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Streszczenie

Jedynq skuteczng metodg otrzymania ubogoleukocytarnych skladnikow krwi jest poddanie ich
filtracyi przy uzyciu filtrow antyleukocytarnych. W pracach na temat usuwania leukocytow ze
skladnikow krwi stwierdzono, ze leukoredukcja nie tylko zapobiega przeniesieniu czynnikow
zakaznych, niehemolitycznym reakcjom gorgczkowym orvaz zmmniejsza ryzyko alloimmuni-
zacji HLA, ale takze zapobiega wystgpieniu opornosci na przetaczanie krwinek plytkowych.
W centrach krwiodawstwa i krwiolecznictwa (CKiK) na terenie Polski od wielu lat stosuje sig
procedury usuwania leukocytow ze skladnikow krwi przeznaczonych dla pacjentow wymaga-
jgcych stosowania tylko skladnikow ubogoleukocytarnych. Kryteria akceptacyi dla zawartosci
leukocytow pozwalajgce zakwalifikowac skladnik krwi jako ubogoleukocytarny (tzw. zakresy
normy) sq rozne w Europie 1 w Ameryce Polnocnej. Wedlug standardow Rady Europy oraz
zalecen Dyrektywy 2002/98/EC skiladniki krwi przeznaczone do przetoczenia uznaje sig za ubo-
goleukocytarne, jezeli zawierajg ponizej 1 X 10° leukocytow/jednostke. Norma ta obowigzuje
rowniez w Polsce. Wdrazanie europejskich wytycznych w zakresie zmniejszania zawartosct
leukocytow w krwi 1 jej skladnikach wymaga stosowania szybkich 1 wiarygodnych metod
kontroli jakosci. Ostatnio coraz wigkszym zainteresowaniem cieszy si¢ urzqdzenie ADAM
r-WBC (Advanced Detection Accurate Measurement, Nano Entek, Seul, Korea Pld.), stosowa-
ne do oznaczania liczby leukocytow w ubogoleukocytarnych koncentratach krwinek czerwonych
(UKKCz) 1 ubogoleukocytarnych koncentratach krwinek plytkowych (UKKP). Urzqdzenie to
jest alternatywq dla dotychczasowych metod liczenia leukocytow w ubogoleukocytarnych sklad-
nikach krwi. Celem niniejszej pracy bylo porownanie wynikow oznaczania liczby leukocytow
w ubogoleukocytarnych skladnikach krwi przy zastosowaniu 3 metod: mikroskopowej, cytometrii
przeplywowej © automatycznej z wykorzystaniem systemu ADAM r-WBC. Badania prowadzono
w dwoch osrodkach — w Instytucie Hematologii 1 Transfuzjologii (IHiT) w Warszawie (etap I)
oraz w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa (RCKiK) w Katowicach
(etap II, po weryfikacyi producenta i ponownej walidacyi). W etapie I wykorzystano 94 probki
pobrane z UKKP i 34 probki z UKKCz, zas w etapie II uzyto 29 probek UKKP i1 26 UKKC:z.
Wyniki etapu I wykazaly, ze liczba leukocytow oznaczona za pomocq systemu ADAM r-WBC
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byla znacznie wyzsza (,,falszywie” zawyzona) niz uzyskana przy uzyciu metody mikroskopo-

wej. Pomimo zawyzonych wynikow uzyskanych w I etapie badan, w RCKiK w Katowicach

urzqdzenie ADAM r-WBC jest rutynowo stosowane do oznaczania liczby leukocytow w prepa-

ratach ubogoleukocytarnych, poniewaz zostato poddane weryfikacyi zgodnie z uwagami IHiT

1 RCKiK, jak rowniez ponownej walidacyi.

Stowa kluczowe: leukoredukcja, ubogoleukocytarne sktadniki krwi, system ADAM r-WBC
J. Transf. Med. 2015; 8: 97-108

Summary

The only effective method of obtaining leukoreduced blood components is filtration. Literature on
leukoreduction reports that implementation of leukocyte reduction in blood components minimizes
the risk of transmission of bacterial or viral infections, non-hemolytic febrile reactions, alloim-
munization with HLA antigens as well as platelet transfusion refractoriness. In the Polish Blood
Transfusion Centers leukoreduction has been used for many years now for the preparation of blood
components dedicated to patients who can be administered only leukoreduced blood components.
Standards set for residual leukocyte count ( a component to be marked as leukoreduced) are dif-
ferent for Europe and the United States. European standards set the residual leukocyte count
below 1 X 106 leukocytes per unit of blood component. The criterium is also obligatory in Poland.
European recommendations for leukoreduction requive the implementation of effective and reli-
able methods of quality control. Much attention has lately been paid to the ADAM r-WBC system
(Advanced Detection Accurate Measurement, Nano Entek, Seul, South Korea) based on counting
WBCs in leukoreduced red blood cell concentrates (RBCCs) and leukoreduced platelet concen-
trates (PCs). The method was developed as an alternative to the hitherto used methods of residual
leukocyte measurements in leukodepleted blood components. The aim of the study was to compare
the leukocyte count measurements in leukoreduced RBCCs and leukoreduced PCs performed with
3 methods: microscopic, flow cytometry and automatic with ADAM r-WBC system. The study was
conducted in two centers; the Institute of Hematology and Transfusion Medicine (IHTM — stage I)
and in the Regional Blood Transfusion Center in Katowice (RBTC — stage II, following manu-
Jacturer’s verification and repeated validation). In stage I we used 94 samples of leukoreduced PCs
and 34 samples of RBCC while 1n stage Il — 29 samples of PCs and 26 samples of RBCC. The
results of study stage I revealed that the residual leukocyte count measured with ADAM r-WBC
system was much higher than the measurement with the microscopic method. Despite the higher
values obtained in study stage I, the ADAM r-WBC system is in routine use for the measurement
of residual leukocyte count in leukoreduced blood components at RBTC in Katowice as the system/
Jequipment was verified and re-validated by the manufacturer according to the recommendations
of IHTM and RBTC in Katowice.

