PTH:T

Polskie Towarzystwo
Hematologéw i Transfuzjologbw

I}

INSTYTUT HEMATOLDON
FTRANSHUZIOLOGH

Acta Haematologica Polonica
PRACA POGLADOWA/REVIEW ARTICLE

49(2) » June 2018 « 65-69 * DOI: 10.2478/ahp-2018-0012

journal homepage: https://content.sciendo.com/ahp

Bankowanie. Mikrobiologiczne
bezpieczenstwo przeszczepienia
krwiotwoérczych komorek macierzystych

Banking. Microbial safety of haematopoietic stem cells transplantation

Article history:
Received: 05.06.2017
Accepted: 07.05.2018

Ewa Bembnista,

Agnieszka Kubiak,

Paula Matuszak,

Maria Koztowska-Skrzypczak

Streszczenie

W procesie przygotowania komorek krwiotwdrczych (k.k.) do transplantacji istotne jest wdrozenie oraz utrzymanie procedur pozwalajacych
na zachowanie mikrobiologicznego bezpieczernstwa przeszczepu. Do gtéwnych zrédet zanieczyszczenia przeszczepu nalezy: powietrze,
personel, woda oraz materiat. Kontaminacja przeszczepu moze mie¢ miejsce na etapie pozyskania, przetwarzania oraz dystrybucji k.k.
Jako$¢ materiatu transplantacyjnego powinna by¢ kontrolowana na wszystkich kluczowych etapach jego przetwarzania. Bankowanie k.k.
moze odbywac sie w systemie otwartym lub zamknietym. System przetwarzania k.k., otwarty lub zamkniety, znaczaco wptywa m.in. na
kryteria kwalifikacji pomieszczen oraz przygotowania pracownikéw do pracy. Jednak niezaleznie od systemu przetwarzania k.k., kontrola
mikrobiologiczna powinna obejmowac zaréwno materiat transplantacyjny, jak i Srodowisko jego przetwarzania. Formalne wymogi dla
bankéw komorek zawarte s w Rozporzadzeniach Unii Europejskiej, Ustawie Transplantacyjnej oraz Rozporzadzeniach Ministra Zdrowia.
Wdrozenie oraz utrzymanie procedur odpowiedniego przygotowania pracownikéw, sprzetéw oraz pomieszczen do pracy w znaczacy
sposob wptywaja na zmniejszenie ryzyka kontaminacji przeszczepu, a tym samym na kliniczne parametry leczenia transplantacyjnego.
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Medyczny w Poznaniu

Abstract

Itis important to implement and maintain procedures to preserve the microbiological safety of the transplant in banking of haematopoietic
stem cell (h.s.c.) products. There are four major source of microbial contamination in controlled areas: air, water, material and people. Each
process: harvest, processing and distribution of cells may cause contamination of h.s.c. products. Quality of graft should be controlled
on each crucial steps of stem cells processing. H.s.c. processing steps can be performed in a closed or open system. System of stem cells
preparing — open or closed have an impact on lab and processing facility personel qualification. Regardless of the h.s.c. processing system,
microbial control should include graft and processing environment. The activity of cell banks is regulated by national formal requirements
and is linked with United Union standards. Introduction and maintenance of procedures of suitable preparing of personell, equipments and
lab have diminishing effect of h.s.c. contamination risk and, on the same way, have an impact on clinical results of transplant procedures.
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Przeszczepienie komorek krwiotwoérczych (k.k.) to jedna
z metod leczenia choréb hematologicznych. Pozwala na odnowe
krwiotworzenia u pacjentéw, u ktérych zastosowano terapie
mieloablacyjng. W wyniku tej terapii, niszczgcej komorki szpiku,
pacjent traci naturalng zdolno$¢ obronng przeciw drobnoustrojom.
Pierwsze transplantacje k.k. opieraty sie na przeszczepach
pozyskanych ze szpiku [1]. Od diuzszego czasu wigkszo$¢
przeszczepien wykonanych na catym sSwiecie opiera si¢ na k.k.
pozyskanych w wyniku aferezy komoérkowej [2]. Dzigki zawartosci
w materiale transplantacyjnym pozyskanym z mobilizowanej krwi
obwodowej nie tylko bardzo mtodych k.k., ale réwniez komoérek
réznicujgcych sig, odnowa krwiotworzenia u tych pacjentow jest
mozliwa po okoto 10 dniach od przeszczepienia [3]. Ryzyko
infekcji u tych chorych jest nizsze niz po transplantacji komérek
pozyskanych ze szpiku, ale nadal wysokie. W celu minimalizaciji
ryzyka infekciji, chorzy w okresie okototransplantacyjnym przebywajg
w pomieszczeniach o zaostrzonym rezimie sanitarnym. Kazda
wysokospecjalistyczna procedura przeszczepienia k.k. wymaga

