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Vstupni material

* Minulost
o LéCba odebranou plnou krvi

e Soucasnost
o LécCba s vyuzitim jednotlivych krevnich slozek
« Zpracovani plné krve
« Odbéry aferetické




Odberovy material

e Minulost
o Sklenéné lahve

* Soucasnost
o Plastové vaky (z PVC s pridavkem vhodnych zmékcovadel, ftaldti)

- Systém vicecetnych vakl navzdjem propojenych hadickami
o Venepunkeni jehla
o Odbérovy vak s anfikoagulaZnim roztokem
o Satelitni vaky — P, EBR/ERD (s konzervacnim roztokem)

 Pro skladovdni trombocytt vaky z polyolefinu nelbo PVC, propustné
pro plyny



Odberovy material

Minulost: Soucasnost:




Odberovy material

Soucasnost:
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Vyhody plastovych vaku

Prodlouzend doba skladovani
Jednodussi manipulace

Snizené riziko bakteridlni kontaminace
NizSi naroky na kvalitu vyrobnich prostor
Jednordzovy materidl

Minimalizace rizika vzdusné embolie

Minimalizace rizika zdmeény vzorku TP pro
predtransfuzni vysSetfeni (segment je soucasti vaku)

Moznost odbéru krevnich slozek



Konzervace krve

Zabranéni srazeni (koagulace)
Stabilizace
/achovani optimdlni teploty pro krevni slozky

Zachovani maximalni miry sterility



Zabraneni srazeni
(koagulace)

Odbér krve do vaku s antikoagulacnim roztokem

Zabranit srazeni krve a umoznit uchovavani
erytrocytu

Slozeni:
o Citronan sodny (vaze iontovy vapnik)
o Kyselina citronovd (snizeni pH krve)
o Glukdza (zdroj energie pro erytrocyty)
o Adenin (podpora syntézy ATP, ADP, AMP)
o Guanozin
o FosforeCnan

poro 400 ml krve 100ml ACD, 21 dnuU (prvni roztok)
poro 450 ml krve 63 ml CPDA, 35 dnu



Stabilizace

Priddni resuspenzniho roztoku (glukoza, adenin,
fosforeCnan sodny, chlorid sodny, manitol)

Stabilizace bunécnych membrdn, prevence
hemolyzy in vitro = zachovdni zivotnosti erytrocytu
pri odstranéni az 90% plazmy — manitol

NaCl — udrzuje prirozené osmotické napéti roztoku

o SAG-M 100m| 35-42 dnU
o ADSOL 100m| 42 dnu

Nahradni roztoky pro trombocyty — PAS (platelet
additive solutions)



Konzervace snizenou
teplotou - erytrocyty

« Zpomaleni metabolizmu erytrocytU = prodlouzeni
doby uchovani

- Erytrocyt 110-120 dnu pfi 37°C v téle
- Mimo lidsky organismus pri 37°C 1-2 dny

« Pri +2 az +6°C Ize uchovat 21-49 dnu
(v zavislosti na zpracovani a konzervacnim roztoku)



Konzervace snizenou
teplotou - plazma

Zachovdni aktivity labilnich koagulacnich faktord
(FVII, V), pfirozenych inhibitord koagulace

Sokové zmrazeni nha -30°C v jaddfe vaku do 1 hodiny

oV wvw/s

Skladovani pri teploté -25°C a nizsi az 36 mésicu,
-18 az -25°C zkraceni exspirace na 3 meésice

Rozmrazeni pri teploté +37°C (vodni ldzen +37°C,
rozmrazovac)



Konzervace teplotou -
trombocyty

Zabrdnéni aktivace frombocytu

Teplota uchovani +20 az +24°C

- az 5 dnU v plazmé

- az 7 dnu ve smési plazmy a ndhradniho roztoku

Agitace

Nahradni roztoky



Kryokonzervace

« Uchovavani krevnich bunék ve zmrazeném stavu
(erytrocyty, trombocyty, kmenové bunky)

o Tekuty dusik -196°C
o Padry tekutého dusiku -150°C
o Mrazici zarizeni -80 az -90°C

