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SOUHRN: Uvod: Pii skladovani erytrocytovych transfuznich ptipravkd stoupé hladina volného hemoglobinu, markeru probihajici
hemolyzy. Doporuceni Rady Evropy (Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components, 21° Edition) a ¢eska legislativa
(Vyhl. ¢. 143/2008 Sb.) urcuji jeho maximalni hodnotu jako 0,8 % erytrocytové hmoty na konci doby pouzitelnosti transfuzniho pfipravku.
Méreni % hemolyzy je také doporuceno u erytrocytovych transfuznich pfipravkd, které jsou dale upravovany, napt. promytim. Cilem prace
bylo porovnat dvé metody méfeni volného hemoglobinu v supernatantu erytrocytovych transfuznich pfipravkl piimou spektrofotometrii
a zjistit vhodnost metody stanoveni volného hemoglobinu v transfuznich pfipravcich dle Harboea. Soubor a metodika: Do studie bylo
zafazeno 20 jednotek erytrocytovych transfuznich ptipravkd. Na konci exspirace byly odebrény vzorky supernatantu a zméfena hodnota
volného hemoglobinu metodou pfimé spektrofotometrie stanovenim absorbance vzorku pfi 540 nm (A) a zmérenim absorbance pfi
vinovych délkdch 415 nm, 450 nm a 380 nm dle Harboea (B). Procento hemolyzy erytrocytarni masy pak bylo pfepocitdno na objem
a hematokrit erytrocytového transfuzniho ptipravku. Vysledky: Hladina volného hemoglobinu na konci doby skladovéni erytrocytovych
transfuznich ptipravkd nepresahla 0,8 % erytrocytové masy u vsech jednotek — prdmérné 0,31 % (A) a 0,29 % (B). Mezi obéma soubory
nebyl zjistén statisticky ani klinicky vyznamny rozdil. Zavér: Metoda méreni absorbance pfi vinovych délkdch 415 nm, 450 nm a 380 nm
dle Harboea odpovida bézné pouzivané metodé méreni pfi 540 nm a je vhodna k méfeni obsahu volného hemoglobinu v transfuznich
pfipravcich.

KLICOVA SLOVA: erytrocyty — hemolyza - spektrofotometrie

SUMMARY: Introduction: During the storage of erythrocyte transfusion products, the level of free haemoglobin, a marker of ongoing
haemolysis, increases. The European Council’s recommendations (Guide to the preparation, use, and quality assurance of blood components, 21
Edition) and Czech legislation (Decree No. 143/2008 Coll.) set the maximum level of free haemoglobin at 0.8% of erythrocyte mass by the end of the
transfusion product’s shelf life. Measuring the percentage of haemolysis is also recommended for erythrocyte transfusion products that undergo
further processing, such as washing. The aim of this study was to compare two methods for measuring free haemoglobin in the supernatant of
erythrocyte transfusion products: direct spectrophotometry and the Harboe method for determining free haemoglobin content in transfusion
products. Materials and Methods: The study included 20 units of erythrocyte transfusion products. At the end of the shelf life, supernatant
samples were collected, and the free haemoglobin level was measured using direct spectrophotometry by determining the absorbance of the
sample at 540 nm (A) and measuring absorbance at wavelengths of 415 nm, 450 nm, and 380 nm according to Harboe (B). The percentage of
haemolysis of the erythrocyte mass was then calculated based on the volume and haematocrit of the erythrocyte transfusion product. Results:
The level of free haemoglobin at the end of the storage period did not exceed 0.8% of erythrocyte mass for any unit — on average, 0.31% (A)
and 0.29% (B). No statistically or clinically significant differences were found between the two methods. Conclusion: The method of measuring
absorbance at wavelengths of 415 nm, 450 nm, and 380 nm according to Harboe corresponds to the commonly used method at 540 nm and is
suitable for measuring free haemoglobin content in transfusion products.
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UVOD