wdrozenia i utrzymania systemu zapewnienia jakosci (SZJ)
w jednostkach, ktore zajmujg sie pobieraniem, przetwarzaniem
oraz dystrybucjg przeszczepu. Wymog ten dotyczy réwniez
bankéw komorek. Istotnym aspektem wplywajgcym na wynik
leczenia transplantacyjnego jest mikrobiologiczne bezpieczenstwo
przeszczepu k.k. [4, 5, 6]. Zagadnienie to jest szeroko dyskutowane
w literaturze [7, 8]. Ponadto jest regulowane przez krajowe wymogi
prawne i przez miedzynarodowe standardy.

Dane literaturowe dotyczgce mikrobiologicznej oceny
materiafu transplantacyjnego oraz srodowiska jego
przetwarzania

Zanieczyszczenie preparatow k.k. jest od dawna omawiane
w literaturze, zgodnie z ktérg nadal stanowi istotny problem procedury
przeszczepienia k.k. Jedne z pierwszych badan i obserwaciji
opublikowane zostaty przez Rowleya i wsp. w 1988 roku [9].
Autorzy pracy badali czysto$¢ mikrobiologiczng 100 donacji k.k.
pozyskanych ze szpiku. Zgodnie z ich opracowaniem zanieczyszczenie
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zostato zidentyfikowane na poziomie 17%. Autorzy wskazujg na
koniecznos$¢ przeprowadzania proceséw pozyskania oraz preparatyki
k.k. w sposéb wykluczajacy jego klinicznie istotng kontaminacje.
Dane literaturowe wskazujg, ze zrédio pozyskania k.k. ma zwigzek
z ryzykiem zanieczyszczenia donacji. Zgodnie z pracg Kamble
i wsp. [10] pobranie komorek krwiotwoérczych ze szpiku niesie
ze sobg wieksze ryzyko mikrobiologicznej kontaminaciji (4,5%), niz
w przypadku, gdy materiat transplantacyjny pozyskany jest w wyniku
aferezy mobilizowanej krwi obwodowej (3,9%). Od przetomu lat 80.
i 90. XX wieku zrodtem k.k. stata sie afereza mobilizowanej krwi
obwodowe;j.

Wedtug Leemhuis i wsp. [7] oznaczenie czystosci mikrobiologicznej
materiatu transplantacyjnego nalezy wykona¢ przed preparatyka
komérek oraz po jej zakonczeniu, tj. przed zamrozeniem
lub przed przetoczeniem komoérek. Autorzy pracy zwracajg
uwage na konieczno$¢ przeprowadzenia badania w sposéb
umozliwiajgcy identyfikacje bakterii beztlenowych, tlenowych oraz
grzybow. Zgodnie z badaniami Richter i zespotu [11] obecnosé
dimetylosulfotlenku (DMSO) w krioprezerwowanym preparacie nie
przeszkadza w oznaczaniu statusu mikrobiologicznego preparatu k.k.
Przeprowadzona przez autoréw analiza prébek zawiesiny komorek,
kazda o objetosci 1 ml, do ktérej dodano bakterie Haemophilus
influenzae (szczep ATCC10211) w liczbie 10-100 jednostek
tworzacych kolonie bakteryjne, wykazata wzrost drobnoustrojow
po 1-3 dniach inkubacji. W badaniach tych jako kontrole stosowano
posiewy, do ktérych nie dodano bakterii [11, 12]. Autorzy licznych
badan wskazujg jednak, ze odsetek zanieczyszczeh materiatu
transplantacyjnego, zidentyfikowany na etapie pozyskania komérek
jest wyzszy w poréwnaniu z wynikami oceny uzyskanymi na etapie
krioprezerwacji komérek. Fakt ten fgczony jest z antybakteryjnym
dziataniem DMSO - srodkiem krioochronnym, wykorzystywanym
w procesie mrozenia komorek [13].

Nieprzestrzeganie procedur pozyskania oraz preparatyki k.k. moze
skutkowa¢ mikrobiologiczng kontaminacjg przeszczepu, ktora jest
potencjalnie $miertelnym zagrozeniem dla pacjenta. Ocena materiatu
bezposrednio po przyjeciu do banku oraz ponownie po przetworzeniu
pozwala na identyfikacje mozliwego zrédta zanieczyszczenia oraz na
jego eliminacje [7, 8].