« Kryoprotektivni latky — zabrdni krystalizaci vody
o Glycerol, dimetylsulfoxid (DMSO), hydroxyetylskrob (HES), albumin



Zachovani sterility

Riziko bakteridlni kontaminace minimalizovano
odbérem do uzavieného systeému

Venepunkce — mozné misto kontaminace (30 ml
vzorkovaci vacek)

Provadi se kontroly dezinfekce mista venepunkce
(stéry)



Moznosti zpracovani
odebrane krve

Odebrand plnda krev — separace, filtrace

Odbér krevnich slozek - separacni techniky
(aferéza)

Filirace

Promyti

Kryoprecipitace

Ozarovani ionizujicim zarenim
Inaktivacni techniky
Rozdéleni/ smiseni



Zpracovani krve

« Odbér plné krve

o Centrifugace
o Separace — manudilni, automatickd
o Filtrace — odstranéni leukocytu

« Odbér krevnich slozek — separacni techniky

(aferézy)

o Kontinudini metoda
o Diskontinudini metoda



Odber plne krve

« cely proces vcetné odbéru = uzavreny (sterilni)
systém vzdajemné propojenych odbérovych vaku

« prizpracovani odebrané lidské krve nebo odbérem
jejich slozek vznikaiji transfuzni pripravky (TP)




Odber plne krve

« Separacni techniky:

o Diferencidlni centrifugace

 Sedimentace zAvisld na velikosti
a koncentraci v krvi

 Vliv viskozity okoli bunék, jejich flexibility a teploty
(optimum +20°C)

o/

« Pouzivaji se specidlni chlazené centrifugy



Separacni techniky

Diferencialni centrifugace

+ opakovana centrifugace se zvysujici se
rychlosti otacek = gravitaci

[ Centrifugacni elutriace

o umoznuje pomoci specidlniho zarizeni rozdélit bunky podle
rychlosti sedimentace, tj. nejen podle hustoty, ale i
objemu.

o Tato metoda je vsak technicky mnohem slozitéjsi a
vyzaduje zvlastni vybaveni.

o Pristroj elutridtor
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particle < 1pm - protein (partially) trace substances)



Odbeér plne krve -
centrifugace

”
i / N - - g
S i N
3 e - -
= A |
= ‘
\




Odber plné krve -
separace

o Separace slozek krve

« oddéleni jednotlivych slozek a jejich premisténi do
satelitnich vakU

* manudlni nebo pristrojova




Odbeér plne krve -
separace

Manuadlni Automatickd




Automaticky krevni lis
‘ - |




Manualni krevni lis




Odbeér plne krve - filtrace

* Filfrace

o In-line filtrace pIné krve
« pred separaci

o In-line filtrace erytrocytd
« pre-storage
« post-storage
« Bed-side u lUZka pacienty



r plnée krve - filtrace
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Odbeéry krevnich slozek -
aferéezy

Podle odebrané slozky:

o Plazmaferézy (separece plazmy)

o Cytaferézy (odbér bunécnych slozek krve)
« TrombocytU, granulocyty, erytrocytt, krvetvornych bunék
« Trombocytaferézy
« Erytrocytaferézy

Jeden cyklus obsahuje odbér krve, jeji rozdéleni dle
typu pristroje a navraceni Casti odebrané krve +
0,9% NaCl

Jednordzové odbérové soupravy
Kontfinudlni x diskontfinudlni vstup



Odbeéry krevnich slozek -
aferéezy

== =




Filtrace

« Oddéleni plazmy od erytrocytU
o Membrdanovd filtrace

« Odstranéni leukocytU (= deleukotizace)
leu = méné nez 1x10¢/jednotku

o Pre-storage deleukotizace pomociin-line deleukotizacnich filtrd pro
odebranou PK

o Post-storage deleukotizace pomoci deleukotizacnich filtrd pro vyrobené
erytrocytové a frombocytové TP

MMMMM

- |laboratorni deleukotizace
 bed side deleukotizace
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Separation of rati ion of: of: ion of
Dust, metal Bactera hmp Macro molecules,’ ‘small, organic lons, salts @
abrasion, Doun <200 ), colioids, molecules (e.g. *
jparticie > 1 ym oil emulsion, viruses and’ pharmaceutical

partice < 1um gy protein (partially) trace substances)



