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Kontrola kvality (jakosti) - definice

Kvalita (jakost) je pojmem pro zpravidla
kladné vlastnosti vyrobku nebo sluzby.
Kvalitni vyrobek nebo sluzba je tak v
souladu s pozadavky zakazniki nebo
standardu.

Transfuzni pripravek (TP) musi splnovat
urcité parametry, abychom ho oznacili
privlastkem ,kvalitni® - dukaz o tom by
mela podat kontrola kvality.



Kontrola kvality (jakosti) - definice

o Kontrola vyrobniho procesu
o Zajisténi neustalého zlepsovani

o Zavedeni opatreni k naprave a
n Y 4 Y 4 O
prevenci opakovanych problemu



Kontrola kvality — urovne

o Pri odbéru a zpracovani
o PFi vydeji

o Namatkova kontrola kvality



Kontrola kvality — zakladni parametry
jakosti

o V praxi jsou sledovany parametry jakosti,
které jsou urceny vyhlaskou 143/2008 Sb.
o lidské krvi
o Pozadavky na jakost jsou uvedeny v priloze
C.4, ¢ast A
o 0ds.9 prilohy ¢.1 - Kontroly jakosti (popis co
vSechno je potreba kontrolovat)




Kontrola kvality — zakladni parametry
jakosti

o Guide to the preparation, use and quality
assurance of blood component
o soubor mezinarodnich doporuceni

o tabulky pro jednotlivé TP s kontrolovanymi
parametry a doporucenou cetnosti kontrol




Kontrola kvality spocCiva v kontrole:

1. Dokumentace
2. Vizualni inspekce

3. Kontrola parametry jakosti TP
« Povinné parametry jakosti
« Specialni parametry jakosti
4. Mikrobiologicka kontrola
- Vyrobniho prostredi (stéry ploch,
vzdusne odkryvy)
. Sterilita transfuznich pripravkd

« Kontrola ucinnosti dezinfekce mista
venepunkce




Kontrola kvality spociva v kontrole -
pokracovani:

« Dokumentace
Spravné vyplnéni dotazniku darcem

» Vizualni inspekce
Celistvost vaku
Barva TP
Udaje na Stitku



Vizualni inspekce TP

o Kontrola vzhledu vyrobeného TP (pri
vyrobe, pri vydeji, vzorkovanim)
Barva
Neporusenost obalu
o Kontrola stitku
Uvedené udaje
Prilnavost stitku

o U trombocytovych TP se hodnoti tzv.
,,Swirling"- vireni, agregaty

o U erytrocytovych TP se hodnoti hemolyza
a pritomnost srazenin




Kontrola parametru jakosti TP

- Povinné parametry jakosti
- VySetrovane u vsech jednotek

- VySetrované u nahodné vybranych
jednotek
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Kontrola parametru jakosti TP (povinné
parametry jakosti) — pokracovani:

o VySetrovany u vSech odebranych
jednotek

imunohematologické parametry (krevni
skupiny v ABO systéeému, RhD a
screening nepravidelnych protilatek)
vyhledavaci testy na krvi prenosné
infekCni choroby (HBV, anti-HCV, HIV 1
a 2, syfilis)

Objem TP, barva, vzhled, celistvost
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Kontrola parametru jakosti TP (povinné
parametry jakosti) — pokracovani:

o Kontroly jakosti u nahodneé vybranych
jednotek (metodou vzorkovani)

Kontrola procesu vyroby TP v ZTS

Je hodnocen obsah ucinné latky:
u RBC hemoglobin, hematokrit, % hemolyzy
u PLT jejich pocet v terapeutické davce, pH
u plazmy: F VIII, celkova bilkovina
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Kontrola parametru jakosti TP (povinné
parametry jakosti) — pokracovani:

Bunécna kontaminace transfuznich
V7 (o) I
pripravku a sterilita

Kontrola ucinnosti desinfekce mista
venepunkce pred odbérem krve a jejich
slozek
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Podminky vzorkovani TP

PocCet kontrol musi odpovidat kvantité
vyroby na ZTS
Minimalné 1% z vyroby
Vyhodnoceni kontrol kvality v mésicnich
intervalech

Laborant nebo VS kontroly kvality
pracuje samostatné a hlavné nezavisle
na ostatnich Usecich vyroby TP, aby
byla zajisténa nezavislost kontroly
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Vysledky kontrol

