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1. Einleitung

Die Behandlung und bestenfalls Heilung erkrankter Patienten ist eine grof3e Her-
ausforderung in der medizinischen Versorgung. Hierfir steht der modernen Medi-
zin glucklicherweise eine Vielzahl von Methoden zur Verfiigung, seien es Opera-
tionen, Medikamente und andere den Patienten begleitende Therapien. Stellen-
wert haben sowohl altbewahrte Verfahren, wie zum Beispiel Antihypertensiva zur
Behandlung des arteriellen Hypertonus, als auch neuere Behandlungsmaoglichkei-
ten, wie sie zum Beispiel die Zelltherapie in Form von Stammzelltransplantation

[1] oder der CAR-T-Zelltherapie bei Lymphomen [2] mdglich macht.

Eine Zelltherapie, bei der es Erfahrungswerte von Gber 30 Jahren gibt, ist die
Photopherese. Diese wird eingesetzt, um Krankheitsbilder wie das Sezary-

Syndrom, Graft-versus Host Erkrankungen oder Sklerodermie zu behandeln [3]

Bei dieser Therapie wird Blut des Patienten mittels Apherese gewonnen, mit 8-
Methoxypsoralen (8-MOP) und UV-A Licht behandelt und anschlieRend dem Pa-
tienten retransfundiert [4].

Das bei der Photopherese entstandene Produkt sollte frei von Keimen sein, da

nach Retransfusion kontaminierten Patientenblutes Infektionen auftreten konnten.

Eine solche Kontamination des Photophereseproduktes kann zum einen im Her-
stellungsprozess auftreten. Es kann aber auch eine bereits vorliegende Bakteria-
mie des Patienten ein mit Keimen kontaminiertes Photophereseprodukt erbrin-

gen.

In jedem Fall erfordert sowohl die Behandlung des Patienten als auch Handha-
bung des Patientenblutes hochste Sorgfalt.

1.1. Photopherese

1.1.1. Allgemeines zur Photopherese

Bereits 1500 v. Chr. wurde beschrieben, dass Hauterkrankungen wie z.B.

Vitiligo mit einer Kombination aus Sonnenlicht und Krautern behandelt wur-



den. Diese Krauter enthielten wahrscheinlich Psoralen, das auch heute essen-
tieller Bestandteil der Photopherese ist [5].

1987 beschrieben Edelson et. al. die extrakorporale Photopherese zur Be-
handlung kutaner T-Zell Lymphome [6].

Zum heutigen Zeitpunkt bestehen fiir verschiedene Erkrankungen die Indikati-
on zur Photopherese [7].

Bei kutanem T-Zell-Lymphom mit Erythrodermie ist z.B. die Photopherese
Erstlinientherapie. Zweitlinientherapie ist die Photopherese z.B. bei akuten
oder chronischen Graft-versus-Host Erkrankungen. Fir Erkrankungen wie
Psoriasis, M. Crohn, atopisches Ekzem oder zellularer Abstof3ungsreaktion
nach Herztransplantation kann ebenfalls eine Photopheresebehandlung sinn-

voll sein.

1.1.2. Ablauf der extrakorporalen Photopherese

Patienten, bei denen eine extrakorporale Photopherese durchgefuhrt werden
soll, werden Uber einen peripherventsen Zugang oder einen zentralvendsen
Zugang mit Hilfe eines sterilen Einmalschlauchsystems an ein apheresetaugli-
ches Gerat angeschlossen.

Hierbei wird das dem Patienten entnommene Vollblut zentrifugiert, wodurch
die einzelnen Blutkomponenten nach ihrem spezifischen Gewicht aufgeteilt
werden und somit der sogenannte Buffy Coat mit enthaltenen mononukleéren
Zellen in einen Sammelbeutel geleitet wird.

Die ubrigen Blutbestandteile werden dem Patienten wieder zurtickgefuhrt.
Das so entstandene Photophereseprodukt wird mit 8-MOP versehen und an-
schlielBend entweder mit Hilfe eines separaten Bestrahlungsgeréates oder mit
einer im Apheresegerét integrierten Bestrahlungseinheit mit UV-A Licht be-
handelt.

Dieses Photophereseprodukt wird dem Patienten retransfundiert [8].

Um einen therapeutischen Effekt der Behandlung zu erzielen, missen mehre-
re Photopheresebehandlungen durchgefiihrt werden. Je nach Erkrankung gibt
es unterschiedliche Therapieprotokolle. Diese kbnnen z.B. zweimal wdchentli-

che Photopheresen Gber mehrere Monate oder langer notwendig beinhalten

[71



1.1.3. Technische Voraussetzungen

Photopheresen kdnnen mit Hilfe verschiedener apheresetauglicher Gerate
durchgefuhrt werden. Bei sogenannten Open Offline Geraten wie Cobe
Spectra (Cobe, Terumo BCT, Lakewood, CO, USA), Spectra Optia (Optia,
Terumo BCT) oder Amicus (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) ist
eine separate Bestrahlungseinheit notwendig. Als Antikoagulans wird Zitro-
nensaure (ACD-A) benutzt und in seltenen Fallen bei vermehrter Koagelbil-
dung zusatzlich Heparin. Bei diesen Geraten sind zwei venfése Zugange not-
wendig: Ein vendser Zugang, Uber den Blut in das Apheresegerét geleitet wird
und ein weiterer vendser Zugang, Uber den das Blut aus dem Gerat zurick in
den Patienten geleitet wird.