Deleukotizace

= leukodeplece

Indikace:

« Opakované febrilni nehemolyticke potransfuzni
reakce

« Chronickd IECba TP

« Pred a po orgdnovych transplantacich
« Déti, téhotné zeny

o |UT




Promyti

Odstranéni bilkovin plazmy z TP (slozky
komplementu a protilatky)
U eryfrocytoveho a trombocytoveho TP

2-4 x promyti 0,9% NaCl (ery TP) nelbbo nahr. roztok
pro trombocyty (frombo TP) s ndslednou
centrifugaci a odstranénim supernatantu

sediment resuspendovdan v

o konzervacniroztok (SAGM) - erytrocytové TP
o ndhradniroztok pro frombocyty — frombocytové TP



Promyti

 |Indikace:

o Alergickd reakce na plazmatické proteiny v TP
o Prevence potransfuznireakce u IgA deficitnich pacientd




Kryoprecipitace

Vyuziti snizené rozpustnosti nékterych proteinu
plazmy pri nizké teploté

Po rozmrazeni a centrifugaci pri +4°C oddéleni
sedimentu (kryoprecipitat) a supernatantu (K
plazmal)

Kryoprecipitdt obsahuje
Fibrinogen (Fl)

Proakcelerin (FV)

von WilebrandOv faktor (VWF)
Faktor stabilizujici fibrin (FXIII A)

O O O O



Ozarovani ionizujicim
zarenim
Pourziti ionizujiciho zdreni (paprsky y) — odstranéni

rizika na transfuzi vazané reakce stépu profti hostiteli
(TA — GVHD)

Davka <50 Gray a >25 Gray

Cas expozice zAvisi na sile zdroje (starnuti)

Nici viabilitu T lymfocytu

U ery TP vliv na bunécnou membrdnu - zkraceni

doby exspirace na 28 dni ode dne odbéru

o pro pediatrické a neonatologické pourziti poddni
do 24 hodin od ozdreni pripravku

o Doporuc¢ovdno ozarovat erytrocyty do 14 dnd od odbéru



Ozarovani ionizujicim
zarenim
Indikace:
« Transplantace orgdnove a krvetvornych bunék
e |UT
» Transfuze novorozencU

« TP od pokrevnich pribuznych
« Celotélové ozdreni




Inaktivacni techniky

Chemicke Iatky (t€lu cizi i viastni) urcené
k inaktivaci patogenu v TP

 U&innost (zachovani Geinnosti léGiva)

« Bezpecnost (bez vedlejSich OéinkO)

« Jednoduchost (snodno provediTeIné)

o Efektivnost (v porovndni k vynalozenym néklcdt‘)m)

- SD metodiky (solven’r-de’rergen’r)
- Fotodynamické metodiky

- Metodiky modifikace bdazi NK (psoraleny, riboflavin,
metylenové modf)



Inaktivacni techniky

dvouvlaknova DNA/RNA jednovlaknova DNA / RNA
pevna vazba

interkalace



Prevence TA-GvHD
reakce

« Patogenniinaktivace nahrazuje ozarovani TP

« |Inaktivacni techniky znemoznuiji replikaci NK @
ndslednou inaktivaci nezddoucich patogend,
nezddoucich bunék kontaminujicich TP (WBC —
lymfocyty)



Patogenni inaktivace
Mirasol

e Riboflavin a UV zdreni

2N




Rozdeéleni / smiseni

Rozdéleni
e Erytrocytovée TP — priprava pediatrické jednotky

e Plazma —rozdéleni na ¢asti obsahuijici 1TU

(plazmafereticky odbér) nebo priprava pediatrické
jednotky

Smiseni
e Trombocytové TP - priprava TD

® smisenim trombocytd z BC (1TU)
e vyroba smésnych trombocyt0 z BC (4-6 BC)
e Vyroba smésnych granulocytl z BC (az 10 BC)



ozdéleni / smiseni




Princip znaceni TP

e Vychdzi z Metodického pokynu MZ Standard
znaceni TP

¢ Jednoznacné a neopakovatelné
e Dohleddni vsech operaci a cinnosti
vV procesu zpracovani daného odbéru

