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Kontrola jakosti transfuznich pripravki

Abstrakt

Hlavnim tématem bakalaiské prace je kontrola jakosti transfuznich ptipravki na
Transfuznim oddéleni v Nemocnici Ceské Budgjovice a.s. Ve své bakalafské praci se
vénuji nejzakladnéjSim transfuznim pripravkiim vyradbénych z plné krve, mezi které
patii  erytrocyty bez  buffy-coatu resuspendované (EBR), plazma (P),
trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované v nahradnim roztoku (TBSDR)
a trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované (TBSD). Cilem bakalaiské prace je
statistické vyhodnoceni kontroly kvality vyjmenovanych transfuznich ptipravki zpétné
za poslednich 5 let. U nejnovéjsiho transfuzniho ptipravku TBSDR jsem si navic
osvojila vlastni vyseteni kontrolnich vzorku.

Teoreticka ¢ast je zaméfena na kontrolu darct krve, na metody odbéru, zpracovani
krve a na postupy, jez mohou vyznamné ovlivnit kvalitu transfuzniho pfipravku.
Popisuji vySetfované transfuzni piipravky a proces kontroly kvality. V praktické ¢asti se
zabyvam postupem vySetfeni jednotlivych parametrd kontroly kvality transfuznich
pfipravkil a jejich hodnocenim. Po vyrobé transfuzniho pfipravku se provadi odbér
kontrolnich vzorkt a kontrola G¢innych a nezadoucich slozek (erytrocyty, leukocyty,
trombocyty, hemoglobin, hematokrit). Na konci exspirace se u transfuznich ptipravkl
hodnoti jejich stabilita (hemolyza, pH, koagula¢ni faktory) a sterilita. Podrobnéji se
zamétim na kontrolu kvality transfuzniho ptipravku TBSDR mésic po jeho zavedeni do
vyroby po dobu 6 mésic.

Pii kontrole kvality transfuznich pfipravki se uplatiiuje statistickd kontrola
procesu. Za poslednich 5 let byla kvalita vSech transfuznich ptipravka vyhovujici.

vvvvvv

TBSD. TBSDR pfinasi pro pacienty, ale i pro transfuzni oddéleni zna¢né vyhody.

Klicova slova
Transfuzni ptipravky; kontrola jakosti; uc¢inné slozky; nezadouci slozky; stabilita;

sterilita.



Quiality control of blood products

Abstract

The main theme of this bachelor thesis is a quality control of blood products
which are prepared in the Transfusion Centre in the Ceské Budg&ovice Hospital.
In my thesis, | focus on the rudimentary blood products manufactured from whole
blood. These include resuspended erythrocytes without a buffy coat (EBR), plasma (P),
mixed thrombocytes without leukocytes from a buffy coat in a spare solution (TBSDR)
and mixed thrombocytes without leukocytes (TBSD). The aim of this work is
a statistical analysis of quality of the aforementioned blood products used in the past
5 years. Moreover, | have devised my own quality control of the newest blood products
TBSDR.

The theoretical part addresses blood donors” control, methods of blood collection,
blood processing and procedures which may significantly influence the quality of blood
products. | also describe the examined blood products and the quality control process.
In the practical part, | deal with the procedure of examining the particular parameters
of blood products” quality control and their assessment. After the preparation of blood
products, sampling is done as well as the control of both efficient and undesirable
components (erythrocytes, leukocytes, thrombocytes, hemoglobin, hematocrit).
Assessment of stability and sterility of blood products (hemolysis, pH, coagulation
factors) is done at the end of their expiration. I will focus more carefully on the TBSDR
blood product quality control which starts one month after the blood product is
implemented into a production process and which lasts six months.

Statistical control of the process is applied during the quality control. In the past
5 years, the quality of blood products has been satisfactory. The newly implemented
blood product TBSDR is more high-quality than the previous TBDS. TBSDR provides

not only patients but also transfusion centers with many advantages.

Key words
Blood products; quality control; efficient components; undesirable components;
stability; sterility.
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Uvod

Pfedmétem této bakalaiské prace je kontrola jakosti u vybranych transfuznich
piipravki, které se vyrabé&ji na Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské Budé&jovice a.s..
Transfuzni piipravky jsou povazovany za léCiva, a proto podléhaji piisné kontrole
kvality. Transfuzni pfipravek musi spliiovat ur¢ité parametry, které jsou stanoveny
vyhlaskou 143/2008 Sb. Vyhlaska o lidské krvi. Z jednotlivych druhd transfuznich
piipravki se odebiraji kontrolni vzorky, které se vysetiuji a statisticky hodnoti. Ziskana
data z vysetfeni kontrolnich vzorkt jsem zpracovala do tabulek, na jejichz zaklad¢ jsem
vyhodnotila kvalitu vybranych transfuznich ptipravki. Vybrané transfuzni ptipravky
a jejich kontrolované parametry jsem hodnotila retrospektivné za obdobi 2012-2016.
Detailnéji jsem se seznamila s kontrolou kvality nejnovéji vyrabéného transfuzniho
piipravku TBSDR.

Téma ,,Kontrola jakosti transfuznich pfipravkd“ jsem si vybrala proto, Ze se jedna
0 aktudlni a velice rozsdhlou problematiku transfuzniho oddé€leni. Kontrola kvality

Pro ulely bakalaiské prace jsem nejvice Gerpala z knih Rehadek et al., 2013
a Penka et al., 2012. A také z dokumentace TRS Nemocnice Ceské Budgjovice a.s.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Kontrola darcu krve

1.1.1 Bezpecnost darcovstvi krve

Darcovstvi krve by mélo byt dobrovolné a bezplatné, protoze bezptispévkoveé
darcovstvi je vyznamnym kritériem bezpecnosti darované krve. Pouze ten darce, ktery
neni motivovan piimou finan¢ni odménou, je z hlediska moderni transfuzni sluzby
dostateéne¢ bezpecny. Co nejvyssi bezpeCnost darcovstvi krve je navic zajiSténa
ptfedodbérovym a poodbérovym vysetienim darcii krve, kontrolou kvality vyrobenych
transfuznich ptipravkd a systémem jakosti v zafizenich transfuzni sluzby (Spole¢nost

pro transfuzni 1ékatstvi, © 2017).

1.1.2 Prava a povinnosti darcii krve

Darce krve, ktery pfijde na transfuzni oddéleni, je nejprve seznamen s ,,Pouc¢enim
pro darce krve®, kde je informovan o svych pravech, o rizicich odbéru a o mozném
ohrozeni ptijemce krevni transfuze. Nasledné vyplni ,,Dotaznik pro darce krve* tykajici
se jeho aktualniho zdravotniho stavu, prodélanych chorob, rizikového chovani
a ptipadnych néavstév rizikovych zemi. Dérce pravdivost a Uplnost uvadénych tdaji
stvrzuje svym podpisem. Hlavnim cilem je neohrozit darce odbérem a sniZzit riziko pro
ptijemce transfuzniho pfipravku vyrobeného =z daného odbéru (Spolecnost pro

transfuzni 1ékatstvi, © 2017).

1.1.3 Piedodbérové vysetieni

V ramci predodbérového vySetfeni se klade diraz na zhodnoceni celkového
vzhledu darce krve. Hodnoti se darcliv Zivotni styl, vyZiva, tetovani, piercingy, vpichy
od injekénich jehel a jiné. Déle se zméii krevni tlak, diastolicky musi byt maximalné
100 mmHg, systolicky maximalné 180 mmHg, pulz by mé&l byt 50 — 100 tept za minutu
a télesna teplota darce 36 °C — 37 °C. Pokud se darci odebira 450 — 470 ml plné krve,
jeho hmotnost by méla byt vyssi nez 50 kg (Rehacek et al., 2013).

Na TRS Ceské Budgjovice a.s. se u viech darcti méii hemoglobin, ktery by mél mit
hodnotu vétsi nebo rovnou 125 g/l u zen a vétsi nebo rovnou 135 g/l u muzi.
U darct s predchozim chyl6znim odbérem nebo u darct krevnich desticek a plazmy se
navic v kapilafe pro hematokrit hodnoti chylozita plazmy a hodnota hematokritu.
V kapiléfe by se plazma neméla jevit chylozni a hodnota hematokritu by méla byt u Zen

vyssi nez 38 % a u muzd vys$i nez 40 %. U pfistrojovych odbérii (plazmaferéz,
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trombocytaferéz) a dle rozhodnuti 1ékafe se vySetfeni rozsSifuje o dalsi hematologické,
biochemické ¢i jiné parametry. Orientacni vySetfeni krevni skupiny se provadi pouze
u prvodarci (NCB_ TRS_ SOP_ 13 003_C).

Minimalni rozsah piedodbérového vysetfeni je znazornén v tabulce (Rehadek et al.,

2013).

Tabulka 1 Minimalni rozsah pfedodbérového vysetieni

Hodnoceny

Druh odbéru
parametr

Kritické hodnoty | Frekvence vySetreni

zeny: 125 g/l a vyssi

Plna krev hemoglobin (Hb) muzi: 135 g/l a vy

pii kazdém odbéru

Plazmaferéza | celkova bilkovina 60 g/l a vyssi 1 x za rok
Trombocytaferéza | mnozstvi trombocyti 150 x 10%1 a vyssi | pii kazdém odbéru
Erytrocytaferéza Hb pred odbérem 140 g/l a vyssi pf% kazdém odbéru
Hb po odbéru nad 110 g/l pii kazdém odbéru

Zdroj: Rehalek et al., 2013

Posouzeni zptsobilosti darce k odbéru provadi lékart, ktery na zdkladé vyplnéného
dotazniku, pfedodbérového vysetieni a osobniho pohovoru rozhodne, zda darce propusti
k odbéru, nebo ho trvale ¢i docasné vyfadi. Divodem vyfazeni darce mize byt interni,
neurologické, systémové nebo onkologické onemocnéni. Daéle vakcinace, rizikové
aktivity (napf. invazivni lékaisky zakrok) a rizikové kontakty, pfitomnost infek¢éniho
onemocnéni (napt. HIV, AIDS, hepatitida B, hepatitida C, tuberkuléza, syfilis,
mononukledza, borelidza), riziko exotickych infekci spojenych s cestovanim (Rehacek
etal., 2013).

1.1.4 Poodbérové vySetieni darcit
Po odbéru krve se ve vzorku stanovuji hlavni imunohematologické parametry
Vzorek krve se odebird ze satelitniho vacku pro prvni porci krve, ktery je soucésti

odbérové soupravy.

1.14.1 Infekéni markery

Minimalni rozsah vySetfeni infek¢nich markert je dan evropskou legislativou.
Vysetiuji se protilatky proti HIV 1/2 (anti HIV-1, anti HIV-2), protilatky proti HCV
(anti-HCV) a povrchovy antigen HBV (HBsAg). V Ceské republice je povinné

vySetieni roz$ifené o vySetieni antigenu p24 HIV a vySetieni protilatek proti Treponemé
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pallidum (ptivodce syfilis). Asi v 1/3 laboratoii v Ceské republice se také vySetiuje
antigen HCV (Rehacek et al., 2013).

Testy na infekéni markery, které se na transfuznich oddélenich provadéji u darct
krve, jsou screeningové. Vysledek miize byt negativni, hrani¢ni (tzv. Seda zoéna) nebo
reaktivni. Pokud vysledek screningového vysetfeni vyjde reaktivni nebo hrani¢ni,
vySetieni téhoz vzorku se 2 x zopakuje stejnym postupem. V piipadé opakované
reaktivniho nebo opakované hrani¢niho screeningového vysetfeni se odbér i transfuzni
piipravky z né¢j vyrobené vylou¢i zlécebného pouziti a darce se docCasné vyradi
z darcovstvi. Laboratot bezodkladné posle do NRL pro danou infekci tentyz vzorek
Vv dostatecném objemu ke konfirmacnimu vySetfeni. Soucasné si laboratof ponecha
zmrazenou plazmu z daného odbéru, dokud neobdrzi vysledek konfirmace, pro potieby
ptipadnych naslednych vysetieni. ZTS provede piedbézny look-back, pozastavi vydej
transfuznich pfipravkii daného darce, jsou-li jesté na skladé. ZTS je povinné nahlasit
look-back i zpracovateli plazmy. Look-back se pouziva k vyhledani rizikovych odbért
Vv ptipad¢ reaktivnich vysledkl screeningového vysetieni na infekci HIV, HBV, HCV
u darce krve. Za rizikové odbéry se povazuji vSechny odbéry, které byly provedené
v piedchazejicich Sesti mésicich poslednimu nereaktivnimu odbéru, pied odbérem
reaktivnim (Doporuc¢eni STL2009_05).

Po obdrzeni vysledku konfirmaéniho vySetfeni z NRL se darce snegativnim
vysledkem opét zafadi do registru darcti a odbér krve lze u darce provést s odstupem
minimélné¢ 6 meésici. Darce s pozitivni konfirmaci se trvale vyfadi z darcovstvi a je
pfedan k lécbé nebo ke sledovani. Darce s nejasnym vysledkem ziistdva docasné
vyfazen zdarcovstvi a po 6 mésicich se pozve kdalsimu screeningovému
i konfirma¢nimu vySetfeni kontrolniho vzorku (NCB_TRS_SME_12_007_B).

Infekéni markery se na TRS v Nemocnici Ceské Budé&jovice a.s. vysetfuji na
analyzatorech Abbott Architect i2000 SR a Abbott Architect 11000 SR. Jedna se
o imunochemické analyzatory, které pracuji na principu chemiluminiscence.
Analyzétory jsou pln€ automatické. Slouzi pro zpracovani az 200 vzorkli za hodinu.
Vlastni vyhodnoceni provadi automaticky analyzator. Vysledek je vydavan ¢iselné jako
pomér mezi hodnotou vzorku (S) a cut-off (CO) = S/CO. Ke kazdé kontrole a ke
kazdému vzorku analyzator vydava i slovni vyhodnoceni (Uzivatelska ptirucka systému

Architect).
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Pouzivanym materidlem je nesrazena krev, vzorek se odebird do 6 ml fialovych
vakuet s K3EDTA (NCB_TRS_SOP_13 210_A).

Ke kazdému dokoncenému odbéru se uchovava archivni vzorek (plazma nebo
sérum v objemu min 0,5 ml) zpisobem, ktery umoznuje nasledné vysetfeni v ptipadé
pochybnosti. Archivni vzorek se uchovava po dobu nejméne 1 roku po uplynuti doby
pouzitelnosti transfuzniho ptipravku, ktery ma nejdel$i dobou pouzitelnosti a je vyroben
Z daného odbéru (Doporuceni STL2009 05).

Obrazek 1 Analyzator Architect

Zdroj: autor

1.1.4.2 Imunohematologické vysSetieni

Do povinného imunohematologického vySetteni darce krve patii zejména vysSetfeni
ABO skupiny darce, vySetfeni antigenu RhD. Z plazmy darce se stanovuje pfitomnost
nepravidelnych antierytrocytdrnich protildtek sreeningovym testem s poolovanymi
diagnostickymi erytrocyty pomoci nepiimého antiglobulinového testu. Dale se stanovuji
dalsi erytrocytarni antigeny, ke kterym se fadi zdkladni antigeny Rh systému a antigen
K. Antigeny Kell a Rh systému patii k nejsilnéjsim imunogentum (Penka et al., 2011).

Imunohematologicka vysetfeni darcti krve se na TRS Ceské Budgjovice a.s.
zpracovavaji na rozpliovacim zafizeni Qasar IV a na analyzatoru obrazu Duet Reader
firmy Dynex, dohromady tvoii jeden celek. Rozplihova¢ ma za tukol identifikaci
krevnich vzorkl,, mikrotitranich desti¢ek pro vySetfeni krevnich skupin a gelovych

karet pro vySetieni antierytrocytarnich protilatek, dale pipetovani vzorkl a reagencii.
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Analyzator obrazu provadi fotometrické odecitani vysledkl. Pristroj vysledky tiskne
Vv podobé primarniho laboratorniho protokolu a prevadi do LIS TRS
(NCB_TRS_SOP_13 202_B).

