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Transfuze granulocytu

pacienti s refrakterni infekci
nebo s vysokym rizikem
rozvoje zavazné infekce

pacienti s febrilni neutropenii
u nadorového onemocnéni,
|écba myeloablativni
chemoterapii (ne vzdy)
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Transfuze granulocytu

Randomizovana data ridka, publikace 15 — 20 let popisuji transfuzi
granulocytu u pacientU s neutropenii:

pro terapeutické indikace pri infekci refrakterni na standardni
lécbu (antimikrobialni/ antimykotické pripravky)

pro sekundarni profylaxi u pacientu
s dfive prodélanou zavaznou bakterialni nebo plisnovou infekci

vyzaduji dalsi cyklus chemoterapie nebo transplantaci
hemopoetickych kmenovych bunék
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Transfuze granulocytu - indikace

Normalni hodnoty neutrofilnich granulocytu
rozmezi 3,00 az 5,50 x 107/ litr

Indikace transfuze granulocytl - neutropenie pacienta
méné nez 0,5 x 107/ litr

soucasneé projevy infekce trvajici > 24 - 48 hodin

nedostatecné odpovéed na standardni |écbu

Po transfuzi lze oCekavat vzestup granulocytl o vice nez 1 x 10°/I,
efekt pretrvava az 2 dny.
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rromBme V}"ro‘ba granulocytﬁ V Brné = 1958

Zavedena priprava trombocytovych a Ieukocytovych koncentratu
z Cerstvych odbérud plné krve (ve skle) '

suspenze trombo+leuko+(ery)

v plazmeé

vyroba pripravku pro dospélého
nejméne z 6-8 PK

narocna priprava a nemoznost

skladovani (max 6 h) -> vyroba
a podani jen zcela vyjimecné

Koncentrat leuko-trombo 1987 1988 1989
Zpracované litry PK/ TD 92 /74 189 / 151 101/ 80
: PN cE W oot oo
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W Vyroba granulocytu v Brné - 1992 .

=> Zavedeny odbeéry plné krve do systéemu
plastovych vaku s manualnim zpracovanim

=> Vyroba trombocytU z buffy coatu

= Vyroba a podani granulocytu
= Cerstvy buffy coat (4-6 TU) l
—+smesi z 4-10 BC

= vyroba a podani
vyjimecné na zadost
klinického pracoviste
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A
Vyroba granulocytu v Brné - 1998

=> Instalace separatoru krevnich slozek
Cobe Spectra na IHOK FN Brno

=> Moznost vyroby granulocytu
z aferézy, ozarenych (GAO)
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=> stehovani do nové budovy ve Fakultni nemocnici
Brno

> 2004 ! STANDARDIZACE ! | UL My
zména procesu - il
pripravy smésnych
granulocyti :
z buffy coatu g i g Sy
avalidace jejich [T e o —
vyroby P2 R

ooooo
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Vyroba granulocytﬁ v Brné
E-

Vydej] 2002 3x 6 BC
granulocytovych 1x smés ze 4 BC
transfuznich 2004 ! 1x smés 7 BC 0
pripravku (TD) 2006 1 0 2
v obdobi 2008 1 0 4
2002 az 2022 2013 1 3x smés 10 BC 5
2016 1 0 7
2017 2 0 5
0
O T arir S
2022 4 64x smés z 5 BC 0
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Granulocyty z BC - 2004

PoZadavek vyroba smési BC pro pediatrického pacienta (ALL)
Limity:

Objem < 350 ml / Obsah granulocytl > 5,00 x 10°/ TU
Ovéreni centrifugace smési BC, snizeni objemu a obsahu erytrocytu

3,25
2 NE 7 310 5,37
3 ANO 10 288 7,16
4 ANO 10 262 5,03
5 ANO 10 233 6,36
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Granulocyty z BC - 2013

~> Pozadavek vyroba smési BC pro pediatrického pacienta (ALL)
= Limity: KS
= KS B neg/ infekcni status darce CMV negativni
= Vlybér darct plné krve/ preklenuti doby vybéru aferetického darce

test DK

3/11 2,03
2 3/7 3 155 2,17
3 3/8 3 154 1,86

=> Nasledné 5x granulocyty z aferézy (darce matka, otec a stryc)
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Granulocyty z BC - 2018

PoZadavky na vyrobu granulocytu v roce 2018 — 3 pacienti !

1.5.-6.5.2018 6 x GAO
29.6.-3.7.2018 5x GAO
2.11.-4.11.2018 3 x GAO

Pozadavek na dalsi standardizaci vyroby granulocytu

Separace alogennich darcl po stimulaci kortikosteroidy

Vyroba granulocytli smésnych
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@ Granulocyty z BC - 2018

Oveéreni protokolu v Guide to the preparation, use and quality
control of blood components, 19t edition (2017)

Smiseni az 12 ABO BC do 18 hodin od odbéru a nahradniho roztoku pro trombocyty
pred centrifugaci, po ni separace erytrocytd, supernatantu a vrstvy bohaté na
granulocyty - super BC, nasledné smichani se 70 ml ABO plazmy z jednoho odbéru.