Bei Closed Inline Photopheresen kann UVAR XTS Therakos verwendet wer-
den. Dieses Apheresegerat besitzt eine integrierte Bestrahlungseinheit. Bei
diesem Verfahren wird Heparin als Antikoagulans verwendet. Dieses Verfah-
ren bendtigt nur einen vendsen Zugang der sowohl als Entnahme- als auch
Ruckgabeleitung fungiert [9].

In dieser hier durchgefihrten Studie war die Frage, welches Geréat fir welchen
Patienten verwendet wurde, auch vom Zustand des peripheren Venensystems
der Patienten abhangig. Waren die peripheren Venen des Patienten in einem
adaquaten Zustand fur ein Apherese, wurde eher ein Open Offline Gerat ver-
wendet.

War nur eine Vene vorhanden, Uber die die Photopherese durchgefuhrt wer-
den konnte, wurde eher das Closed Inline Gerat verwendet.

Bei nicht ausreichend peripherem Venenzustand war ein zentralvenoser Zu-

gang notwendig, Uber den die Photopherese durchgefihrt wurde.

1.1.4. Wirkweise der Photopherese

Photopheresen beeinflussen das Immunsystem. Die genaue Wirkweise ist
trotz jahrzehntelanger klinischer Erfahrung nicht in Ganze geklart. Folgende
Effekte sind jedoch bekannt:



Im Photophereseprodukt befinden sich Lymphozyten, welche das zugegebene
8-MOP aufnehmen. Durch UV-A Bestrahlung kann eine Interkalierung in die
DNA beobachtet werden, was zu einer Apoptose der aktivierten Lymphozyten
fuhrt. Hieraus resultieren eine Zunahme antiinflammatorischer Zytokine sowie
eine Reduktion proinflammatorischer Zytokine. Des Weiteren kann ein Anstieg
von regulatorischen T-Zellen (CD4+/CD25/ FoxP3) verzeichnet werden [8] .

Auch eine Aktivierung von Thrombozyten Uber die Kunststoffoberflachen spielt
eine Rolle. Diese Aktivierung wird noch durch Fibrinogen, das an GPIIB/IIIA
Rezeptor bindet, verstarkt. Diese Thrombozyten kdnnen Uber P-Selectin
(CD62P) weitere Monozyten aktivieren, die so zu unreifen antigenprasentie-
renden dendritischen Zellen werden. Nach Reinfusion phagozytieren diese un-
reifen dendritischen Zellen lymphatische Zellen, was zu einer Reifung der
dendritischen Zellen und einer weiteren Antigenprasentation fuhrt [10].

Des Weiteren wird das vor Photopherese erhéhte TNF a und IL-6 Niveau nach
Reinfusion des Photophereseproduktes reduziert. Mehr CD36+ Makrophagen
werden nach der Therapie gefunden. Das Ungleichgewicht von Th1/Th2 Zel-
len, wie es z.B. beim Sezary Syndrom vorliegt, wird wieder ausgeglichen. Inte-
ressanterweise werden bei anderen Erkrankungen, wie zum Beispiel der
Graft-versus-Host-Erkrankung, durch die Photopherese andere Effekte erzielt.
Th2 Helferzellen, IL-4, IL-10 sowie TGF- liegen vermehrt vor, wohingegen es
im Rahmen der Reduktion von IL-12, IL-1, Interferon a und TNF a zu vermehr-

ter Apoptose mononuklearer Zellen kam [3].

Diese genannten Mechanismen sind Teil des immunmodulierenden Effekts,
die zusammenspielen und somit den Therapieerfolg der Photopherese mitver-

antworten.

1.1.5. Transfusion von Blutprodukten

Diverse Krankheitsbilder konnen eine Transfusion von Blutprodukten notwen-
dig machen, sei es bei akutem Blutverlust oder bei Stammzelltransplantation
und anschlie3ender Versorgung bis eine kdrpereigene Blutbildung wiederher-

gestellt ist.



Die notwendigen Blutproduktgaben bergen aber nattrlich auch Risiken, wie
zum Beispiel die potentielle Ubertragung von Viren oder Bakterien.

Das Risiko sich z.B. durch Blutprodukttibertragung mit HIV, HBV oder HCV
trotz Nukleinsaure Amplifikationstests (NAT) zu infizieren wird in Industriestaa-
ten mit <1:1000000 [11] angegeben.

1.1.6. Sterilkontrollen in Blutprodukten

Ein anderes potentielles Keimubertragungsrisiko ist die Kontamination von
Blutprodukten wahrend des Herstellungsprozesses.