Obrazek 2 Rozpliiovaé Qasar 1V
Zdroj: autor

Obrazek 3 VySeti‘'eni krevni skupiny na mikrotitrac¢ni desticce

Zdroj: autor

1.2  Odbér a zpracovani krve

1.2.1 Odbér
Darcum, ktefi byli propusténi K odbéru, se odebira tzv. plna krev, to je krev
V podobé, v jaké koluje v cévnim fecisti. K odbéru krve se vyuziva uzavieny odbérovy

systém s odbérovou venepunkcni jehlou. Systém se skladd ze sterilnich plastovych
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vakl, které jsou konfigurovany do riznych sestav, aby umoziiovaly nasledné
zpracovani krve v uzavieném systému. Soucasti je vak obsahujici protisrazlivy roztok,

1 — 2 prazdné vaky, vak obsahujici konzervacni roztok a posledni soucasti je vzorkovaci
vacek. Tento vacek je umistén za jehlou a slouzi k odbéru prvnich asi 30 ml krve. Prvni
porce krve se vyuziva k laboratornim testim. Cely systém vaku je propojen hadickami
(Rehagek et al., 2013). Pfidanim deleukotiza¢nich filtri mohou odbérové vaky slouzit
pro in-line filtraci pIné krve nebo erytrocyti. VSechny soucasti jsou sterilni a slouZzi pro
jednorazové pouziti (Penka at al., 2012).

Pted odbérem je nutné misto vpichu fadné vydezinfikovat. Pti odbéru jsou vaky
umistény na michaci vahy. Zde se odebrana krev neustdle promichava
s antikoagulacnim ¢inidlem, tim se zabrani jejimu srdZeni. Za normalnich okolnosti se
odebira 450 ml + 10 % krve. Doba odbéru by neméla piesahnout vice nez 10 minut.
V piipadé¢ pomalého prutoku krve a trvani odbéru nad 12 minut, se odebrana krev
nemuzeme pouZzit pro vyrobu trombocytového ptipravku. Pokud odbér krve trva déle
nez 15 minut, krev se nemulze pouzit pro vyrobu plazmy pro farmaceutické zpracovani

nebo pro klinické pouziti (Rehacek et al., 2013).

1.2.2 Zpracovani krve

Krev by méla byt po odbéru nejméné 1 hodinu v klidu, nejlépe na specialnich
chladicich deskach. Je vhodné stabilizovat teplotu krve, zpracovani je pak standardné;si.
Pro vyrobu trombocyti by teplota neméla klesnout pod 20 °C. Béhem hodiny v klidu
zaroven v pripad¢ kontaminace krve pifi samotném odbéru muize dojit k fagocytoze
mikrobialnich latek (Rehacek et al., 2013).

Nasleduje centrifugace, pii které se oddé€li jednotlivé slozky krve na zakladé
rozdilné specifické hmotnosti. Z plné krve se oddé€li erytrocyty (Cervené krvinky),
plazma (tekutd slozka) a trombocyty (krevni desticky). Podminkou pro spravné
rozdéleni jednotlivych €asti krve je spravné vyvazeni centrifugy, vhodné pietiZeni,
rychlost otaceni, nabéhu i brzdéni a také kvalitni technika. Pro centrifugaci se pouzivaji
velkoobjemové chlazené centrifugy. Soucasti centrifugy jsou kyvety, vhodné pro
centrifugaci krevnich vakii. Rychlost otdceni je az 4000 otacek/minutu. Doba
centrifugace trva 10 — 20 minut (Rehadek et al., 2013).

V prubéhu centrifugace se ve spodni ¢asti transfuzniho vaku usadi erytrocyty. Nad
nimi naseda vrstva leukocytti a trombocytd. Této vrstvé se také tika buffy-coat. Nad

buffy-coatem je plazma. Buffy-coat po oddéleni obsahuje asi 2/3 prvotniho mnozstvi
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trombocytl a leukocytll. V plazmé a v erytrocytech se leukocyty a trombocyty nachazi
jen ve velmi malém mnozstvi (Rehadek et al., 2013).

Po centrifugaci se krevni odbérové vaky opatrné pienesou do specidlnich lisii. Na
TRS Ceské Budgjovice a.s. se pouzivaji odbérové vaky s horni i dolni vypusti, které
umoznuji na automatickém lisu pfepustit erytrocyty spodem a plazmu horem do
satelitnich vakt. Buffy-coat zlstane v odbérovém vaku a muze slouzit k vyrobé
trombocytarnich pfipravki. Ze smési 4 — 6 jednotlivych buffy-coati lze vyrobit
terapeutickou davku pro jednoho dospélého &lovéka (Rehacek et al., 2013).

Po separaci erytrocyty mohou byt deleukotizovany filtraci a jsou resuspendovany
Vv roztoku, ktery umoziuje jejich uchovani po delsi dobu. Jako roztok pro resuspenzi se
nejcastéji pouziva izotonicky roztok chloridu sodného s glukézou, kterd slouzi jako
zdroj energie, s adeninem pro metabolismus erytrocyti a S manitolem ke stabilizaci
membrany. Roztok nese zkratku SAGM (jedna se o nejCastéji pouzivany roztok,
dostupné jsou ale i jiné roztoky). Hematokrit se po ptidani roztoku SAGM upravi na
0,50 — 0,70 (Rehadek et al., 2013).

Separovana plazma, urcena pro kliniku, se musi co nejdiive zmrazit, idealn¢ do
6 hodin po odbéru. Samotny proces zmrazovani plazmy musi byt rychly, tzn., Ze jadro
plazmy musi byt zmrazeno na teplotu —30 °C do 1 hodiny, aby béhem krystaliza¢ni faze
nedoslo k denaturaci a inaktivaci koagulacnich faktorti. K témto uceliim slouZi specialni
zmrazovace. Plazma pro primyslové zpracovani se zmrazuje dle pozadavkl
zpracovatele plazmy (Guide to the preparation, use and quality assurance of blood
components, 2015).

Vyroba trombocytarnich ptipravki se v posledni dobé provadi ze smésného buffy-
coatu, pfidanim néhradniho roztoku, centrifugaci a deleukotizaci. TBSDR je moZné
vyrabét pouze v rozmezi 2 — 22 hodin po oddéleni BC z plné krve, protoze vak s BC
neni propustny pro plyny. Na vyrobu jedné¢ terapeutické davky se
4 — 6 stejnoskupinovych vaku s buffy-coatem a vak s nahradnim roztokem sterilné
navafi na filtracni set. VSechny buffy-coaty se sesaji do sbérné¢ho vaku filtracniho setu.
Néhradnim roztokem se vaky od buffy-coatli proplachnou do filtra¢niho setu, aby se
dosahlo co nejvétsi vytéznosti. SvareCkou se odstrani prazdné vaky. Nasleduje
centrifugace smésného buffy-coatu s ndhradnim roztokem, separace a zarovei filtrace
na automatickych separatorech krevnich slozek. Cely proces vyroby probiha uzavienym

zptisobem (NCB_TRS_SOP_16_118_B).
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1.2.3 Postupy zvySujici kvalitu a bezpecnost transfuznich pripravki

Transfuzni pfipravky mizeme deleukotizovat, coz piedstavuje urcitou prevenci
komplikaci transfuze (Aboul et al., 2017). Leukocyty mohou byt pfi¢inou
potransfuznich reakci (FNHTR, TRALI), mohou pienaset intraleukocytarni viry z darce
na pacienta (CMV, EBV) amohou byt pfi¢inou nezadouci aloimunizace. Aplikace
deleukotizovanych TP je doporuovana a uplatiiovana v mnoha vyspélych zemich
Evropy a svéta. Leukocyty mohou byt odstraiiovany z trombocytl, erytrocyti nebo
Z plné krve. Deleukotizace znamena snizeni poctu leukocyti z TP na hodnotu mensi nez
1 x 10° na transfuzni jednotku. Idealnim postupem je deleukotizace v den odbéru, pred
uskladnénim, tzv. in-line. Provadi se v uzavieném odbérovém systému pomoci
odbérové soupravy S integrovanym filtrem. JeSté standardni je deleukotizace provadéna
Vv prib¢hu skladovani, ptfed vydejem z transfuzniho oddéleni, tzv. laboratorni. Pak se
deleukotizaéni filtr sterilng pfipojuje k vaku deleukotizovaného TP. Uginky dodate¢né
deleukotizace jsou omezeny. Urcité mnozstvi leukocyti se rozpada uz pied
deleukotizaci a nedojde k odstranéni rozpadovych produkti. U TP deleukotizovanych
na transfuznim oddé¢leni se odebiraji kontrolni vzorky a je provadéna kontrola kvality.
Jako nestandardni je povazovana deleukotizace u lizka pacienta, tzv. bed-side.
Z dtivodu chybéni vzorku neni mozna kontrola kvality. Tato filtrace je také povazovana
za mén¢ bezpecnou, nebot’ z filtru mize byt uvolnén bradykinin, ktery u pacientl 1é¢enych
inhibitory acetylcholinesterdzy mutze vyvolat tézkou hypotenzni reakci s rozvojem Soku
(Rehagek, 2016).

Dlouhodoba stabilita plazmy pii teplote -25 °C umoznuje uloZeni plazmy do
karantény, ¢imz se jeji bezpeCnost zvySuje. Plazma se v karanténé ponechava
minimalné¢ 6 mésicl, po této dobé ji mliZzeme ke klinickému pouziti uvolnit, aZz po
opakovaném pfetestovani darce na virové markery s negativnimi vysledky. Tim se
piekona obdobi serologické negativity u Cerstvé infikovaného darce. Pokud se darce po
druhé nedostavi, plazma nemtize byt pro klinické uc¢ely vydana (Stastna, 2009).

Riziko bakteridlni kontaminace b&hem odbéru krve, po celou dobu zpracovani
I skladovani a pti dal$i manipulaci je diky pouziti uzavieného odb€rového systému
steriln¢ napojenych hadic¢ek a vakdl minimalni. Jedinym moZnym mistem kontaminace
zustava misto venepunkce. K prevenci bakterialni kontaminace odebrané krve se proto
vyuziva vacku pro prvni porci krve, ktery je soucasti odbérové soupravy. Prvnich 30 ml

se pouzije k provedeni laboratornich testl, nikoliv k vyrobé transfuznich ptipravkd,
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protoze prave tato cast krve mtize byt kontaminovana bakterialni kozni flérou (Penka at
al., 2012).

Dalsim postupem zvySujici bezpeénost TP je prevence TRALI - Transfusion
Related Acute Lung Injury. Vyskyt vzacného, ale velmi zavazného akutniho plicniho
selhani vazaného na transfuzi se dava se do spojitosti s anti-HLA nebo anti-HNA
protilatkami v plazmé€. Vyviji se v prub¢hu transfuze nebo v pribéhu 6 hodin po
transfuzi krevnich slozek. OhroZeni se snizuje vybérem déarce plazmy pro klinické
vyuziti. Plazma se snizenym rizikem TRALI se vybira od muzi bez transfuzni
anamnézy, od Zen bez transfuzni a t¢hotenské anamnézy, od darci s prokdzanou
negativitou HLA protilatek atd (Brettner et al., 2017).

Bakteridlni screening u trombocytl se provadi z divodu rizika bakteridlni
kontaminace, ke které mize dojit hlavné skladovanim pii teploté 20 — 24 °C. Proto je
v nékterych zemich povinné kultivace ptipravki pied vydejem nebo jina technika, ktera
je schopna detekovat proliferujici mikrobialni agens. Uginnost kultivaéniho postupu je
zhruba 50 % (Rehéagek et al., 2013).

Dalsi moznosti zvySujici bezpecnost TP muze byt také protiinfekéni oSetfeni
transfuznich pfipravki, které se ale provadi spiSe vyjimecné. U trombocyti se vyuziva
riboflavin nebo psoralen v kombinaci s UV zafenim. Tyto latky mohou poskodit
nukleové kyseliny. Tim poté znemozni namnozeni piitomného infekéniho agens.
U plazmy se vyuziva oSetfeni methylenovou modfi, ktera denaturuje DNA a RNA, nebo
solvent detergentni oSetfeni. Metoda solvent-detergent naruSuje nevratnym zptisobem
viry s lipidovym obalem, mezi které patii viry hepatitidy B, C a HIV (Rehagek et al.,
2013).

Pro pacienty se znadmymi protildtkami proti IgA nebo proti plazmatickym
bilkovindm se pfipravuji promyté TP. Promyti znamend odstranéni zbytkové plazmy
z trombocytarniho a erytrocytarniho transfuzniho pfipravku. Odstranénd plazma se
nahradi fyziologickym nebo ndhradnim roztokem. Pfi pouziti ndhradniho roztoku se
nezkracuje exspirace (Rehagek et al., 2013).

Pro pacienty se sniZenou imunitou jsou indikovany ozatené TP. Ozéfeni slouzi
k predchazeni s transfuzi spojenou reakci §tépu proti hostiteli. Pouziva se gama zaieni
v davce 25 — 50 Gray. Ozafeni zni¢i funkénost T-lymfocyti obsazenych Vv transfuznim
ptipravku. K vedlejSim uCinkim ozéafeni patii CasteCna destrukce bunécné membrany
erytrocytl. Doporucuje se ozatovat erytrocyty do 14 dnti od odbéru, jelikoz paprsky y vice

ni¢i membrany starSich erytrocytti. Navic po ozéfeni je tieba zkratit exspiraci erytrocytii na
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maximaln¢ 14 dni, exspirace trombocyti se neméni, plazma se vétSinou ozafuje po
rozmrazeni, tj. pred vlastnim podanim (Rehacek et al., 2013).

Vysetteni infek¢nich markert pomoci nukleovych kyselin také zvySuje bezpecnost
transfuzniho pfipravku. Infekéni okno je obdobi, ve kterém se infikovany pacient jevi
jako serologicky negativni. U HIV se tato doba odhaduje na 8 — 10 dni. Infek¢ni okno
pro HBV je asi 50 — 60 dni, pro HCV az 90 dni. Diky vySetieni nukleovych kyselin
daného infek¢éniho agens, mizeme docilit zkraceni doby infek¢niho okna. VysSetteni se

provadi v individualnim vzorku nebo ve smési az 96 vzorki (Rehagek et al., 2013).

1.2.4 Propusténi

Propusténim je ukoncéen cely proces zpracovani krve. ,,Propusténi oznacuje
kone¢né rozhodnuti, ze pifipravek nebo surovina z lidské krve splnuji kritéria kvality
| bezpecnosti a jsou zpusobilé k dalSimu pouziti. Pfi propousténi tzv. kvalifikovana
osoba (zodpovédny pracovnik) ovéfuje, Ze darce spliioval dand kritéria, odbér
a zpracovani prob&hly bez zéivad, vysledky laboratorniho vySetteni odpovidaji
pozadavkim, oznaceni hotovych jednotek je spravné. Transfuzni ptipravek uvolni
Kk pouziti, nebo jej vyfadi. VSechny informace o odbéru, zpracovani a laboratornim
vySetienim se pribézné vkladaji do LIS, kterym musi byt vybavena kazda laboratof

(Penka at al., 2012).

1.2.5 Znaceni transfuznich pripravki

Po propusténi jsou vaky s transfuznim piipravkem opatfeny Stitky konec¢ného
produktu, které jsou ti§téné pomoci specidlni termotiskarny. V Ceské republice je
znaleni transfuznich ptipravkl standardizovano. Kazdy §titek na transfuznim vaku musi
obsahovat tyto informace: identifikace vyrobce (zafizeni transfuzni sluzby), ¢&islo
anazev transfuzniho ptipravku (identifikace vyrobce, vroceni, ¢islo odbéru a porce),
imunohematologické udaje (minimalné krevni skupina ABO/RhD), udaj o mnoZstvi,
datum odbéru, datum exspirace, zaruka vySetieni infekénich markerti, informace
0 pouzitych roztocich, pokyny pro skladovani a aplikaci. Dulezité informace jsou na

Stitku také ve formé ¢arovych koda (Metodické opatieni MZ, 2013).

1.2.6 Skladovani a transport
Kazdy typ transfuzniho pfipravku mé stanovenou teplotu pro skladovéni. Pti
dodrZeni téchto teplot je zaruCena urcita doba pouZitelnosti. VSechny prostory, které

slouzi pro skladovani pfipravkd (termostaty, lednicky, mrazici komory a boxy) musi
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vV celém prostoru udrzovat danou teplotu. Teplotni stav se neustale kontroluje
a monitoruje. Pro monitorovani v idealnim pfipadé slouzi centralni monitorovaci
jednotka s teplotnimi ¢idly. Cidla zaznamenaji vychyleni teploty mimo stanovenou mez
a odpovi svételnym i zvukovym signalem (Rehacek et al., 2013).

Spravné skladovani slouzi pro zajisténi ideédlnich podminek pro zivotnost
a funk¢nost vSech transfuznich pfipravku. V pribéhu skladovani nesmi dojit
k poskozeni vaku. Mohlo by dojit ke kontaminaci produktu. Z tohoto dtivodu se pied
kazdym vydejem transfuzniho pfipravku kontroluje neporusSenost transfuzniho vaku
(Penka et al., 2012).