Key words: leukoreduction, leukoreduced blood components, ADAM r-WBC system
J. Transf. Med. 2015; 8: 97-108

Wstep

Procedura usuwania leukocytow z komérko-
wych skiadnikow krwi stosowana jest w centrach
krwiodawstwa i1 krwiolecznictwa oraz w pod-
miotach leczniczych od wielu lat. Poczatkowo
procedure te stosowano przede wszystkim w celu
zapobiegania alloimmunizacji biorcOw antygenami
uktadu zgodnosSci tkankowej (HLA, human leucocyte

antygen system) oraz niehemolitycznym reakcjom
goraczkowym [1]. Postep w tej dziedzinie wiedzy
wykazal, ze zastosowanie filtrow w celu usunie-
cia leukocytow z komorkowych sktadnikow krwi
(leukoredukcja) zmniejsza ryzyko przeniesienia
chor6b zakaznych przez drobnoustroje zawarte
w leukocytach. Do drobnoustrojow tych zalicza sie
na przyklad wirusa cytomegalii (CMYV, cytomegalo-
virus), wirusa bialaczki/chtoniaka (HTLV, human
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Tabela 1. Reakcje poprzetoczeniowe

Table 1. Post transfusion reactions

Reakcje poprzetoczeniowe

Czynnik wywotujacy

TA-GvHD
Mikrochimeryzm

Alloimmunizacja HLA

Limfocyty T dawcy

Leukocyty dawcy (limfocyty)
Leukocyty dawcy (przewaznie komérki prezentujace antygen)

TRALI Przeciwciata dawcy (anty-HLA klasy | lub klasy Il i przeciwciata antyneutrofilowe)

FNTHR

Cytokiny z leukocytéw dawcy podczas przechowywania

TRIM Immunomodulacja limfocytami T i/lub osoczem

Przeniesienie czynnikdéw zakaznych

Czynniki zakazne zwigzane z komoérkami

HLA (human leucocyte antygen) — uktad zgodnosci tkankowej; FNHTR (febrile nonhaemolytic transfusion reaction) — niehemolityczny goraczkowy odczyn
poprzetoczeniowy; TA-GvHD (transfusion-associated graft versus host disease) — poprzetoczeniowa choroba przeszczep przeciwko biorcy; TRALI (tranfusion-
-related acute lung injury) — poprzetoczeniowa ostra niewydolnos¢ oddechowa; TRIM (transfusion related immunomodulation) — immunomodulacja

T-lymphotropic virus) i wirusa Epsteina-Barr (EBY,
Epstein-Barr virus). Pojawienie sie doniesien na
temat mozliwoSci przeniesienia wariantu cho-
roby Creuzfeldta-Jakoba (vC]JD, variant form of
Creutzfeldt-Jakob disease) drogg transfuzji, brak
mozliwoS$ci detekcji priondw we krwi oraz przy-
puszczenia, ze stosowanie ubogoleukocytarnych
sktadnikéw moze zapobiegaé potransfuzyjnemu
vCJD spowodowaly wprowadzenie w 1998 roku
powszechnej 100-procentowej leukoredukcji w nie-
ktorych krajach europejskich (Austria, Szwajcaria,
Niemcy, Finlandia, Francja, Wielka Brytania, Irlan-
dia, Luksemburg, Holandia, Norwegia, Portugalia).
Pozostate kraje Europy stosujg leukoredukcje
w ograniczonym zakresie [2]. Stwierdzono ponadto,
ze stosowanie ubogoleukocytarnych sktadnikow
krwi zmniejsza ryzyko przeniesienia riketsji, na
przykiad Orientia tsutsugamushi odpowiedzialnej
za wystepowanie choroby tsutsugamusil® [3, 4].
Jedyng skuteczng metoda otrzymania ubo-
goleukocytarnych skiadnikow krwi jest poddanie
ich filtracji przy uzyciu filtrow antyleukocytarnych
(przytozkowych i laboratoryjnych). Dobra prak-
tyka jest stosowanie filtrow antyleukocytarnych
po wczesniejszym pozostawieniu $wiezo pobranej
krwi na kilka godzin w temperaturze pokojowe;j
(nastepuje wowczas fagocytoza bakterii, ktére mogtly
dostac sie do pojemnika). Taki tryb postepowania
umozliwia usuniecie, wraz z leukocytami, bakterii
znajdujacych sie w ich wnetrzu. W licznych pracach
na temat usuwania leukocytow ze skladnikow krwi
stwierdzono, ze leukoredukcja nie tylko zapobiega
przeniesieniu czynnikow zakaznych, niehemoli-
tycznym reakcjom gorgczkowym oraz zmniejsza
ryzyko wystapienia alloimmunizacji HLA, ale takze

zapobiega wystgpieniu oporno$ci na przetaczanie
krwinek ptytkowych. W tabeli 1 przedstawiono inne
reakcje poprzetoczeniowe, ktorych przyczyng moga
by¢ leukocyty.

W centrach krwiodawstwa 1 krwiolecznictwa
(CKiK) na terenie Polski od wielu lat stosuje sie
procedury usuwania leukocytow z krwi i skiadni-
kow krwi, ktore przeznaczone sg dla szczegélnej
grupy pacjentow wymagajacych stosowania tylko
skiadnikow ubogoleukocytarnych. W tabeli 2
przedstawiono zawarto$¢ leukocytow w skiad-
nikach krwi niepoddanych procesowi filtracji
(od 50 X 106 do 0,1 x 10° komérek w jednostce
skladnika) [5].