Bis zur Einfuhrung des sog. Predonation Samplings und verbesserter Desin-
fektionsmalRnahmen betrugen Kontaminationsraten von Blutprodukten gesun-
der Spender 1-2% [12]. Das Predonation Sampling, welches den Verwurf der
ersten ca. 30ml des gespendeten Blutes beschreibt, konnte dieses Risiko auf
0,03% reduzieren [13].

Vergleicht man dies mit autologen Stammzelltransplantaten und somit mit
Blutprodukten von Spendern mit einer hdmatologischen Grunderkrankung,

kénnen Kontaminationsraten von 4,5% vorliegen [14].

1.1.7. Sterilkontrollen in Photopheresen

Das am Ende der Photopheresebehandlung transfundierte Blut — das Photo-
phereseprodukt - sollte frei von Krankheitserregern sein.

Dieses Photophereseprodukt kann jedoch wéhrend der Behandlungschritte
kontaminiert werden.

Es kann aber auch eine bislang klinisch inapperente Bakteriamie bei diesen
teils schwerst erkrankten Patienten vorliegen.

Daten zu Sterilkontrollen in Photopheresen existierten jedoch bisher nicht.

2. Fragestellung

In dieser Arbeit wird untersucht, inwieweit Photophereseprodukte und Patien-
tenblut, das bereits vor der Photopheresetherapie abgenommen wurde, durch

Krankheitserreger kontaminiert sind.



Es wird des Weiteren beurteilt, ob in diesem Zusammenhang die Verwendung
unterschiedlicher Geréate (Inline oder Offline Gerate) oder unterschiedliche ve-
ndse Zugange (peripherer oder zentralvendser Zugang) eine Rolle spielen.
Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel und R.

Blutkulturen wurden in aeroben und anaeroben Blutkulturflaschen tber einen
Zeitraum von 7 Tagen inkubiert. Bei positiver Blutkultur wurden diese isoliert

und massenspektrometrisch differenziert.

. Eigene Arbeit

Publiziert wurde diese Arbeit in der Zeitschrift Transfusion [15] .



HEMAPHERESIS

Bacterial contamination rates in extracorporeal photopheresis

Irene Pamler,”" Eva Richter,"" James A. Hutchinson ©,* Viola Hihnel ©," Ernst Holler,® André Gessner,”?
Ralph Burkhardt ©," and Norbert Ahrens ©'*

BACKGROUND: Extracorporeal photopheresis (ECP)
is an mmunosuppressive reatment that involves
leukocyte aphaeresis, psoralen and UV light freatment,
and subsequent reinfusion. Patients treated with ECP
are usually immunosuppressed. Bacterial contamination
therefore poses a much unwanted rigk, but incidence
data are lacking.

PATIENTS AND METHODS: We screened all 1922
consecutive ECP procedures scheduled within a roughly
Fyear penod for eligibility. Those with missing data on
ECP method (inline or offline) or type of venous access
{peripheral or central) were excluded. ECPs with
complete aenobic and anaerobic microbial testing of
baseline patient blood samples (n = 1637) and of ECP
cell concentrates (n = 18614) were included in the
analysis.

RESULTS: A test for microbial contamination was
positive for 1.82% of the cell concentrates, with central
venous access was the most significant risk factor for the
contamination (odds: ratio = 19). Patient blood samples
were positive in 3.85% of cases, but no patients became
sepiic. Staphylococous spp. were most abundant, and
products with bacterial contamination did not cause side
effects after reinfusion. There were no significant
differences in contamination rates between infine and
offine ECP.

CONCLUSION: These findings stress the importance of
sterile procedures and the benefits of using peripheral
over central venous access for reducing the risk of
bactenial contamination in ECP.
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sirmcorporeal phowpheresis (BCP) is a therapeutic
procedure consisting of leukocyte apheresis, reat
menl of the collected cells with B-methoxypsoralen
(B-MOP), ultraviolet A [UVA) light irradiation, that
causes covalent binding of #-MOP with DNA, and subse
quent reinfusion of rreated produc back 10 the patient with
oul storage.” This thermapy adds 1o ransplantation (olerance
or in auislmmune diseases and s typhcally applied for
patients that are refractory w Gest line therapy amd (. ane
ofien subject 1o a complex immunosuppressive regirmen.,”
The required medical devices are available as com
bined equipment with apheresis and UVA irradiation in a
single machine (inline ECP), or as separate devices (ollline
ECP). The latter requires that the user connects the
leukapheresis bag with the UV imadiation bag, as the [ormer
is ool UVA permeable, The components may be conmected
prior to the procedure (cosed FCP), or during the proce
dure while the patient is connecied (open ECP, sometimes
classified dillerenily by regulatory authorities). Possible
combinations of these are cosed inline, closed offline, and
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open offline BECP. Apart from this, both ECP types require
connections to apply 8-MOP.

