje stanica Amicus. Davatelj je spojen
ekstrakorporalnom cirkulacijom s centrifugom gdje se odvajaju trombociti. Pripravak
trombocita dobiven trombaferezom ekvivalentan je Sest do osam pripravaka proizvedenih od
450 ml krvi. Pripravak trombocita odlaze se u agitator na temperaturu od 22 °C + 2 °C na pet

dana od postupka trombafereze (13).

3.3.2. Postupak inaktivacije patogena na uredaju Intercept (Cerus)

Trombocitni set za iluminaciju sadrzi amotosalen (S — 59) otopinu, iluminacijsku vreéicu,
Compound Adsorption Device (CAD) za uklanjanje ostathog amotosalena i vreéicu za pohranu
inaktiviranih trombocita. Pripravci za inaktivaciju moraju biti donirani prethodnog dana,
pohranjeni u aditivnoj otopini (PAS 111), volumena 255 — 325 ml, koncentracije trombocita 2,5
— 7,0 x 10*/L uz omjer plazme i PAS otopine 32 — 47 %. Koli¢ina amotosalena iznosi 15 ml,
doza UVA zracenja 3 J/cm?, a CAD tretman inkubacije je u trajanju od 4 do 16 sati. Pripravak
vizualno mora biti bez sadrZaja eritrocita. Potrebno je izmjeriti teZinu pripravka koja mora biti
289 — 360 g. Prvi korak inaktivacije patogena je suspendiranje trombocita u 35 % plazme i 65

% PAS otopine. Koncentrat trombocita sterilno se spoji s vre¢icom amotosalena te trombociti



prolaze iz vrecice s amotosalenom u iluminacijsku vrecéicu. Sadrzaj vrecice se promijesa i
istisne suvisak zraka. Sistem se zavari maksimalno 4 cm od vrecice s trombocitima. Pripravci
se zatim stavljaju u iluminator. [luminator ozraci svaki pripravak UVA zracenjem tri do Cetiri
minute. Pripravke je potrebno izvaditi iz iluminatora unutar maksimalno 15 minuta od zvu¢nog
signala. Posljednji korak je pustanje sadrzaja vreé¢ice u CAD vrecicu te uklanjanje zraka. Liniju
na iluminacijskoj vreéici treba zavariti neposredno do CAD vrecice. CAD vrecica stavlja se u
agitator minimalno 4, a maksimalno 16 sati. Sve postupke treba pravilno obiljeziti. Po
zavrSetku inkubacije, koncentrat trombocita premjesta se u finalnu vre¢icu, uzimaju se uzorci

za kontrolu kvalitete i pripravak se pohrani do koriStenja (13).

3.4. Statisticke metode

Kategorijski podatci su predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su Hi-kvadrat testom. Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina
znacajnosti je postavljena na Alphan = 0,05. Za statisticku analizu koriSten je statisticki
program MedCalc Statistical Software version 19.1.7 (MedCalc Software Ltd, Ostend,
Belgium; https://www.medcalc.org; 2020).
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4. REZULTATI

Prvi korak u proizvodnji koncentrata trombocita dobivenih trombaferezom sa smanjenim
brojem leukocita u hranjivoj otopini podvrgnutih inaktivaciji patogena amotosalenom je
trombafereza. Donaciji je pristupilo 436 dobrovoljnih davatelja od kojih je 413 (94,7 %) bilo
muskaraca, a 23 (5,3 %) su bile zene. Neostvarenih venepunkcija nije bilo. Nakon lije¢nickog
pregleda koji se provodi prije darivanja krvi, odbijeno je ukupno 8 osoba. U tablici 4. prikazani
su razlozi odbijanja dobrovoljnih davatelja. Nema znacajnih razlika u razlogu odbijanja u

odnosu na spol (Tablica 4).