Zasadniczym ograniczeniem wprowadzania
leukoredukcji w celu otrzymania ubogoleuko-
cytarnych skladnikow krwi sg wysokie koszty
stosowanych w tym celu procedur.

Wprawdzie w wyniku stosowania niektorych
metod preparatyki, takich jak przemywanie ko-
morkowych sktadnikéw krwi sola fizjologiczna lub
oddzielanie kozuszka leukocytarno-ptytkowego po
odwirowaniu krwi pelnej, otrzymuje sie sktadniki
krwi o zmniejszonej zawartos$ci leukocytow, ale
nadal jedynym skutecznym rozwigzaniem umozli-
wiajacym otrzymanie ubogoleukocytarnych sktad-
nikow krwi jest zastosowanie specjalnych filtrow
lub nowoczesnych separatoro6w komorkowych
wyposazonych w komore leukoredukcyjng (LRS,
leukocyte reduction system), na przykliad Trima Accel
(Terumo BCT), Amicus LRS v. 2.37 (Fenwal) czy
Cobe-Spectra LRS Turbo v. 7.0 [6].

W panstwach Europy i w Ameryce Péinocnej
obowigzuja rozne kryteria akceptacji (tzw. zakresy
normy) dla zawarto$ci leukocytow, pozwalajace

10stra choroba zakazna o przebiegu podobnym do duru plamistego, wystepujaca w Japonii i Indonezji
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Tabela 2. Zawartos¢ leukocytéw w krwi i jej sktadnikach [wg 5]

Table 2. Leukocyte count in blood and blood components

Rodzaj sktadnika krwi

Liczba leukocytow

UKP < 1 x10%jednostke sktadnika

KKCz bez koz. |.—pft. < 1,2 x 10%jednostke sktadnika

UKKCz < 1 x 108/jednostke sktadnika

KKP z osocza bogatoptytkowego < 200 x 10%jednostke sktadnika

KKP z koz. |.—pt. < 50 x 108/jednostke sktadnika

KKP-Af < 300 x 10%jednostke sktadnika

UKKP < 1,0 x 10%jednostke sktadnika

FFP < 0,1 % 10%I
FFP (fresh frozen plasma) — osocze swiezo mrozone; KKCz — koncentrat krwinek czerwonych; KKCz bez koz. |.—pt. — koncentrat krwinek czerwonych bez ko-
zuszka leukocytarno-ptytkowego; KKP — koncentrat krwinek ptytkowych; KKP-Af — koncentrat krwinek ptytkowych otrzymany metodg automatycznej aferezy;

KKP z koz. |.-pt. — koncentrat krwinek ptytkowych bez kozuszka leukocytarno-ptytkowego; UKKCz — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek czerwonych;
UKKP — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek ptytkowych; UKP — ubogoleukocytarna krew petna

sklasyfikowac sktadnik krwi jako ubogoleukocytar-
ny. Wedtug zalecen Departamentu Kontroli Zywno-
Scii1 Lekow (FDA, Food and Drug Administration)
skladniki krwi uznaje sie za ubogoleukocytarne,
jesli zawierajg mniej niz 5 X 10° leukocytow/
/jednostke sktadnika [7]. Wedlug standardow Rady
Europy (Council of Europe) oraz zalecen Dyrekty-
wy 2002/98/EC Unii Europejskiej sktadniki krwi
przeznaczone do przetoczenia uznaje sie za ubo-
goleukocytarne, jezeli zawierajg mniej niz 1 x 10°
leukocytow/jednostke. Norma ta obowigzuje row-
niez w Polsce.

Systematyczne wdrazanie europejskich wy-
tycznych w zakresie zmniejszania zawartosci
leukocytéw w krwi 1 jej sktadnikach wymaga
stosowania szybkich 1 wiarygodnych metod kon-
troli jako$ci [8]. Tylko niektore parametry kontroli
jakoSci sktadnikéw krwi (np. hemoglobina, hema-
tokryt) mozna oznaczac przy uzyciu najnowszej
generacji analizator6w hematologicznych; ze
wzgledu na zbyt niska czuto$é wiekszo$ci z nich
nie mozna stosowac do oznaczania liczby leukocy-
tow w ubogoleukocytarnych sktadnikach krwi [9].
Z tego wzgledu od wielu lat zanieczyszczenia
leukocytarne w skladnikach krwi oznaczane sa za
pomoca metody mikroskopowej z wykorzystaniem
komory Nageotte lub metody cytometrii przeply-
wowej (FC, flow cytometry).

W ostatnich latach coraz wiekszym zain-
teresowaniem cieszy sie urzadzenie Advanced
Detection Accurate Measurement r-white blood
cells (ADAM r-WBC [Nano Entek, Seul, Korea
P1d.]), stosowane do oznaczania liczby leukocytow
w ubogoleukocytarnych koncentratach krwinek
czerwonych (UKKCz) i ubogoleukocytarnych

koncentratach krwinek piytkowych (UKKP),
stanowiace alternatywe dla dotychczasowych
metod liczenia leukocytéw w ubogoleukocytarnych
sktadnikach krwi.

Celem niniejszej pracy bylo porownanie wy-
nikdw oznaczania liczby leukocytow w ubogoleu-
kocytarnych skladnikach krwi przy zastosowaniu
trzech metod:

* mikroskopowej z wykorzystaniem komory

Nageotte;

e FC;
* automatycznej z wykorzystaniem systemu

ADAM r-WBC.