Procedury przetwarzania k.k. mogg odbywac sig w systemie otwartym
i zamknietym. Przetwarzanie k.k. w systemie otwartym wymaga
posiadania tzw. pomieszczen czystych. Czynnos$ci preparatywne
wykonywane sg wtedy w komorze z laminarnym przeptywem
sterylnego powietrza, w klasie czystosci A, ktéra znajduje sie
w otoczeniu klasy czystosci B. Innym modelem pracy jest system
zamkniety. Przetwarzanie k.k. w tym systemie mozliwe jest dzieki
potgczeniom drendw za pomoca zgrzewarki do sterylnego ich tgczenia.
System ten uniemozliwia kontakt materiatu transplantacyjnego
ze Srodowiskiem zewnetrznym. Mimo ze przetwarzanie przeszczepu
w systemie zamknietym wyklucza jego ekspozycje na srodowisko
zewnetrzne, to jednak k.k. majg kontakt z r6znymi materiatami (np.
z workami preparatywnymi), ktére moga by¢ zrédtem drobnoustrojow.
Przetwarzajgc k.k. w systemie zamknietym, bardzo wazne jest
pobranie préby na posiew w komorze z laminarnym przeptywem
sterylnego powietrza. Ten etap jest bardzo istotny dla zachowania
zasady wiarygodnosci oceny, jak rowniez wykluczenia fatszywie
dodatnich wynikéw oceny [8]. Zgodnie z doniesieniem Cassens i wsp.
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[14] przetwarzanie k.k. w systemie o wigkszym rezimie czystosci
nie wptywa na zmniejszenie liczby zanieczyszczenia materiatu
transplantacyjnego, oznaczonych w materiale po przetworzeniu.
Analiza obejmujgca 783 donacji k.k. przetwarzanych tylko w komorze
laminarnej oraz 695 donacji k.k. przetwarzanych w komorze
laminarnej znajdujgcej sie w pomieszczeniach czystych wskazuje
na nieistotne statystycznie réznice w zakresie liczby pozytywnych
oznaczen mikrobiologicznych w obu grupach. Autorzy pracy
wskazujg na bardzo niski poziom dodatnich wynikéw oznaczen, dla
obu grup wynoszacy niewiele ponad 1%.

W analizie czystosci mikrobiologicznej srodowiska przetwarzania
komoérek nalezy réwniez zwréci¢ uwage na powigzanie wynikow
oznaczen mikrobiologicznych preparatéw oraz $Srodowiska ich
przetwarzania, stanowigcego otoczenie komérek. U schytku lat 80.
XX wieku ukazata sie praca Arleta i wsp. [15], w ktdrej poréwnano
poziom zanieczyszczenia powietrza zaréwno bakteriami, jak
i grzybami w konwencjonalnych pomieszczeniach oraz w komorach
z laminarnym przeptywem sterylnego powietrza i pomieszczeniach
czystych. Autorzy wskazujg na redukcje badanych zanieczyszczen
w oznaczeniach wykonanych w $rodowisku o wiekszym rezimie
czystosci.

Istnieje wiele metod kontroli czystosci mikrobiologicznej powietrza.
Wsrod
w procedurach hodowli, ze wzgledu na sposéb pozyskania

technik pomiarowych powszechnie stosowanych

materiatu wyréznia sie metody sedymentacyjne oraz polegajgce na
mechanicznym oddzieleniu zanieczyszczen z powietrza. W metodzie
sedymentacyjnej Kocha otwarte plytki Petriego z podiozem statym
poddawane s3g ekspozycji na badane powietrze. Zasada metody
pobrania probki polega na samoistnej sedymentacji zanieczyszczen
wystepujacych w powietrzu. Ws$rdd technik bazujgcych na
mechanicznym oddzieleniu drobnoustrojow wyréznia sie metody
filtracyjne, zderzeniowe i odsrodkowe [16]. Istotny krok analizy
to interpretacja uzyskanych kolonii. Z uwagi na fakt, ze kolonia
moze powstac z jednej komorki lub z wielu potgczonych komérek
drobnoustrojéw, wynik wyrazony w CFUIm’ oznacza, ze w powietrzu
moze znajdowac sie wiecej drobnoustrojéw.