Pieprava transfuznich pfipravkli se provadi ve specidlnich termoboxech. Boxy
musi byt fadn€ oznaceny. Teplota boxu se musi co nejvice blizit skladovaci teploté pro
dany transfuzni piipravek. Pieprava erytrocytdrnich transfuznich ptipravkil probiha pii
teploté 2 — 10 °C po dobu maximaln¢ 24 hodin. Plazma se piepravuje pfi teploté -25° C
a trombocytarni transfuzni pripravky pfi teplot¢ 20 — 24 °C. Pteprava transfuzniho
pfipravku by meéla byt omezena na minimalni dobu. Teplota se béhem transportu

monitoruje a zaznamenava (Doporuéeni STL2015 11).

1.3 Transfuzni piipravky TP

Za transfuzni ptipravky se povazuji lidska krev a jeji slozky zpracované pro podani
¢loveéku za Ucelem léceni nebo predchdzeni nemoci, pokud nejde o krevni derivaty. Za
lidskou krev se nepovazuji krevni kmenové buiikky a lymfocyty déarce krvetvornych
kmenovych bun¢k ur¢ené pro piijemce téchto bun€k. Transfuzni pifipravky se vyrabi
Vv zafizenich transfuzni sluzby za podminek stanovenych zavaznymi pravnimi predpisy.
Transfuzni jednotka TU udavd mnoZstvi transfuzniho pfipravku, ktery vznikl pfi
zpracovani jednoho odbéru plné krve, véetné konzerva¢niho ¢i néhradniho roztoku.
V ptipadé, Ze byla krevni slozka ziskana technikou aferézy, je mnozstvi transfuzniho
pfipravku  pfepocitino na  ekvivalentni —mnoZstvi transfuznich  jednotek.
U trombocytarnich transfuznich pfipravkii jsou mérné jednotky oznacovany jako
terapeutické davky (Penka et al., 2012).

Ke kazdému transfuznimu ptipravku je k dispozici dokument, oznacovany jako
specifikace transfuzniho pfipravku, ktery obsahuje veskeré informace o daném
piipravku. Specifikace jsou uvetejnény na webovych strankach vyrobct TP. Lécba krvi

byla v minulosti vazana na pouziti plné krve. Soucasna ucelna hemoterapie spociva
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v pouziti jednotlivych krevnich slozek (transfuznich ptipravki), které lze ziskat

zpracovanim odebrané pIné krve nebo metodou aferézy (Penka et al., 2012).
Transfuznich ptipravki je cela fada. Ve své bakalaiské praci se vSak budu vénovat

pouze nejzékladnéjSim a nejpouzivanéjSim druhiim transfuznich ptipravkt vyrabénych

Z plné krve.

1.3.1 Erytrocytarni transfuzni piipravky z plné krve

Lécebnou slozkou erytrocytarnich transfuznich ptipravki jsou erytrocyty.
Ptipravuji se bud z pIné krve centrifugaci, odbérem darce na separatoru pii
erytrocytaferéze nebo multikomponentnim odbéru. Erytrocyty se skladuji pfi teploté
2 — 6 °C. Pfi transportu, ktery muze trvat maximalné 24 hodin, nesmi byt pfekroceno
teplotni rozmezi od +2 do 10 °C. Doba pouzitelnosti zavisi na pouzitém
antikoagulacnim nebo resuspenznim roztoku. Pfi pouziti resuspenzniho roztoku SAGM
je doba uzitelnosti 42 dni (Rehagek et al., 2013).

V praxi jsou nejpouzivanéjsi erytrocyty bez buffy-coatu resuspendované (EBR)
a erytrocyty resuspendované deleukotizované (ERD) (Rehacek et al., 2013).

Erytrocyty bez buffy-coatu resuspendované (EBR) se ptipravuji z odbéru plné krve
od jednoho darce. Krev se odebira do antikoagula¢niho roztoku CPD 63 ml. Po odbéru
nasleduje centrifugace, odstranéni v&tsi Casti plazmy a vrstvy buffy-coatu a pfidani
100 ml resuspenzniho vyzivného roztoku SAGM. Kazda jednotka obsahuje minimalné
43 g hemoglobinu. Stanovena hodnota hematokritu je 0,50 — 0,70. Transfuzni jednotka
obsahuje vSechny plvodné odebrané erytrocyty od jednoho déarce krom¢ malého
mnozstvi krvinek odstranénych buffy-coatem, mensi ¢ast plivodnich leukocytl
< 1,2 x 10%TU a malou &st pavodni plazmy. Hodnota hemolyzy na konci doby
skladovani neptesahuje hodnoty 0,8 % masy erytrocyti (Specifikace transfuznich
ptipravki — EBR, 2015).

Erytrocyty resuspendované deleukotizované (ERD) je transfuzni piipravek,
u kterého je vétsina leukocytti odstranéna filtraci v rizné fazi piipravy. Deleukotizace se
provadi pii vyrobé uzavienym systémem pomoci odbérové soupravy s integrovanym
filtrem nebo se deleukotizacni filtr pfipojuje sterilnim zplisobem pied vydanim
ptipravku z transfuzniho oddéleni. Kazda jednotka ma minimalné 40 g hemoglobinu.
Stanovena hodnota hematokritu je 0,50 — 0,70. Transfuzni jednotka obsahuje vSechny
puvodné odebrané erytrocyty od jednoho darce kromé malého mnozstvi krvinek

odstranénych buffy-coatem, minimalni obsah ptivodnich leukocyti < 1 X 10%TU

20



a malou ¢ast piivodni plazmy. Hodnota hemolyzy na konci doby skladovani nepfesahuje
hodnoty 0,8 % masy erytrocyti. Piipravek ERD je vhodny k prevenci vzniku
aloimunizace, k prevenci febrilnich reakci u pacientd jiz senzibilizovanych HLA
antigeny a k prevenci ptfenosu cytomegalovirové infekce (Specifikace transfuznich
ptipravki — ERD, 2015).

Transfuze erytrocytd se indikuje pfi klinickych projevech anémie. U dospélych Ize
po transfuzi jednotky erytrocytii ocekavat vzestup hemoglobinu o 10 g/l nebo vzestup
hodnot hematokritu 0 3 — 4 %. K transfuzi se zasadn¢ piipravuji erytrocyty stejné krevni
skupiny v ABO a RhD systému mezi darcem a piijemcem. Z vitalni indikace lze podat
0 RhD negativni erytrocyty s néslednym provedenim piedtransfuzniho vysSetfeni.
Za mimotadnych okolnosti 1ze pti nedostatku stejnoskupinové krve podat erytrocyty
i jiné krevni skupiny. Piijemce skupiny AB lze transfundovat erytrocyty A, B, 0.
Ptijemci skupin A a B mohou byt transfundovany erytrocyty skupiny 0. Pfijemce
skupiny 0 muze dostat pouze erytrocyty skupiny 0. RhD pozitivnimu piijemci je mozné
podat i RhD negativni erytrocyty. RhD negativnimu pfijemci lze podat RhD pozitivni
krev jen vyjimecné, z vitalni indikace pii nedostatku RhD negativnich erytrocytii
(Specifikace transfuznich piipravki — EBR, 2015).

Pted transfuzi erytrocyti musi byt nejprve v laboratofi provedeno ptredtransfuzni
vySetieni, které zahrnuje vySetfeni krevni skupiny pacienta, screening nepravidelnych
protilatek proti erytrocytim (pfi pozitivnim vysledku vySetfeni se provede identifikace
protilatky a vybird se transfuzni pfipravek bez ptislusSného antigenu) a testu
kompatibility. Pfed samotnym vydejem ptipravku se kontroluje znaceni, neporusenost
obalu, vzhled piipravku (Specifikace transfuznich piipravki — EBR, 2015).

Nezadouci reakce lze rozdélit podle pfi¢iny na imunitni komplikace (hemolytické
reakce, febrilni nehemolytické reakce, aloimunizace, TRALI, Ta-GvHD, alergické
reakce, anafylaktick¢ reakce apod.), kardiovaskularni a metabolické komplikace
(ob&hové pretizeni, dusnost, hypotermie, hyperkalémie, hypokalcemie, hemosideroza,
hypotenze, hypertenze) a transfuzi prenosné infekce (virové, bakteridlni a parazitarni).

Transfuze erytrocytli by neméla byt poddvana u anemii, jejichZz 1écbu lze zajistit
medikamentozné (napt. Fe, vitamin B12, kys. listovou, erytropoetinem) (Specifikace
transfuznich ptipravkt — EBR, 2015).
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1.3.2 Plazma

Plazma je tekuta slozka krve, ziskava se z odbéru plné krve centrifugaci, pii odbéru
plazmaferézou nebo jako vedlejsi produkt pfi trombocytaferéze nebo erytrocytaferéze.
Je zmrazena takovym zpiisobem a v takové dobé od odbéru, aby labilni koagula¢ni
faktory zustaly ve funkénim stavu (Specifikace transfuznich ptipravka — P, 2015).

Plazma se skladuje pfi teploté -25 °C a niz$i po dobu 36 mésict, pokud se skladuje
pii teploté -18 °C az -25 °C doba pouzitelnosti je 3 mésice. Zmrazeni a skladovani
plazmy musi probihat za takovych podminek, pfi nichz se zachovd minimalné
70 % aktivity labilnich koagulacnich faktord. Pfi transportu ma byt zajisténa teplota
shodnd s pozadovanou teplotou skladovani. VSechny jednotky obsahuji stabilni
koagula¢ni faktory na urovni normélni plazmy, albumin a imunoglobuliny. Ptipravek
obsahuje nejméné 70 % prvotniho obsahu faktoru VIII a podobnd mnoZstvi ostatnich
labilnich koagulac¢nich faktor a pfirozené se vyskytujicich inhibitord. Bunécné
elementy se vyskytuji minimalné (Specifikace transfuznich ptipravkt — P, 2015).

Plazma z plné krve se ziskava centrifugaci plné krve vysokymi otackami. Je
ptetlacena lisy do satelitniho vaku odbérové soupravy. Nejpozdéji do 6 hodin po odbéru
se pripravek Sokové zmrazi, tzn., Ze Uplné zmrazeni pfipravku na teplotu -30 °C
probéhne do jedné hodiny. Plazma z aferézy je odebirana darci separatorem
s automatickou separaci plazmy v extrakorporalnim ob¢hu. Zmrazeni plazmy musi zacit
do 6 hodin po ukonceni procedury (Specifikace transfuznich ptipravka — P, 2015).

Plazma urcena pro klinické vyuZiti musi projit karanténou. Plazma se zmrazi a poté
je uskladnéna minimaln€ na 6 mésict. Nasledné se u darce opakované vysetii povinné
testy na infekéni markery. Po ovéfeni vyhovujicich vysledkli infekEénich markerti
u darce je plazma uvolnéna z karantény a miiZze byt pouZita (Specifikace transfuznich
ptipravkd — P, 2015).

Ptedtransfuzni vySetfeni se v tomto pripadé neprovadi. Pacientovi se Vv laboratofi
vySetfi krevni skupina. Pfed vydanim transfuzniho piipravku se kontroluje vzhled
ptipravku, uplnost znaceni a neporuSenost obalu. Pfi transfuzi se pouZzivd plazma
kompatibilni v systému ABO. AB plazma neobsahuje aglutininy anti-A a anti-B a lze ji
podat piijemci kterékoli krevni skupiny. Pfed pouzitim se rozmrazi ve specialnim
rozmrazovaci a transfunduje co nejdiive, nejpozdéji do 6 hodin po rozmrazeni. Indikace
pro podani plazmy se v souc¢asné dob¢ vyrazn¢ omezuji. Plazma se podava predevsim
Vv téchto pfipadech: terapie a prevence krvaceni u vrozenych nebo ziskanych poruch

hemostazy, nelze-li podat protivirové oSetteny koncentrat ptisluSn¢ho faktoru, velké
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objemy plazmy se podavaji pti vyménné plazmaferéze v terapii pacientti s trombotickou
trombocytopenickou purpurou (TTP) nebo s hemolyticko — uremickym syndromem
(HUS) (Specifikace transfuznich piipravka — P, 2015).

Mezi nezddouci reakce patii alergickd reakce az anafylakticky Sok, infekcni
komplikace, hemolyza pfi transfuzi ABO inkompatibilni plazmy, akutni plicni
nedostate¢nost (TRALI), pfetizeni krevniho obé¢hu, citratova intoxikace pii prevodu

vétsiho mnozstvi plazmy v kratké dobé (Specifikace transfuznich pfipravka — P, 2015).

1.3.3 Trombocytarni transfuzni piipravky

Lécebnou slozkou trombocytarnich transfuznich pfipravkll jsou trombocyty.
Ptipravuji se bud” z plné krve centrifugacemi nebo odbérem darce na separatoru
(Specifikace transfuznich piipravki — TBSDR, 2016).

Trombocyty se skladuji pii teploté¢ 20 — 24 °C za neustalého promichavani na
ttepackach. Pfi transportu by méla byt zajiSténa teplota skladovani. Doba pouzitelnosti
je 5 dnli, mize byt prodlouzena az na 7 dnl za predpokladu negativniho vySetieni
bakteridlni kontaminace nebo aplikace postupu vedouciho ke snizeni bakteridlni
kontaminace. Koncentraty trombocytd obsahuji mald mnozstvi leukocytti a erytrocytl
(Rehadek et al., 2013).

V transfuzni praxi je nejpouzivanéj§im transfuznim piipravkem trombocyty
z buffy-coatu  smésné  deleukotizované v  ndhradnim  roztoku (TBSDR)
a deleukotizované trombocyty z aferézy (TAD).

TBSDR je transfuzni ptipravek ziskany zpracovanim 4 — 6 odbérd plné krve
metodou vyuZzivajici buffy-coaty k vyrobé smésného deleukotizovaného koncentratu
trombocytl. Kazda terapeutickd davka obsahuje nejméné 200 X 10° trombocyta.
Mnozstvi leukocyti v transfuznim pripravku je snizen na < 1 x 10° na terapeutickou
davku. Vyroba trombocytli spociva ve smiseni 4 buffy-coatli, ke kterym se piida
resuspenzni roztok. Nasleduje centrifugace a oddéleni krevnich desticek, které jsou
resuspendovany ve smési plazmy (30 — 40 %) a nahradniho roztoku (60 — 70 %).
Filtraci ptes deleukotizacni filtr je sniZzen obsah leukocytd. Pouziti ndhradniho roztoku
umoznuje vyznamné snizit obsah zbytkovych aglutininii anti-A a anti-B. Zmenseny
objem plazmy téz sniZzuje moznost vyskytu alergickych reakci na proteiny plazmy

(Specifikace transfuznich ptipravkia — TBSDR, 2016).
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Trombocyty z aferézy se pripravuji pomoci separatorti krevnich elementd. Aferéza
je metoda, kterda umoziuje odbér riiznych slozek krve na separatoru. Pro odbér krevnich
desti¢ek se metoda oznacuje jako trombocytaferéza (Prochazkova et. al., 2007).

Transfuze trombocyti se podava profylakticky k prevenci krvaceni u nemocnych,
ktefi maji niz§i podet trombocytil nez 5 — 10 x 10%1, nebo nemocnym s niz§im poétem
trombocytl pied invazivnim nebo chirurgickym vykonem. K terapeutickym ucelim je
transfuze trombocytl nutnd k zastavé krvaceni u nemocnych sniz§im poctem
trombocyti nebo u pacienti s funkéné abnormalnimi trombocyty (Specifikace
transfuznich pripravkt — TBSD, 2015).

Pted transfuzi trombocytl se neprovadi kiizova zkouska. Pacientovi se vySetii
krevni skupina. Doporucuje se dodrzeni stejné krevni skupiny v ABO systému mezi
darcem a piijemcem. V piipad¢ nedostatku stejnoskupinovych desti¢ek, shoda ABO
systému nemusi byt dodrzena, pokud se jedna o trombokoncentrat resuspendovany
v nahradnim roztoku, ktery obsahuje mens$i mnozstvi aglutininti anti-A, anti-B. Krevni
desticky od Rh pozitivnich darct krve by nemély byt podany Rh negativnim Zenam
amladym osobam. Pfed vydanim transfuzniho ptipravku se kontroluje znaceni,
neporusenost obalu, vzhled ptipravku, swirling fenomén. Swirlign (vifivy) fenomén je
zalozeny na lomu svétla na pohybujicich se neaktivovanych desti¢kach, je znamkou
dobré kvality ptipravku (Specifikace transfuznich piipravki — TBSD, 2015).