Material i metody

Badania prowadzono w dwoch etapach. Pierw-
szy etap badan wykonano w Instytucie Hematologii
1 Transfuzjologii (IHiT) w Warszawie. Oznaczajac
leukocyty za pomoca urzadzenia ADAM r-WBC,
uzyskano znaczny odsetek wynikow fatszywie
zawyzonych/dodatnich (> 25%) w por6wnaniu
z metoda mikroskopowa, dlatego zwrdcono sie do
dostawcy urzadzenia z prosha o zweryfikowanie
poprawnos$ci jego pracy 1 ponowng walidacje.
Drugi etap badan (po weryfikacji producenta
1 ponownej walidacji) przeprowadzono w Regional-
nym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
(RCKiK) w Katowicach (ryc. 1). Wszystkie obli-
czenia przedstawione w niniejszej pracy zostaly
wykonane przy uzyciu programu MS Excel.

Materiat
Do badan prowadzonych w IHiT w Warszawie
wykorzystano 94 probki pobrane z UKKP 1 34 probki
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| etap badan UKKP (n = 94) 1. metoda mikroskopowa
(IHIT Warszawa) > | UKkGz(h=34) |7 | 2.ADAMrwBC
n = 10 (UKKP) 1. metoda mikroskopowa
/ n = 10 (UKKCZ) 2. ADAM r-WBC
Il etap badan
(RCKiK Katowice)
\ 1. metoda mikroskopowa
n = 19 (UKKP) = | 2. metoda cytometryczna
= 1 (L) 3. ADAM r-WBC
IHIT — Instytut Hematologii i Transfuzjologii; RCKiK — Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa; UKKCz — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek
czerwonych; UKKP — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek ptytkowych

Rycina 1. Schemat przeprowadzonych badan

Figure 1. Study diagram

z UKKCz, a do badan przeprowadzonych w RCKiK
w Katowicach uzyto 29 probek UKKP 1 26 UKKCz.
Probki do badan pobierano w postaci zamknietych
odcinkow drendw o diugos$ci okolo 10 cm.

Metody oznaczania liczby leukocytow

Metoda mikroskopowa

Do oznaczania leukocytow w ubogoleukocy-
tarnych skladnikach krwi wykorzystano komore
Nageotte z podwojng podzialka sieciowa o gleboko-
§ci 0,5 mm, powierzchni podstawy odpowiadajacej
100 mm?, z siatka podzielona na 40 prostokatow
o powierzchni wynoszacej 2,5 mm? (ryc. 2).

Przygotowanie probek ubogoleukocytarnego
koncentratu krwinek czerwonych

W probowce sporzadzano 10-krotne rozcien-
czenie badanej probki (0,9 ml ptynu Tiirka + 0,1 ml
UKKCz). Nastepnie probowki inkubowano przez
5 minut w temperaturze pokojowej, mieszano
1 nanoszono pipetg pasteurowska na siatke komory
Nageotte. Komore Nageotte inkubowano w tem-
peraturze pokojowej przez 5 minut. Leukocyty li-
czono na calej powierzchni siatki komory Nageotte
(wszystkie paski). Zawarto$¢ leukocytow w 1 ul
UKKCz obliczano wedtug nastepujacego wzoru:

X=nx0,2

gdzie:
X — liczba leukocytow/ul UKKCz
n — liczbaleukocytow na calej powierzchni siatki
0,2 — wspdtczynnik uwzgledniajacy rozcienczenie
1 objeto$¢ komory Nageotte.

10,00 mm

l—— 10,00mm —

Rycina 2. Siatka komory Nageotte

Figure 2. Nageotte chamber grid

Przygotowanie probek ubogoleukocytarnego
koncentratu krwinek plytkowych

W probhowce sporzadzano 5-krotne rozcien-
czenie badanej probki (0,8 ml ptynu Tiirka + 0,2 ml
UKKP). Nastepnie inkubowano przez 5 minut
W temperaturze pokojowej, mieszano i nanoszono
pipeta pasteurowska na siatke komory Nageotte.
Komore Nageotte inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 5 minut. Leukocyty liczono na
calej powierzchni siatki komory Nageotte (wszyst-
kie paski). Zawarto$¢ leukocytow w 1 ul UKKP
obliczano wedlug nastepujacego wzoru:

www. jtm.viamedica.pl 101



Journal of Transfusion Medicine 2015, tom 8, nr 3

X=nx0,1
gdzie:
X — liczba leukocytow/ul UKKP
n — liczba leukocytow na calej powierzchni siatki

0,1 — wspotczynnik uwzgledniajacy rozcienczenie
1 objeto$¢ komory Nageotte.

Metoda cytometryczna

Oznaczanie leukocytow wykonano przy uzyciu
cytometru przeplywowego FACS Calibur firmy
Becton Dickinson (Stany Zjednoczone). Zasto-
sowano przeciwciala monoklonalne sprzezone
z jodkiem propidyny (PI, propidium iodide), ktory
wybarwia kwas deoksyrybonukleinowy (DNA,
deoxyribonucleic acid) w jadrach komoérkowych
krwinek biatych. Pomiar polega na analizie Swiatla
rozproszonego przez komorki oraz fluorescencji
emitowanej na skutek wzbudzenia barwnika.
Otrzymane wyniki prezentowano w postaci gra-
ficznej 1 liczbowej. Kontrole jakoSci cytometru
przeprowadzano w programie BD FACS Comp
(Stany Zjednoczone), stuzacym do monitorowania
pracy urzadzenia oraz automatycznego ustawiania
cytometru.

