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SAMMANFATTNING

Efter tappning av 450 mL helblod fran frivilliga blodgivare separeras blodet till plasma,
erytrocyter och trombocyter. Kontroller tas for att underséka komponentframstallningens
resultat. | plasmaenheterna kontrolleras bland annat att antalet erytrocyter 4r under 6x10°
per liter. Helblod innehaller normalt 4-6x10*2 erytrocyter per liter. Massiv blodning ar den
framsta indikationen for plasmatransfusion. En transfusion &r forknippad med risker sasom
transfusion related acute lung injury (TRALI) och transfusion associated circulatory
overload (TACO). Syftet med examensarbetet var att hitta en beslutsgréns for bestamning
av erytrocytinnehallet i plasmakomponenter som framstalls vid beredning av
blodkomponenter infor transfusion. Gransen skulle faststéllas genom en jamforelse mellan
teststickan Multistix 8 SG, Body fluid-programmet i hematologiinstrumentet Advia 2120
samt manuell rakning i Birkers raknekammare. Analys skedde av 38 prover varav 18
prover fick tillsats av extra erytrocyter for att antingen dverstiga kontrollgrénsen eller finna
dvergangen till stickans hogsta niva. Medelvardet och medianen for de kvantitativa
resultaten fran Blrkers raknekammare for 20 godkanda kontrollerna, fordelade efter
teststickans kategorier, beraknades. Samtliga resultaten lag mellan 0,063x10°%L och
2,08x10°%L. Av de 38 prover som analyserades erhéll 37 ett resultat i form <10x10%/L p&
Advia 2120. Utifran de erhallna resultaten fastslogs gransen vid vilken en
komponentkontroll garanteras ett godként resultat till <2+ pa teststickan. Vid resultat 3+
ska en konfirmerande kvantitativ analys utforas. Den slutsats som kunde dras var att
teststickan Multistix 8 SG kan anvandas som en screeningmetod vid analys av
erytrocytinnehallet i de tillverkade plasmakomponenterna. Slutsatsen blev dven att det
Adviaprogram som anvandes inte ar lampligt for analys av erytrocytinnehallet i plasma.

Nyckelord
Komponentberedning, plasmakomponent, produktkontroller, erytrocytinnehall, Birkers
raknekammare, Multstix, Advia 2120.



ABSTRACT

Following blood donation of 450 mL of whole blood from volunteer donors, the blood is
separated into plasma, erythrocytes and thrombocytes. Controls are performed to
investigate the separation performance. E.g. the plasma units are not allowed to contain
more than 6x10° erythrocytes per liter. Whole blood does normally contain 4-6x10*2
erythrocytes per liter. The primary indication for plasma transfusion is massive bleeding, a
treatment mainly associated with risks such as transfusion related acute lung injury
(TRALLI) and transfusion associated circulatory overload (TACO). The aim of the thesis
work was to find a decision limit for the determination of the erythrocyte content in plasma
components produced prior to transfusion. The limit was to be determined by a comparison
between the Multistix 8 SG test stick, Body fluid program in the Advia 2120 hematology
instrument and manual count in the Burker counting chamber. Analysis were performed on
38 samples, of which 18 samples were prepared by addition of extra erythrocytes to either
exceed the control limit or find the transition point to the highest result level of the stick.
The average and median of the quantitative results from the Blrker counting chamber for
the 20 approved controls, broken down by the categories on the stick, were calculated. All
results were between 0.063x10%L and 2.08x10°%L. Of the 38 samples analyzed, 37
received a result <10x10%L on the Advia 2120. Based on these results, the decision limit at
which a component control is guaranteed an approved result was determined to <2+ on the
test stick. In the case of a 3+ result, a confirmatory quantitative analysis must be
performed. The conclusion was that the test stick Multistix 8 SG could be used as a
screening method for analyzing the erythrocyte content of the plasma components
produced. The conclusion was also that the Adviaprogram used is not suitable for analysis
of the erythrocyte content in plasma.



FORKORTNINGAR

DIC — disseminated intravascular coagulation

FFP — farskfryst plasma

GMP — good manufacturing practice, god tillverkningsed
HLA — humana leukocytantigen

PLT — platelet count, antalet trombocyter

RBC — red blood cell count, antalet erytrocyter

TACO - transfusion associated circulatory overload
TNC — total nucleated cell count, antalet karnférande celler
TRALI — transfusion related acute lung injury

TTP — trombotisk trombocytopen purpura

WBC — white blood cell count, antalet leukocyter
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INTRODUKTION

Plasma

Manniskans blod bestar av celler férdelade i plasma, en vatska till cirka 90 % bestaende av
vatten (1-4). Ovrigt innehall i plasman &r fett, kolhydrater, l6sta salter, samt ett stort antal
olika proteiner med en totalvikt pa omkring 70 gram per liter plasma (1, 2, 4, 5). Plasman
har en gulaktig farg som erhalls pa grund av dess innehall av bilirubin och albumin (2, 6). |
plasman transporteras olika amnen antigen fritt eller bundna till olika plasmaproteiner
beroende pa deras vattenlslighet (4). Exempel pa plasmaproteiner dr albumin,
koagulationsfaktorer, immunoglobuliner och komplementproteiner. Albumin &r ett
transportprotein som hjalper till att bibehalla vatskebalansen i blodkarlen.
Koagulationsfaktorernas uppgift &r att stoppa blédning genom att koagulera blodet.
Immunoglobulinerna, dven kallade antikroppar, och komplementproteinerna &r tva viktiga
delar av immunforsvaret mot fraimmande &mnen (4, 7-9).