Pfi skladovani erytrocytovych transfuz-
nich pripravkl dochazi k poskozeni
erytrocytl, které je doprovazeno me-
tabolickymi zménami, tzv. red cell stor-
age lesion, které se odrazeji v poklesu
pH, zvyseni kalia (K*), laktatu dehydro-
gendzy (LDH), konsumpci glukézy, pro-
dukci laktatu a poklesu 2,3-difosfogly-
cerdtu (2,3-DPG) a adenosintrifosfatu
(ATP). Soucasné stoupa hladina volného
hemoglobinu (vHb), markeru probiha-
jici hemolyzy [1-3]. Doporuceni Rady
Evropy (Guide to preparation, use and
quality assurance of blood components,
21t Edition [4], ddle EU Guide), a ¢eska le-
gislativa (Vyhl. ¢. 143/2008 Sb. [5]) urcuji
jeho maximalni hodnotu jako 0,8 % ery-
trocytové hmoty na konci doby pouzi-
telnosti transfuzniho pfipravku. Ke zvy-
$ené hemolyze erytrocytd miize dojit
jiz béhem zpracovani a skladovani pfi-
pravkd, v disledku nespravného pro-
michani s antikoagula¢nim nebo aditiv-
nim roztokem, nespravnou centrifugaci
nebo nedodrzenim spravnych sklado-
vacich podminek (napf. teploty) [6].
Kromé nespravného odbéru, manipu-
lace, zpracovani nebo skladovani mlze
byt zvysena hemolyza v transfuznim pfi-
pravku (TP) zplsobena také bakteridlni
kontaminaci, vnitfnimi defekty v mem-
branéach erytrocytd darce nebo jinymi
abnormalitami na strané darce [6].
Nékteré erytrocytové transfuzni pri-
pravky, jako jsou erytrocyty promyté,
které jsou dodate¢né upravovany, se
proto maji kontrolovat jiz po jejich
vyrobé.

Volny hemoglobin zpUsobuje jiz pfi
malé koncentraci v plazmé nebo resus-
penznim roztoku zietelné rizové zabar-
veni. Orienta¢né Ize jeho pFitomnost
hodnotit vizudlni kontrolou superna-
tantu TP, presnéjsi stanoveni poskytuje
méfeni absorbance vzorku pfi rznych
vinovych délkéach. PFfi vypoctu % hemo-
lyzy se vychazi z objemu transfuzniho
pfipravku, hodnoty hematokritu a z ab-
sorbance volného hemoglobinu zmé-
fené pomoci spektrofotometrického
stanoveni.

Bézné pouzivana metoda méreni ob-
sahu volného hemoglobinu [7] vychazi
z méfeni absorbance vzorku pfi 540 nm,
kterd je podle Lambert-Beerova zékona
pfimo Uumérnd koncentraci volného
hemoglobinu.

Metoda stanoveni dle Harboea [8-10]
vychazi z hodnot absorbance pfi vino-
vych délkdch 415 nm, 450 nm a 380 nm.
Diky tomu Ize odstranit interferujici vliv
bilirubin-albuminového komplexu a li-
pidl, které také vykazuji absorpci pfi
415 nm (peak pro oxyhemoglobin).

Cilem prace bylo porovnat tyto dvé
metody méfeni volného hemoglobinu
v supernatantu erytrocytovych transfuz-
nich pfipravkl pfimou spektrofotometrii
a zjistit vhodnost metody stanoveni vHb
v transfuznich pfipravcich dle Harboea.

MATERIAL A METODIKA
Odbér krve a vyroba transfuznich
pfipravkd

Celkem bylo pro studii vyuzito 20 jedno-
tek erytrocytovych TP vyrobenych rlz-
nym zplsobem (EBR, ERD, EARD a EP).
Odbér plné krve byl proveden standard-
nim zpUsobem od dobrovolnych bez-
pfispévkovych darcl. Odebirali jsme
460 £ 10ml plné krve do vakl Com-
poFlowFlex CT32150 (Fresenius KABI,
SRN) s antikoagula¢nim roztokem CPD
v poméru 1 : 7 pro zpracovani na EBR
nebo do vakl CQ32250 Compoflow 4F
C3 CPD / SAG-M pro zpracovani na ERD.
PInd krev byla nasledné zpracovana na a)
EBR centrifugaci na centrifuze Cryofuge
6000i (Thermo Fisher Scientific, SRN)
(14 min, 3 250 ot./min, teplota 22 °C, ak-
celerace 6, brzda 6) s oddélenim plazmy
na lisech Optipress Il (Baxter Healthcare
Corporation, USA) a resuspenzi 100 ml
SAG-manitolu; nebo na b) ERD cent-
rifugaci na centrifuze Cryofuge 6000i
(Thermo Fisher Scientific, SRN) (14 min,
3 250 ot./min, teplota 22 °C, akcelerace
6, brzda 6) s oddélenim plazmy na lisech
CompoMat G5 (Fresenius Kabi AG, SRN)
aresuspenzi 100 ml SAG-manitolu. EARD
byly pfipraveny aferézou pfi pouziti od-
bérovych setd Trima Accel” Auto RBC,
Plasma Set na separatoru Trima Accel
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(Terumo BCT Europe, Belgium). Erytro-
cyty promyté (EP) byly pfipraveny na-
slednym zpracovanim ERD, promytim
chlazenym NaCl v Ery wash setu uzavie-
nym zpUsobem (Fresenius HemoCare
Austria GmbH) a centrifugaci na cent-
rifuze Cryofuge 6000i (Thermo Fisher
Scientific, SRN) (10 min, 3 000 ot./min,
teplota 6 °C, akcelerace 5, brzda 5).