Metoda sedymentacji pomiaru zanieczyszczen posiada wiele zalet,
ale i wad. O jej czestym wyborze decyduje tatwo$é wykonania,
szybkos$¢ oraz niski koszt badania. Wadg metody sedymentac;i
jest mozliwo$é wykrywania komoérek zdolnych do wzrostu tylko
na danej pozywce. Nalezy zwréci¢é uwage, ze za jej pomoca nie
mozna wykry¢ najdrobniejszych czgstek bioaerozolu, poniewaz
sedymentujg one bardzo wolno lub wcale. Szybko$¢ osadzania
czagstek zalezy od wielu czynnikéw, m.in. ich wielkos$ci, wagi, fadunku
elektrostatycznego, wilgotnosci czy ruchu powietrza. Z uwagi na
niedoskonato$ci metody sedymentacji, w celu pobrania prébki
powietrza wprowadzono urzgdzenia pozwalajgce na mechaniczne
oddzielenie czastek zanieczyszczen. Tym samym mozliwe stato
si¢ zatrzymanie zanieczyszczen niezaleznie od ich wiasciwosci
fizykochemicznych, jak réwniez od warunkéw panujgcych podczas
prowadzenia pomiaréw. Jednak metody pomiaru czystosci
powietrza wykorzystujgce urzadzenia do oddzielenia zanieczyszczen
nie sg réwniez pozbawione wad. Mechaniczne oddzielenie
zanieczyszczen moze powodowaé m.in. zmniejszenie zywotnosci
zanieczyszczajgcych drobnoustrojow [15].
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Zgodnie z danymi z literatury, gtébwnym zrédtem czynnikéw choro-
botwérczych w pomieszczeniach czystych jest personel. Poza
personelem potencjalnym zroédtem zanieczyszczenia preparatéw
przetwarzanych w systemie otwartym jest powietrze oraz materiaty
majace bezposredni kontakt z przeszczepem. Wedlug Cobo
[17] w pomieszczeniach czystych najczesciej identyfikowane
sg drobnoustroje, ktérych zrédtem jest ludzka skéra, m.in.
Staphylococcus spp., Micrococcus spp., Corynebacterium spp.
Roéwnie czesto spotykane sg bakterie, m.in. Bacillus spp., ktére
moga przetrwac w srodowisku dzieki zdolnosci do wytwarzania spor.
W powietrzu rzadko wystepuja spory grzybow, m.in. Aspergillus
niger oraz Penicillium spp. W pomieszczeniach czystych
bardzo rzadko identyfikowane sg Gram-ujemne bakterie, m.in.
Enterobacter cloacae, Burkholderia cepaci. Giébwnym zadaniem
kontroli sSrodowiska przetwarzanych k.k. jest wyznaczenie tzw. linii
trendu identyfikowanych drobnoustrojow oraz interpretacja zjawisk
powigzanych z pojawieniem sie czynnikdw chorobotwérczych
spoza jej obszaru. Kontrola czystosci mikrobiologicznej srodowiska
przetwarzania pozwala réwniez na przeprowadzenie analizy
przygotowania pracownika do procedur preparatyki k.k. oraz
sposobu przetwarzania przez niego materiatu transplantacyjnego
[17, 18]. Ponadto, dzieki identyfikacji zrédta zanieczyszczenia,
przeprowadzenie czynnosci, kiére pozwolg na zmniejszenie ryzyka
powtdrnego pojawienia sie w przysztosci drobnoustrojéw spoza
linii trendu, czyli dziatan korygujacych, zapobiegawczych oraz
naprawczych, jest w praktyce duzo tatwiejsze.