Tablica 4. Razlozi odbijanja potencijalnih dobrovoljnih davatelja krvi

RAZLOG MUSKARCI | ZENE UKUPNO | P*
Bolesti probavnog sustava 1/7 0 1/8

Bolesti respiratornog sustava | 1/7 0 1/8

Krvni tlak 17 0 1/8 0,89
Ostalo 317 1/1 4/8

Povrede i trovanja 1/7 0 1/8

Ukupno 717 1/1 8/8

Darivanju krvi (trombaferezi) pristupilo je 428 osoba. Od 428 donacija koje su napravljene,
404 su bile sukladne za podvrgavanje postupku inaktivacije (92,7 %). Svaki od koncentrata

trombocita mora zadovoljiti odredene kriterije koji su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Zahtjevi za koncentrate trombocita prije inaktivacije patogena amotosalenom

Volumen 255 — 325 ml

Koncentracija trombocita 2,5-7,0x 10"

Omijer plazme i PAS otopine 32-47%

Kontaminacija eritrocitima vizualno bez sadrzaja eritrocita

Od 24 koncentrata trombocita koji ne zadovoljavaju kriterije za podvrgavanje metodi
inaktivacije patogena 12 ih ne zadovoljava ukupan volumen, 4 volumen plazme te 8

koncentrata nema zadovoljavajuc¢u koncentraciju trombocita. Broj donacija po mjesecima u
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razdoblju od 1. 11. 2019. do 15. 3. 2020. godine je bez znacajne razlike u broju onih koji su

pristupili, koji su prihvaceni ili sukladni u odnosu na promatrana razdoblja (Tablica 6).

Tablica 6. Broj prihvacenih i donacija sukladnih za inaktivaciju po mjesecima

1.11. - 1.12. - 1.1.— 1.2.— 1.3.— .
30. 11. 31.12. 31. 1. 29. 2. 15. 3. i
Pristupilo | 106 93 100 102 35 0,83
Prihvaceno | 105 91 99 98 35 0.80
(%) (99,1) (97,8) (99) (96,1) (100)
Sukladno | 95 88 95 92 34 0.95
(%) (89,6) (94,6) (95) (90,2) (97,1)

*y” test (bez razdoblja od 1.3. do 15.3.)

U navedenom razdoblju, nakon postupka inaktivacije patogena amotosalenom, 71 pripravak

trombocita isporucen je pacijentima na odjel (slika 1.). Zabiljezena su 1 4 slucaja

posttransfuzijskih reakcija. U dva slucaja radi se o alergijskim reakcijama, a u preostala dva o

febrilnoj nehemoliti¢koj transfuzijskoj reakceiji.
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hematoloski odjeli

kardiovaskularni

Isporuka pripavaka na odjel

odjeli

intenzivna njega
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Slika 1. Prikaz isporucenih pripravaka trombocita po odjelima

odjel za

gastroenetrologiju

abdominalna
kirurgija

Najvise isporucenih pripravaka trombocita isporuceno je u razdoblju od 1. 11. do 30. 11. 2019.

godine, ukupno 22 (31 %) svih pripravaka, bez znacajne razlike prema spolu u odnosu na

razdoblja isporuke (Tablica 7).

12



Tablica 7. Isporuceni pripravci trombocita u razdoblju od 1. 11. 2019. do 15. 3. 2020.

MUSKARCI ZENE Ukupno P*
1. 11.-30.11. 14 8 22
Udio (%) 35 26 31
1. 12.-31.12. 8 8 16
Udio (%) 20 26 23
1. 1.-31.1. 13 5 18
Udio (%) 32 16 25 o1
1. 2.-29.2. 5 8 13
Udio (%) 13 26 18
1. 3.-15.3. 0 2 2
Udio (%) 0 6 3
Ukupno 40 (100) 31 (100) 71 (100)

*Fisherov egzaktni test
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5. RASPRAVA