To start with ECP, leukapheresis requires access to
peripheral veins or a central venous catheter (CVC). Periph-
eral venous access weed to cause bacterial contamination in
1-2% of healthy blood donors until the advent of pre-
donation sampling, a preventive measure that infroduced a
hag ton the tubing system for the initial 15-30 ml of the
donation process.™ This in combination with improved
skin disinfection lowered the rate of microbial contamina-
tion to approximately 0.03%.™" In autologous stem cell
transplant (ASCT), on the other hand, bacterial contamina-
tion rates of up to 4.5% are still common.”® The affected
patients are treated under antibiotic protection, as there is
sufficient time between donation and reinfusion o obtain
diagnostic test resulis.” In ECP, however, bacterial contami-
nation typically remains undetected, because the ECP prod-
uct is quickly reinfused without bacterial testing.
Undetecied hacteria could, in principal, have severe conse-
quences. Up to now, data on bacterial contamination rates
in ECP are lacking. Therefore, we refrospectively collected
and analyzed data from sterility testing of ECP procedures
performed at our institotion to get to know the incidence of
hacterial contamination in ECP patients and producis.

PATIENTS, MATERIALS, AND METHODS

Patients

A total of 1922 ECP procedures scheduled at our hospital
from September 26, 2012 through August 31, 20015 wene
screened for eligibility (Table 1), Most of the paticnts (79%)
had suffered graft-versus-host discase (GvHID) after autolo-
the basis of their clinical symptoms for several woecks W sev-
cral months. Patients with other conditions like cutancous
pericds. Treamnent frequencics were adjusted w clinical
needs, Treatments that met eligibility criteria were included
in the analysis as outlined in Fig. 1.

ECP treatment protocol
Treatment was cartied out as either closed inline or open off-
line ECP as described above.'" Closed inline photopheresis
can be adminisiered with a single needle and was therefore
preferentially but not exclusively used for patients with lim-
ited venous access. Other patients received offline ECP.
Photopheresis was camied out as described previ-
ously.'® Briefly, standardized open offfine ECP and closed
inline BCP procedures were used."" Open offfine BCP was
performed with the Cobe Specira (Cobe, Terumo BCT),
Spectra Optia (Optia, Terumo BCT) or the Amicns
(Fresenius Kahi) device using acid cirate dextrose (ACID-A)
for anticoagulation. Heparin was additionally used if clotting
was ohserved. Patients received calcium as required. ECP
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BACTERIAL CONTAMINATION IN ECP

TABLE 1. Patient characteristics
Palicmls* [ 1]
Sex {male [%] / female [%6]} 57 A2 5%
Age [years] 53 [2-73)
Acule GeHD 29
Chronic GyvHD 25
Sizany's dsese 4
Atopy 1
Solerodenm:a 4
Poonasis. 1
Crohn's disags 1
Bronchiolitis obiterans fofiowing lung 3
I pkankation

Mumber of treatments per patient 19 (1-136)

Tokal memises of complshed ealrments 1868
Closed nline ECP (Lhvar XT5) 25.3%
Open olline ECP [Coalbe) 71.7%
Open offine BECF (Optia) 1.07%
Open olline ECP [Amicus) OLE
Missing data on method 0F%

Mumbers represent medan value with range in parentheses

uribe=s olhersise ndicabed.

= Total number,

was delivered via a central or perpheral venous access
depending on the condition of the patient’s veins.

Required connections in open offine BCP were between
patient and apheresis tubing set, for sampling and 8-MOP
application, to the 1V irradiation bag, and back to the patient.
Transfusion sets with 200 pm flters were used for the latter.

Closed inline BCT was performed with the Uvar XTS
[Therakos). There were no connection steps apart from
venous punciuation and sampling with 8-MODP addition.

Sterility testing

Blood samples for sterility testing were taken from the
perpheral or central venous line before the star of aphere
sis. Samples om the cell concenirates were laken before
B-MOP additon and UV illomination at the bedside, as
closed inline ECP does not allow removal of the bag. Treal
menis and sampling were pedormed in controlled environ
menl equipped with 1113 llered ventilation. Aerobic and
amerobic culture bouldes (BD Bactec Standard Anaerobic/F
aid Acrob/F, respectively) were incubated for 7 days al
3I0-32°C with a sample volume of 3-5 ml and 7-10 ml,
respeclively, Positive culiures were isolated and dilferent
ated by malrix-assisted laser desorplion ionization-lime of
Oight (MALDI TOE, Bruker Dallonik Gmbll Life Sciences)
mass speclromelry, and antibiotic resistance lesling was
pedorimed using the B Phoenix system,

Statistical analysis
Nata was collected in Microsoft Fxoel 2000, and B was used o

calculate statistical significance using the Wilson score interval
with continuity correction using its buili-in prop.tess function.

Volurne B0, June 2020 TRANSFUSION 1261



1932 ECPs
54 ECPs excluded because the procedure itself or sterility

_— testing was not completed

1BEE ECPs
completed with
sterililty testing of
the collection bag

_ 4 ECPs excleded due to missing information abaout
ECP machine type/method

18G4 ECPs
campleted with
information about
the ECP Machine
type/method

50 ECPs excluded due to missing information
on vascular decess type

1814 ECPs
completed with
information
about the
wascular acoass

sterility testing of peripheral blood sample
s meal pr_-r'l'urm{'-:l in 177 ECPs

1637 ECPs
completed with
sterility testing of
peripheral blood
sample

Fig. L. Patient recruitment and causes of drop oul.