Hodnocené parametry

U viech TP jsme v den odbéru (den 0)
hodnotili objem, obsah hemoglobinu,
hematokrit. K posouzeni méfeni % he-
molyzy byly ptipravky vysetifeny po vy-
robé na zacatku skladovéni (den 1)
u erytrocytd promytych a na konci exspi-
race (den 42) u erytrocytd bez buffy coat
resuspendovanych (EBR), u erytrocytl
resuspendovanych deleukotizovanych
(ERD) a u erytrocytd z aferézy (EARD).
Hodnotili jsme hodnotu volného hemo-
globinu (vHb) v % hemolyzy v superna-
tantu transfuznich pfipravkd.

Laboratorni analyza

Laboratorni analyza byla provedena
v akreditované laboratofi na Oddéleni kli-
nické biochemie, KNL, a.s. Vysetieni ob-
sahu vHb bylo provedeno spektrofotome-
tricky (Shimadzu UV-2101 PC, Japonsko).

Odbér vzorkd

Vzorky na biochemicka stanoveni byly
ziskany v den vysetfeni ze supernatantu
po sterilnim navareni na vak a nasledné
centrifugaci (5 min, 3 400 ot. /min).

Vypocet hodnoty volného Hb
Vypocet % hemolyzy se stanovuje z ob-
jemu transfuzniho pfipravku, hodnoty
hematokritu a z absorbance volného he-
moglobinu zméfrené pomoci spektrofo-
tometrického stanoveni.

Bézné pouzivana metoda mé-
feni [7] je zaloZena na méfeni absor-
bance vzorku pfi 540 nm, ktera je podle
Lambert-Beerova zdkona pfimo Umérna
koncentraci volného hemoglobinu.
Z hodnot absorbance je vypocitana kon-
centrace volného hemoglobinu vmg/I
dle vzorce cHb = A540nm x 10 000/ 8,5.
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Metoda méreni dle Harboea [8-10]

je zalozena na méfeni absorbance vzorku Tab. 1. Vysledky parametrt jakosti transfuznich pfipravk.

pfi vinovych délkach 415 nm (peak pro Transfuzni ptipravek objem Hb HCT
oxyhemoglobin), 450 nm a 380 nm. Vzo- EBR  pramér+SD 255418 503+4,5 0,55+ 0,03
rec pro vypocet koncentrace volného ERD pramer + SD 224+8 499+5.2 0,58 + 0,03
hemoglobinu vg/l: cHb = (2 x A415 - EARD  pramér +SD 25442 44,6+22 0,53 + 0,02
A380 - A450) / 11,96. o

EP pramér + SD 257 +24 47,2+5,3 0,55+0,03

V obou pfipadech se pak koncentrace
volného hemoglobinu pfepocitava na
objem TP. Vypoctena hodnota volného
hemoglobinu vmg se pak vztahuje k po-
volené ztraté Hb hemolyzou, coz je 0,8 %
erytrocytové masy.