Wiedza na temat statusu mikrobiologicznego preparatéw k.k. przed
ich podaniem pacjentowi zwieksza bezpieczenstwo procedury
transplantacji oraz pozwala w razie potrzeby na wprowadzenie przez
lekarza odpowiedniej antybiotykoterapii. W przypadkach watpliwych
zawsze nalezy przeprowadzi¢ analize potencjalnych korzysci dla
pacjenta i reakcji niepozadanych wynikajgcych z przeszczepienia
i rodzaju leczenia [19, 20]. W niektérych przypadkach skfania
ona do wycofania preparatu przez jego zutylizowanie. Zdaniem
Namdaroglu i wsp. [21] kliniczne niekorzystne nastepstwa wynikajgce
z podania pacjentowi zanieczyszczonego mikrobiologicznie materiatu
transplantacyjnego sg niezwykle rzadkie, a stosowanie u pacjenta
wyprzedzajacej antybiotykoterapii w wigkszosci przypadkow nie jest
konieczne. Whnioski oparto o dane dotyczace m.in. czasu hospitalizacji
oraz czasu odnowy krwiotworzenia w uktadzie granulocytarnym
przeprowadzonej u 46 pacjentéw, ktorym ze wzgledéw koniecznych
podano zanieczyszczony mikrobiologicznie materiat transplantacyjny.
Poznanie statusu mikrobiologicznego przeszczepu k.k. oraz wynikow
oceny mikrobiologicznej srodowiska przetwarzania nie jest mozliwe
natychmiast. Informacja o statusie mikrobiologicznym przeszczepu
uzyskiwana jest najczesciej po kilku dniach od pobrania probki do
jego oznaczenia. W przeszczepieniu autologicznych k.k. procedura
pozyskania przeszczepu oraz jego kliniczne zastosowanie sg
znacznie oddalone w czasie, stad tez w momencie transplantac;ji
znany jest status mikrobiologiczny materiatu transplantacyjnego.
Natomiast w przypadku przeszczepienia allogenicznych k.k.
pozyskanie oraz przygotowanie komérek do transplantacji i ich
przetoczenie choremu wyklucza mozliwo$é uzyskania petnych
informacji dotyczgcych czystosci mikrobiologicznej przeszczepu
w momencie jego klinicznego zastosowania. Dlatego tak wazne jest
bezwzgledne przestrzeganie wszystkich procedur w miejscu pobrania
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k.k. oraz w banku komérek podczas proceséw przetwarzania,
testowania, magazynowania i transportu.

Zgodnie z ostatnimi opracowaniami, kontaminacja materiatu prze-
szczepowegdo dotyczy 1,6-4,5% donaciji, najczesciej identyfikowanym
drobnoustrojem jest koagulazo-ujemny Staphylococcus. Dane
literaturowe wskazujg na obecnos$¢ w przeszczepie réwniez innych
drobnoustrojow, w tym Bacillus spp. czy Pseudomonas aeruginosa
[8]. Do zanieczyszczenia materiatu transplantacyjnego moze dojs¢
na kazdym etapie bankowania — w tym podczas pozyskiwania k.k.,
przeprowadzania procesow preparatyki, a takze rozmrazania
krioprezerwowanych preparatéw i podawania ich biorcy przeszczepu
[5]. Dlatego tez ocena czystosci mikrobiologicznej donacji powinna
obejmowaé wszystkie etapy przetwarzania komérek. Wedtug
Leemhuis i wsp. gtéwnymi zrodtami kontaminacji k.k. pozyskanych
z mobilizowanej krwi obwodowej s3g zakazenie cewnika
naczyniowego oraz bakteriemia w czasie pobrania [7]. Zgodnie
z doniesieniem Romejko-Jarosinskiej i wsp. [22], sposrod powiktan
zwigzanych z centralnym dostgpem zylnym u chorych w trakcie
mobilizacji komoérek CD34+ do autotransplantacji infekcje stanowig

24%.

Krajowe prawne wytyczne przetwarzania komorek
krwiotworczych

Implementacja unijnych przepiséw, tj. Dyrektywy 2004/23/WE
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 31 marca 2004 r. oraz
wprowadzajgcych jg w zycie Dyrektyw Komisji 2006/17/WE z dnia
8 lutego 2006 roku i 2008/86/WE z dnia 24 pazdziernika 2006
roku w przepisy panstw cztonkowskich, ujednolicita zagadnienia
zwigzane z transplantacjg k.k. W Polsce obecnie obowigzuje Ustawa
Transplantacyjna (UT) z dnia 1 lipca 2005 roku z pézniejszymi
zmianami, ostatnio z 23 marca 2017 roku oraz liczne rozporzgdzenia
Ministra Zdrowia. Zgodnie z powyzszymi regulacjami powotano banki
komorek, ktérych zadaniem jest przetwarzanie k.k. Organizacja banku
komoérek wymaga wdrozenia oraz utrzymania SZJ, czyli zgodnie
z definicja z UT — struktury organizacyjnej, procedur, procesow
i zasobdw wptywajgcych w sposob posredni lub bezposredni
na osiggniecie i utrzymanie wysokiej jakosci. Przetwarzanie k.k.
obejmuje wszystkie czynnosci zwigzane z przygotowaniem,
transportowaniem, konserwowaniem i pakowaniem komorek
przeznaczonych do stosowania u ludzi. Jednym z istotnych elementéw
SZJ jest kwalifikacja sprzetu i pomieszczen oraz walidacja procesow,
czyli udokumentowane dziatanie majace na celu wykazanie, ze
proces przebiega skutecznie i w sposob powtarzalny oraz spetnia
ustalone kryteria akceptacji. Zgodnie z art. 37d UT bank komoérek
zobowigzany jest do prowadzenia walidacji wszystkich procesow,
powinien okresli¢ ich krytyczne momenty. Procesy te powinny by¢
kontrolowane w oparciu o wyznaczone kryteria akceptacji. Na banki
komoérek natozony jest obowigzek kwalifikacji nie tylko sprzetu
i urzadzen technicznych, ale réwniez srodowiska procesu.