Nezadouci reakce, stejn€ jako u erytrocytl, 1ze rozdélit podle pfi€iny na imunitni
komplikace (hemolytické reakce zpiisobené transfuzi piipravku obsahujictho ABO
inkompatibilni plazmu, nehemolytické reakce jako zimnice, kopfivka, horecka,
anafylaktickd reakce, aloimunizace, TRALI, Ta-GvHD, alergické reakce, apod.),
kardiovaskularni a metabolické komplikace (ob&hové pietizeni, hypotermie, hypotenze)
a transfuzi prenosné infekce (virové, bakterialni a parazitarni). Transfuze trombocytl by
neméla byt poddvana u hemolyticko-uremického syndromu, u tromboticko
trombocytopenické purpury a u heparinem indukované trombocytopenie (Specifikace
transfuznich pripravkt — TBSD, 2015).

Transfuzni ptipravek TBSDR se na Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské
Budgjovice a.s. vyrabi od 29. 2. 2016. Pfed zahajenim vyroby TBSDR se vyrab¢ly
trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované (TBSD), které se lisily postupem
vyroby. Pfi primarnim zpracovani se z jednoho odbéru krve vyrobila jedna jednotka

erytrocytli, plazmy a jedna jednotka TB. Transfuzni ptipravek TBSD se pfipravil
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sesatim 4 — 5 jednotek TB a filtraci ptres deleukotiza¢ni filtr (Specifikace transfuznich
ptipravki — TBSD, 2015).

1.4  Kontrola jakosti transfuznich p¥ipravkii

Kvalita = Jakost

Kvalita neboli jakost je definovana jako ,,Celkovy souhrn vlastnosti a znaku
vyrobku nebo sluzby, které zarucuji schopnost uspokojovat ptedem stanovené nebo
predpokladané potieby zakaznika* (CSN ISO 8402).

V Ceské republice je vyroba transfuznich piipravkil povazovana za vyrobu 1&&iv, je
upravena zakonem ¢. 378/2007 Sb. (Zakon o léCivech), ktery je harmonizovan
s legislativou EU. Veskeré pozadavky pro zajiSténi jakosti a bezpecnosti lidské krve
a jejich slozek jsou uvedeny ve vyhlasce ¢. 143/2008 Sb. (Vyhlaska o lidské krvi), ktera
respektuje pravidla doporu¢ena v Guide to the preparation, use and quality assuarance
of blood components Rady Evropy.

Transfuzni oddéleni jsou kontrolovana SUKLem. SUKL v pravidelnych
intervalech kontroluje a ptfezkoumava cely systém jakosti a dodrzovani zasad spravné
vyrobni praxe, na zaklad¢é inspekce vydava povoleni k vyrob¢ transfuznich ptipravki.
Spravna vyrobni praxe predstavuje soubor opatfeni provadénych s cilem zajistit, aby
produkt byl soustavné a kontrolované vyrabén v kvalit€¢ odpovidajici zamySlenému
pouziti. Produkt, tj. transfuzni ptipravek podléha tedy piisné kontrole kvality (Sandra et
al., 2016).

Kontrolovat transfuzni pfipravky na TRS ma za tikol kontrolni laboratot. Kontrolni
laboratofe u transfuznich ptipravka provadéji kontroly objemu nebo hmotnosti, kontrolu
ucinnych slozek, neZadoucich slozek a kontrolu ukazatell UCinku, bezpe€nosti
a stability podle stanovenych specifikaci. Dale dle vyhlasky kontroluji wcinnost
dezinfekce mista venepunkce pfed odbérem krve a jejich slozek, zajiStuji
mikrobiologickou kontrolu transfuznich pfipravki za G¢elem kontroly procesu odbéru
a zpracovani, provadéji mikrobiologickou kontrolu povrchi v prostorech, kde se
manipuluje svaky, odbéry a produkty ve vacich bez dalsiho obalu (Vyhlaska
¢. 143/2008 Sh.).

Transfuzni pfipravky se kontroluji namatkové, ale s dostateCnou Cetnosti tak, aby
byla zajisténa statistickd kontrola procesu. Nahodny vybér je provadén osobou

nezavislou na procesu zpracovani. Odebrany vzorek musi odrazet vlastnosti, které jsou
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hlavnim pfedmétem kontroly kvality. Pro odbér vzorku a odebrané mnozstvi ma kazda
laboratof vypracovany presny postup (Penka et al., 2012).

Ve své bakalatfské praci se budu zabyvat pouze kontrolou kvality nejCastéji
pouzivanych transfuznich ptipravkl z plné krve: EBR, P a TBSDR.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny pozadavky na kontrolu kvality a frekvence
u jednotlivych transfuznich piipravki, které vychazeji z vyhlasky ¢. 143/2008 Sb.
a z Guide to the preparation use and quality assurance of blood components.

U erytrocytarnich transfuznich piipravki se sleduje hematokrit, obsah
hemoglobinu, mnozstvi zbytkovych leukocytl, hemolyza na konci exspirace a provadi

se kontrola sterility.
Tabulka 2 Kontrola jakosti EBR

Parametry Pozadavky Frekvence kontrol
Objem min 200 ml vsechny jednotky
Hematokrit 0,50 -0,70 4 TU/mésic
Hemoglobin min43g/TU 4 TU/mésic
Obsah leukocytu <1,2x10%TU 1%TU

Hemolyza na konci

exspirace < 0,8 % masy erytrocytt |4 TU/mésic

Kontrola mikrobiologické

kontaminace negativni dle Bensonova vzorce

Zdroj: Specifikace TP: EBR, 2015

U trombocytarnich transfuznich ptipravkli se sleduje obsah trombocytl, obsah

zbytkovych leukocytl a hodnota pH. Povinna je také kontrola sterility.
Tabulka 3 Kontrola jakosti TBSDR

Parametry Pozadavky Frekvence kontrol
: > 40 ml na 60 x 10° . .
Objem trombocyti vSechny jednotky

1% TD, nejméné

Obsah krevnich desti¢ek | > 200 x 10%TD " Y v
vS8ak 10 mésiéné

1% TD, nejméné

Obsah leukocyti <1,0x 10%TD y iy
vsak 10 mésicne

1% TD, nejméné

pH na konci exspirace | 6,4 — 7,4 korigované na 22 °C viak 4 mesicnd

Kontrola mikrobiologické

. negativni dle Bensonova vzorce
kontaminace

Zdroj: Specifikace TP: TBSDR, 2016

26



U plazmatickych pfipravkll se pfed Sokovym zmrazenim zjistuje obsah celkové
bilkoviny a pocet zbytkovych erytrocytll, leukocytl a trombocytl,, po zmrazeni obsah

faktoru VIII. Stejn¢ jako u pfedchozich transfuznich pfipravki se kontroluje sterilita.

Tabulka 4 Kontrola jakosti plazmy

Parametry Pozadavky Frekvence kontrol
Objem min 200 ml vsechny jednotky
pramér (po zmrazeni a
rozmrazeni) v s "
Faktor VIII > 70 % hodnoty derstve | <@2d¢ 3 mésice 10TU
. z prvniho mésice skladovani
odebrané
jednotky plazmy
Celkova bilkovina > 50 g/l 5 TU/mésic
o erytrocyty < 6,0 x 10%I
Obsah bunfenfeh | jeukocyty < 0,1 x 10% 1%TU
trombocyty < 50 x 10!
Kontrola mikrobiologicke |\~ . dle Bensonova vzorce
kontaminace

Zdroj: Specifikace TP: Plazma, 2015

Vysetieni sterility se provadi u vSech typa transfuznich ptipravki s frekvenci
kontrol podle tzv. Bensonova vzorce (po&et kontrol = 0,4 * Vpoéet vyrobenych TP).
Provadi se vZzdy na konci exspiracni doby. Vlastni vySetfeni provadi mikrobiologicka
laboratof. Vysledky jsou odrazem bezchybné provadénych postupti pii odbéru
a zpracovani odebrané krve (NCB_TRS_SOP_ 13 409 C).

U vSech transfuznich pfipravki se kontroluje celkovy vzhled, ktery je
charakteristicky pro dany transfuzni pfipravek. Vizudlni kontrolou lze odhalit fadu
zmén. U erytrocytarniho transfuzniho pfipravku je moZné na zakladé zmény
charakteristické barvy zjistit zvySenou hemolyzu. Lze odhalit 1 vzniklé sraZeniny.
U trombocytarniho ptipravku pozorujeme opét zbarveni ptipravku, vyssi obsah lipida
(chylozita) a pozoruje se fenomén viteni (swirling). Swirling je typicky pro trombocyty,
které jsou schopné adherovat a agregovat in vivo. Charakteristické zbarveni viditelné
srazeniny a zakaleni se hodnoti také u plazmatickych transfuznich ptipravka, a to pred
jejich zmrazenim. Mezi vizualni kontrolu patii kontrola neporuSenosti obalu

a spravného znaceni transfuzniho pfipravku stitky a carovymi kody (Penka et al., 2012).
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2 Cile prace a hypotézy

2.1 Cile prdce

Cilem této bakalarské prace je statistické zhodnoceni kontroly kvality vybranych
transfuznich pfipravkii za poslednich 5 let. Dale osvojeni si metody vySetfeni
trombocyt z buffy-coatu smésnych deleukotizovanych v nahradnim roztoku TBSDR,
které se v Nemocnici Ceské Budg&jovice a.s. vyrabi novou metodikou a porovnani
tohoto transfuzniho piipravku s diive vyrabénymi trombocyty z buffy-coatu smésnymi

deleukotizovanymi TBSD.

2.2 Hypotézy
1. Kontrola kvality TP musi byt stadle na vysoké urovni, protoze se jedna

0 lécivé pripravky.

3. Nejrizikové¢jsi TP z hlediska sterility je trombocytarni TP.
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3 Metodika

Tato kapitola je rozdélena na dvé Casti. Prvni Cast se tyka statistického zhodnoceni
kontroly kvality za uplynulych 5 let u nejcastéji pouzivanych transfuznich ptipravka na
TRS Ceské Budgjovice a.s., které se vyrab&ji z plné krve. Ve druhé &asti jsem se
vénovala kontrole kvality nové zavedeného TBSDR za obdobi 6 mésicti, od dubna do
konce zaii 2016. Zde jsem si osvojila postupy a vlastni vySetifeni TBSDR. S touto ¢asti

jsem se v ramci bakalaiské prace zabyvala vice a zkoumala ji podrobnéji.

3.1 Statistické zpracovani kontroly kvality u hodnocenych transfuznich piipravkii
za poslednich 5 let

Veskera data, ktera jsem vyuzila ke statistickému zpracovani, jsem ziskala ze
zdznami kontrolni laboratofe TRS Nemocnice Ceské Budé&jovice a.s.

Kontrolni laboratot se zabyva zejména odbérem kontrolnich vzorkd TP, jejich
vySetfenim a hodnocenim.

Kontrolni vzorky se odebiraji jednak ihned po vyrobé TP a vySetfuji se s cilem
zjistit obsah uc¢innych a ptimés nezddoucich slozek, a jednak na konci doby exspirace se
zamétfenim na kontrolu stability TP. Pro odbér kontrolnich vzorkl jsou vypracovany
presné postupy. Kontroly se provadéji dle vyhlasky s dostateCnou Cetnosti, aby byla
zajiSténa statistickd kontrola procesu. Na obsah uc¢innych a nezadoucich slozek je snaha
zkontrolovat minimalng 1 % vyrobenych TP. Na TRS Ceské Budg&jovice a.s. vedouci
kontroly vypracovava tydenni, pro n&které kontroly mésicni rozpis. Rozpis vychazi
Z objemu vyroby za minuly rok, zohledituje proces vyroby, moznosti laboratoii apod.
a minimaln¢€ kazdy rok se aktualizuje. Vysledky pravidelnych kontrol se zaznamendavaji
excelovskych tabulek informacéniho systému kontrolni laboratofe a do pfipravenych
formulart. Kazdy mésic se provede mési¢ni statistické hodnoceni, které se pravidelné
projednava na poradach vedoucich pracovnikii transfuzniho oddéleni. 1 x rocné se
provadi ro¢ni statistické hodnoceni kvality, vysledky se meziro¢né€ srovnavaji.

Ke statistickému zpracovani ziskanych dat jsem pouzila program Microsoft Excel.
Sledované parametry jednotlivych TP jsem zhodnotila, vypocitala primér, porovnala se
specifikacemi a zjistila, kolik hodnot vyhovuje specifikaci relativné, kolik absolutné.

Aritmeticky primér je definovan jako statisticka veli¢ina, vyjadiujici typickou
hodnotu popisujici soubor hodnot. Jednd se o soucet vSech hodnot vydéleny jejich

poctem (Mikul¢ak, 2007).
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Cetnost ukazuje, kolikrat se dana hodnota vyskytla. Cetnosti jsou bud’ absolutni,
nebo relativni. V&t§i soubor hodnot je vhodné rozdélit do intervali. Cisla vyjadiujici
pocet hodnot, které spadaji do jednotlivych intervalli, jsou oznaCovana jako absolutni
Cetnost. Souctem absolutnich Cetnosti ziskdme celkovy pocet hodnot. Relativni ¢etnost
udava pocet hodnot v daném intervalu, ktery je vztazeny k celkovému poctu hodnot.
Udava, jaké procento hodnot se vyskytuje v daném intervalu (Mikul¢ak, 2007).

Specifikace je detailni popis. Udava jasné a piesné informace o rozmeérech,
vlastnostech, kvalité vyrobku (Mikul¢ak, 2007).

Kontrolni vzorek je vzorek, ktery pfi jeho kontrole odrazi vlastnosti, jez jsou
pifedmétem provadéné kontroly (NCB_TRS_SOP_13 401 B).

Naésledujici tabulky znazornuji pocty kontrolnich vzorkd jednotlivych TP. Pro
odbér kontrolnich vzorki, odebiranych ihned po vyrobé k vySetieni obsahu Uc¢innych
a nezadoucich slozek, je na TRS vypracovan tydenni rozpis. Pro kontrolni vzorky, ze
kterych jsou vySetfovany zejména markery stability, je pfipraven mesi¢ni rozpis
(NCB_TRS_SOP_13 401_B).

Tabulka 5 Tydenni rozpis pro odbér kontrolnich vzorki ihned po vyrobé

Tydenni rozpis pro odbér kontrolnich vzorki — pocet
vzorki
2012 | 2013 | 2014 2015 2016
EBR 5 5 5 5-6* 6
P 5 5 5 5-6* 6
3
TBSD 3 3 3 3 (do 2. 2016)
5
TBSDR (od 2. 2016)
* do kvétna 2015 5 /tydné, od kvétna 2015  6/tydné

Zdroj: autor

Tabulka 6 Mési¢ni rozpis pro odbér kontrolnich vzorki 2012-2016 /TBSDR od 2. 2016)

Mési€ni rozpis pro odbér kontrolnich vzorki 2012-2016

Hemoglobin | Hemolyza | pH | Sterilita | Faktor VIII
EBR 4 4 10
P 10 10/3 mésice
B 10 10
TBSDR 4 4

Zdroj: autor
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3.11 EBR

Do 28. 2. 2016 byla plna krev odebirdna do odbérovych ctyivaki. Od 29. 2. 2016,
kdy se na TRS Nemocnice Ceské Budgjovice a.s. zavedla vyroba TBSDR, je plna krev
odebirana do odbérovych trojvakti. Po odbéru vaky hodinu odpocivaji na chladicich
deskach. Nasleduje centrifugace na velkoobjemové centrifuze. Pomoci automatickych
separatorii krevnich slozek se provede separace na EBR, P a buffy-coat. Po ukonceni
vyroby laborantka kontrolni laboratofe odebere kontrolni vzorky EBR a plazmy.
Kontrolni vzorky se odebiraji podle tydenniho rozpisu.

Ze vzorku EBR se po vyrobé vysetifuje hematokrit a obsah leukocytt. Hematokrit
kone¢ného erytrocytového transfuzniho ptipravku, ktery se piipravil oddélenim
erytrocyti z plné krve a pridanim konzervaéniho roztoku, by se mél pohybovat
v rozmezi 0,50 — 0,70. Jedna se o pomér mezi objemem erytrocytti a objemem TP. Jeho
obsah zavisi na velikosti a mnozstvi ¢ervenych krvinek. Obsah leukocytii by nemél byt
vy$si nez 1,2 x 10%/TU. Parametry centrifugace (otacky, doba toGeni, rozjezd, brzda) na
velkoobjemovych centrifugach a parametry na separdtorech krevnich slozek jsou
nastaveny a vyladény tak, aby co nejvice leukocytd ztstalo v buffy-coatu a co nejméné
kontaminovalo EBR a plazmu (NCB_TRS_SOP_13 101 D).