EARD - erytrocyty z aferézy resuspendované deleukotizované; EBR - erytrocyty bez
buffy-coat resuspendované; EP - erytrocyty promyté; ERD - erytrocyty resuspendova-
né deleukotizované; Hb — hemoglobin; HCT — hematokrit; SD — smérodatna odchylka

Tab. 2. Vysledky markerd hemolyzy erytrocytl — volny hemoglobin (%
Statistické zpracovani hemolyzy)

Zakladni statisticka analyza byla prove-

. Volny Hb (%) 540 nm (A) Harboe (B)
dena v programu Excel 2010 (Microsoft o isn o —
= + ,31£0, 29+ 0,
Corporation, USA). Hodnotili jsme obsah n IS
Avs.B *p=0,623 N

vHb u jednotlivych typl pfipravk{ zmé-
fenych dvéma zpusoby. Data byla hod-
nocena pomoci prliméru, medidnu
a smérodatné odchylky. K porovnani vy-
bérd jsme pouzili dvouvybérovy t-test
a parovy test. Statisticka vyznamnost 08
byla posouzena na hladiné p < 0,05. Déle

*t-test; Hb — hemoglobin; N - statisticky nesignifikantni; SD - smérodatna odchylka

bylo provedeno porovnani vysledkd mé- 0,7 L
feni obou metod dle doporuéeni Ceské
spole¢nosti klinické biochemie CLS JEP 08
pomoci Bland-Altmanova diagramu.

I T
VYSLEDKY S 04 e ——
Vsechny hodnocené erytrocytové TP 2 ]
mély standardni parametry jakosti pro S 0,3 e — X —_—
jednotlivé typy TP podle specifikaci TO
KNL, a.s. v souladu s Vyhl. & 143/2008 Sh. 002
a EU Guide. Vysledky uvédi tab. 1. BT N S

Pfedepsany stuper hemolyzy (< 0,8 %
erytrocytové masy na konci skladovani) 0
byl vyhovujici v obou sledovanych sku-
pindch. Primérnd hodnota hemolyzy
na konci skladovani erytrocytovych pfi-
pravkd byla pfi méfeni vHb dle Foitové
0,31 %, pti méreni dle Harboea 0,29 %.

Vysledky uvadéji tab. 2 a graf 1.

Mezi obéma soubory nebyl pro riizné
zpUsoby méfeni volného hemoglobinu

540 nm (A) Harboe (B)

Krabicovy graf srovnani dvou metod méfeni volného Hb v erytrocytovych pfipravcich
(n=20).

Pole oznacuji horni a dolni kvartily dat a sloupce oznacuji stfedni hodnoty.

Ktizky je vyznacen median. Vousy oznacuji minimalni a maximalni hodnoty.

Graf 1. Porovnani méfeni v Hb (% hemolyzy).

v supernatantu TP zjiStén statisticky vy-
znamny rozdil. Obé metody méfeni byly
shledany jako vyhovujici.

Porovnani vysledkli méfeni obou
metod pomoci Bland-Altmanova dia-
gramu uvadi graf 2. Vypocteny pri-
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mérny relativni bias (primérna hod-
nota rozdill) je vyrazné mensi, nez je
kriticka diference metody. Obé metody
jsou tedy pro klinické Gcely zaménitelné.
Mezi obéma metodami existuje stati-
sticky zanedbatelny bias. Uroven bias

se s 95 % pravdépodobnosti pohybuje
v rozmezi hodnot 0,01-0,03 se stiedni
hodnotou 0,02, coZ znamenad, Ze metoda
méfeni pfi 540 nm bude dévat na celém
intervalu hodnoty o 0,02 vy3si nez mé-
feni podle Harboea.




metodami méreni.
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Bland-Altmaniv diagram znazornujici graf rozdilu mezi vysledky ziskanymi dvéma

Cervené &ary znazoriuji meze shody. Cerna ¢ara ukazuje praimérnou hodnotu rozdild
(bias); ta je 0,02, coz znamend, ze méreni pii 540 nm bude davat na celém intervalu
hodnoty o 0,02 vy33i nez méfeni podle Harboea. Urover bias se s 95 % pravdépodob-
nosti pohybuje v rozmezi hodnot 0,01-0,03 se stfedni hodnotou 0,02.

Jednotlivé datové body jsou rozmistény pfiblizné rovhomérné na obou stranach hod-
noty bias a nepozorujeme typické trychtyrovité vzdalovani se bodl od osy bias, které
je typické pro srovnani metod s prevazujici slozkou relativni chyby (metody se lisi napf.

Graf 2. Bland-Altmantiv diagram: porovnani vysledk(i méfreni dvou metod.