Przygotowanie probek

Liczbe leukocytow w probkach pobranych
z ubogoleukocytarnych sktadnikow krwi ozna-
czano do 48 godzin po przeprowadzeniu procesu
usuwania leukocytow (leukoredukcji). Do tego
czasu probki przechowywano w takich samych
warunkach jak skladniki krwi, z ktorych zostaly
pobrane.

Test do oznaczania krwinek bialych
w ubogoleukocytarnych sktadnikach krwi
(UKKPE, UKKCz) — Leucocount BD Kit
Przed otworzeniem zestawu, odczynniki
1 probowki BD Trucount (BD Biosciences, USA)
doprowadzano do temperatury pokojowej. Przy-
gotowywano probowki BD Trucount i odpowiednio
je oznaczano. Do opisanych probowek dodawano
po 100 wl dobrze wymieszanej probki UKKCz
1 odpowiednich kontroli, stosujac odwrotne pipe-
towanie. Nastepnie do kazdej probowki dodawano
400 ul odczynnika BD Leucocount (BD Biosciences,
USA) i delikatnie mieszano. Probowki inkubowano
przez 5 minut w temperaturze pokojowej, w ciem-
nym miejscu, gdzie takze przechowywano probki
do czasu wykonania analizy. Przed wykonaniem
wlasciwego oznaczenia przeprowadzano badanie
probek kontrolnych. Po pozytywnym zatwierdze-
niu wyniku probek kontrolnych przystepowano
do wykonania oznaczenia leukocytéw w badanych
probkach.

Metoda automatyczna z wykorzystaniem urzqdzenia
ADAM r-WBC

W urzadzeniu ADAM r-WBC zastosowano me-
tode mikroskopii fluorescencyjnej. Polega ona na
wykorzystaniu PI, ktory barwi wytacznie komorki
zawierajace DNA, zatem w probkach skiadnikow
krwi barwi tylko leukocyty, poniewaz tylko one
zawieraja DNA (w odr6znieniu od krwinek czer-
wonych i1 krwinek ptytkowych).

Skiad zestawu
W skiad zestawu wchodzi urzadzenie, za ktore-
g0 pomoca wykonywane sg oznaczenia, jak rowniez
maly monitor umozliwiajacy Sledzenie wynikow
pomiaru (ryc. 3). Do urzadzenia dolgczono czytnik
kodow kreskowych umozliwiajacy odczytywanie
numeru donacji bez konieczno$ci recznego wpro-
wadzania danych do systemu. Dodatkowo istnieje
mozliwo§¢ podigczenia komputera ze specjalnym
oprogramowaniem, co znacznie podnosi funkcjo-
nalno$¢ systemu.
Zestaw do wykonywania oznaczen obejmuje:
* roztwor standardowy do wykonywania kalibra-
¢ji urzadzenia (ryc. 4);
* roztwor r-Solution zawierajacy PI (ryc. 5);
*  plytkijednorazowego uzytku (r-Slide), na kto-
re nanoszone sa badane probki (ryc. 6).

Kalibracja systemu

Przed przystapieniem do wykonywania ba-
dan za kazdym razem przeprowadzano kalibracje
urzadzenia za pomoca roztworu standardowego
(Standard). Na plytke r-Slide nanoszono 100 ul
roztworu standardowego, inkubowano przez
30 sekund, nastepnie umieszczano plytke w systemie
1 rozpoczynano pomiar. Oczekiwany wynik pomiaru

Rycina 3. Urzadzenie ADAM r-WBC
Figure 3. ADAM r-WBC system
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Rycina 4. Roztwor standardowy

Figure 4. Standard solution
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Rycina 5. Roztwor r-Solution

Figure 5. r-Solution

powinien mie$ciC sie w zakresie = 10% warto$ci
umieszczonej na etykiecie odczynnika, to jest 109/ul
(zakres od 98,1/ul do 119,9/ul). Po uzyskaniu po-
zytywnego wyniku kalibracji przystepowano do
pobierania i przygotowania probek do badan.

Procedura oznaczania leukocytow w systemie
ADAM r-WBC

Mieszanine badanej probki i roztworu r-Solu-
tion przygotowywano w stosunku 1:4 (100 ul
badanej probki + 400 ul roztworu r-Solution).
Po doktadnym wymieszaniu 100 ul mieszaniny
nanoszono na plytke r-Slide w sposob uniemoz-
liwiajacy powstawanie pecherzykow powietrza,

~ r-Slide

For enumeration of residual leucocytes

e A ®

Rycina 6. Ptytka r-Slide
Figure 6. r-Slide

Rycina 7. Nanoszenie badanej prébki na ptytke r-Slide

Figure 7. Sample preparation

ktore moglyby wpltywac na wiarygodno$§¢ wyni-
kow (ryc. 7).

Przed przystapieniem do wykonywania ozna-
czen do systemu komputerowego wprowadzano
nastepujace dane: data 1 godzina, numer donacji
oraz ohjeto§¢ badanego skladnika. Wprowadzanie
informacji o objetoSci badanego skladnika krwi
umozliwilo uzyskanie informacji dotyczacej za-
wartoSci leukocytow w badanym preparacie. Po
uzupelnieniu wszystkich niezbednych danych plyt-
ke r-Slide inkubowano w temperaturze pokojowe;j
przez 4 minuty, nastepnie umieszczano w komorze
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Rycina 8. Umieszczanie ptytki r-Slide w komorze urza-
dzenia

Figure 8. Sample loading

urzadzenia (ryc. 8) i w zaleznoSci od rodzaju bada-
nego skladnika krwi wybierano przycisk ,,Platelet”
(dla UKKP) lub ,,RBC” (dla UKKCz). Po okolo
3 minutach odczytywano wynik koficowy, informuja-
cy o catkowitej zawartosSci leukocytow w UKKCz lub
UKKEP. Dzieki zastosowaniu specjalistycznego opro-
gramowania komputerowego mozna byto $ledzié
proces oznaczania na monitorze komputera (ryc. 9).