RESULTS
bacterial contamination rate (sterility testing) was available
Bacterial contamination rate for 1814 ECP cell concentrates. We identificd a positive
Complete information on the ECP method (online or off- microbial test results in a wial of 33 BCP cell concentrates

line), type of vascular access (central or peripheral), and (1.82%). Central venous aocess, which was required in 20%

1262 TRANSFUSION Volume 60, June 2020
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of the ECP procedures, was more frequently associated with
bhacterial contamination of ECPF cell concentrates [7.38%
positive) than peripheral access ((L41% positive, Tahle 2,
p=22x 10" odds ratio 19). Patient blood samples eol-
lected before the start of the procedure were availahle in
1637 cases. From these, 63 tested positive, with significamt
differences between central and peripheral venous access
(Tahle 2, p = 0L.0026, odds ratio 2.3).

Owerall, we found 73 cases of 1637 treatments, in which
sterility testing was positive either in cell concentrates
and/or patient blood samples, The rate of overlap between
procedures with positive ECP cell concentrates and positive
patient blood sample was low (16 of 73, 22%). In an addi-
tiomal 10 procedures, only the cell concenirate was positive
(14%), and in another 47 instances, only the patient bisod
sample was positive (64%).

Patient hlood samples had a significantly higher contam-
ination rate than samples from cell concentrates (3.85% of
1637 va. | 82% of 1814 respectively, p = 0LU0044). Contamina-
tion proportions in patienis’ blood and in cell concenirates
were not equally distributed. The frequency of positive sam-
ples for patients” blood and for cell concenirate samples was
unequally distributed (Fig. 2). Patients with fewer ECP treat-
menis tended to have more requent unsterile findings.

Of note, we did not detect significant differences
hetween inline and offine ECP with regard to bacterial
detection rates in ECP cell concentrates or patient blood
samples (p = (L06R and p = 1, respectively, Tahle 2). In addi-
tiom, none of the bacterially contaminated products caused
adverse events upan reinfusion.

Bacterial species distribution

Samples westing positive for microbiological contamination
exhibited a large and heterogenous varicty of germs. The
majority of the identified bacterda or fungus belong to the
human skin flora, mouth fora, andfor intestinal fora:
Acinetobacter Twoffi, Actinomyces odontolyticus, Staphylo-
coccus capitis, Micrococcus [wleus, Staphylococous aureus,
Staphylococcus  hominis, Citrobacter  freundii, Candida
guillicrmondii, Enterobacter  cloacas, Prevotella  bivia,
Haemophilus parainfluenzae, Staphylococcus haemolyticus,

BACTERIAL CONTAMINATION IN ECP

A. Patients with unsterile blood

samples
50%
40% »
=]
30% o
=]
20% o, ©
5]
10% | % o o
P o
* &) o
0% Jommo—oatoo— oo =
0 50 100 150
Count of patient blood samples
B. Patients with unsterile cell
concentrates
60%
Q
S0%
0% | o
o
30% o
oo
20%
10%
@y
0%  ‘oomror-aatee—oaro o
0 50 100 150
Number of sampled ECP treatments per
patient

Fig. 2. Proporiion of unsterile samples lrom peripheral or
patienl.

TABLE 2. Microbial detection rates* for (A) offfine versus inline ECP and (B) peripheral wversus central venous access
ECF products Falienl bood
Parcant positive a5 Gl n Parcant positive: 5% Gl n
(A}
Offlinge: ECP 2.18% (1.50-3.13%6) [3viaTa] 3.97% (2.04-5.2290) [4ari220]
Infine ECP 0.69% (0 18-217%) 3435 360 (2 10-6.00°%) [15417]
(B}
Penphoral access 041% (0.17-0u55%) [ar1448] ERE [FEr—4.23%) [4111319]
Cendral venoes actess 7.38% (5.00-10.68%) [2Tr366] 6.92% [4.49-10.44%) (28]
* Dedisclion rabes refer lo diffeent sarmple populations.
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TABLE 3. Bacterial species in ECP cell concentrates:
and in patients’ blood

Open
Clhossed offine:  Palienis
inline ECP*  ECP*  blood”

Peripheral venous access
Staphyiococcus epidenrmidis
Staphyfococcus BINBUS -
Provvobedla bevia
Fropionibacieniim acnes -
Spore
Acinatobacter woiffa - -
Actinomyces odoniohyficus
Seaphylococcus capits - -
Micrococous bieuws
Seaphylococcus hominis - -
Bacillus allitudinis
Bacilus purmius - -
Bacillus subiilis
Citrobacter freundii - -
Haermophilus paminfuenesa
Staphylococcus

13
13
1

| ==
[ ¥ e e

I
i

Stphylococcus opidermicdis 3
Staphylococcus capibs -
Pounlonmins Srnpimos
Enterococcus faecium -
Kinbsidla pnousmoniae
Micrococous uteus -
Staphylococoes hominis

Candida guillemmondi - -
Enlgrobacior cloacane

Capnoctyophaga ochracesa - 1
* Data from 1814 procadures.