U naSem istrazivanju prikazali smo proizvodnju i primjenu novog krvnog pripravka u
transfuzijskom lijeCenju u Republici Hrvatskoj. KZTM je jedina ovlastena ustanova u
prikupljanju i proizvodnji krvnih pripravaka koja proizvodi ovaj krvni pripravak u nasoj zemlji.
U KZTM-u metoda inaktivacije patogena provodi se od 2019. godine. U Svicarskoj je 2009.
godine odobrena, a 2011. godine preporucena implementacija Intercept sustava za inaktivaciju
patogena (13). Metodu inaktivacije patogena implementirale su i druge europske zemlje poput
Njemacke, Norveske i Austrije (8). Ono sto razlikuje krvne pripravke od vecine drugih lijekova
(krv je lijek) je proizvodnja koja je ograni¢ena brojem davatelja te nacin proizvodnje. Postoje
velike zahtjevnosti u postizanju ucinkovitosti krvnog pripravka i sprjeCavanju
posttransfuzijskih reakcija. Razlika je i u tome $to su trombocitni pripravci ljudskog podrijetla
te kratkog roka uporabe (14). Uvodenje metode inaktivacije patogena dodatan je korak za
poboljsanje sigurnosti krvnih pripravaka. Iako prenoSenje bolesti krvnim pripravcima ne
predstavlja velik rizik zbog ve¢ uvedenih postupaka u proizvodnji krvnih pripravaka, metoda
inaktivacije patogena koristi se kako zbog ve¢ poznatih patogena tako i zbog onih nepoznatih
ili manje poznatih. Upravo sada svjedo¢imo pojavi novog soja koronavirusa (SARS — CoV —
2) koji uzrokuje bolest Covid — 19. Koronavirusi uzrokuju bolesti sa simptomima od prehlade
do upale plué¢a, a do sada ih poznajemo sedam. U skupinu koronavirusa pripadaju SARS
koronavirus i MERS koronavirus koji uzrokuju teski akutni respiratorni sindrom (SARS) te
bliskoisto¢ni respiratorni sindrom (MERS). Simptomi Covid — 19 bolesti su povisena
temperatura, suhi kasalj, glavobolja, kratak dah, osje¢aj umora, bol u misi¢ima i ostalo. Velik
broj oboljelih nema simptome sto predstavlja problem u detekciji i zaustavljanju Sirenja virusa,
a povecava rizik od prijenosa uzro¢nika transfuzijom krvi. Do danas nema prijavljenih
slucajeva prijenosa SARS — CoV — 2 virusa transfuzijom krvi, ali kako imamo saznanja o
asimptomatskim bolesnicima (pripravci Krvi se ne testiraju na koronaviruse u rutinskoj praksi)
potencijalni rizik postoji. Metoda inaktivacije patogena klju¢na je upravo u takvim slu¢ajevima
kada u krvi mogu biti prisutni virusi i ostali patogeni koji se mogu prenijeti na primatelja krvi
i potencijalno dovesti do pojave bolesti. Za lijeenje oboljelih od Covid — 19 bolesti
potencijalni lijek je plazma bolesnika koji su preboljeli Covid — 19 (rekonvalescentna plazma).
Osim za lijecenje, moze se koristiti 1 kao profilaksa za rizicne skupine (zdravstvene radnike,
staraCke domove, skloniSta za beskuc¢nike i ostalo). Metoda inaktivacije patogena u tim