Pouziti 2 -3 zbytkl po ptipravé smésnych trombocyti a fyziologicky roztok pred
separaci. Oddéleni erytrocytd, supernatantu a vrstva bohata na granulocyty - super BC

Overeni postupu |
dle BaShir et al_’ bjh research paper

BJH (2008) 140, Neutrophil function is preserved in a pooled granulocyte

str. 701 —-711 component prepared from whole blood donations
Saber Bashir.! Simon Stanworth,2 Edwin 'NHS Blood and Transplant, Brentwood, “NHS
: : Blood and Transplant, Oxford, and >NHS Blood

Massey,” Fred Goddard® and Rebecca

Car digan' and Transplant, Bristol, UK
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Granulocyty z BC specifikace 2018

Guide to the preparation, use and quality control of blood
components, 19t edition (2017):

- Doporucena davka pro dospélého pacienta:
- 1,5-3,0x 108 Granulo/ kg
- tj. pro 60 kg = 9-18x 10° granulocyt(
- 1-2TU/ den, kdy 1 TU = cca >9x 10° Granulo

- Davka pro pediatrického pacienta:
- 0,3x10° Granulo/ kg
- tj. pro 20 kg dité = 6x10°granulocytl
- tj. pro 30 kg dité = 9x10°granulocytl
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@ Granulocyty z BC - validace 2019

Validace leden — duben 2019
Postup:

Smiseni 5 ABO BC do 18 hodin od odbéru a 200 ml nahradniho roztoku
pro trombocyty pred centrifugaci

po centrifugaci separace erytrocytl, supernatantu a vrstvy bohaté
na granulocyty - super buffy coat,

smichani s 50 ml nahradniho roztoku pro trombocyty 'A. ‘T’
PROBLEM!

spravné nastaveni centrifugacnich parametru b -

i h' - -_
nastaveni programu autom. list (MacoPressSmart REVO) qﬁn r \1

1 800 xg / 5 minut, R5 B5, +22 °C (HERAEUS Cryofuge 16)
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Granulocyty z BC - validace 2019

Objem ml <500 456
WBC x10° >6,0 7,92
RBCx10%2 - 1,31
PLT x10° - 558
Granulo x10° 30% 2,85
Objem ml <150 121
Granulo x10° /% >2,5 2,71/ 95 %
WBC x10° /% >80% 6,73/ 85 %
RBCx10%2/% <25% 0,32/ 24 %
PLT x10° /% <25% 133/ 24 %
[ e B0
W PORODNICE
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5 BC ABO shodné

!

200 ml SSP+

Centrifugace
1800xg/ 5 min

!

- supernatant

................... - Super BC

- - erytrocyty

!
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- supernatant

-------------------- - super BC

- - erytrocyty

Pridani
50 ml SSP+

Granulocyty z BC, smésné, ozarené

(GO)
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Granulocyty z BC - znaceni

T T o i
i
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GRANULOCYTY GRANULOCYTY
Mnozstvi Odebrano: 20102021 oderano. 20.10.2021
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Skladovénl' Skladuite pri teploté +20 °C az +24 °C. g;gARE pri teploté +20 °C az +24 °C.

/ ozareni
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~> Pozadavek vyroba smeés BC pro dospélého pacienta (aplastic. anemie)
= Limity: granulocyty z BC, smésné
— Objem < 500 ml /TD / Obsah granulocytt > 10 x 10°/ TD (=20 BC)

Granulocyty z BC - 2021

Smés BC Pocet BC Obsah granulocytli | Obsah granulocytu
x 10°/ vak vTD

: FAKULTNI
M

www.fnbrno.cz

1 5
2 5
3 5
4 5
5 10
6 10
7 10
8 10

W AREAL BOHUNICE
M DETSKA NEMOCNICE
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102
104
101
219
216

209
212

2,24
2,45
2,18
3,18
4,05
4,43
5,64
6,25

10,05 x 10°
409 ml

8,48 x 10°
435 mli

11,89 x 10°
421 mi
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Specifikace UKBTS (2021) *

Granulocyty z BC smésné, v nahradnim roztoku a plazme
od roku 2012 vyroba v UK, validace/ zkuSebni provozy
od 2018 v UK nevyrabi aferetické GAO (etické divody!)
od 2021 v UK vetSina podanych granulocytovych TP = smésné
od 2020 vyroba ve Francii a Holandském kralovstvi