Redeny na radé jakosti

VSechny neshody a odchylky od limitd
uvedenych ve vyhlasce 143/2008 Sb.
se FeSi okamzité z duvodu odstranéni
priciny co nejdrive, aby kvalita
vyrobenych TP nebyla ovlivhéna
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Kontrola parametru jakosti TP
(specialni parametry jakosti):

e Jedna se o sledovani zmén v bunécné
morfologii, biochemickém stavu bunék,
. (o) .
expresi markeru aktivace PLT atd.

e Pro procesni validaci novych postupu je
vhodné téchto parametru vyuzit

e S vyuzitim napf. prutokové cytometrie
(FCM) nebo jiné vysetrovaci analyzy
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Kontrola parametru jakosti TP
(specialni parametry jakosti):

Lze vyuzit zmén:
« Apoptickych = rizena bunécna smrt
- Morfologické zmény
Zmeny tvaru bunky
- Metabolické zmeény
Zmeéna pH
Spotreba glukozy
Produkce laktatu

Uvolnéni markeru aktivace (u
trombocytovych TP)
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Phosphatidylserin — marker jakosti:

o Casny znak apoptdzy

o Fosfolipid fyziologicky lokalizovan
na vnitrni strané bunécné
membrany

o V bunkach podlehajici apoptoze se
phosphatidylserin translokuje na
vnejsi stranu bunécné membrany a
do plasmy
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Obsah leukocytu v transfuznim
pripravku

o Pri skladovani TP dochazi k rozpadu
pritomnych WBC, uvolnem cytokinu
a mtracelularnlch enzymu, které
mohou indukovat poskozeni RBC,
resp. PLT

O Zvysena hladina voInych cytokinu v
TP muze vést u prijemce k
febrilni nehemolytické potransfuzni
reakci
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Obsah leukocytu v transfuznim
pripravku -pokracovani

Proto je vhodné jiz pri vyrobeé TP
deleukotizovat, zabranit tim rozpad
WBC a uvolnéni cytokind

Stanoveni cytokinu ve vhodnych
kombinacich muze byt vhodnym
indikatorem jakosti TP.
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Transfuzni pripravky, prehled a
charakteristika

o Odbéry plné krve (PK)

PK je nasledne zpracovana na jednotlive
slozky krve s minimalni primesi slozek
ostatnich (erytrocyty,trombocyty,
cerstveé zmrazena plazma)

o Odbery aferetické

Pristrojove odbéry pouze urcité slozky
krve, ostatni slozky krve se darci vraci
do obéhu (takto se odebiraji erytrocyty,
trombocyty a plazma)
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Erytrocytove TP

o Jsou TP ziskané z odbéru plné krve, s
naslednym odstranénim plazmy a vrstvy
buffy-coatu

o Pridanim resuspenzniho roztoku s glukdzou
a adeninem (SAG-M)

o Zakladni zpracovam muze byt rozsifeno dle
pozadavku klinik o deleukotizaci, promyti,
ozareni Ci rozdeéleni na pedlatrlcke davky
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Mezi nejCcasteji vyrabene erytrocytove
TP patri:

« Erytrocyty bez buffy-coatu
resuspendovane (EBR)

» Erytrocyty deleukotizované (ERD)
— Pre-storage - pri vyrobé
— Post-storage - sekundarné

» Erytrocyty promyte (EP)

» Erytrocyty deleukotizované z
aferézy (ERDA)
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Vlastni provedeni kontroly kvality
erytrocytovych TP

- Namatkovy vybér vzorku

. Radné oznaceni vzorku (¢&islo
TP,mnozstvi,datum odbéru,kdo TP
vyrobil,Cislo centrifugy, islo lisu)

- Na laboratori je vzorek naredéen (2x),

zmeéren na hematologickém analyzatoru
krevni obraz
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Vlastni provedeni kontroly kvality
erytrocytovych TP - pokraCovani

. Mikroskopicky se v Naggeottové komurce
spocitaji WBC (jen u deleukotizovanych TP)

- VsSe se zapise do tabulek a prepocita na
transfuzni jednotku (TU)

« VysSetreni hemolyzy se provadi na konci
exspirace (po centrifugaci vzorku se odesila
supernatant na OKB)
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Erytrocytove TP - zaver

- Objem je stanoven dle zpUsobu skladovani
tak, aby se dodrzely specifikace pro
hemoglobin a hemolyzu.