procesima je dodatni korak koji pridonosi sigurnosti lije¢enja i profilakse (15).
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U ovom istrazivanju prikazani su koraci u proizvodnji pripravaka od samog darivanja krvi do
isporuke gotovog pripravka pacijentu. Od 436 dobrovoljnih darivatelja, 404 uzorka bila su
podvrgnuta metodi inaktivacije patogena, a 71 pripravak isporucen je na odjele Klinickog
bolnickog centra Osijek. Dobrovoljni davatelji krvi moraju biti zdrave osobe te se njihovi
uzorci krvi moraju provjeriti odredenim testovima prije samog doniranja. One osobe koje ne
zadovoljavaju sve kriterije ne mogu pristupiti darivanju krvi. U navedenom razdoblju, od 436
osoba odbijeno je 8 osoba zbog bolesti probavnog i respiratornog sustava, poremecenog krvnog
tlaka i ostalih nepravilnosti. Nema znacajne statisticke razlike s obzirom na spol DDK-a. Svi
koraci prije transfuzije krvi pridonose sigurnosti pacijenta i samog davatelja krvi te se obvezno
moraju provoditi. Novih davatelja krvi nema jer se postupku trombafereze podvrgavaju samo
oni koji su ve¢ ranije pristupili darivanju krvi. Zahtjeve u proizvodnji nisu zadovoljila 24 krvna
pripravka za metodu inaktivacije patogena amotosalenom. Odgovarajuc¢i ukupni volumen
nema 12 pripravaka, 4 pripravka volumen plazme, a 8 nema odgovaraju¢u koncentraciju
trombocita. Pripravci trombocita sa smanjenim brojem leukocita koji su podvrgnuti metodi
inaktivacije patogena najcesce se primjenjuju u lijeCenju krvarenja, kardiokirurskih bolesnika,
hematoloskih bolesti te pri gastrointestinalnim krvarenjima S§to je dokazano i1 ovim
istrazivanjem (14). U naSem istrazivanju najveéi broj krvnih pripravaka isporuéen je
hematoloskim bolesnicima te kardiovaskularnim, onkoloskim, bolesnicima na intenzivnoj
njezi te na odjele abdominalne kirurgije i gastroenterologije. Najvise u razdoblju od 1. 11. do
30. 11. 2019. godine bez znacajne razlike s obzirom na spol. Isto je dokazano i u prospektivnoj
kohortnoj studiji o sigurnosti trombocitnih pripravaka podvrgnutih metodi inaktivacije
patogena amotosalenom u kojoj je sudjelovao 561 bolesnik. Transfuzije krvi ve¢inom su
primali hematoloski i onkoloski bolesnici (58,1 %) i bolesnici koji su bili na kardiokirur§skim
operacijama (26,9 %) (16). Svaka transfuzija krvi nosi odredeni rizik od posttransfuzijskih
reakcija (6). U nasem istraZivanju potvrdene su 4 posttransfuzijske reakcije. U dva slucaja
radilo se o alergijskoj reakciji koja moze biti uzrokovana antigenima ili protutijelima u
pripravku krvi, transfuzijskom ili infuzijskom priboru te drugim faktorima koji nisu povezani
s transfuzijom krvi. U preostala dva slucaja doSlo je do posttransfuzijske nehemoliticke
reakcije. One su posljedica reakcije izmedu trombocita, leukocita ili proteina i protutijela u
serumu davatelja ili bolesnika, reakcije uzrokovane antitrombocitnim protutijelima ili reakcije
transplantata protiv stanica primatelja transfuzije (GVHD - graft versus host disease) (6).
Retrospektivnom analizom u Francuskoj dokazan je manji broj posttransfuzijskih reakcija
koriStenjem PAS otopine, ali i ve¢i broj slucajeva kod trombocitnih pripravaka dobivenih