+ Duatia Frowen 1637 procedurs,

| = == === = | ="

Staphyloccous simudans, Staphylococcus lugdunesls, Enferococ
cus faeciurm, Klebsiells preamoniae, and Caprocytophusga
ochraces,

In addition, some species are environmental bacteria
that can be found in soil, air, and/or water: Spores, Micro
cowcus hutews, Bacillus purmilus (resistant o UV light), Can
dida guilliermorndil, Enterobvecter clogeae, and Pseudomonas
acruginos, Interestingly, Bacillus altitudinis s a germ which
was first isolated from cryogenic ubes used for collecting
air samples from high altitudes. "

Five patlent blood samples coniained two different bacie
i [Aciretobactsr looffil and Staphydococcies aureus, Staphyle
coccis augrens and Stapylococcus epldernddis, Staphiylococes
strigdares and  Staphylococeis epldermdls,  Staphylococes
hegelunensis and Staphydocoecus copitis, Prevotelln sl and
Haemophilis parainfluenza). In one of these cases, the cell
conceniraie also iested positive, but only for one bacierial spe
cies | Prevotelle Bivia).

The: distribution of detected bacterial species separated
by BCP system type k= shown in Table 3.
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DISCUSSION

In this barge retrospective study, we found an overall micro
bial contamination rate of 1.82% in the cell concentrales of
extracorporeal photopheresis. This lgure is comparable w
that of apheresis procedures for the collection of other
bloosd components, such as platelets and hematopoietic
stermn cells,

Bacterial contamination rates in plaelet concentrates
from healthy donors reporiedly mange [rom 0.01 0 0.2%. "
The requency of positive culture wests that Giled in confic
mation (esting is usually higher, ie, 011 w0 072%2%5
Megative confirmation testing can oceur due 0 inappropri
ale diagnostic lechniques and may rellec contamination
with low numbers of bacteria in the inoculum or with bacte
ria thatl require special growth conditions. We did not dis
tinguish between these faclors and included all positive
firdings. Thus, the initial positive requencies are echni
cilly closer 10 those observed in our patients.

Bacterial conlamination rates in hemalopoietic stem
cell apheresis range rom 0.2 1o 29%, averaging aboul 3%. '
Higher reguencies in patients may be caused by additional
handling steps during the procedure. These include disin
fection as well as the diversion of the frst millilivers afier
venipunclure for predonation sampling which, however, has
been shown w substantially decrease the contamination
rate."” The type of venous access used is another dilference
between healthy blood donors and patients undergoing
apheresis. In our study, a central venous catheter (CVC)
wars required in 200% of BCP procedures, and CVC use was
associaled with a 19-fold higher sk for cell concentrate
contamination. Though pone of the patients became obvi
ously seplic al the time of weatment, these Gndings illusirate
the risk of bacteremia in patients with a central venous line,

Microbial contamination risk was not evenly distribuared
among the paticils. We found a subgroup of patients with a
high frequency of contaminations up 0 a maximum of 56%
of the cell concentrales. Patienis with high conlamination
rates haed a comparable low reatment number, eg., becawse
of uncontrollable grade 1V grall-versus-host disease, In addi
tion, central venous catheter contamination contributed o
positive flndings. Bacteral contamimation in these patients
indicates therefore at least in parl the severity of the underly
i disezse,

Bacterial contamimtion may be impacted by the ype of
cenlrfugation. Recenily intermitent Dow with the Amicus
(Fresenius Kabi) was shown 1o be disadvantageous in platedel
apheresis compared W continuous Dow apheresis using the
Trima (Terumo BCT)'™™ This disfoors inline BCP thal wses
irsermmittent Oow wechmigue. On te other hand, the bully coat
layer of bacteria is unknown, Bacteria could distribute frecly
i plasima, or they could sediment together with red blood
cells amd plateles ntermitent Dow apheresis osing (e
Lathaum bowd technigue as in Therakos devices, in contrast o
the technigue used within the Amicus, collects less selected



cell sispensions in gﬂnl!ﬂ:],,"""J though there are exceptions
to this.™ Inferior collection ability of infine ECP could trans-
late to a reduced bacterial enrichment. In addition, this
method processes lower hiood volumes, thus further decreas-
ing the possibility of contamination in bacteremic patienis.

Higher collection ability of offfine ECP methods trans-
lates 1o successful single day treatments.® Inline ECP, in
conirast, requires ireatments on two adjacent days.

Imi owr study, no significant differences were observed
hetween microbial contamination in inline and offline ECP.
Patients were not randomized and preferentially reated off-
line, if a ceniral venous access was availahle. Central venous
lines, in contrast to venous canula, are handled in a sterile
way. However, this is more than ourweighed by the risk
from inapparent catheter infections. The contamination risk
was thus increased in offfine ECP in our siudy.