Wyniki

Wyniki badan przeprowadzonych
w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii
w Warszawie

W badaniach prowadzonych w IHiT w War-
szawie liczbe leukocytow w UKKCz i w UKKP
oznaczano przy uzyciu metody mikroskopowe;j
oraz urzadzenia ADAM r-WBC. Na podstawie
przeprowadzonych badan 23/34 (68%) preparaty
UKKCz zakwalifikowano jako ubogoleukocytarne.
Pozostatych 11 preparatow (32%) badanych za
pomoca urzadzenia ADAM r-WBC nie zakwalifiko-
wano jako ubogoleukocytarne, poniewaz zawieraly
wiecej niz 1 x 10° leukocytéw/jednostke (ryc. 10).
Wyniki badania za pomoca metody mikroskopowe;j
wykazaly, ze wszystkie 34 jednostki koncentratow
krwinek czerwonych mozna zakwalifikowac jako
ubogoleukocytarne (< 1 x 10° leukocytow/jed-
nostke) (ryc. 11).

W przypadku UKKP 81/94 preparatow (86%)
zakwalifikowano jako skladniki ubogoleukocytar-
ne, a w 13 (14%) stwierdzono liczbe leukocytow
wyzsza niz 1 x 10° (ryc. 10). W badaniu przepro-
wadzonym za pomocg metody mikroskopowej
wykazano, ze wszystkie jednostki UKKP mozna

Rycina 9. Monitorowanie postepéw badania na ekranie
komputera

Figure 9. Computer monitoring

zakwalifikowac jako ubogoleukocytarne (ryc. 11).
Dodatkowo w 13 preparatach wykazano znacznie
wyzszg zawarto$¢ leukocytow oznaczonych za
pomoca urzadzenia ADAM r-WBC w poréwnaniu
z metoda mikroskopowg (ryc. 10).

W tabeli 3 przedstawiono wyniki Sredniej
liczby leukocytéw oznaczanych w UKKP 1 UKKCz
przy uzyciu metody mikroskopowej i urzadzenia
ADAM r-WBC. Badaniom poddano 94 jednostki
UKKP i stwierdzono, ze Srednia liczba leukocytow
w jednostce wynosi 0,62 X 106 przy zastosowaniu
urzadzenia ADAM r-WBC 10,03 x 108 przy uzyciu
metody mikroskopowej. Badaniom poddano 34 jed-
nostki UKKCz i stwierdzono, ze Srednia zawarto$¢é
leukocytéw w jednostce wynosi 1,17 X 106 przy
zastosowaniu systemu ADAM r-WBC 10,02 x 10°
przy uzyciu metody mikroskopowej. Poroéwnujac
wyniki uzyskane przy zastosowaniu obu metod,
stwierdzono znaczne réznice zaro6wno w przypadku
UKKP (do 1,39 X 106), jak i UKKCz (do 3,9 x 106).

Wyniki badan wykonanych w Regionalnym
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
w Katowicach

W RCKIK w Katowicach badania w 20 préb-
kach (10 UKKCz 1 10 UKKP) wykonano za pomocg
metody mikroskopowej, FC oraz urzadzenia ADAM
r-WBC. W kolejnych 35 probkach (16 UKKCz
1 19 UKKP) zastosowano metode mikroskopowa
oraz urzadzenie ADAM r-WBC.

W tabeli 4 przedstawiono Srednig zawarto$¢
leukocytow w 10 probkach badanych trzema me-
todami, a w tabeli 5 Srednig liczbe leukocytow
we wszystkich preparatach badanych za pomocg

104 www. jtm.viamedica.pl



Agata Plodzich i wsp., Oznaczanie leukocytow w ubogoleukocytarnych sktadnikach krwi w systemie ADAM r-WBC

(%)
100 — 86

80 — 68

60 —

40 — 32

20 — 14

0
UKKP UKKCz
B W normie [} Poza norma

UKKCz — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek czerwonych; UKKP — ubogoleukocytarny koncentrat
krwinek ptytkowych; WBC (white blood cells) — leukocyty

Rycina 10. Odsetek preparatow spetniajagcych zakres normy — wyniki uzyskane w Instytucie Hematologii
i Transfuzjologii w Warszawie przy zastosowaniu systemu ADAM r-WBC

Figure 10. Blood components within normal range (%); IHTM study results with ADAM r-WBC system
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UKKCz — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek czerwonych; UKKP — ubogoleukocytarny koncentrat
krwinek ptytkowych; WBC (white blood cells) — leukocyty

Rycina 11. Odsetek preparatéw spetfniajacych zakres normy — wyniki uzyskane w Instytucie Hematologii
i Transfuzjologii w Warszawie przy zastosowaniu metody mikroskopowej

Figure 11. Blood components within normal range (%); IHTM study results with microscopic method
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Tabela 3. Srednia liczba leukocytow w probkach badanych 2 technikami (IHiT Warszawa)

Table 3. Mean leukocyte count in IHTM samples; measurement with 2 methods

Rodzaj Srednia liczba WBC/ul Srednia liczba WBC x 10%/ jednostke
sktadnika
n ADAM r-WBC Metoda ADAM r-WBC Metoda
mikroskopowa mikroskopowa
UKKP 94 2,28 0,62 0,03
UKKCz 34 4,39 1,17 0,02

UKKCz — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek czerwonych; UKKP — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek ptytkowych; WBC (white blood cells) — leukocyty

Tabela 4. Srednia liczba leukocytéw w 10 prébkach badanych trzema technikami (RCKiK Katowice)