Pfi odbéru vzorku je vak s EBR nutné fadné michat po dobu jedné minuty. Obsah
hadicky slouzici pro kontrolni vzorek se stahovacimi klestémi 1 x stahne. Vak se opét
promich4 a hadicka se znovu napusti. Konec hadicky je oddélen svareckou. Tento
konec hadicky neobsahuje idealni vzorek a znehodnoti se. Pak se teprve oddéli segment
asi 10 cm dlouhy, ktery je urcen pro kontrolu kvality. Takto zhotoveny segment je
oznacen Cislem a druhem transfuzniho pfipravku. Odebrany segment laborantka
Vv kontrolni laboratofi pfepusti do zkumavky. Vzorek se pfed méfenim promicha a zmé&fi
se na analyzatoru CELL-DYN Emerald (NCB_TRS_SOP_13_101_D).

Na konci doby exspirace se odebiraji kontrolni vzorky za ucelem stanoveni
celkového hemoglobinu a eventuelni hemolyzy. Kontroluji se 4 vzorky mési¢né.
Hemoglobin je ¢ervené krevni barvivo, které slouzi pro prenos krevnich plynii. Jedna
transfuzni jednotka EBR by ho méla obsahovat minimalné 43 g. Pfitomnost volného
hemoglobinu v supernatantu je povazovana za znamku poSkozeni membrany erytrocytu.
Kvypottu % ztraty erytrocyti hemolyzou potiebujeme znat hodnotu celkového
hemoglobinu, hodnotu hematokritu a volného hemoglobinu v supernatantu. Vak s EBR
na konci doby exspirace je nutné fad¢é promichat. Z vaku se odpusti kontrolni vzorek

pro stanoveni hematokritu a celkového hemoglobinu. Méfeni se provadi na analyzatoru
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CELL-DYN Emerald. Pak se zkumavka se vzorkem centrifuguje 5 min pti 2000 G
(tj. pti 5000 ot./min.). Supernatant je oddélen do dal§i zkumavky. Supernatantem se
naplni kyveta Low Hemoglobin a zméfi se hodnota volného hemoglobinu na fotometru
HemoCue Low Hemoglobin. Z hodnot hematokritu, celkového a volného hemoglobinu
se vypocita % ztrata erytrocyt hemolyzou (NCB_TRS_SOP_13 408 B).

/100—Htc(%)/x volny Hb(g/1)
celkovy Hb

hemolyza (%) =

Vsechny vysledky vySetteni se zapisuji do excelovskych tabulek, pomoci kterych
jsou vySetiené hodnoty piepocitany na objem transfuzni jednotky. Ziskana data jsem
porovnala se specifikacemi, vypocitala jsem pramér hodnot a zjistila, kolik hodnot

vyhovuje specifikaci.

3.1.2 Plazma

Kontrolni vzorky plazmy, které se ziskdvaji ihned po vyrobé, se odebiraji zaroven
s kontrolnimi vzorky EBR. To znamena, Ze po separaci na separatorech krevnich slozek
Zjednoho Ccisla odbéru se odeberou kontrolni vzorky EBR i plazmy
(NCB_TRS_SOP_13_104_G).

Plazma by méla obsahovat pouze zbytkové mnoZstvi bunécnych elementd.
Ze vzorku plazmy se po vyrobé vysetfuje mnozstvi trombocyti, které by mélo byt
mensi nez 50 x 10%I, mnoZstvi erytrocyti by mélo byt mensi nez 6 x 10%I a mnozstvi
leukocytt mensi nez 0,1 x 10%1. Plazma by ale mé&la obsahovat Zadouci mnozstvi
celkové bilkoviny, vice nez 50 g/l (NCB_TRS_SOP_13 401 _C).

Po ukonceni vyroby pfipravku se obsah vaku asi 1 min fadn€ micha. Hadicka
urcend pro kontrolku se 1 x stdhne stahovacimi kleStémi a napusti pii soucasném
promiseni obsahu vaku. Pomoci svarecky se oddeli segment asi 10 cm dlouhy. Segment
se oznaci Cislem a druhem TP. Odebrany segment laborantka v kontrolni laboratofi
ptrepusti do zkumavky (NCB_TRS_SOP_13 401 C).

Trombocyty v plazmé se méfi na analyzatoru CELL-DYN Emerald, pokud je jejich
obsah pfili$ nizky a analyzator je nezméfi, pak se pocitaji pomoci Biirkerovy komurky.
MnozZstvi erytrocytl a leukocytil v plazmé vzhledem k nizkému obsahu se pocita také
v Biirkerové komurce (NCB_TRS SOP_13 403 C), (NCB_TRS_SOP_13 404 C),
(NCB_TRS_SOP_12 405_B).
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Jednou za mésic, po vySetieni bunécnych elementil, se 6 vzorkd plazmy posle na
vySetieni celkové bilkoviny do Laboratofe klinické chemie. Principem vySetfeni
celkové bilkoviny je fotometrické stanoveni pomoci biuretové metody. Celkova
bilkovina obsahuje plazmatické proteiny, které slouzi hlavné pro udrzovani onkotického
tlaku krve, srazeni krve a k transportu latek (NCB_TRS_SOP_13 412 B).

Kontrola obsahu celkové bilkoviny a zbytkovych bunék je provadéna ze vzorku
piipraven¢ho pred Sokovym zmrazenim. Obsah faktoru VIII se vySetfuje ze vzorku po
zmrazeni a opétovném rozmrazeni. Kazdé 3 mésice se vySetfuje 10 vzorkl plazmy
z prvniho mésice skladovéani. Plazma urcend pro tuto kontrolu se Sokoveé zmrazi.
Skladuje se maximalné¢ mésic a poté se rozmrazi pomoci specidlniho rozmrazovace.
Z vaku plazmy se odpusti vzorek a zasle se na vySetfeni do hematologické laboratofe,
kde je vySetfeni vzdy pfedem domluveno. Principem metody je méfeni ¢asu srazeni za
situace, kdy ostatni faktory s vyjimkou faktoru VIII jsou doplnény deficitni plazmou.
Z vysledkt jednotlivych vysetfeni jsem vypocitala primérou hodnotu faktoru VIII.
Primérnéd hladina faktoru VIII by méla byt vyssi nez 70 % hodnoty Cerstvé odebrané
jednotky plazmy (NCB_TRS _SOP_13 415 B).

Vsechny vysledky vySetfeni se zapisuji do excelovskych tabulek. Ziskand data
jsem porovnala se specifikacemi, vypocitala jsem prumér hodnot a zjistila, kolik hodnot

vyhovuje specifikaci.

3.1.3 TBSD/TBSDR

V dobé¢ vyroby TBSD se pii primarnim zpracovani odbéru krve z jednoho odbéru
vyrabéla jedna jednotka erytrocytli, plazmy a jedna jednotka TB. AZ na zékladé
pozadavku z klinického oddéleni se vyrobila jedna nebo vice pozadovanych
terapeutickych davek TBSD (trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované).
Transfuzni pfipravek TBSD se vyrabél sesatim 4 — 5 jednotek TB a filtraci ptes
deleukotizaéni filtr. Kontrolni vzorky TBSD byly odebirany ihned po vyrobé. U vaku se
ponechala delsi hadicka voln¢ komunikujici s vakem. Obsah hadicky se kleStémi stahl
zpét do vaku. Vak se trojim oto¢enim promichal. Po ukonceni promichani obsahu vaku
se klesté uvolnily a hadi¢ka se naplnila obsahem vaku. Tento postup se 3 X opakoval.
Hadicka se oddélila svareckou. Odebrany segment laborantka v kontrolni laboratofi
ptepustila do zkumavky. Kontrolni vzorek byl oznaen ¢islem a druhem piipravku.
Ze vzorku se vySetfoval Zadouci obsah trombocytd a nezadouci piimés leukocytd

(NCB_TRS_SOP_16_118_B).
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Trombocyty se pocitaly pomoci analyzatoru CELL-DYN Emerald. Leukocyty se
pocitaly mikroskopicky v Nageottové komtrce (NCB_TRS_SOP_13 404_B).

Kontrola pH a kontrola sterility u TBSD se neprovadéla, protoze po vyrobé byl TP
okamzit¢ vydan z transfuzniho oddéleni. Tyto kontroly se ale provadé€ly u jednotlivych
TB na konci exspirace. TB se vyrabély do zasoby, které se nespotiebovaly na vyrobu
TBSD, se pouzily na kontrolu sterility a pH.

Kontrolou kvality TBSDR se budu podrobn¢ zabyvat v dalsi kapitole. Transfuzni
piipravek TBSDR (trombocyty smésné deleukotizované v nahradnim roztoku) je ziskan
sesatim 4 buffy-coatt stejné krevni skupiny a nahradniho roztoku. Tak vznikne jeden
smésny buffy-coat ve smési plazmy a nahradniho roztoku. Vak se smésnym
buffy-coatem se centrifuguje a poté separuje na lisu, pii separaci zaroven probiha
deleukotizace pomoci leukocytdrniho filtru. K vyrob& se pouzivd sterilni uzaviena
souprava Compostop typ ,,chobotnice®, kdy nespornou vyhodou je, ze deleukotizace
probihd jiz béhem zpracovani. Transfuzni ptipravek TBSDR se vyrabi do zasoby.
Z kontrolnitho vzorku se po vyrobé vySetfuje mnoZzstvi trombocytl a leukocytil.
Na konci doby exspirace se vySetfuje pH a sterilita jako znamky stability
trombocytarniho TP (NCB_TRS_SOP_16 118 B).

Vsechny vysledky vySetfeni se zapisuji do excelovskych tabulek, pomoci kterych
jsou vysetfené hodnoty ptepocitany na objem terapeutické davky. Ziskana data jsem
porovnala se specifikacemi, vypocitala jsem prumér hodnot a zjistila, kolik hodnot

vyhovuje specifikaci.

3.1.4 Kontrola sterility

Za sledované obdobi se ke kontrole sterility zasilaly TP na konci exspirace dle
meési¢niho rozpisu. Pokud nebylo k dispozici dostate¢né mnozstvi exspirujicich TP,
pocet byl doplnén vzorky pfipravenymi odsatim malého objemu do sterilné navateného
satelitniho vaku. Odsatim vzorku nesmélo dojit ke snizeni objemu TP pod hranici 1 TU.
Objem vzorku ale musel byt dostatecny pro kultivaci (NCB_TRS_SOP_ 13 409 _C).

TP na konci exspirace a eventuelné vzorky TP se zasilaji do laboratofe 1¢kaiské
mikrobiologie, ktera pak provadi pomoci kultivacniho systému Bact/Alert aerobni
a anaerobni kultivaci (NCB_TRS_SOP_ 13 409 C).

Vysledky se zapisuji do formuléfe ,,Seznam transfuznich piipravka ke kontrole
sterility“. O provedenych vySetienich a jejich vysledcich se zpracovava ,,M¢&si¢ni

protokol kvality“ (NCB_TRS_SOP_ 13 409 C).
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3.2 Kontrola kvality transfuzniho piipravku TBSDR

V této Casti se zamefim na vlastni vySeteni kontrolnich vzorkli noveé vyrdbéného
transfuzniho piipravku TBSDR. V ramci vysetieni jsem si osvojila odbér vzorkl pro
kontrolu kvality, princip a postup méfeni na analyzatoru CELL-DYN Emerald, postup
pfi pocitani leukocyti v Nageottové komtrce, méfeni pH na konci exspirace a piipravu

vzorkl pro kontrolu sterility.

3.2.1 Odbér vzorki

Odbér kontrolnich vzorkl na vysetieni G¢innych a nezadoucich slozek se provadi
ihned po vyrobé TBSDR. Kontroluje se 5 vzorkd tydné. Vak s vyrobenym
trombokoncentratem jsem dikladné promichala a kontrolni vzorek jsem piepustila do
oznaceného vzorkovaciho vacku, ktery je soucasti vaku. V kontrolni laboratofi jsem
vzorek ze vzorkovaciho vacku dale prepustila do zkumavky oznacené typem a cislem
transfuzniho pfipravku a provedla vlastni vySetfeni. Obsah trombocytli, jako ucinné
slozky TBSDR, jsem vySetfila na hematologickém analyzatoru CELL-DYN Emerald
a obsah leukocytd, jako nezadouci pfimés, jsem stanovila mikroskopicky pomoci
Nageottovy komurky (NCB_TRS_SOP_13 401 B).

Na konci exspirace TBSDR jsem méfila hodnotu pH, jako marker stability
trombokoncentrati a  také  pfipravila  vaky pro  vySetfeni  sterility

(NCB_TRS_SOP 13 401_B).

3.2.2 Mgéieni na analyzatoru CELL-DYN Emerald

Automaticky CELL-DYN Emerald je hematologicky analyzator slouzici pro
stanovovani in vitro vzorkl v laboratofi. Systém tohoto pfistroje je ovladan nabidkou
a fizen mikroprocesorem. Vzorek nasdva pomoci nasavaci jehly z oteviené zkumavky

(Uzivatelska piirucka systému CELL-DYN Emerald).

Meéfené parametry leukocvyta

WBC: pocet leukocyti

LYM %: procentuélni podil lymfocytt

LYM #: absolutni pocet lymfocytt

MID %: procentualni podil bunék stfedni velikosti
MID #: absolutni pocet bunék stfedni velikosti
GRA %: procentuélni podil granulocytti

GRA #: absolutni pocet granulocytl
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Meéfené parametry erytrocyti

RBC: pocet erytrocytii

HTC: hematokrit

MCV: stfedni objem erytrocyta

RDW: distribuéni Sife objem erytrocyti

Méfené parametry hemoglobinu

HGB: koncentrace hemoglobinu
MCH: stfedni mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu
MCHC: stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytu

Méfené parametry krevnich desticek

PLT: pocet krevnich desticek
MPV: stfedni objem trombocytil
(NCB_TRS_SOP_15 419 B)

m Reagents— nadtenireagencii
Pomocné daciko — sk, |,
mazani Shut down — vypnuti analyzatom
|_—¥] _ - Quality control — méfeni a editace
ot oo v
Krok zpét kontrol
Datalog — archiv vysledkn
Navrat do zikladniho m
menu Set up —nastavend funked
TR Maintemance - ads3ha

Obrazek 4 Hlavni nabidka analyzatoru

Zdroj: NCB_TRS_SOP_15 419 B

e Princip vySetfeni: pro pocitani, tfidéni dle velikosti a klasifikace krevnich bunék
a méfeni hemoglobinu se pouzivaji dva typy méteni:
- pocitani elektrické impedance- pro méfeni RBC, WBC a PLT

- absorp¢ni spektrofotometrie- pro meéfeni HGB

e Popis: systtm CELL-DYN Emerald se sklada z 8 hlavnich soucasti - pfedni
panel s LCD displejem a numerickou klavesnici, sestava hadi¢ek, hlavni deska PCB,

napajeci zdroj, prostor pro reagencie, zadni panel, tiskarna, ¢tecka ¢arovych kodi.



e Chemikalie, reagencie a spotfebni material:
CELL-DYN Emerald Diluent slouzi
- jako diluent pro méfeni WBC, RBC, PLT a hemoglobinu

- k zachovani objemu bunék v pribéhu pocitani a tfidéni bunek podle velikosti
- jako vodic pro impedancni pocitani a tfidéni bun€k a krevnich desticek podle velikosti
- k proplachnuti nasavaci jehly a sestavy hadic¢ek

CELL-DYN Emerald CN FREE LYSE slouzi

- k rychlé hemolyze RBC a minimalizaci vzniku bunééné vazivové tkan¢ (Stroma)

- k nahrazeni membrany WBC pro umoznéni difuze cytoplazmy a vytvoreni membrany
okolo jadra a ptitomnosti granuli

- k pfeméné hemoglobinu na modifikovany hemoglobin, ktery 1ze méfit pii vinové délce
555 nm

CELL-DYN Emerald CLEANER

- je enzymaticky Cistici roztok, ktery slouzi k ¢iSténi méficitho systému a sestavy
hadicek
CELL-DYN 18 Plus Control, Full-Pack, Half-Pack

- jedna se o komer¢ni kontroly, které slouzi ke kazdodennimu ovéfovani kalibrace

- obsahuji zndmy pocet bunék

- kontroly jsou k dispozici ve tiech hladinach: L — nizka, N — normalni, H — vysoka
(NCB_TRS_SOP_15 419 B)

e Podrobny postup vySetteni:

Spusténi piistroje, piihlaSeni uzivatele

1) Hlavnim vypina¢em jsem zapnula analyzator, probéhla inicializace pfistroje
a kontrola motora (kontrolka led svitila ¢erveng).

2) Po dokonceni inicializace se zobrazila obrazovka pro pfihlaseni uzivatele, klikla
jsem do kolonky Login a poté na tlacitko A — Z. Zapsala jsem jméno uzivatele.

3) Potvrdila jsem tlac¢itkem OK.