The difference in  microbial contamination rates
between BCP cell concentrates (1.62%) and patient blood
samples (3.85%) might be explained by the fact thar the lat-
ter samples were collected before apheresis and, thus, had
the same effect as predonation sampling. In addition, the
apheresis technology itzelf could have contributed to bacte-
rial depletion to some degree as described above.

We found 24 different hacterial species with Staphylococous
spp. being most abundant. Most of the bacieria we detected
were pant of lhuman skin flora. These may indicate a contamina-
successfully with standard procedures. Contamination with the
same hacterial type in bag and patient suppaorts this explanation.

The type of hacterial contamination is of relevance from
a clinical point of view, as antibiotic susceptibility depends in
part on the species. From a technical point of view, there is
no contamination that can be regarded as acceptable. There
are no commensal bacteria in cell suspensions.

Regardless of the cause of microbial contamination, it
is highly unwanied. Patients referred for BCP are usually
severely immunosuppressed like in solid ongan ransplanta-
tion or grafi-versus-host disease. Their risk for septic com-
plications is therefore increased. On the other side, bacterial
contamination of BCP is questionable for two reasons. First,
ECF cell concentrates are not stored bat reinfused immedi-
ately after LIV treatment, thus eliminating the chances for
hacterial replication. Second, #-MOP injection with subse-
quent LIV light exposure acts like a pathogen inactivation
that reduces bhacterial growth potential by several log
unitz.™ Thus, it can be assumed that any relevant hacterial
replication potential is effectively reduced in ECP treaiment.

Pathogen inactivation by ECP, however, iz speculative.
It is therefore mandatory 0 avoid contamination as much
as possible. Dizsinfection before venipuncture or central line
connection was done following a standardized protocol in
this smudy. Patients in need of ECP frequently have skin con-
ditions that are prone to bacterial infections as illustrated by
the findings of this smdy. Thus, effective skin disinfection
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technigques such as thase defined for whole blood donation
should also be wsed in BCP™ In addition, the presented
data do clearly favor peripheral access for ECP, as contami-
nation by central venous access is by far the miost significant
risk for hacterial contamination.

This smudy is the first to evaluate bacterial contamina-
tiom in BECP cell suspension bags and in ECP patients. Steril-
ity sampling was scheduled for every treatment within the
study period, and all patients were congidered for inclsion.
Most patients and reatments could be inclhoded, but drop-
outs could have impacted the results to some degree. Data
have alsn to be interpreted with caution, as patient and
ireatment factors with potential impact on contamination,
such as venous access and therefore type of ECP, were cho-
sen on a clinical basis and not according to this study.
Though it is not possible to conclade on ECP types, it seems
reazonable to recognize the contamination risk for BECP in
general, especially for patients with central venous access.

The relevance of these findings is unclear, a3 ECP com-
prises always pathogen inactivation and cell suspensions
would noi be siored. This disfavors bacterial testing. The
clinical relevance, however, is unclear, and clinical follow
up was helpful. In addition, the clinical relevance of inap-
parently contaminated catheters in these frequently immu-
nosuppressed patients calls for further sudies.
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4. Diskussion der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden erstmalig im Rahmen einer retrospektiven Studie die
Kontaminationsraten von Photophereseprodukten sowie Patientenblut vor Be-
ginn der extrakorporalen Photopherese untersucht. Des Weiteren wurde un-
tersucht, ob ein Unterschied in der Kontaminationsrate besteht, je nachdem,
welcher vendse Zugang benutzt wurde, und ob die Verwendung unterschiedli-

cher Apheresegerate eine Rolle spielt.

Die Kontaminationsrate der Photophereseprodukte belief sich auf 1,82%. Die-
se Kontaminationsrate war Kontaminationsraten autologer Stammzellaphere-
sate &hnlich, welche sich auf 0,2% bis 24%, durchschnittlich ca. 3%, belaufen
[16].

In 20% der Falle war im Rahmen dieser Studie ein zentralvendser Zugang
notwendig. Dies war mit einem 19fach héheren Risiko fir eine Kontamination
mit Krankheitserregern assoziiert als ein periphervendser Zugang.

Des Weiteren wurde bei Patienten, die insgesamt nur wenige Photopherese-
behandlungen erhielten, eine Kontaminationsrate der Photophereseprodukte
von bis zu 56% gefunden. Die niedrige Behandlungsfrequenz lag z.B. an einer
unkontrollierbaren Graft-versus-Host Erkrankung Grad IV und dem vorzeitigen
Abbruch der Therapie. Dies a3t einen Zusammenhang zwischen der Schwere

der Erkrankung und eines kontaminierten Photophereseproduktes vermuten.

Die verwendeten Gerate, Open Offline oder Closed Inline Geréte, wiesen kei-
ne Unterschiede in den bakteriellen Kontaminationsraten auf.

Jedoch kdnnte bei Photopheresen die Verwendung unterschiedlicher Geréate
trotzdem eine Rolle spielen und zwar aus folgendem Grund:

Bei der Herstellung von Apheresethrombozytenkonzentrate war die verwende-
te Technik ein relevanter Unterschied. Bei Geraten, die mittels intermittieren-
den Fluss Thrombozyten apheresierten, lagen hohere Kontaminationsraten
der Thrombozytenkonzentrate vor als bei Geraten, die mit kontinuierlichen
Fluss arbeiteten [17,18].