Doporucena terapeuticka davka

pro dospélého pacienta: Joint UKBTS Professional Advisory Committee (")
2X GO (2 X Smés Z 10 BC) Position Statement
Granulocyte Therapy
Davka pro pediatrického March 2021
pacienta:

Revised by: Edwin Massey, Simon Stanworth, Suzy Morton, & Rebecca Cardigan at the

10 20 ml / kg 7 G O request of the Standing Advisory Committee on Blood Components

March 2021 - The contents of this document are believed to be current. Please
continue to refer to the website for in-date versions.
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Granulocyty z BC - 2022

Pozadavky na vyroba granulocytu z BC pro 4 dospélé pacienty (AML)
Limity: granulocyty z BC, smésné z 5 BC
Objem < 150 ml /vak / Obsah granulocytl > 2,5 x 10°/ vak
SniZzeny obsah erytrocytu
Celkem vyrobeno 64 smésiz 5 BC (14.8. az 19.9.2022) => 320 BC!

Nova organizace vyroby
vyroba rano nasledujici den po odbéru (16 -24 hod po odbéru)
doba pouzitelnosti — do pulnoci nasledujici den po odbéru PK

Nové nastaveni separace na automatickém lisu — zmeéna logiky!!

pevné nastaveni separovanych objemu pro supernatant (253 ml),
erytrocyty (160 ml) — zbytek = super BC o objemu 80 — 130 ml
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Granulocyty z BC - 2022

P t *

Pocet BC
Objem/ vak (ml) 175 - 250 350 - 500 88-125ml  352-500 ml
Obsah >5 x 10° >10 x 10° >2,5x 10° >10 x 10°
granulo/ vak (prdmér 8,2) (prdmér 16,4) (prdmér 3,8) (prumeér 15,2)
Obsah 0,15x102  0,30x10%2  0,30x102  <1,2x1012
erytrocytd/ vak
Obsah
o 5,07 x 1011 10,14 x 101! 1,25x 101! 5 x 101!

trombocytl/ vak
Skladovani 20-24°C (bez trepani)
Exspirace do pUlnoci nasledujici den po odbéru

: PO eNICE : g * UKBTS = UK National Blood Service
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Granulocyty z BC - TTO - vyhody

Smeési z 20 BC = terapeuticka davka pro dospélého pacienta

Standardni obsah granulocytt >10 x 10°
Snizeny objem do 500 ml

Snizeny obsah ery (do 1,2 x 10*?)

Obsah trombocytl ekvivalent 2 -3 TD
Snizeny obsah plazmy — univerzalni KS 0!!

C201022 C201022 C201022 C201022

603639 603640 603639 603640
IgM (max 32) a a ) 3
186G 32 32 8 8
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Kazuistika 1 — terapeutické podani

Pac. LB, 1978 (AML) — sepse G, oboustranna bronchopneumonie

14 ‘ regrese nehomogenniho
—leu ko zastinéniobou plic

—granulo
12
lymfo CRP
monocyty 425 -> 37 mgll
10
8 . =
pac. propustén
do domaciho
6 osetreni
4 1XxTD 1xTD
2 ‘ l
0 .
14.8. 15.8. 16.8. 17.8. 18.8. 19.8. 20.8. 21.8. 22.8. 23.8. 24.8. 25.8. 26.8. 27.8. 28.8. 29.8. 30.8. 31.8.
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Kazuistika 2 - profylaktické podani

Pac. RF, 1963 (AML) — stav po indukéni chemo, perianalni absces,

: FAKULTNI
NEMOCNICE
BRNO

www.fnbrno.cz

pretrvavajici neutropenie, plan. aloTx

—Ileu ko
—granulo CRP
lymfo 352 -> 11,4mg/ |
3 monocyty
2
1 1Xx TD1x TD1XTD 1xTD
) j‘\//_/_—/\/

21.8. 22.8. 23.8. 24.8. 25.8. 26.8. 27.8. 28.8. 29.8. 30.8. 31.8. 1.9. 29. 59. 6.9. 7.9
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Postup vyroby TTO FN Brno

Rychlé zajisténi transfuze granulocytl po indikaci
klicové pro pacienty s zivot ohrozujicim onemocnénim

Denni dostupnost vyroby (mimo nedéle)
klinicky dulezita - podani granulocytu v casném pocatku tézké infekce
je kriticke

Standardni denni davka (TD)

konzistentni cca 15 x 10° bunék (4x smés z 5 BC), neexistuji dukazy
o0 mnozstvi Ucinné davky granulocytu

Hlavni limitujici faktor = objem
Vyhoda univerzalniho pouziti BCKS 0
Eticky pohled - bez omezeni, maximalni vyuziti darované PK
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I stare
poznatky
lze vyuzit
pro tvorbu
néceho
noveéeho!
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| staré
poznatky
lze vyuzit
pro tvorbu
néceho
nového!
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