Denni spousténi systému

1) V zakladnim menu jsem inicializovala analyzator stisknutim START UP pro
zahdjeni cyklu pro spuSténi. Beéhem spusténi doslo k proplachnuti a ciSténi
systému a kontrole mechanickych a elektronickych soucasti. Na konci probéhlo

automatické méteni pozadi.

37



2)

3)

Pied zpracovanim kontrol nebo vzorkd jsem musela zkontrolovat, zda se
hodnoty méfeni pozadi nachdzeji v piijatelném rozmezi.
Zkontrolovala jsem objem reagencii, v pfipadé potieby jsem reagencie vyménila

a vyprazdnila nadobu na odpad.

Tabulka 7 Specifikace pozadi

Specifikace pozadi
Parametr Specifikace
WBC <0,5 K/ul
RBC < 0,1 M/ul
HGB <0,2 g/dl
PLT <10,0 K/ul

Zdroj: NCB_TRS_SOP_15 419 B

Méfeni kontrol

1)

2)

3)

4)

5)
6)
7)

8)

9)

Pred vySetfenim jsem kontroly tadné zahtdla na laboratorni teplotu
a promichala.

V hlavni nabidce MAIN jsem stiskla tlac¢itko QUALITY CONTROL.

Oteviela jsem soubor dat o kontrole kvality klepnutim na odpovidajici typ
kontroly (L — nizka, N — normalni, H — vysoka). Stiskla jsem tlac¢itko RUN AND
RESULTS.

Z dostatecné promichané vzorkové zkumavky obsahujici kontrolu jsem sejmula
vicko a otevienou zkumavku umistila pod nasavaci jehlu. Zvedla jsem
zkumavku tak, aby byla jehla ponotfena hluboko do vzorku.

Stiskla jsem spoustéci spina¢ za nasavaci jehlou.

Jakmile se jehla zasunula, odstranila jsem zkumavku.

Vysledky se zobrazily v dolni c¢asti tabulky s vysledky kontroly kvality.
Zkontrolovala jsem, zda se vysledky kontrol nachézely v pfijatelném rozmezi.
Klepla jsem na rozbalovaci nabidku QUALITY CONTROL LOTS pro vybér
dalsi hladiny kontrol.

Vysettila jsem ostatni hladiny kontrol.

Méfeni vzorku

1)
2)

Pted vySetfenim jsem vzorky michala 10 minut na tfepacce.
Provedla jsem identifikaci vzorku — v zékladnim Menu jsem stiskla tlacitko
RUN SAMPLE, poté NEXT SAMPLE.
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3) Do pole NAME jsem zadala drun TP (TBSDR). Pro potvrzeni a piesunuti
kurzoru do dalsiho pole jsem stiskla ENTER.

4) Pole PID se nevypliuje.

5) Do pole SID jsem zapsala ¢islo TP. Pro potvrzeni a piesunuti kurzoru do dalsiho
pole jsem stiskla ENTER.

6) ldentifikaci vzorku jsem potvrdila pomoci CONFIRM, doslo Kk uloZeni a navratu
na obrazovku RUN SAMPLE.

7) Ponoftila jsem jehlu do fadn¢ promichaného vzorku a stiskla spoustéci spinac,
vizualné jsem kontrolovala, zda je jehla dostate¢né ponofena ve vzorku. LED
dioda umisténd pfimo nad nasavaci jehlou zacala blikat ervené.

8) Priidrzela jsem zkumavku pod jehlou, dokud LED dioda nezacala svitit zelené
a jehla se neposunula smérem nahoru, pak jsem odlozila zkumavku.

9) Po dokonceni analyzy se na displeji objevily vysledky.

10) Tlacitkem NEXT SAMPLE bylo mozné pokracovat v analyze dal§iho vzorku.

Denni ukonéeni prace

1) Provedla jsem proplachnuti analyzatoru a v pfipadé potieby ¢isténi
dezinfekénim roztokem.

2) V hlavni nabidce MAIN jsem stiskla tlacitko SHUT DOWN. Po provedeni
cyklu ukonceni prace se pfistroj vypnul (NCB_TRS_SOP_15 419 B).

Obrazek 5 Vysledky méieni

Zdroj: autor
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3.2.3

Stanoveni poctu bilych krvinek pomoci Nageottovy komiirky v

deleukotizovaném trombocytirnim koncentrdatu TBSDR

Nageottova komurka: je pocitaci komuirka dle Nageotta, kterd slouzi pro pocitani

bilych krvinek v deleukotizovanych TP (Petersson et al., 2017).

Princip: bilé krvinky se pocitaji v daném mnozstvi prouzki (tj. v daném objemu)

v Nageottové Komiirce, a to podle pravidla dvou stran, tj. pocitaji se veskeré leukocyty,

které se dotykaji nami dvou zvolenych, na sebe kolmych stran.

Pouzité chemikalie: Tirckiv roztok — Slouzici k pocitani bilych krvinek

a zpusobuje rozpad nezadoucich elementti a k obarveni jader leukocytd.

Piistroje a pomicky: Nageottova komurka o hloubce 0,5 mm, mikroskop,

tiepacka, pipety, Petriho miska

1)
2)

3)
4)
5)
6)
7)

Postup pocitani leukocytii v Nageottové komurce:

Zkumavky se vzorky jsem nechala tfepat na tfepacce po dobu 3 minut.

Do dalsi umélohmotné zkumavky jsem napipetovala 900 pl Tiirckova roztoku
a do spodnich vrstev tohoto roztoku jsem pienesla 100 pl vySettovaného vzorku.
Pipetu jsem opakované protahla roztokem. Tim jsem nafedila vzorek 10 X.
Naredény vzorek jsem promichala a nechala stat 10 minut.

Protiepala jsem jej na tfepacce a naplnila jim komurku.

Komurku jsem umistila do vlhké komurky v Petriho misce na 15 minut.

Po této dob¢ jsem pocitala leukocyty ve vSech 40 prouzcich komurky.

Vysledné hodnoty jsem zaznamenala do Knihy dennich zdznami kontroly
kvality TP a do  vypoCetniho  systtmu  kontrolntho  useku

(NCB_TRS_SOP_13 404 _C).

Vzore€ek pro vypocet leukocytli v deleukotizovaném trombocytovém koncentratu:

c= pocet LEUx 10

———— =podet LEU x 0,2 x 10%/!

¢ = koncentrace
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3.2.4

Méieni pH na konci exspirace

pH: zaporny dekadicky logaritmus koncentrace oxoniovych ionta

Princip: potenciometrie

Chemikalie: roztoky pufrd slouzici ke kalibraci (Hamilton Duracal Buffer pH

4,7, 10), 3M roztok KClI, purifikovana voda

Pristroje: pH metr inoLab pH 720, kombinovana pH elektroda SenTix 81

s vestavénym teplotnim ¢idlem, kadinky

Material: vzorky trombocytarniho koncentratu na konci exspirace

Odbér vzorku: vak s trombocyty jsem tadn€ promichala a ¢ast materidlu jsem

prevedla do kadinky. Z tohoto vzorku jsem néasledné provadéla méteni pH.

1)

2)

Postup méfeni pH:

pH metr jsem zapojila do sit¢ a zapnula klavesou ON/OFF. Ptipojila jsem pH
elektrodu a teplotni ¢idlo. Z elektrody jsem sejmula ochranny kryt s 3M KCI
a oteviela plnici otvor.

Provedla jsem kalibraci elektrody. Opakované jsem stiskla CAL, na displeji se
zobrazil symbol AutoCal TEC 1 a Ctl. Elektrodu jsem ponotila do prvniho
pufru s pH 4. Tla¢itkem RUN ENTER jsem zah4jila kalibraci. V okamziku, kdy
pfistroj zjistil stabilni hodnotu pufru, na displeji se zobrazila znacka Ct2.
Po méfeni je nutné oplachnout elektrodu destilovanou vodou. Elektrodu jsem
ponofila do pufru s pH 7 a pokracovala jsem v kalibraci tlacitkem RUN ENTER.
Ptistroj zjistil stabilni hodnotu, na displeji se zobrazila hodnota strmosti
(vyhodnoceni elektrody po dvoubodové kalibraci). Stiskla jsem klavesu RUN
ENTER pro zobrazeni hodnoty asymetrie. Potvrdit tla¢itkem RUN ENTER a na
displeji se zobrazilo Ct3. pH elektrodu jsem opét oplachla. Posledni kalibraci
jsem provedla ponofenim elektrody do pufru s pH 10. Opét zmackla RUN
ENTER. Piistroj zjistil stabilni hodnotu, na displeji se zobrazila hodnota
strmosti. Stiskla jsem klavesu RUN ENTER pro zobrazeni hodnoty asymetrie.
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Po kalibraci jsem vyhodnotila senzorovy symbol, hodnotu asymetrie a strmosti.
Hodnoty musi odpovidat predepsanym parametrim.

3) Po kalibraci jsem zahajila proces vlastniho méfeni. Stiskla jsem klavesu M.
Elektrodu jsem ponofila do kadinky s méfenym vzorkem. Stisknutim klavesy
M jsem se dostala do faze méfeni pH. Kldvesou AR jsem aktivovala funkci
AutoRead a zmacknutim RUN ENTER jsem tuto funkci zahgjila. Na displeji
blikal symbol AR, v okamziku ustaleni hodnoty pH se odecetla hodnota pH
a symbol AR pfestal blikat.

4) Vysledné pH jsem zaznamenala do formulate ,, Kontrola pH v TP “.

5) Po ukonc¢eni méfeni jsem piistroj vypnula, odpojila ze sité a elektrodu a teplotni
¢idlo oplachla destilovanou vodou. Uzaviela plnici otvor a na elektrodu nasadila

ochranny kryt s 3 M KCI (NCB_TRS_SOP_13_407_B).

3.2.5 Kontrola sterility

e Sterilita: neptitomnost bakterii a hub v transfuznim ptipravku

e Princip: provadi se pomoci mikrobiologického vySetfeni v hemokultiva¢nich

lahvickach automatického systému Bact/Alert.

e Material: TBSDR na konci exspirace

e Chemikalie: hemokultiva¢ni lahvicky BactAlert SA - pro aerobni kultivaci,

hemokultivac¢ni lahvicky BactAlert SN - pro anaerobni kultivaci

e Odbér vzorku: ke Kkontrole sterility se zasilaji celé vaky TBSDR spolu
s hemokultiva¢nimi lahvickami. Vlastni vySetfeni provadi Laboratot 1ékaiské

mikrobiologie.

e Vyhodnoceni: vysledky s negativni kultivaci jsou hodnoceny jako vyhovujici.
Vysledky s pozitivni kultivaci jsou neprodlené hlaseny vedoucimu kontroly kvality
a priméaii odde€leni. Vysledky se zapisuji do formuléie ,, Seznam transfuznich ptipravkl

ke kontrole sterility “ (NCB_TRS_SOP_ 13 409 C).
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4 Vysledky kontroly kvality

4.1 Vysledky statistického zhodnoceni kontroly kvality u hodnocenych transfuznich
pripravkit za poslednich 5 let

Tabulky c¢islo 8 a 9 znazornuji kontrolované parametry u transfuzniho piipravku
EBR za poslednich 5 let. Pozadované hodnoty kontrolovanych parametri jsou:
hematokrit 0,50 — 0,70; obsah leukocyti < 1,2 X 109/TU; hemoglobin > 43 g/TU;
hemolyza na konci exspirace < 0,8 % ztraty erytrocyt (Specifikace transfuznich
ptipravki — EBR, 2015).

V roce 2015 se na TRS Ceské Budéjovice a.s. dokoupil dalsi separator krevnich
slozek (lis), proto se na TRS zvysil pocet kontrolnich vzorkd tydné. Kazdy tyden se
odebiraji kontrolni vzorky EBR a plazmy rovnomérné ze vSech list.

V roce 2015 byl zvySen objem odebirané krve ze 450 ml na 460 ml. Vliv na objem
EBR a plazmy mélo i zavedeni vyroby TBSDR, protoze objem jednotlivych BC byl
snizen pfiblizn€ o 20 ml. ZvySenim objemi EBR doslo k lehkému zvyseni i parametra

kontroly, které se pfepocitavaji na objem transfuzni jednotky.

Tabulka 8 Parametry EBR

EBR
Specifikace: hematokrit 0,50 - 0,70; leukocyty < 1,2 x 10°/TU
Hematokrit Leukocyty 10°/TU
_ | Vyhovuje | Vyhovuje
Pocet | Vyhovuje Pramér | Pocet | Vyhovuje
Rok | Pramér relativné v 0 relativné v
vzorki | absolutné 10°/TU | vzorkl | absolutné
% %
2012 0,56 275 266 96,4 0,49 275 259 94,2
2013 0,57 263 256 97,3 0,51 263 256 97,3
2014 0,57 260 256 98,5 0,48 260 254 97,7
2015 | 0,56 301 281 93,4 0,64 301 279 92,7
2016 | 0,56 305 301 98,7 0,67 305 296 97,0

Zdroj: autor

43



Tabulka 9 Parametry EBR

EBR

Specifikace: hemoglobin > 43 g/TU; hemolyza na konci exspirace < 0,8 % ztraty erytrocytt

Hemoglobin g/TU

Hemolyza na konci exspirace v %

~ | Vyhovuje Primér | Vyhovuje
Pramér | Pocet | Vyhovuje , % Pocet | Vyhovuje _
K relativné v relativné v
Ro 0/TU | vzorkd | absolutné hemolyza | vzorkil | absolutné
% %
ery
2012 | 51,37 48 46 95,8 0,28 48 47 97,9
2013 | 50,09 48 44 91,7 0,30 48 47 97,9
2014 | 48,28 48 44 91,7 0,36 48 47 97,9
2015 | 51,89 48 45 93,8 0,38 48 48 100,0
2016 | 54,72 48 47 97,9 0,41 48 47 97,9

Zdroj: autor

Tabulky ¢islo 10, 11 a 12 znazorfiuji kontrolované parametry u transfuzniho

ptipravku plazmy. Pozadované hodnoty kontrolovanych parametri jsou: obsah

trombocytd <50 x 10%/1; leukocyti < 0,1 x 10%I; erytrocyti < 6 x 10%/I; celkova

bilkovina > 50 g/I; faktor VIII primér > 70 % hodnoty Cerstvé odebrané jednotky

plazmy (Specifikace transfuznich ptipravkia — P, 2015).

Tabulka 10 Parametry plazmy

Plazma

Specifikace: trombocyty <50 x 10%/1; leukocyty < 0,1 x 107/l

Trombocyty 10%1 Leukocyty 10%1
_ | Vyhovuje Vyhovuje
Pramér | Pocet | Vyhovuje Pramér | Pocet | Vyhovuje
Rok . relativné v . _ | relativné v
10°/1 | vzorki | absolutné 10°/1 | vzorki |absolutné
% %
2012 10 265 265 100,0 0,04 265 257 96,9
2013 9 263 263 100,0 0,03 263 258 98,1
2014 6 269 269 100,0 0,04 269 256 95,2
2015 8 298 298 100,0 0,03 298 284 95,3
2016 7 305 305 100,0 0,03 305 303 99,3

Zdroj: autor
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Tabulka 11 Parametry plazmy

Plazma

Specifikace: erytrocyty < 6 x 10%/1; celkova bilkovina > 50 g/l

Erytrocyty 10%1 Celkova bilkovina g/l
| Vyhovuje Vyhovuje
Pramér | Pocet | Vyhovuje Pramér | Pocet | Vyhovuje
Rok o relativné v relativné v
10°/1 | vzorkd | absolutné g/l vzorkid |absolutné
% %
2012 | 0,7 265 265 100,0 59 60 60 100,0
2013 | 0,6 263 263 100,0 60 60 60 100,0
2014 | 0,8 269 268 99,6 60 60 60 100,0
2015 | 0,6 298 298 100,0 61 67 67 100,0
2016 | 0,6 305 305 100,0 60 72 72 100,0

Zdroj: autor

Tabulka 12 Parametry plazmy

Plazma
Specifikace: faktor VIII pramér > 70 %
hodnoty Cerstvé odebrané jednotky plazmy
faktor VIII
Rok |Pramér Pocet vzorku Vyhowuj © Vy.h ovie
absolutné | relativné v %
2012 | 127 | 4 x primér z 10 vzorki 4 100
2013 | 147 | 4 x primérz 10 vzorki 4 100
2014 | 115 |4 x prumér z 10 vzorka 4 100
2015 | 137 |4 X primér z 10 vzorki 4 100
2016 | 133 |4 x primér z 10 vzorki 4 100

Zdroj: autor

Tabulka ¢islo 13 znazornuje kontrolované parametry u transfuznich ptipravki
TBSD a TBSDR. Transfuzni piipravek TBSDR se v Nemocnici Ceské Budgjovice a.s.
zacal vyrabét od konce tnora 2016. Pozadované hodnoty kontrolovanych parametrt
jsou: trombocyty > 200 x 10%/TD; leukocyty < 1,0 x 10%TD (Specifikace transfuznich
ptipravki — TBSDR).
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Tabulka 13 Parametry TBSD/ TBSDR

TBSD/ TBSDR
Specifikace: trombocyty > 200 x 10°/TD; leukocyty < 1,0 x 10%/TD
Trombocyty 10°/TD Leukocyty 10°%/TD
_ | Vyhovuje ~ | Vyhovuje
Pramér | Pocet | Vyhovuje Pramér| Pocet | Vyhovuje
Rok . relativné v | relativné v
10°/TD | vzorka | absolutné 10°/TD | vzorkl | absolutné
% %
2012* | 256 142 126 88,7 0,14 | 142 142 100,0
2013* | 239 103 90 87,4 0,09 | 103 103 100,0
2014* | 255 133 118 88,7 0,08 | 133 133 100,0
2015* | 244 156 134 85,9 0,16 | 156 155 99,4
2016* | 231 18 16 88,9 0,09 18 18 100,0
2016** | 264 207 193 93,0 0,10 | 207 207 100,0

2012*-2.2016 * TBSD / 2016** TBSDR

Zdroj: autor

Tabulka ¢islo 14 piredstavuje kontrolu pH u transfuznich ptipravkia TB a TBSDR.