Punkt 7 art. 27 UT zawiera odwotanie do aktu wykonawczego
Ministra Zdrowia, ktéry w drodze rozporzgdzenia okresla wymagania
specjalistyczne i sanitarne dla bankéw tkanek i komérek. Obecnie
obowigzujgce rozporzadzenie datowane jest na 20 listopada 2006 roku.
Zgodnie z jego trescig, bank komérek powinien stanowi¢ samodzielny
budynek lub zespdt budynkéw. Dopuszcza sie lokalizowanie banku
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tkanek i komorek w budynku o innym przeznaczeniu, pod warunkiem
oddzielenia jego pomieszczen od pomieszczen innych uzytkownikow
budynku. Istotne jest organizacyjne wyodrebnienie jednostki
przetwarzajgcej komorki. W rozporzgdzeniu tym okreslone sg réwniez
konkretne wymagania dotyczace praktycznego rozktadu pomieszczen
oraz urzadzen w pomieszczeniach. Warunkiem koniecznym dla
rozpoczecia pracy w pomieszczeniach jest m.in. uzyskanie pozytywnej
opinii Sanepidu. W pomieszczeniach, w ktérych przetwarzane
sg komorki, wszystkie powierzchnie ptaskie, tj. Sciany, sufity oraz
podiogi, powinny by¢ wykonane z gtadkich oraz zmywalnych
materiatéw. Zgodnie z Rozporzgdzeniem Ministra Zdrowia w sprawie
wymagan fachowych i sanitarnych dla bankéw tkanek i komoérek,
k.k. przeznaczone do przeszczepienia, niepoddawane kohncowej
sterylizacji, a pakowane w kontakcie ze $rodowiskiem zewnetrznym,
muszg by¢ przetwarzane i pakowane w czystosci bakteriologicznej
powietrza klasy A. Te oraz inne szczego6towe wymagania pozwalajg
na przeprowadzenie preparatyki komérek w warunkach bezpiecznych
dla materiatu transplantacyjnego.

Kolejnym aktem prawnym, istotnym dla zachowania mikrobiologicznego
bezpieczenstwa przeszczepu jest Rozporzadzenie Ministra Zdrowia
z dnia 9 pazdziernika 2008 roku w sprawie wymagan, jakie powinien
spetnia¢ system zapewnienia jakosci w bankach tkanek i komoérek.
Spetnienie wymogéw rozporzadzenia naktada na bank komérek
obowigzek wdrozenia oraz utrzymania m.in. instrukcji obejmujgcych
spos6b dezynfekcji, czyszczenia i konserwaciji pomieszczen banku
komorek, jak rowniez instrukcji opisujgcych sposéb konserwacji,
przegladdw, czyszczenia i dezynfekcji sprzetu.

Miedzynarodowe standardy akredytacji pobierania,
przetwarzania oraz podawania komorek krwiotworczych
— Foundation For The Accreditation of Cellular
Theraphy-Join Accreditation Committee ISCT-EBMT
(FACT-JACIE) oraz standardy National Marrow Donor
Program (NMDP)