Caaaabb cccccc dd

Caaaa idenfifikacni kod ZTS (C2010)

bb oznaceniroku (19 = 2019)

cccccc Cislo odbéru v daném roce (Ciselné rady dle typu odbéru)
dd Cislo porce TP — jednotlivé TP vyrobené z daného odbéru

C201019 001982.20



Prmc1p znaceni TP
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Skladuijte pri teploté +2°Caz +6°C. ——




Skladovani TP

Erytrocytove TP
o +2 az +6°C

Trombocytove TP
o +20 az +24°C
o Agitace (frepdni)

Plazma
-25°C a nizsi



SVP = spravna vyrobni
praxe

Cinnost provadi vyskoleny a kvalifikovany persondl
pouzivané vyrobni a skladovaci prostory odpovidaiji
svemu ucelu

vsechny vyrobni postupy jsou predem schvdalené

a jasné definované

pouzivané pristroje, materidly a diagnostika jsou
schvdalené a funkéné ovérené

vsechna laboratorni Cinnost je dokumentovand
vyrobni zdznamy a zdznamy o distribuci umoznuiji
zpétné dohledani

postupy a produkty podléhaji pravidelné vnitrni

| vnéjSi konftrole.



Transtuzni pripravky (TP)

Individudlné vyrabéné IECivé pripravky (IVLP)

Maiji funkci substitucni

« Vyrabéne v ZT1S z krve jednoho ddrce



Jednotky

Transfuzni jednotka (T.U.)

« predstavuje mnozstvi trasnfuznino pripravku
vyrobeného z jednoho odbéru piné krve
tj. z 450 — 470 ml pIné krve odebrané do
antikoagulacniho roztoku

Terapeuticka davka (T.D.)

« odpovidd terapeutickému mnozstvi krevni slozky s
ocekdavanym Ucinkem pro pacienta



Plna krev

Vyuziti pro transfuzi zcela vyjimecné
Vysetreni = kazdy odbér

o HIV Ab/Ag, anti HCV, HBsAQ, syfilis

o ABO, Rh(D), anti-erytrocytarni proftilatky

o Dalsi infekce dle epidemiologickeé situace (HAV,
WNYV,...)

Objem 450ml +/-10% bez antikoagulacniho roztoku
Hematologické parametry
o hemoglobin (Hb) min 45g/ jednotku
o hematokrit (Htk) min 0,30
Hemolyza na konci doby uchovani
Sterilita



Plna krev

plazma
a8 Buffy coat
g (BO)
/ > Erytrocytovy TP
Trombocytovy TP YRS
Granulocytovy TP



Zpracovani plne krve

diferencidlni centrifugace

oddéleni jednotlivych slozek krve a
jejich premisténi do satelitnich vaku

smiseni erytrocytu s konzervacnim
roztokem

zpracovani buffy coatu na
tfrombocytovy TP




Zpracovani a Vyroba TP

Ulozeni ve skladu

Vysetreni

o HIV, HCV, HBYV, syfilis
o KS, anti-ery Ab

o kontrola kvality

Uvolnéni pro klinické pouziti
(plazma po opakovaném vysetreni
ddrce krve)




Erytrocytove TP

« Erytrocyty z jednoho odbéru plné
krve, pripravené pri zpracovani
nebo pristrojovym odbérem
(erytrocytaferézou)

- K mase erytrocytu je priddn
resuspenzni roztok




Erytrocytove TP

E erytrocyty

ER erytrocyty resuspendované

EBR erytrocyty resuspendované
bez buffy coatu

EP erytrocyty promyté

ERD erytrocyty resuspendované
deleukotizované

ERA erytrocyty z aferézy

EARD erytrocyty z aferézy deleukotizovanée



Erytrocytove TP — EBR/
ERD

Indikace — Uprava anémie, ndhrada krevni ztraty

« VysSetreni (infekce HIV, HBV, HCV, syfilis, ABO, RhD,
anti-erytrocytarni protilatky)

« Objem 250 ml—-325 ml

« Hematologické parametry
o hemoglobin (Hb) min 43g/ jednotku (EBR), min 40g/ jednotku (ERD)
o leukocyty méné nez 1,2 x 107 / jednotku (EBR)
o leukocyty méné nez 1 x 10¢ / jednotku (ERD)
o hemolyza na konci doby uchovdni <0,8% ery

o Sterilita



Erytrocytove TP

Skladovani: v lednici pri teploté +4°C % 2°C po
dobu maximalné 42 dni ode dne odbéru. Doba
exspirace je uvedena na stitku transfuzniho
pripravku.