. Exspirace 42 dnu

« Skladovani +2 az +6°C v lednici
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Sledované parametry kvality u
erytrocytovych koncentratu:

I
(g/TU) (TU) (%)

> 43 0,5-0,7 <1,2 x10° <0,8 42 dnl
ERD, > 40 0,5-0,7 <1,0 x10¢ <0,8 42 dnd
ERDA
EP >40 0,65 -0,75 CB <0,8 48 hodin

(<0,5g/TU)
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Trombocytove TP

o Jsou TP ziskané z plné krve nebo technikou
aferézy, které obsahuji stanovené mnozstvi
trombocytu v terapeuticky U¢inné formé

o V prubéhu pfipravy & nasledn&, mohou byt
osetreny deleukotizaci, ozarenim, mene
casto promytim
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Mezi nejcasteji vyrabene trombocytove
TP patri:

« Z plné krve
— Trombocyty z buffy-coatu (TB)

— Trombocyty z buffy-coatu smésné
deleukotizovaneé v nahradnim roztoku
(TBsD) - od 4 - 6 darcu

- Z aferézy

— Ziskany pristrojovym odbérem od

jednoho darce (TA, TAD, TAD PAS)
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Vlastni provedeni kontroly kvality
trombocytovych TP

« Namatkovy vybér vzorku, odbér
homogenniho vzorku

« Radné oznaceni vzorku

« Priprava vzorku pred méerenim (10x
redeni), méereni krevniho obrazu na
hematologickém analyzatoru
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Vlastni provedeni kontroly kvality
trombocytovych TP - pokraCovani

. Poditani rezidudlnich leukocytd
mikroskopicky v Naggeottové komurce

« Méreni pH vzorku na pH metru

- VsSe se zapise do tabulek a prepocita na
transfuzni davku
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Trombocytove TP - zaver

- Objem je stanoven dle zpUsobu skladovani
tak, aby se dodrzely specifikace pro pH.

. EH je méreno na konci doby exspirace,
origovaneé na 22°C.

. Koncentrace trombocytud ma byt mensi nez
1,5 x 10%/ml

. Exspirace PLT koncentratu je 5 dnd.

« Skladovani 20 az 24°C za stalého trepani
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Sledované parametry kvality u PLT
koncentratu:

PLT WBC
(x10°/TD) (TD)
B

>50 x 10° < 0,05x10° > 6,4
TBsD_PAS > 200 x 10° <1,0x10° > 6,4
TA, > 200 x 10° <1,0x10° > 6,4

TAD_PAS < 1,0 x 10¢°
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Cerstvé zmraZzena plazma

o Jsou TP ziskany z plné krve nebo aferézou

o Zmrazeni co nejdrive na takovou teplotu,
aby byly zachovany pritomné koagulacni
faktory ve funkCnim stavu (na -30°C v jadre
béhem jedné hodiny)
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Mezi nejcasteji vyrabene plazmovée TP
patri:

» Plazma z plné krve (P)
» Plazma z aferézy (PA)
« Kryoprotein (KP)

— Slozka plazmy pripravena ze zmrazené
Cerstvé plazmy precipitaci (srazenim)
bilkovin pri tani ze zmrazeneho stavu a

naslednou resuspenzi precipitovanych
bilkovin v malém objemu tekuté plazmy
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Vlastni provedeni kontroly kvality
plazmovych TP

« Namatkovy vybér vzorku (pred i po
zmrazeni)

« Radné oznaceni vzorku

« Priprava vzorku pred mérenim, meéreni
krev. obrazu na hematologickém
analyzatoru
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Vlastni provedeni kontroly kvality
plazmovych TP - pokraCovani

« Pocitani rezidualnich WBC a RBC
mikroskopicky v Naggeottové komurce

- Vysetreni F VIII a celkové bilkoviny

- VsSe se zapise do tabulek a prepocita na
litry
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Cerstvé zmrazena plazma - zavér

« Objem je deklarovan +/-10%.
« Exspirace plazmy je 3 roky.
- Skladovani:

— 36 mésicu pfi méné nez -25°C
— 3 mésice pri -18°C az -25°C
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Sledované parametry kvality u TP
— plazma:

FVIII| CB WBC RBC PLT
(%) | (g/1) | (x10°/1) | (x10°/1) | (x10°/1)

> 70 > 50 <0,1 <6,0 < 50
PA > 70 > 50 <0,1 <6,0 < 50
KP > 70 Fibrinogen > 140 mg/TU
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Mikrobiologicka kontrola

o Sterilita TP

o Kontrola desinfekce mista
venepunkce

o Mikrobiologicka kontrola vyrobniho
prostredi
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Mikrobiologicka kontrola —
sterilita TP:

«  Provadi se u véech druhl TP

« Cetnost kontrol je stanovena podle tzv.
,,Bensonova vzorce"

Pocet kontrol = 0,4 * vn
n = pocet vyrobenych TP

. Kultivace vzorku TP v tekutych pudéach za
aerobnich i anaerobnich podminek pri 37°C

(Cesky lékopis)
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Mikrobiologicka kontrola — kontrola
ucinnosti dezinfekce mista venepunkce:

- Kontrola spravného postupu pripravy mista

venepunkce a zajisténi aseptického postupu
(dezinfekce mista vpichu)

« Pomoci stérové soupravy
« Po mechanické ocisté a dezinfekci loketni

Ve
¢
/ y

£~

jamky
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Mikrobiologicka kontrola vyrobniho
prostredi - legislativa

Kontrola prostredi:
‘Vyhlaska €. 143/2008 Sb. Vyhlaska o lidské krvi

Pokyny SUKL:
. VYR-36 Cisté prostory

« VYR-32 Vyroba sterilnich 1é&ivych pFipravku, kap. 6,
Kontrola kvality

« VYR -10 Validace aseptickych procesu
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Mikrobiologicka kontrola vyrobniho
prostredi

« Stéry ploch

« Pomoci stérové soupravy
« Sterilni Sablona 10 x 10cm
 Sterilni tampon
- Zkumavka se sterilnim Ringerovym roztokem
« Samolepici stitek na oznaceni zkumavek
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Mikrobiologicka kontrola vyrobniho
prostredi — pokracovani:

« Vzdusné odkryvy

* 4 hodinova expozice Petriho misky s krevnim
agarem

- provedeno za provozu (= stav s probihajicimi
procesy a s predepsanym poctem pracovnikQ)
- Limit: trida cistoty D (do 100 kolonii/misku)
- Aeroskopické stanoveni prasnosti a
mikrob. kontaminace

45



Doporucene limity pro mikrob. kontaminaci Cistych
prostor ve stavu ,,za provozu”“ — spadove metody:

Petriho miska Vzorkovani
(primér 90mm) |vzduchu CFU/m3
CFU/4hod.
A <1 <1
B 5 10
C 50 100
D 100 200
A <1 =lamindribox
B 5 = pozadi laminarnich boxa
C 50 = predbox
D 100 = ostatni kontrolované prostory vyroby
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SPC — statisticka regulace procesu

Pomoci statistiky je vhodné a legislativnée
doporucené hodnotit ve vyrobé
meziprodukty a konecné produkty, aby
bylo mozno co nejdrive zjistit a odstranit
vzniklé nezadouci vykyvy ve kvalité
produktu.

Zavedeni SPC vede k vyssi standardizaci
vyrobenych TP.
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SPC - pokracovani

« Preventivni nastroj rizeni jakosti

« VVymezeni pricin variability procesu:
— Nahodné priciny (prirozeng)
- Nestejnorodost vstupniho materialu, vihkost
ovzdusi atd.

- Vymezitelne pficiny (za béznych podminek na
proces nepusobi)

. Sporadické (nahlé a plsobi kratkou dobu)

 Pretrvavajici

- Poskozeni nastroje, nové serizeni stroje,
nezaskolena obsluha

48



SPC - pokracovani

. Tvorba regulaénich diagramd

- VVymezeni regulacnich mezi
— Centralni primka (CL)
. prumé&rna hodnota
— Horni a dolni regulacni mez (UCL,LCL)
. +/- 3 SD od pruméru
— Horni a dolni varovna mez (UWL,LWL)
« +/- 2 SD od pruméru
« Tvorba Gausova normalniho rozlozeni
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hodnoty

naméfené

SPC — priklad vymezeni mezi

EBR - WBC 2009 aZ fijen 2010
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SPC — statisticka regulace procesu
- pokracovani

Timto hodnocenim Ize zjistit:
. Stabilitu procesu
. Kritické parametry
- Vhodné Cetnosti provadenych kontrol

. Stanoveni limitl u nékterych sledovanych
parametru (objem)
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Zaver - shrnuti

- Zakladni parametry jakosti — legislativné dany,
nutné kontrolovat

- Specialni parametry jakosti — vhodné je vyuzit
pri validacich novych metod vyroby TP

« SPC - statistické hodnoceni napomaha udrzet
proces ve stabilnim stavu
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Dekuji za pozornost.
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