Miedzynarodowe standardy akredytacji FACT-JACIE dla jednostek
przetwarzajgcych k.k. ujete sg w czesci D 6 edycji wytycznych.
Zgodnie z nimi jednostki, ktére zajmujg sie przetwarzaniem komoérek,
muszg podlega¢ akredytacji rzadowych organéw nadzorujgcych ich
aktywnos$c¢. Jednostki przetwarzajgce k.k. muszg spetnia¢ wymogi
odnosnie doich lokalizacji oraz uktadu przestrzennego dla prowadzone;j
dziatalnosci. Wskazuje sie na utrzymanie odpowiedniej wymiany
powietrza w pomieszczeniach. Uktad przestrzenny w banku komorek
powinien chroni¢ materiat transplantacyjny przed kontaminacja.
W przypadku gdy w jednostce wykonywane sg procedury
wykraczajgce poza minimalne manipulacje lub praca z materiatem
transplantacyjnym wymaga otwarcia systemu, czyli narazenia na
kontakt z powietrzem, wéwczas jednostka musi spemi¢ standardy
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1ISO-14644. Norma ta zostata zaakceptowana przez Europejski
Komitet ds. Normalizacji (CEN) i uznana jest réwniez przez Polski
Komitet Normalizacyjny [23]. Na uwage zastuguje fakt braku w normie
szczegotowych wytycznych, ktére jednoznacznie regulowatyby
miejsca kontroli czystosci mikrobiologicznej powietrza. Tym samym
kazdy osrodek sam musi wypracowa¢ wiasne procedury. W kwestii
pracy w systemie otwartym europejskie standardy sg bardziej
szczegotowo okreslone. Zgodnie z Unijng Dyrektywg 2006/86/EC
ujmujgcy standardy GMP, otwarcie systemu przetwarzania komérek
wymaga spetnienia warunkéw charakterystycznych dla
klasy czystosci A — zaréowno w zakresie pomiaru czgstek,
jak i oceny czystosci mikrobiologicznej powietrza. Regulacje
w odniesieniu do pracy w systemie zamknietym zawarte sg
réwniez w standardach FACT-JACIE ujmujg koniecznos¢ kontroli
metod sanityzacji. Istotne jest usystematyzowanie stosowanych
w tym celu metod, w odpowiednich standardowych procedurach
operacyjnych (standard operating procedures — SOP). Zgodnie
z wytycznymi, podczas gdy blaty stotéw laboratoryjnych, komory
z laminarnym przeptywem sterylnego powietrza oraz urzadzenia,
najczesciej czyszczone mogg byé przez personel jednostki
przetwarzajgcej komorki, dbanie o czystos¢ sufitu, $cian oraz
podtég mozna zleci¢ jednostkom zewnetrznym. Co istotne,
wszystkie osoby zaangazowane w prace porzadkowe muszg
przestrzega¢ obowigzujgcych w jednostce SOP odnosnie do prac
porzadkowych, a ich aktywnos¢ nalezy dokumentowac.

Zgodnie z 23. edycjg standardéw NMDA (23rd Edition Standards
and Glossary), osrodek przeszczepiajgcy powinien przeprowadzi¢
testy identyfikujace mikrobiologiczng, z wyszczegdlnieniem
bakteryjng lub grzybicza, kontaminacje materiatu transplantacyjnego.
W praktyce zalecenie to oznacza konieczno$¢ wykonania posiewow
beztlenowych oraz tlenowych. Standardy te nie zawierajg tresci
odnoszacych sie do utrzymania czystosci w pomieszczeniach,
w ktérych przetwarzane sg komérki przeznaczone do transplantaciji,
jak rowniez do badania czystosci mikrobiologicznej powietrza.
Podsumowujgc, wymogi wzgledem jednostek zajmujacych sie
pobieraniem, przetwarzaniem oraz dystrybucjg k.k. w kontekscie
mikrobiologicznego bezpieczenstwa przeszczepu k.k. ujete sg
zaréwno w krajowych przepisach prawnych, jak i w migdzynarodowych
standardach. Zawierajg one podstawowe wytyczne dla bankéow
tkanek i komérek, jednostek pobierajgcych oraz o$rodkéw dawcow.
Szczegodtowe regulacje dotyczgce postepowania z materiatem
k.k. w banku powinny by¢ zaakceptowane przez Krajowe Centrum
Bankowania Tkanek i Komoérek. Dla bezpieczenstwa transplantacji
i uzyskania pomysinych wynikéw leczenia wazne jest przestrzeganie
wdrozonych przez bank procedur, instrukcji oraz wytycznych
opracowanych przez jednostke. Nie mniej wazna jest biezgca
analiza doniesien naukowych oraz praktyka osrodka.



Acta Haematologica Polonica

Pismiennictwo/References

[1] Hequet O. Hematopoietic stem and progenitur cell harvesting:
technical advances and clinical utility. J Blood Med 2015;6:55-67.

[2] Demiriz IS, Tekgunduz E, Altuntas F What is the most appropriate
source for hematopoietic stem cell transplantation? Peripheral stem
cell/bone marrow/cord blood. Bone Marrow Research 2012;1-5.

[3] Borowska H, Klimek B Cioch M. Otrzymywanie obwodowych
komorek krwiotwodrczych oraz badanie ich zywotnosci w produkcie
aferezy przed i po krioprezerwacji. Diagn Lab 2014;50(3):249-254.