Transport: Validovand preprava v predem
vychlazenych uzavrenych termoboxech s chladici
vlozkou, aby byla zqjistena teplota + 4°C + 2°C.
Nesmi byt prekroceno rozmezi +1°C az +10°C.
Upozornéni: Poddni pripravku je vézdno na
predfransfuzni vysetreni v laboratori, kterd vysetruje
zkousky kompatibility!



Trombocytove TP

« Jsou koncentraty
krevnich desticek

« Pripravuji se
zpracovanim odbéru
pIné krve nebo
pristrojovym odbérem
(tfrombocytaferezou)




Trombocytove TP

TB trombocyty z buffy coatu

TA trombocyty z aferézy

TAD trombocyty z aferézy deleukotizované

TADR trombocyty z aferézy deleukotizované
(v nadhradnim roztoku)

TADI trombocyty patogen-inaktivované

TBS trombocyty z buffy coatu smésné

TBSD trombocyty u buffy coatu smésné

deleukotizované

TBSDR trombocyty z buffy coatu smésné
deleukotizované (v ndhradnim roztoku)



Trombocyty v nahradnim
roztoku

Terapeutickd davka pro dospélého pacienta je
ziskdna aferézou nebo zpracovdanim odbéru plné
krve od 4 ddrcu krve, ze které jsou odstranény
leukocyty

Trombocyty v terapeuticky Ucinné formé
resuspendované v plazmé a ndhradnim roztoku pro
trombocyty v poméru 30%:70%, CAst leukocytU

Nahradni roztok pro tfrombocyty



Trombocytove TP

Indikace - frombocytopenie Ci frombocytopatie

s klinicky vyznamnym krvdcenim nebo s podezienim
na né&j. Substituce trombocytl pred operacnimi
vykony u frombocytopenie Ci frombocytopatie.

Vysetreni (infekce HIV, HBV, HCV, syfilis, ABO, RhD,
anti-erytrocytarni protilatky)

Objem 150 ml-200 ml, ale i vyssi

Obsah trombocytu vice nez 2 x 10"/ jednotku
Maximalni koncentrace 1,5 x 107/ml

Obsah residudlnich leukocytU <1 x 10¢/ jednotku
pH >6,4

sterilita



Trombocytove TP

« Skladovani: na validovanych trepackdch
(agitatorech) v nepretrzitém rezimu agitace pri
teploté od + 20°C do +24°C nejdele po dobu 5 dni.
Teplota je konfinudliné monitorovdana.

« Transport: v fermoboxech, tfemperovanych na
teplotu od +20°C do + 24°C. Pripravek se zabali do
ochranné plastové folie. Transportni teplota se
validuje a pohybuje se od +20°C do + 24°C.



Trombocytove TP

Helr;er




TADR - pediatricka davka

« Terapeutickd davka pro pediatrickeho pacienta je
pfipravena rozdélenim trombocytuU ziskanych
aferézou (1/2), ze kterych jsou odstranény
leukocyty.

Specifikace:
o Objemcca?0ml-110 ml
o Maximalni koncentrace 1,5 x 10?/mi

o Obsah tfrombocytU
vice nez 1 x 10"/ jednotku

o Obsah residudinich leukocytu
<1 x 10¢/ jednotku

o pPH>6,4
o Sterilita



Vyroba TBSDR

Metoda ,,chobotnice”




Vyroba TBsDR

Metoda ,,viadcek"




Plazma

« pripravuje se zpracovanim
odbéru plné krve nebo
pristrojovym odbérem
(plazmaferézou)