Table 4. Mean leukocyte count in 10 RBTC Katowice samples; 3 methods of measurement

Rodzaj Srednia liczba WBC/ul Srednia liczba WBC x 108/jednostke
sktadnika
n ADAM r-WBC Metoda FC ADAM r-WBC Metoda FC
mikroskopowa mikroskopowa
UKKP 10 0,36 0,09 0,36 0,12 0,03 0,12
UKKCz 10 0,61 0,05 0,94 0,19 0,01 0,29

FC (flow cytometry) — cytometria przeptywowa; UKKCz — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek czerwonych; UKKP — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek

plytkowych; WBC (white blood cells) — leukocyty

Tabela 5. Srednia liczba leukocytéw w prébkach badanych dwoma technikami (RCKiK Katowice)

Table 5. Mean leukocyte count in RBTC Katowice samples; 2 methods of measurement

Rodzaj Srednia liczba WBC/pl Srednia liczba WBC x 106/jednostke
sktadnika
n ADAM r-WBC Metoda ADAM r-WBC Metoda
mikroskopowa mikroskopowa
UKKP 29 0,66 0,21 0,03
UKKCz 26 0,95 0,26 0,03

UKKCz — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek czerwonych; UKKP — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek ptytkowych; WBC (white blood cells) — leukocyty

urzadzenia ADAM r-WBC i metodg mikroskopowa.
Po przeanalizowaniu wynikoéw badan wykonanych
trzema technikami stwierdzono, ze Srednia zawar-
toé¢ leukocytow w UKKP wynosita 0,12 x 10%/
/jednostke (ADAM r-WBC), 0,03 x 106/jednostke
(metoda mikroskopowa) i 0,12 x 10%/jednostke
(FC), a srednia zawarto$¢ leukocytow w UKKCz
wynosita 0,19 x 106/jednostke (ADAM r-WBC),
0,01 x 10%/jednostke (metoda mikroskopowa)
10,29 x 105/jednostke (FC).

Po przeanalizowaniu wynikow badan wykona-
nych 2 technikami stwierdzono, ze Srednia zawar-
toé¢ leukocytow w UKKP wynosita 0,21 x 106/
/jednostke (ADAM r-WBC) i 0,03 x 106/jednostke
(metoda mikroskopowa), a Srednia zawarto$¢ leu-
kocytow w UKKCz wynosita 0,26 x 105/jednostke
(ADAM r-WBC) i 0,03 x 10%jednostke (metoda
mikroskopowa).

Poréwnanie wynikOw otrzymanych przy uzyciu
urzadzenia ADAM r-WBC z wynikami uzyskanymi
metoda mikroskopowg i metoda FC polegalo na
obliczeniu wspoélczynnika korelacji. W tabeli 6
przedstawiono wspoiczynniki korelacji dla wynikow
uzyskanych metodami ADAM r-WBC — metoda
mikroskopowa oraz ADAM r-WBC — FC.

Dyskusja

W procesie otrzymywania skiadnikow krwi
etapem koncowym jest kontrola jakoSci, ktéra
ma na celu potwierdzenie, ze skladniki te zostaty
otrzymane zgodnie z wytycznymi Systemu Za-
pewnienia JakoS§ci (SZ]). W zwiazku z powyzszym,
podstawowym obowiazkiem kazdej jednostki orga-
nizacyjnej publicznej stuzby krwi jest powolanie
Dziatu Zapewnienia Jako$ci (DZ]), do ktorego zadan
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Tabela 6. Wspoétczynniki korelacji dla wynikéw uzyskanych w RCKiK w Katowicach

Table 6. Correlation coefficients for leukocyte measurements at RBTC Katowice

Badanie

Wspotczynnik korelacji

ADAM r-WBC — metoda mikroskopowa

UKKCz (n = 10), 3 metody

UKKP (n = 10), 3 techniki

UKKCz wszystkie badane prébki (n = 26), 2 metody

UKKP wszystkie badane prébki (n = 29), 2 metody
ADAM r-WBC — FC

UKKCz (n = 10), 3 metody

UKKP (n = 10), 3 metody

0,74
0,86
0,17
0,62

0,97
0,86

FC (flow cytometry) — cytometria przeptywowa; UKKCz — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek czerwonych; UKKP — ubogoleukocytarny koncentrat krwinek

plytkowych

nalezy nie tylko monitorowanie poszczegdlnych
etapow procesu otrzymywania sktadnikow krwi,
ale takze ocena, czy otrzymane skitadniki krwi
spelniajg zakres normy dla poszczegblnych para-
metréw charakterystycznych dla danego sktadni-
ka. Jak podkre§lono we wstepie niniejszej pracy,
w niektorych krajach europejskich leukoredukcji
poddawane sg wszystkie komorkowe skiadniki
krwi przeznaczone do uzytku klinicznego. Wpro-
wadzenie metody leukoredukcji do rutynowego
stosowania pociaga za sobg wysokie koszty, dla-
tego na przyktad w Polsce ubogoleukocytarne
sktadniki krwi przeznaczane sa przede wszystkim
dla biorcow z bezwzglednymi wskazaniami do
przetoczenia takiego skladnika krwi. Naleza do
nich:

— pacjenci z grupy ryzyka, u ktérych podej-
rzewa sie obecno§¢ przeciwcial anty-HLA
lub u ktorych obecno$¢ tych przeciwciat
stwierdzono;

— potencjalni wielokrotni biorcy (zwlaszcza wie-
lokrotni hiorcy KKP) w celu zabezpieczenia
ich przed alloimmunizacja antygenami HLA;

— plody (transfuzje doptodowe) i noworodki
w celu zabezpieczenia przed przeniesieniem
CMYV — jako alternatywa dla sktadnikow krwi
otrzymanych od CMV-ujemnego dawcy;

— wielokrotni biorcy KKP, u ktorych wystapity
co najmniej dwie poprzetoczeniowe niehe-
molityczne reakcje goraczkowe — jako za-
bezpieczenie przed powtérnymi odczynami;

— potencjalni biorcy przeszczepow krwiotwor-
czych komorek macierzystych oraz potencjal-
ni biorcy przeszczepdw innych narzadow, kto-
rzy powinni otrzymywac wylacznie UKKP;

— pacjenci z upo$ledzeniem ukladu immuno-
logicznego [5].