[4] Humpe A, Buwitt-Beckemann U, Gramatzk M. When do | (not)
release cellular products? ISBT Science Series, 2010;141-147.

[5] Larrea L, de la Rubia J, Soler MA, et al. Quality control of bacterial
contamination in autologous peripheral blood stem cells for
transplantation. Haematologica 2004; 89(10):1232-1237.

[6] Farrington M, Matthews |, Marcus R, Scott MA, Caffey E, Hunt CJ.
Contamination of bone marrow transplants from peripheral blood.
Br Med J 1994;309:958.

[7]1 Leemhuis T, Padley D, Keever-Taylor C, Niederwieser D, Teshima T,
Lanya F, et al. Essential requirements for setting up a stem
cell processing laboratory. Bone Marrow Transplantation
2014;49:1098-1105.

[8] Kozlowska-Skrzypczak M, Bembnista E, Kubiak A, Matuszak P

Schneider A, Komarnicki M. Microbial contamination of peripheral

blood and bone marrow hematopoietic cell products and

environmental contamination in a stem cell bank: a single-center
report. Transplant Proc 2014;46(8):2873-2876.

Rowley SD, Davis J, Dick J, Braine HG, Charache P Saral R, et al.

Bacterial contamination of bone marrow grafts intended for

)

autologous and allogeneic bone marrow transplantation.
Transfusion 1988;28:109-12.
[10] Kamble R, Pant S, Selby GB, et al. Microbial contamination of
hematopoietic progenitor cell graft-incidence, clinical outcome,
and cost effectiveness: an analysis of 735 grafts. Transfusion
2005;45(6):874-878.
Richter E, Tapernon K, Friedrich AW, Sibrowski W, Schmitz G. Sterility
testing of blood stem cell products is possible in the presence of 1

[11

ml of a DMSO containing stem cell product. Vox Sanguinis 2010;
99(1):1068.

69

[12] Antoniewicz-Papis J, Pogtéd R, Lachert E. Terapia komoérkowa
ze szczeg6lnym uwzglednieniem mobilizacji i pobierania komoérek
macierzystych do przeszczepienia. Journal of Transfusion Medicine
2010;3(3):99-105.

[13] Almeidal D, Schmalfuss T, Rohsig LM, Goldani LZ. Autologous
transplant: microbial contamination of hematopoietic stem cell
products. Braz J InfectDis 2012;16(4):345-350.

[14] Cassens U, Ahlke C, Garritsen H, et al. Processing of peripheral blood
progenitor cell components in improved clean areas does not reduce
the rate of microbial contamination. Transfusion 2002;42:10-17.

[15] Arlet G, Gluckman E, Gerber F, Perol Y, Hirsch A. Measurement of
bacterial and fungal air counts in two bone marrow transplant units.
J Hosp Infect 1989;13:63-69.

[16] Kaiser K, Wolski A. Kontrola czystosci mikrobiologicznej powietrza.
Technika chtodnicza i klimatyzacyjna 2007;4:158-162.

[17] Cobo F, Concha A. Environmental microbial contamination in a stem
cell bank. Lett Appl Microbiol 2007;44(4):379-386.

[18] Bitkover CY, Marcusson E, Ransjo U. Speed of coagulase-negative
Staphylococci during cardiac operations in a modern operating
room. Ann Thorac Surg 2000;69:1110-1115.

[19] Attarian H, Bensinger WI, Buckner CD, McDonald DL, Rowley SD.
Microbial contamination of peripheral blood stem cell collections.
Bone Marrow Transplant 1996;17(5):699-702.

[20] Stroncek DF, Fautsch SK, Lasky LC, Hurd DD, Ramsay NK, McCullough J.
Adverse reactions in patients transfused with cryopreserved marrow.
Transfusion 1991;31(6):521-526.

[21] Namdaroglu S, Tekgunduz E, Bozdag SC, et al. Microbal contamination
of hematopoietic probenitor cell products.Transfusion and Apheresis
Science 2013;48:403-406.

[22] Romejko-Jarosinska J, Paszkiewicz-Kozik E, Szymczak M, Walewski J.
Czesto$¢ powiktann zwigzanych z centralnym dostepem zylnym
u chorych w trakcie mobilizacji komérek CD34 do autotransplantaciji.
Xl Kongres Polskiego Towarzystwa Transplantacyjnego, Gdansk
2015.

[23] http://drug.fda.moph.go.th/drug/zone_gmp/files/GMP2549_2/
Aug2106/7.15014644.pdf