« pouzivd se k doplnéni faktoru
koagulace pri krvaceni nebo
jako surovina pri vyrobé |éku
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Plazmove TP

e P, PA plazma pro klinické pouziti
o PAI plazma patogen-inaktivovand

e KRYO kKryoprotein
e KRYO! kryoprotein patogen-inaktivovany



Plazmove TP

Indikace — krvaceni nebo kombinovand koagulacni
porucha pokud je kontraindikovdano podani
koncentrdtu izolovanych koagulacnich faktoru

« mikroangiopatické frombocytopenii (frombotickd
tfrombocytopenickd purpura, hemolyticko-uremicky
syndrom, HELP syndrom a dalsi podobné stavy) a to
primo, nebo jako substituce prfi vyménné
plazmaferéze

« hemolytické chorobé novorozence a to pro
resuspenzi erytrocytl v rdmci vymeénné transfuze



Plazmove TP

Vysetreni (infekce HIV, HBV, HCV, syfilis, ABO, RhD,
anti-erytrocytarni protilatky)

Objem stanoveny objem +/- 10% (204-276 mi)

Faktor Vilic > 70% hodnoty Cerstvé odebrané
jednotky plazmy

Obsah bilkovin minimalné 50 g/ L
Residudlini bunky:

o ery méne nez é x 107/L,

o leuko méné nez 0,1 x 109/L,

o tfrombo méné nez 50 x 107/L
sterilita



Vyroba plazmy

« /pracovani plazmy do roku 1992




Plazma pro klinicke
pouziti
« Sokove zmrazeni plazmy pri feploté od -65 do -80°C

za UCelem zachovani termolabilnich koagulacnich

faktorU plazmy (teplota v jddru vaku -30°C do 1
hodiny]




Plazma pro klinicke
pouziti

« ulozeni do skladu karanténni plazmy na
definovanou dobu do dalsiho odbéru ddrce -
bezpecnostni opatreni




Karantena plazmy od
1994

Opakované testovani ddrce krve po uplynuti
definovaného Casového intervalu s negativhim
vysledkem ftestu na pritomnost HBV, HIV a HCV
infekce

Interval je alespon 6 mésicu
o interval, kdy, v pripadé nakazeni, dojde ke zméné vysledku
vysefreni z neg na poz
o interval karantény muze byt zkrdcen v pripadé testovdni ddarce
krve metodami NAT (nucleic acid testing) — na 4 mésice
uvolnéni plazmy z karantény pro klinické pouziti

~plazma pro klinické pouziti*



Plazmove TP

Skladovani:

e 36 mésicu pri feploté méné nez -25°C
e 3 mésice pri—18°C az -25°C.

Teplota se konfinudlné monitoruje.

Transport se zqjistuje ve vychlazeném uzavieném
termoboxu se suchym ledem v ochranném
papirovém obalu. Transportni teplota se validuje.



APK
AE
AER

AEBR

Autologni TP

pInd krev pro autofransfuzi
erytrocyty pro autofransfuzi

erytrocyty resuspendované
pro autotransfuzi

erytrocyty resuspendované bez
buffy coatu pro autotransfuzi



Vydej TP

Na zdkladé zaddanky (lécivo! = podpis Iékar)

Na zadost odbératele TP poskytuje ZTS pri vydeji
souhrn zdkladnich Udaju o TP podle jeho
specifikace (pribalova informace)

Provadi pracovnik povéreny vydejem (poveéreni k
vydeji TP a KD udéluje pisemné vedouci ZTS —
primar)




Vydej TP

Kontrola znaceni, integrita vaku, doby exspirace

Platnost prediransfuznino vysetreni
U erytrocytového TP

Vizudlni kontrola kvality TP
o Erytrocytové TP — hemolyza
o Trombocytové TP - vireni, zabarveni
o Plazma - zabarveni, udaje o karanténé

Vydejovy doklad — podklad pro EO nemocnice



ZTS vydava

TP vlastni vyroby, propousténé pro léCebné pouziti
po oznaceni stitkem (alogenni a autologni)

TP dodané jinym ZTS (alogenni a autologni)

KD dodané distributorem na zakladé pozadavku
vydavajiciho ZTS



Dekuji za pozornost

TTO FN Brno