Pozadovana hodnota pH je v rozmezi 6,4 — 7,4 (Specifikace transfuznich ptipravki —

TBSDR, 2016).
Tabulka 14 Kontrola pH

TB/ TBSDR
Specifikace: pH 6,4-7,4
pH
ROK | primer oH Pocet | Vyhovuje Vyhovuje
vzorkli | absolutné¢ | relativné v %
2012* 7,24 120 115 95,8
2013* 7,30 120 112 93,3
2014* 7,28 120 113 94,2
2015* 7,24 120 120 100,0
2016* 7,25 20 20 100,0
2016** 7,32 40 40 100,0
2012*-2.2016 * TB / 2016** TBSDR

Zdroj: autor
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V tabulce €. 15 je uveden pocet jednotlivych transfuznich pripravkd, u kterych byla
provedena kontrola sterility. Za obdobi 5 let byla zjisténa pozitivita pouze u jednoho

transfuzniho ptipravku TBSDR.

Tabulka 15 Kontrola sterility

Kontrola sterility

Vyhovuje
Rok | EBR | Plazma B TBSDR
relativné v %

2012 | 121 120 120 100,0
2013 | 121 121 120 100,0
2014 | 121 120 120 100,0
2015 | 121 120 120 100,0
2016 | 122 120 20* 40** 97,5

* Do inora 2016 TB [/ ** Od bfezna 2016 TBSDR

Zdroj: autor

4.2  Vysledky kontroly kvality TBSDR za obdobi 1. 4. do konce zaii 2016

V této Casti se budu zabyvat zhodnocenim kontroly kvality transfuzniho piipravku
TBSDR, a to za obdobi od 1. 4. do 30. 9. 2016. V tomto obdobi jsem v Nemocnici
Ceské Budg&jovice a.s. sbirala data, kterA jsem pouzila pro zpracovani grafi
anasledného vyhodnoceni. Také jsem si osvojila metody vySetfovani vzorkd pro
kontrolu kvality TBSDR. Data, ze kterych jsem cerpala, jsou k dispozici v pfiloze.
Ke statistickému zpracovani ziskanych dat byl pouZit program Microsoft Excel.
Nasledujici grafy (obrazek &islo 6 a7) znazorfiuji obsah trombocyti a leukocytl

Vv transfuznim piipravku TBSDR za dané obdobi.
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Obsah trombocyti
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V tabulce Cislo 16 je uvedena kontrola pH transfuzniho ptipravku TBSDR za dané
obdobi. Dle Vyhlasky o lidské krvi musi pH na konci exspiraéni doby odpovidat
rozmezi 6,4 — 7,4 (NCB_TRS_SOP_13_407_B).

Tabulka 16 Kontrola pH TBSDR

TBSDR
Kontrola pH za obdobi od 1. 4. do konce zaii 2016
Mésic ijldove pH | Meésic Porv'fldove pH
cislo cislo

1. 7,38 1. 7,39

2. 7,311 . 2. 7,38

Duben 3 7.40 Cervenec 3 740
4, 7,34 4. 7,32
1. 7,31 1. 7,40
. 2. 7,40 2. 7,36
Kvéten 3 729 Srpen 3 737
4. 7,24 4. 7,31
1. 7,28 1. 7,10

& 2. 7,37 Z4Hi 2. 7,33
erven 3 733 ari 3 731
4. 7,35 4. 7,29
Priamér pH: 7,33

Zdroj: autor
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5 Diskuze

Ve své bakalarské praci jsem se veénovala pouze zakladnim transfuznim
ptipravkim vyrabénym z plné krve béhem poslednich 5 let na TRS CB, a to jsou EBR
(erytrocyty z bufffy-coatu resuspendovang), P (plazma), TBSD
(trombocyty z buffy-coatu smésné delukotizované) a nové zavedené TBSDR
(trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované v ndhradnim roztoku). Zvazovala
jsem i ERD, protoze jeho vyznam a pouzivani stale stoupa, ale rozsah bakalaiské prace
mi to uz nedovolil. Spole¢nost pro transfuzni Iékatstvi podporuje stale vétsi pouzivani
ERD. Dle piednasky Rehacka (2016) minimalné 3 pracovistd v Ceské republice zavedlo
plosnou deleukotizaci a EBR jiZ nevyrabi (FNHK od 2011, Trutnov a UVN Praha
od 2016).

Statistické hodnoceni vyse jmenovanych TP jsem zpracovala do tabulek, ptivodni
zamér zpracovat vysledky ve formé grafii jsem opustila, protoze hodnoceni TP béhem
5 sledovanych let se prakticky nemeénil, a tudiz grafy nemély Zadnou vypovédni
hodnotu.  Naopak pii hodnoceni nové zavedeného a podrobnéji zpracovaného
transfuzniho ptipravku TBSDR grafické zpracovani ve form¢ grafi bylo vyhodné
a prehledné.

Kontrola kvality transfuznich pfipravkti ma svoje specifika, protoze dle Penky
etal., (2012) sarzi vlastné predstavuje jeden TP zjednoho odbéru. Proto je nutna
statistickd kontrola procesu, kterd cely vyrobni proces napomaha udrzet ve stabilnim
stavu a vede kvyssi standardizaci vyrobenych TP. Pocet kontrol musi odpovidat
kvantit¢ vyroby na ZTS. Dle Polokové (2017) pracovnik kontrolni laboratofe musi
pracovat nezavisle na ostatnich usecich vyroby, aby byla zajisténa nezavislost kontroly.
Vsechny neshody a odchylky od nastavenych limitt se musi fesit okamzité z divodu
odstranéni pfic¢iny co nejdfive, aby kvalita vyrobenych TP nebyla ovlivnéna.

V pribéhu poslednich 5 let se primérny hematokrit u EBR prakticky neménil.
Vice nez 93% vzorkti rocné vzdy vyhovovalo specifikaci. Vzorky s nevyhovujicim
hematokritem vétSinou pochéazely z odbéri od Zen s niZSim hemoglobinem. Obsah
nezadoucich leukocyti v EBR béhem sledovanych let byl nizky, hluboko pod hranici
specifikace a v kazdém sledovaném roce vice nez 92 % vzorkt vyhovovalo specifikaci.
Obsah leukocytli v TP mliZe byt ovlivnén fadou faktord. Témito faktory se napt. zabyva
Jamborova ve své bakalaiské praci na téma ,,Kontrola jakosti transfuznich ptipravka-

analyza trendt* (2009). Uvadi, Ze mezi faktory ovliviujici mnozstvi leukocyti v TP
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patii osoba darce (kazdy darce ma jiny pocet leukocytil), vyroba (napt. kvalita
centrifug) a také vlastni zpracovani (lidsky faktor, peclivost pii zpracovani). Primérna
hodnota celkového hemoglobinu se v jednotlivych letech pohybovala v rozmezi od

48,3 do 54,7 g/TU. Nejnizsi pocet vyhovujicich vzorki 91,7 % byl v roce 2013 a 2014,
nejvyssi 97,9 % v roce 2016, Stejné jako u hematokritu vzorky s nevyhovujicim
hemoglobinem vétsinou pochézely z odbéri od zen s niz§im vstupnim Hb, objemy EBR
Z téchto odbérti byly podprimérné. Hemolyza nad hranici specifikace byla zjisténa
maximaln¢ u jednoho EBR ro¢né, vzdy se jednalo o hodnotu tésné¢ nad hranici
specifikace 0,83; 0,84 a 0,86 % ztraty erytrocytd hemolyzou.

Kvalita transfuzniho pfipravku plazmy za sledované obdobi je stile na vysoké
urovni, a to ve vSech sledovanych parametrech. Nizk4 kontaminace plazmy erytrocyty,
leukocyty 1 trombocyty, vyhovujici hodnota celkové bilkoviny i1 faktoru VIII, déla
plazmu kvalitnim transfuznim pfipravkem. Na TRS navic kromé pravidelnych kontrol
provadéji v ramei validacnich studii stanoveni hladiny faktoru VIII u plazmy na konci
exspirace, tj. po 3 letech skladovani. Vysledky jsou srovnatelné s hodnotami faktoru
VIl plazmy kontrolované v prvnim mésici skladovani.

DalSim sledovanym TP je TBSD, na TRS vyrabény do konce tnora 2016.
V jednotlivych letech se primérny obsah trombocyti v TBSD pohyboval od 231 do
256 x 10°%/TD, byl vzdy nad hranici specifikace. Pocet vyhovujicich vzorkl se nachézel v
rozmezi od 85,9 % do 88,9 %. Obsah nezadoucich leukocyti byl tradi¢né nizky. Na
obsah leukocytti v letech 2012 az 2014 bylo vyhovujicich 100 % vzorkd. Pouze v roce
2015 byl jeden transfuzni pfipravek s vysSim poctem leukocytid tésné nad hranici
specifikace (leu < 1,0 x 10%/TD).

V roce 2016 behem sledovanych 10 mésict primérny obsah trombocytli v novém
TBSDR byl 264 x 10°TD, z hlediska obsahu trombocytii specifikaci vyhovovalo
93 % vzorkl. Obsah leukocytti byl nizky, pod hranici specifikace, 100 % vzorkl
spliiovalo kritérium kvality.

Kontrolou pH prosly vSechny kontrolované trombocytarni transfuzni ptipravky,
protoze ani u jednoho piipravku nedoslo k vychyleni hodnot pH mimo stanovenou
normu. Primérna hodnota pH se nachazi pti horni hranici specifikace. Metabolickymi
a morfologickymi zménami krevnich bun¢k b&hem skladovéani, a stim souvisejici
zmeéna pH, se zabyva ve své praci Markery poskozeni krevnich buné¢k Dr. Prochdzkova
z transfuzniho oddéleni Liberec. Uvadi, Ze poskozeni trombocytli souvisi s pH, za

kriticky pro viabilitu a funkci trombocytti je povazovan pokles pH pod hodnotu 6,2.
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Dle Vyhlasky o lidské krvi je specifikace pro pH v rozmezi 6,4 — 7,4, ale Guide to the
preparation, use and quality assurance of blood components uvadi pouze dolni hranici
pH 6,4.

Kazdy rok se kontrolovala sterilita primémé u 120 EBR, 120 P, 120 TB
a v poslednim sledovaném roce u 40 TBSDR. Dle SUKLuU sterilni ptipravek je zarukou,
ze odbér a pracovani krve probéhlo dle zasad spravné vyrobni praxe. Jeden pozitivni
piipravek za celych 5 let TBSDR v roce 2016 byl pravdépodobné kontaminovan kozni
florou pfi venepunkci, coz je pii pouzivani uzaviené odbérové soupravy jedinym
moznym mistem kontaminace TP. Proto je velmi dilezité spravné provadét dezinfekci
mista venepunkce a Vyhldska o lidské krvi nafizuje dezinfekci mista venepunkce
kontrolovat.

29. 2. 2016 na TRS zacaly s vyrobou TBSDR. Moje detailnéjsi sledovani jsem
zacCala provadét po prvnim mésici rutinniho provozu vyroby TBSDR, tj. od 1. dubna,
celkem 6 mesicli. Za sledované obdobi se vysetiilo 138 vzorki TBSDR. Primérna
hodnota obsahu trombocytli byla 263 x 10%TD, z celkového podtu absolutnd
vyhovovalo specifikaci 128 vzorki, tj. relativné 93 %. Primérna hodnota obsahu
leukocyti byla velmi nizka 0,104 x 10%TD. Vsechny vzorky z hlediska obsahu
leukocyt vyhovovaly specifikaci. Kazdy mésic bylo zméfeno pH u 4 piipravki,
uvsSech se hodnota pH nachazela v poZzadovaném rozmezi. Sterilita TBSDR se
vySetiovala u 40 pfipravkli, u jednoho pfipravku byl zjiSt€n pozitivni anaerobni
nalez, jak uz je vySe zminéno.

K vyrobé TBSDR se ptistoupilo, protoze takto vyrobené trombocytarni koncentraty
pfinaseji pacientiim i transfuznimu oddéleni zna¢né benefity. Vyroba TBSDR pfinesla
pfiznivou zménu v organizaci vyroby transfuznich ptipravka. Na tseku vyroby pfi
primarnim zpracovani se vyrobi erytrocytarni transfuzni pfipravky, plazma a BC. AZ po
propusténi primarni vyroby je moZzné vyrabét TBSDR, a to v den odbéru minimalné
2 hodiny od vyroby BC nebo druhy den rano, a to maximaln¢ 22 hodin od vyroby BC.
Na zéklad¢ validace se preferuje se vyroba TBSDR druhy den rano vzhledem k lep$im
vysledkim kontroly kvality.

Zména také piinesla velkou vyhodu pro pohotovostni sluzbu. V ptipadé pozadavku
z klinického odd¢leni je trombocytarni koncentrat jiz pfipraven k vydeji a laborant
V pohotovostni sluzbé ho nemusi teprve vyrabét, jak tomu bylo u TBSD.

Vyroba TBSDR umoziuje pouziti levnéjsich trojvakt k odbériim plné krve. Dosud

se pouzivaly Ctyfvaky. K vyrobé 1 TD TBSDR se pouzivaji buffy-coaty standardné od
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4 darcti. U TBSD se vyuzivaly TB vétSinou od 5 dércl, coz predstavovalo vétsi
imunizaci pro pacienty a k vyrobé stejného poctu trombocytarnich ptipravki bylo
potifeba vice darci. U TBSDR probiha deleukotizace jiz béhem zpracovani, coz je
deleukotizace ¢asnéjsi a tudiz ucinnéjsi nez u TBSD, kdy se deleukotizace provadéla po
celou dobu pouzivani TB az v ptipadé pozadavku z klinického oddé€leni. Pii vyrobé
TBSDR se kresuspenzi trombocytd vyuziva misto veétsi ¢asti plazmy  néahradni
roztok, ktery je schopen zajistit podminky pro skladovani trombocyti stejné jako
plazma. Snizenim obsahu plazmy o 60 — 70 % se snizuje vyskyt TRALI a dalSich
potransfuznich reakci zpsobenych plazmou. Snizenim obsahu plazmy také dochazi ke
snizeni titri aglutinini, coz umoznuje univerzalnéjsi pouziti trombocytt. Jako posledni
vyhodu TBSDR vidim vy$§i obsah trombocyti v TD pro pacienty. Vzhledem ke kratké
exspiraci se ur€itou nevyhodou miize zdat nutné peclivé pldnovani vyroby, aby co

nejméné vyrobenych TBSDR exspirovalo.
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6 Zavér

V této casti se pokusim potvrdit, nebo vyvratit pfedem stanovené hypotézy.

Hypotéza ¢. 1 Kontrola kvality TP musi byt stdle na vysoké rovni, protoze se
jedna o 1é¢ivé piipravky: Na TRS Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. byl za poslednich
5 let u 1404 vzorki EBR vysetfen hematokrit a obsah leukocyti, u 240 vzorkt celkovy
hemoglobin a hemolyza na konci exspirace. Na hematokrit vyhovovalo specifikaci
96,9 % ptipravki, na obsah leukocytd 95,8 %, hemoglobin byl vyhovujici
u 94,2 % ptipravkad a hemolyza byla zjisténa maximalné¢ u jednoho pfipravku za rok
a vzdy se jednalo o hodnoty jen velmi lehce zvySené nad hranici specifikace.