aferezom za razliku od pripravaka dobivenih iz trombocitno — leukocitnog medusloja.
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Najmanja pojavnost dokazana je kod pripravaka trombocita tretiranih amotosalenom. Osim
smanjenja rizika od posttransfuzijskin reakcija, postupkom inaktivacije patogena
amotosalenom smanjuje se i rizik od infekcije krvnog pripravka (17). U istrazivanju
provedenom 2018. godine Candotti D i sur. dokazali su 9 slucajeva prijenosa hepatitisa B
transfuzijom krvi. Radi se o 3 davatelja ¢iji su krvni pripravci podvrgnuti testiranju na
povrsinski antigen hepatitisa B (HBsAg) te NAT testiranju, a rezultat je bio negativan. Autori
zakljuCuju da je potrebna revizija minimalne infektivne doze hepatitisa B te osjetljivosti NAT
testiranja kao 1 uvodenje metode inaktivacije patogena u rutinu. Nitko od 6 primatelja
transfuzije krvi ¢iji su pripravci bili podvrgnuti metodi inaktivacije patogena amotosalenom
(Intercept) nije bio zarazen hepatitisom B (18). Postoje indikacije da metoda inaktivacije
patogena amotosalenom moze produljiti rok uporabe trombocitnih pripravaka sa 5 na 7 dana.
Potrebno je dodatno istraziti sigurnost i u¢inkovitost takvih pripravaka. Produljenje roka
uporabe trombocitnih pripravaka moze doprinijeti zna¢ajnom Smanjenju gubitaka pripravaka
kojima je istekao rok i smanjenju troSkova (19). To je i potvrdeno velikim kohortnim
istrazivanjem u Svicarskoj. Produljenje roka uporabe pripravaka trombocita sa 5 na 7 dana
dovelo je do smanjenja troSkova, a nije uzrokovalo povecanje broja nezeljenih reakcija niti
poveéanu uporabu trombocitnih pripravaka (13). Pripravci trombocita imaju veéi rizik od
bakterijske kontaminacije pa i1 prijenosa na primatelja transfuzije krvi zbog skladiStenja na
temperaturi od 22 do 24 °C koja je pogodna za razvoj bakterija. Dokazana je veéa u¢inkovitost
metode inaktivacije patogena od samog dokazivanja bakterija osobito u slu¢aju male koli¢ine

bakterija. Tada je bakterije teZe dokazati i imamo lazno negativne rezultate (20).

Sigurnost transfuzijskog lijeCenja na visokoj je razini zahvaljujuci velikom broju zahtjevnosti
koje davatelj mora zadovoljiti te prijetransfuzijskom testiranju. Uvodenjem metode
inaktivacije patogena doseZe se najvisa razina sigurnosti $to i jest cilj u svakom medicinskom
postupanju. Metoda inaktivacije patogena ima vaznu ulogu u slu¢ajevima lazno negativnih
rezultata, kada dode do pojave novih virusa, bakterija i drugih patogena o kojima nemamo
saznanja ili ih imamo, ali su oskudni, nedovoljni ili nepotpuni. Kada se definira pojava novih
patogena potrebno je dulje vrijeme da se naprave testovi sa zadovoljavaju¢om osjetljivosti i
specificnosti te da se takvi testovi uvrste u rutinska testiranja pripravaka krvi prije
transfuzijskog lijecenja. U takvim slucajevima metoda inaktivacije patogena moze predstavljati
,»prvu liniju obrane* od nepoznatih patogena. Primjeri takvih patogena osim SARS — CoV - 2

virusa su i virus Zapadnog Nila, Chikungunya virus i Zika virus. Nakon uvodenja NAT
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testiranja 2013. godine, KZTM u Osijeku 2019. godine uvodi i metodu inaktivacije patogena i

time osigurava sigurno i u¢inkovito lijeCenje svakom pacijentu.
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6. ZAKLJUCCI

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

- KZTM u Osijeku je prvi u Republici Hrvatskoj proizveo pripravak trombocita dobiven
trombaferezom sa smanjenim brojem leukocita u hranjivoj otopini i podvrgnut metodi
inaktivacije patogena amotosalenom.

- Od svih donacija koje su napravljene u razdoblju od 1. 11. 2019. do 15. 3. 2020. godine,
92,7 % pripravaka trombocita zadovoljava kriterije za podvrgavanje metodi
inaktivacije patogena amotosalenom.

- Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika s obzirom na spol DDK-a.

- Najveci broj pripravaka trombocita isporucen je na hematoloske, kardiovaskularne,
onkoloske odjele 1 na odjele intenzivne njege.

- Isporucen je 71 krvni pripravak na odjel, a zabiljezene su 4 posttransfuzijske reakcije.