DISKUZE

Hladina volného Hb na konci doby skla-
dovani byla u viech erytrocytarnich TP
pod hranici, kterou stanovuji Vyhl. ¢.
143/2008 Sb. [5] a EU Guide [4]. Cilem
prace bylo stanovit, zda je metoda mé-
feni vHb pomoci spektrofotometrického
stanoveni dle Harboea vhodnd k rutin-
nimu poutziti pfi kontrolach jakosti erytro-
cytovych TP v zafizeni transfuzni sluzby.

Neexistuje zddna stanovena metoda
méreni % hemolyzy erytrocytarnich TP.
Velmi ¢astou metodou stanoveni je me-
toda méfeni dle Fortové [7], kterd vychazi
z méfeni absorbance vzorku pfi 540 nm,
kterd je podle Lambert-Beerova zdkona
pfimo umérna koncentraci volného he-
moglobinu. Nékterd ZTS pouzivaji ke
stanoveni % hemolyzy optické méreni
metodou POCT na hemoglobinome-
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tru HemoCue, kdy je absorbance vzorku
méfena pfi 570 nm a 880 nm. Vysledky
pfi stanoveni hemoglobinu v plazmé po-
moci HemoCue mohou velmi dobfe ko-
relovat s vysledky ziskanymi mérenim
klasickou spektrofotometrii [11]. He-
moCue je velmi rychly a jednoduchy na
pouziti. Hemoglobinmetr mdze mit pro
néktera pracovisté i své nevyhody, jako
je vyssi cena analyzy, obtiznéjsi udrzeni
presnosti a spravnosti analyzy a zajisténi
kontroly kvality.

Dal3i moznad metoda stanoveni dle
Harboea vychazi z méfeni hodnot ab-
sorbance pfi vinovych délkach 415 nm,
450 nm a 380 nm. Diky tomu Ize odstra-
nit interferujici vliv bilirubin-albuminovy
komplexu a lipidQ, které také vykazuji
absorpci pfi 415 nm (peak pro oxyhemo-
globin).V.Han etal. ve své studii stanovili
metodu dle Harboea jako nejlinearnéjsi
a nejpresnéjsi pro méreni koncentrace
hemoglobinu v supernatantu TP s ohle-
dem na méreni v pfitomnosti interferuji-
cich slozek, jako jsou lipidy a bilirubin-al-
buminovy komplex [8-10].

Dal3i moznd metoda méfeni je ky-
anomethemoglobinova (Drabkinova)
metoda zaloZzend na méreni koncen-
trace HiCN [12] a méfeni absorbance
vzorku pfi 550 nm, kdy se koncentrace
vHb vzorku pocita z linedrni rovnice ka-
libra¢ni kfivky. Tato metoda je doporu-
¢ena Mezinarodnim vyborem pro stan-
dardizaci v hematologii jako standardni
metoda pro stanoveni koncentrace Hb
v pIné krvi [13].

Jina studie prokazala, Ze méfeni plaz-
matického hemoglobinu je mnohem
presnéjsi za pouziti Harboeovy metody
nez pfi pouziti Drabkinovy metody [14].
Z tohoto dlvodu jsme pro nasi studii
zvolili metodu méfeni dle Harboea. Dal-
$im ddvodem bylo také to, Ze pro me-
todu je dostupnd EHK u spoleénosti
INSTAND e.V., kontrolni cyklus Freies
Hamoglobin.

ZAVER

Metoda méfeni absorbance pfi vino-
vych délkach 415 nm, 450 nm a 380 nm
dle Harboea odpovida bézné pouzivané



metodé méfeni pfi 540 nm a je na za-
kladé nami ziskanych vysledk(l vhodna
k méreni obsahu volného hemoglobinu
v supernatantu erytrocytovych transfuz-
nich pfipravkd.

POUZITE ZKRATKY

CPD - antikoagula¢ni roztok: citrat, fosfat,
dextréza

EARD - erytrocyty z aferézy resuspendované
deleukotizované

EBR - erytrocyty bez buffy-coat resuspendované
EHK - externi hodnoceni kvality

EP - erytrocyty promyté

ERD - erytrocyty resuspendované
deleukotizované

Hb — hemoglobin

HCT - hematokrit

KNL, a.s. — Krajskd nemocnice Liberec, a.s.

LDH - laktat dehydrogendza

NaCl - fyziologicky roztok: chlorid sodny

POCT - Point of Care Testing

SAG-M - SAG-manitol: konzervaéni roztok

TP - transfuzni pripravek

V - objem

vHb - volny hemoglobin

ZTS - zafizeni transfuzni sluzby
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