Na obsah bunéénych elementi bylo za sledované obdobi vySetieno 1400 vzorki
plazmy. Plazma byla stale na vysoké trovni, a to ve vSech sledovanych parametrech.
VySetfenim  byla  potvrzena  nizkd  kontaminace  plazmy  erytrocyty
(99,9 % vyhovujicich), leukocyty (97,0 % vyhovujicich) i trombocyty
(100 % vyhovujicich). U 100 % vzorku byla zjisténa vyhovujici bilkovina i faktor VIII.

Z vyrabénych TBSD bylo za 4 roky a 2 mésice odebrano 552 vzorku, u kterych se
vySetiil obsah trombocyti a obsah leukocytd. Leukocyty vyhovovaly specifikaci
prakticky u 100 % piipravkd (pouze jeden nevyhovél s hrani¢ni hodnotou), obsah
trombocytl byl vyhovujici u 84,7 % ptipravkl, jeho primérnd hodnota byla
245 x 10°/TD. Novy TBSDR byl sledovan celkem 10 mésicii, podrobn&ji 6 mésica.
Béhem této doby primérna hodnota obsahu trombocytd byla 264 x 10%/TD, vyssi neZ
prumér TBSD ze sledovaného obdobi. Leukocyty byly opét vyhovujici ve 100 %.

Z vysledkl vySetfeni se da vyvodit, Ze kvalita TP je na vysoké Urovni. Hypotéza
¢. 1 se potvrdila. Navic nejnizsi vysledek vyhovujicich hodnot obsah trombocytl
v TBSD se vyftesil zavedenim vyroby TBSDR.
zavedeny TBSDR ma nesporné¢ néckolik vyhod oproti diive pouzivanému TBSD.
Pro pacienty je benefitem vyroba TBSDR zodbéri pouze od 4 dérch, casna
deleukotizace, snizeni obsahu plazmy a zvySeni obsahu trombocytl v jedné terapeutické
davce. Pro transfuzni oddé€leni pfineslo zavedeni TBSDR urcité zmény. Vyroba TBSDR
umoziuje pouziti levnéjsich trojvakt k odbéru plné krve, k vyrobé TBSD se pouzivaly
Ctyfvaky. Trombocyty jsou resuspendovany ve smesi plazmy a nahradniho roztoku

a ziskand plazma se vyuZije pro frakcionaci. Zména pfinesla velkou vyhodu pro
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pohotovostni sluzbu. V pfipadé pozadavku z klinického oddéleni je trombocytarni
koncentrat jiz pfipraven k vydeji.

Hypotézou €. 2 se podarilo prokazat, ze TP TBSDR je kvalitn€jsi nez TBSD.
Hypotéza ¢. 3 Nejrizikovéjsi TP z hlediska sterility je trombocytarni TP: Bé&hem
sledovanych 5 let byla zjisténa bakteridlni kontaminace pouze u jednoho transfuzniho
ptipravku, a to pravé u trombocytarniho TBSDR. Pfi anaerobni kultivaci byl zjistén
Staphylococcus epidermidis a Propionibacterium acnes. Jedna se 0 bakterie kozni flory,
které¢ pravdépodobné kontaminovaly TP pii venepunkci. Ke kontrole sterility byly
zaslany i ostatni TP z odbért, ze kterych byly vyrobeny kontaminované TBSDR. Jejich
acrobni i anaerobni kultivace byly negativni. Pravdépodobné teplota skladovani
trombocytarniho ptipravku byla pro zminéné bakterie pfiznivda, proto se trombocytarni
TP jevi z hlediska sterility jako nejrizikovéjs$i. Hypotéza €. 3 byla potvrzena, i kdyz

pouze na 1 ptikladu.
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9 Seznam zkratek
AIDS — acquired immune deficiency syndrome
BC - buffy-coat
CB — Ceské Budgjovice
CMV - cytomegalovirus
CPD - citronan-fosfore¢nan-glukosy
CSN — Ceskoslovenska statni norma
DNA — deoxyribonukleové kyselina
EBR - erytrocyty bez buffy-coatu nesuspendované
EBV — Epstein Barrové viru
ERD — erytrocyty resuspendované deleukotizované
EU — Evropska unie
FNHK — Fakultni nemocnice Hradec Kralové
FNHTR — febrilni non-hemolytické transfuzni reakce
GVHD - reakce $tépu proti hostiteli
Hb — hemoglobin
HBV - hepatitida B
HCV - hepatitida C
HIV — human immunodeficiency virus
HLA — human leukocyte antigen
HNA — human neutrophil antigen
HTC — hematokrit
HUS — hemolyticko-uremicky syndrom
IgA — imunoglobulin A
LEU — leukocyty
LIS — laboratorni informacni systém
MZ — Ministerstvo zdravotnictvi
NCB — Nemocnice Ceské Budgjovice
NRL — Narodni referen¢ni laboratot
P — plazma
PLT — pocet krevnich desticek
RBC — pocet erytrocytl
RNA — ribonukleova kyselina
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SOP — standardni opera¢ni postupy

SPC - statisticka kontrola procesu

STL — Spolecnost pro transfuzni 1ékaistvi
SUKL — Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv

SVP — spravna vyrobni praxe

TB — trombocytové ptipravky z buffy-coatu
TBSD — trombocyty z buffy-coatu smésné delukotizované
TBSDR - trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované v nahradnim
roztoku

TD - terapeuticka davka

Thc — trombocyty

TP — transfuzni ptipravek

TRALI — transfusion related acute lung injuri
TRS — transfuzni odd¢leni

TTP — tromboticka trombocytopenicka purpura
TU — transfuzni jednotka

UV — ultrafialové zareni

UVN — Ustiedni vojenska nemocnice

WBC - leukocyty

WBC — pocet leukocytl

WHO — Word health organisation

ZTS — zatizenim transfuzni sluzby
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10 Priloha

Piiloha €. 1 Data pro kontrolu kvality TBSDR

TBSDR za obdobi 1. 4. do konce za¥i 2016

Specifikace:

Obsah trombocytii: > 200 x 10%TD, Obsah leukocytii: < 1,0 x 10%TD
Datum Objem| Obsah Obsah Obsah Obsah
vyroby CisloTP | TP The The Leu Leu

TP (ml) | (10°1) | (10%TD) | (10°1) | (10%TD)

1.4.2016 | 16600277 329 754 248 0,2 0,066
1.4.2016 | 16600278 | 327 812 266 0,2 0,065
1.4.2016 | 16600279 | 334 784 262 0,2 0,067
1.4.2016 | 16600280 | 342 850 291 0,2 0,068
1.4.2016 | 16600281 | 345 768 265 0,2 0,069
4.4.2016 | 16600289 | 337 779 263 0,4 0,135
4.4.2016 | 16600290 | 333 682 227 0,4 0,133
5.4.2016 | 16600291 | 332 741 246 0,4 0,133
7.4.2016 | 16600297 304 852 259 0,2 0,061
11.4.2016 | 16600301 | 348 674 235 0,2 0,070
11.4.2016 | 16600304 | 348 567 197 0,2 0,070
12.4.2016 | 16600305 | 351 849 298 0,2 0,070
12.4.2016 | 16600306 | 341 929 317 0,6 0,205
12.4.2016 | 16600308 | 331 812 269 0,2 0,066
15.4.2016 | 16600312 | 330 809 267 0,2 0,066
15.4.2016 | 16600314 | 269 834 224 0,2 0,054
18.4.2016 | 16600321 | 343 1149 394 1,0 0,343
18. 4. 2016 | 16600322 347 862 299 0,2 0,069
18.4.2016 | 16600323 | 343 1105 379 0,2 0,069
2.5.2016 | 16600364 | 331 612 203 0,2 0,066
2.5.2016 | 16600366 | 312 724 226 0,2 0,062
2.5.2016 | 16600367 | 353 617 218 0,2 0,071
3.5.2016 | 16600368 | 343 750 257 0,2 0,069
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Datum Objem | Obsah Obsah Obsah Obsah
vyroby CisloTP | TP The The Leu Leu
TP (ml) | @0°) | (a0%TD) | (10%1) | (10%TD)

9.5.2016 | 16600384 | 330 553 182 0,2 0,066
9.5.2016 | 16600385 | 342 553 189 0,2 0,068
10.5. 2016 | 16600386 | 317 841 267 0,2 0,063
10.5. 2016 | 16600387 | 328 644 211 0,2 0,066
11.5.2016 | 16600389 | 337 876 295 0,2 0,067
11.5.2016 | 16600390 | 328 888 291 0,2 0,066
16.5.2016 | 16600401 | 341 746 254 0,2 0,068
16.5.2016 | 16600402 | 318 592 188 0,2 0,064
16.5.2016 | 16600403 | 344 678 233 0,2 0,069
16.5.2016 | 16600404 | 328 692 227 0,2 0,066
17.5.2016 | 16600406 | 343 629 216 0,2 0,069
23.5.2016 | 16600427 | 327 872 285 0,2 0,065
23.5.2016 | 16600428 | 338 886 299 0,2 0,068
23.5.2016 | 16600429 | 301 961 289 0,2 0,060
23.5.2016 | 16600430 | 322 608 196 0,2 0,064
23.5.2016 | 16600431 | 327 928 303 0,4 0,131
31.5.2016 | 16600458 | 337 807 272 0,2 0,067
31.5.2016 | 16600459 | 337 879 296 0,2 0,067
31.5.2016 | 16600460 | 329 850 280 0,2 0,066
31.5.2016 | 16600461 | 338 672 227 0,2 0,068
2.6.2016 | 16600462 | 324 867 281 0,6 0,194
2.6.2016 | 16600464 | 324 764 248 0,2 0,065
2.6.2016 | 16600465 | 330 634 209 0,4 0,132
6.6.2016 | 16600472 | 341 849 290 0,2 0,068
6.6.2016 | 16600473 | 348 722 251 0,4 0,139
6.6.2016 | 16600475 | 307 773 237 0,2 0,061
6.6.2016 | 16600476 | 345 840 290 0,6 0,207
6.6.2016 | 16600477 | 334 739 247 0,2 0,067
13.6.2016 | 16600501 | 328 686 225 0,2 0,066
13.6.2016 | 16600502 | 354 788 279 0,4 0,142
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Datum Objem | Obsah Obsah Obsah Obsah
vyroby CisloTP | TP The The Leu Leu
TP (ml) | (20°) | (10%TD) | (10°1) | (10%TD)

13.6.2016 | 16600504 | 335 874 293 0,2 0,067
13.6.2016 | 16600505 | 313 903 283 0,2 0,063
13.6.2016 | 16600503 | 315 876 276 0,2 0,063
20.6.2016 | 16600519 | 339 | 1021 346 0,2 0,068
20. 6. 2016 | 16600520 | 352 530 187 0,2 0,070
21.6.2016 | 16600521 | 319 885 282 0,4 0,128
21.6.2016 | 16600522 | 342 701 240 0,2 0,068
22.6.2016 | 16600525 | 335 644 216 0,2 0,067
28.6.2016 | 16600538 | 332 659 219 0,2 0,066
28.6.2016 | 16600539 | 333 760 253 0,2 0,067
28.6.2016 | 16600540 | 345 823 284 0,2 0,069
28.6.2016 | 16600544 | 340 713 242 0,2 0,068
28.6.2016 | 16600545 | 340 799 272 0,4 0,136
7.7.2016 | 16600573 | 349 685 239 2,0 0,698
7.7.2016 | 16600574 | 332 606 201 0,2 0,066
7.7.2016 | 16600575 | 347 798 277 0,2 0,069
7.7.2016 | 16600576 | 325 883 287 0,8 0,260
7.7.2016 | 16600577 | 321 882 283 0,4 0,128
11.7.2012 | 16600586 | 330 753 248 0,2 0,066
11.7.2012 | 16600589 | 335 894 299 0,4 0,134
12.7.2016 | 16600590 | 343 681 234 0,4 0,137
12.7.2016 | 16600595 | 338 081 332 0,2 0,068
12.7.2016 | 16600596 | 357 683 244 0,4 0,143
18.7.2016 | 16600610 | 340 864 294 0,2 0,068
18.7.2016 | 16600616 | 334 880 294 0,2 0,067
19.7.2016 | 16600617 | 335 824 276 0,4 0,134
20.7.2016 | 16600618 | 354 768 272 0,4 0,142
22.7.2016 | 16600621 | 334 882 295 0,2 0,067
22.7.2016 | 16600623 | 312 878 274 0,2 0,062
25.7.2016 | 16600634 | 348 843 293 0,2 0,070
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Datum Objem | Obsah Obsah Obsah Obsah
vyroby CisloTP | TP The The Leu Leu
TP (ml) | (20°) | (10%TD) | (10°1) | (10%TD)

27.7.2016 | 16600639 | 332 923 306 0,2 0,066
29.7.2016 | 16600640 | 338 990 335 0,4 0,135
29.7.2016 | 16600643 | 301 895 269 0,6 0,181
1.8.2016 | 16600651 | 341 800 273 0,4 0,136
1.8.2016 | 16600652 | 346 940 325 1,0 0,346
1.8.2016 | 16600653 | 333 697 232 0,4 0,133
2.8.2016 | 16600654 | 330 802 265 0,8 0,264
2.8.2016 | 16600656 | 331 | 1199 397 1,0 0,331
8.8.2016 | 16600676 | 343 760 261 0,2 0,069
8.8.2016 | 16600678 | 348 862 300 0,4 0,139
8.8.2016 | 16600679 | 345 843 291 0,2 0,069
9.8.2016 | 16600681 | 347 632 219 0,4 0,139
12.8.2016 | 16600695 | 299 768 230 0,2 0,060
17.8.2016 | 16600708 | 332 609 202 0,2 0,066
17.8.2016 | 16600709 | 324 763 247 0,2 0,065
18.8.2016 | 16600711 | 316 691 218 0,4 0,126
18.8.2016 | 16600713 | 348 545 190 0,2 0,070
18.8.2016 | 16600715 | 372 758 282 0,2 0,074
23.8.2016 | 16600726 | 342 920 315 0,2 0,068
23.8.2016 | 16600727 | 342 743 254 0,2 0,068
23.8.2016 | 16600728 | 332 904 300 0,4 0,133
23.8.2016 | 16600729 | 346 776 268 0,6 0,208
23.8.2016 | 16600730 | 325 727 236 0,2 0,065
30.8.2016 | 16600747 | 291 | 1092 318 0,2 0,058
30.8.2016 | 16600748 | 324 | 1070 347 0,4 0,130
30.8.2016 | 16600749 | 323 | 1168 377 0,6 0,194
30.8.2016 | 16600750 | 327 995 325 0,4 0,131
30. 8.2016 | 16600755 | 320 740 237 0,8 0,256
5.9.2016 | 16600771 | 340 734 250 0,2 0,068
5.9.2016 | 16600772 | 346 810 280 0,2 0,069
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Datum Objem | Obsah Obsah Obsah Obsah
vyroby CisloTP | TP The The Leu Leu
TP (ml) | (20°) | (10%TD) | (10°1) | (10%TD)
5.9.2016 | 16600774 | 342 552 189 0,2 0,068
5.9.2016 | 16600775 | 335 781 262 0,4 0,134
12.9.2016 | 16600799 | 320 727 233 0,2 0,064
12.9.2016 | 16600800 | 315 926 292 0,2 0,063
12.9.2016 | 16600801 | 342 978 334 0,4 0,137
12.9. 2016 | 16600802 325 799 260 0,2 0,065
14.9.2016 | 16600806 | 333 943 314 0,2 0,067
14.9.2016 | 16600807 | 345 657 227 0,2 0,069
14.9. 2016 | 16600808 | 314 787 247 0,2 0,063
19.9.2016 | 16600824 | 316 624 197 0,2 0,063
19.9.2016 | 16600825 | 358 357 128 0,2 0,072
19.9.2016 | 16600826 | 340 656 223 0,2 0,068
19.9.2016 | 16600829 | 357 698 249 0,2 0,071
22.9.2016 | 16600831 | 360 672 242 0,4 0,144
23.9.2016 | 16600833 | 329 720 237 0,6 0,197
26.9. 2016 | 16600840 | 325 676 220 0,2 0,065
26.9.2016 | 16600841 | 341 684 233 0,4 0,136
26.9. 2016 | 16600842 337 736 248 0,2 0,067
26.9. 2016 | 16600843 | 339 808 274 0,2 0,068
26.9.2016 | 16600844 | 348 904 315 0,2 0,070
Prumér: 263 0,104
Smérodatna odchylka: 44 21 0,08
Variacni koeficient v %: 16,83 74,12
Celkovy pocet vzorkii: 138 138
Specifikaci absolutné vyhovuje: 128 138
Specifikaci relativné vyhovuje v %: 92,75 100,00

Zdroj: autor
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