- Uvodenjem ovog krvnog pripravka podignuta je kvaliteta 1 sigurnost transfuzijskog

lije€enja na najvisu razinu.
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7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Cilj ovog rada je ispitati obiljezja pripravaka trombocita dobivenih
trombaferezom sa smanjenim brojem leukocita u hranjivoj otopini i podvrgnutih metodi

inaktivacije patogena.
Nacrt studije: Istrazivanje je presje¢nog tipa s povijesnim podatcima.

Materijali i metode: Za potrebe istrazivanja koriste se podatci KZTM-a Osijek u razdoblju od
1.11.2019. do 15. 3. 2020. godine. Podatci se odnose na broj trombafereza, koli¢inu pripravaka
trombocita koji su podvrgnuti postupku inaktivacije patogena amotosalenom, indikacije za

primjenu te nuspojave transfuzijskog lijecenja.

Rezultati: Medu 436 DDK-a, 8 je odbijenih jer ne ispunjavaju sve zahtjevnosti. Od
napravljenih 428 donacija, 404 su sukladne (92,7 %). Zahtjevnosti koje moraju ispuniti krvni
pripravci prije podvrgavanja metodi inaktivacije amotosalenom ne ispunjavaju 24 krvna
pripravka. Sveukupno je 71 krvni pripravak trombocita sa smanjenim brojem leukocita dobiven
trombaferezom i podvrgnut metodi inaktivacije patogena isporucen na bolnic¢ke odjele. Najvise
krvnih pripravaka isporuceno je na hematoloske, kardiovaskularne, onkoloske i1 odjele

intenzivne njege.

Zakljucak: Transfuzijska medicina s ve¢ postoje¢im postupcima prije samog transfuzijskog
lijeCenja dosegla je zavidnu razinu sigurnosti. Kako se neprestano suofavamo s novim
izazovima, virusima, bakterijama i ostalim patogenima bilo je potrebno uvesti dodatni korak
za prevenciju nezeljenih nuspojava. KZTM Osijek prvi u RH proizvodi krvni pripravak
trombocita dobivenih trombaferezom sa smanjenim brojem leukocita u hranjivoj otopini i
podvrgnut metodi inaktivacije patogena i tako dosezu najvisu razinu sigurnosti transfuzijskog

lijecenja.
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8. SUMMARY

Objectives: The aim of this paper was to test the characteristics of platelet concentrates
produced by plateletpheresis with reduced number of white blood cells in additive solution and
subjected to the pathogen inactivation method.

Study design: A cross-sectional study with historical data.

Materials and methods: Data of the Clinical Institute for Transfusion Medicine in Osijek in
the period from 1 November 2019 to 15 March 2020. Data relate to the number of
plateletpheresis, the amount of the platelet preparations subjected to the pathogen inactivation
method with the use of amotosalen, indications for the application and side-effects of the

transfusion therapy.

Results: Out of 436 voluntary blood donors, 8 of them were refused as they did not satisfy all
requirements. Out of 428 donations made, 404 are compliant (92.7 %). The requests that need
to be satisfied by blood preparations before being subjected to the inactivation method with the
use of amotosalen were not satisfied by 24 blood preparations. An overall of 71 blood
preparations of platelets with reduced number of white blood cells was produced by
plateletpheresis and subjected to the pathogen inactivation method, supplied to hospital
departments. Most blood preparations were supplied to haematology, cardiovascular and

oncology departments, and intensive care units.

Conclusion: Transfusion medicine has already gained an enviable level of security with
existing procedures before the transfusion therapy was introduced. As we are constantly facing
new challenges, viruses, bacteria, and other pathogens, it was necessary to introduce an
additional measure for the prevention of undesirable side-effects. The Clinical Institute for
Transfusion Medicine in Osijek is the first one in the Republic of Croatia to produce a blood
preparation of platelets produced by plateletpheresis with a reduced number of white blood
cells in an additive solutions and subjected to the pathogen inactivation method, thus acquiring
the highest level of security of transfusion therapy.
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