Closed Inline Gerate, wie die UVAR XTS, sind mit einer sog. Latham Bowil
ausgestattet, welche mittels intermittierenden Fluss Zellen sammelt. Bei Open
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Offline Geraten werden in der Regel unter kontinuierlicher Zentrifugation Zel-
len gesammelt.

Dieser Unterschied konnte in dieser Studie nicht gezeigt werden, jedoch lagen
fur die Thrombozytenkonzentrate deutlich mehr Daten vor als dies in dieser

Studie der Fall war.

Es bestand ein Unterschied zwischen den Kontaminationsraten des Patien-
tenblutes, das vor Photopheresebeginn abgenommen wurde und den Konta-
minationsraten der Photophereseprodukte (3,82% versus. 1,82%).

Eine Erklarung hierfur ist, dass die Abnahme von Patientenblut vor Therapie-
beginn wie ein Predonation Sampling fungiert und somit auch den gleichen Ef-
fekt hat wie dieses.

Auch kann die Apherese selbst Krankheitserreger im Photopheresprodukt re-
duzieren, wenn Bakterien mit Erythrozyten sedimentieren und somit nicht in
das Photophereseprodukt Gbergehen.

Die Unterschiede von 1,82% und 3,82% konnen sich auch aus der Tatsache
heraus ergeben, dass es mehr Daten beziiglich Sterilkontrollen in Photophe-
reseprodukten als in Patientenblut vor Photopherese gab.

Vierundzwanzig unterschiedliche Krankheitserreger wurden gefunden. Davon
waren Staphylococcus species der haufigste Fund. Die meisten Erreger konn-
ten der Hautflora zugeordnet werden und implizieren somit eine Kontaminati-
on wahrend der Arbeitsschritte. Da viele Patienten eine Hauterkrankung auf-
wiesen, kann dies aber auch ein Hinweis darauf sein, dass sich die Desinfek-

tion der erkrankten Haut als schwierig darstellt.

Des Weiteren lasst sich Uber die Relevanz eines Keimnachweises im Photo-
phereseprodukt streiten, da Photophereseprodukte ohne Lagerungszeit direkt
wieder retransfundiert werden.

Zusatzlich sind die 8-Methoxysporalenapplikation und UV-A Bestrahlung einer
Pathogeninaktivierung zutraglich und reduzieren bakterielles Wachstum um
mehrere Logstufen [19].

Das Risiko fur relevantes bakterielles Wachstum ist somit auf Grund der tech-

nischen Durchfuihrung der extrakorporalen Photopherese reduziert.
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Unabhangig davon sind Krankheitserreger in Blutprodukten nicht zu akzeptie-
ren.

Patienten, die mittels Photopherese behandelt werden, erhalten, in der Regel,
eine immunsuppressive Therapie.

Krankheitserreger, die transfundiert wirden, kdnnten somit in dieser Kombina-
tion eine schwere Reaktion im Sinne einer Sepsis auslésen.

Keiner, der in dieser Studie untersuchten Patienten, zeigte zum Behandlungs-
zeitpunkt Zeichen einer Sepsis, jedoch besteht trotzdem das Risiko, das sich
eine bereits vorhandene Bakteridmie im weiteren Verlauf noch als klinisch re-

levant herausstellen kdnnte.

. Zusammenfassung

In dieser retrospektiven Studie wurden bakterielle Kontaminationsraten im
Rahmen der extrakorporalen Photopherese untersucht.

Die unterschiedlichen Kontaminationsraten der Photophereseprodukte sowie
des Patientenblutes, das vor der Therapie abgenommen wurde, kann auf den
Predonation Sampling Effekt zurlickgefuhrt werden.

Die Gesamtkontaminationsrate von Photophereseprodukten liegt bei 1,82%
und ist somit etwas geringer als die durchschnittlichen Kontaminationsrate von
autologen Stammzelltransplantaten [14].

Bezugnehmend auf Kontaminationsraten hat die Verwendung bestimmter Ge-
rate (Inline oder Offline Geréte) keine Relevanz.

Da die Verwendung eines zentralventsen Katheters jedoch ein deutlicher Ri-
sikofaktor fir eine bakterielle Kontamination im Vergleich zu einem peripher-
vendsen Zugang (7,38% versus 0,41%) ist, erscheint es sinnvoll auf einen
zentralvenosen Katheter bei extrakorporalen Photopherese, wenn mdoglich zu
verzichten, um das bakterielle Kontaminationsrisiko zu reduzieren.

Dies ist jedoch nicht immer méglich, weswegen die Einfiihrung eines Predona-
tion Sampling in der Photopherese zu diskutieren ist.

Letztendlich ist die standardisierte Desinfektion und Handhabung, egal wel-
ches vendsen Zugangs, wichtig, um eine bakterielle Kontamination zu vermei-

den oder zu mindestens das Risiko hierfuir zu reduzieren.
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