Pacjenci, ktorym skiadniki krwi przetacza sie
sporadycznie (np. pacjenci poddawani zabiegom
chirurgicznym) zazwyczaj nie wymagaja przeto-
czenia sktadnikéw ubogoleukocytarnych.

W celu zapewnienia odpowiedniej jakoSci
1bezpieczenstwa ubogoleukocytarnych skiadnikow
krwi nalezy dolozy¢ wszelkich staran, aby badania
kontroli jako$ci wykonywane byly przy uzyciu czu-
tej metody pozwalajacej oznaczyC nawet Sladowe
liczby leukocytow. W piSmiennictwie szeroko opi-
sywana jest metoda cytometryczna, ktora znajduje
zastosowanie w kontroli jakoSci krwi 1 jej skiadni-
kow. Jest to metoda czula, jednak ze wzgledu na
wysokie koszty eksploatacji aparatury 1 wykonania
badania stosowana przede wszystkim w duzych
centrach krwiodawstwa i krwiolecznictwa, w kto-
rych wykonuje sie duzg liczbe donacji [10-16].

W 2012 roku rejestracje FDA uzyskato urza-
dzenie ADAM r-WBC, ktoére moze by¢ alternaty-
w3 dla:

— metody mikroskopowej z zastosowaniem Ko-
mory Nageotte, poniewaz oznaczenie wyko-
nywane jest automatycznie, dzieki czemu jest
bardziej czule;

— metody FC, poniewaz badanie jest mniej
kosztowne, a urzadzenie znacznie latwiejsze
w obstudze.

Niniejsza praca jest jedna z pierwszych porow-
nujacych zastosowanie urzadzenia ADAM r-WBC
z innymi metodami (metoda mikroskopowa i1 FC)
stosowanymi do liczenia leukocytow w ubogoleu-
kocytarnych skiadnikach krwi.

Wyniki badan przeprowadzonych w IHi'T w War-
szawie wykazaly, ze liczba leukocytow oznaczona za
pomoca ADAM r-WBC byta znacznie wyzsza niz
oznaczona przy uzyciu metody mikroskopowe;.
Podobne wyniki uzyskali Strobel 1 wsp. [17], ktorzy
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dodatkowo stwierdzili, ze w niektorych przypadkach
Hfalszywe” zawyzanie liczby leukocytéw mogto
prowadzi¢ do nieprawidlowego zakwalifikowania
preparatu ubogoleukocytarnego jako nieubogoleuko-
cytarnego (zwlaszcza w przypadkach, gdy oznaczona
liczba leukocytéw byta bliska granicy normy).

Prawdopodobng przyczyng tych falszywie
zawyzonych liczb leukocytow mogto by¢ zliczanie
przez urzadzenie nie tylko leukocytow, lecz takze
innych fragmentéow komorek barwiacych sie PI
1 zanieczyszczajacych preparat.

Powyzszy problem zostal odnotowany podczas
badan w IHiT w Warszawie 1 zgloszony tworcy
systemu. Zgodnie z pisemng deklaracja producenta,
uwagi [HiT w Warszawie zostaly poddane analizie
1 problem ten rozwigzano. Znalazlo to potwierdzenie
w wynikach badan walidacyjnych, przeprowadzo-
nych w RCKiK w Katowicach, podczas ktoérych
uzyskano wysoki stopien korelacji miedzy grupami
wynikow badan liczby leukocytéw w ubogoleukocy-
tarnych KKP 1 KKCz otrzymanych trzema metoda-
mi (metoda mikroskopowa, FC i ADAM r-WBC).

Wystepowanie zjawiska liczenia wiekszej
liczby leukocytow przez urzadzenie ADAM
r-WBC w poréwnaniu do metody mikroskopowe;j
1 FC zauwazono takze w badaniach prowadzonych
przez Strobla 1 wsp. [17], ktorzy sugerowali, ze
przyczyng zawyzenia wyniku moze by¢ obecno§c
w preparacie niedojrzalych erytrocytow posiadaja-
cych jadro komoérkowe (erytroblastow). Zapewne
moze to czeSciowo tlumaczyé wyzsze warto-
Sci leukocytow uzyskane za pomocg urzadzenia
ADAM r-WBC 1 FC. Hipoteza ta zostala podwazona
w nieopublikowanych badaniach Hauk-Dlimi wsp.,
z ktorych wynika, ze nawet w kozuszkach leukocy-
tarno-plytkowych uzyskanych z krwi pepowinowe;j
znajduje sie tylko 2-3% erytroblastow.

Mimo zawyzonych wynikéw uzyskanych
w pierwszym etapie badan przeprowadzonych
w IHiT w Warszawie i w RCKiK w Katowicach
urzadzenie ADAM r-WBC jest rutynowo stosowane
do oznaczania liczby leukocytow w preparatach
ubogoleukocytarnych, poniewaz zostalo ono pod-
dane weryfikacji zgodnie z uwagami IHiT 1 RCKiK,
a takze ponownej walidacji.
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