Erytrocyter

De tre huvudtyperna av celler i blodet ar leukocyter, trombocyter samt erytrocyter, varav
de sistnémnda utgér 6ver 90 % av blodets celler (1). Hos en vuxen individ finns det
omkring mellan 4-6x10'2 erytrocyter per liter med en viss kdnsvariation (10). En mogen
erytrocyt saknar cellkérna, mitokondrier och andra cellorganeller (1, 4, 11, 12). Detta gor
erytrocytens metabolism anaerob (1, 12). Erytrocyternas uppgift &r att transportera syrgas
fran lungorna till kroppens alla celler samt att transportera koldioxid tillbaka till lungorna
(1, 12, 13). Erytrocyterna har en diameter pa omkring 8 um men dess runda, bikonkava
form ger cellen en stor yta vilket underlattar utbytet av syrgas och koldioxid (1, 11).

Erytrocyten har en genomsnittlig levnadstid pa 120 dagar (1, 4, 12). En av anledningarna
till det &r avsaknaden av DNA och RNA. Detta gor att erytrocyten inte kan producera
nagra proteiner for att laga cellskador som uppstar nar den pressas genom tranga kapillarer
(1). Avsaknaden av DNA och RNA gor ocksa att erytrocyten inte kan foroka sig genom
celldelning utan varje erytrocyt maste nybildas genom delning av stamceller, en process
som kallas erytropoes (1, 11, 12). Detta ar en process som pagar under hela manniskans
liv. Hos vuxna individer sker den i den réda benmargen i de platta benen sasom revbenen,
brostbenet och backenbenet. Stamcellen &r fran borjan gemensam fér bade erytrocyter,
leukocyter och trombocyter (1, 4). Den genomgar sedan manga olika mognadssteg innan
den slutligen blir en mogen erytrocyt (1, 12). Produktionen av erytrocyter fran stamceller i
benmargen styrs av erytropoetin, ett hormon som frislapps fran njurarna. Frislappningen
regleras av hur bra syretransporten till njurarna ar. Nar erytrocyten dor tas den upp och
bryts ner av makrofager i levern, mjalten och benmargen (1, 4, 12).

Erytrocytens syretransporteringsformaga ar helt beroende av dess innehall av hemoglobin
(1, 4, 14). Det ar ett amne som &r uppbyggt av fyra underenheter. Varje underenhet bestar
av en hemgrupp som har en globulér polypeptidkedja veckad kring sig (1, 14, 15).
Hemgruppen i sin tur har en jarnatom i mitten till vilken syrgasmolekylen binds (1, 4, 14).
Varje hemoglobinmolekyl kan darmed binda fyra syrgasmolekyler at gangen (1, 12). |
genomsnitt innehaller blodet 150 gram hemoglobin per liter, med en viss konsvariation.



Hemoglobin utgor cirka 95 % av erytrocytens proteininnehall da varje erytrocyt innehaller
omkring 300 miljoner hemoglobinmolekyler (1).

ABO-systemet

ABO-systemet ar ett blodgruppssystem som upptéacktes ar 1901 av Karl Landsteiner (16).
Det bestar av fyra olika fenotyper i form av A, AB, B och O (16, 17). Fenotypen baseras pa
uttrycket av de tre allelerna A, B och O pa kromosom 9. Dessa alleler kodar for enzymer
ansvariga for bildning av de antigen som uttrycks pa erytrocyten (16). Antigen A och B
utgar bada fran en prekursorsubstans H till vilken N-acetylgalaktosamin respektive D-
galaktos adderas i olika utstrackning av enzymer som kallas glykosyltransferaser. O-allelen
kodar inte for nagot enzym och motsvarande antigen bestar darfor endast av H-substans.
Allelen for A- och B-antigenet skiljer sig at med sju nukleotider. Anledningen till att de tre
allelerna kan ge upphov till fyra fenotyper &r att A- och B-allelen ar ko-dominant medan
O-allelen ar recessiv i nedarvningen (16, 17).

En individ med blodgrupp A uttrycker A-antigen pa ytan av sina erytrocyter. Motsvarande
har den dven antikroppar ndrvarande i plasman mot det antigen som inte uttrycks (tabell I).
| det hér fallet har individen alltsa antikroppar mot B-antigenet. En individ med blodgrupp
O daremot uttrycker varken A- eller B-antigen pa sina erytrocyter men har antikroppar mot
de bada i sin plasma. Varje erytrocyt uttrycker omkring tva miljoner antigenmolekyler (4,
16-19).

Tabell I: ABO-systemets fyra forekommande fenotypers uttryck av erytrocytantigen och antikroppar i
lasman.

Blodgrupp | A B AB 0]

Erytrocyter | A-antigen | B-antigen A-antigen Antigen A och
B-antigen B saknas

Plasman Anti-B Anti-A Anti-A och Anti-A och
Anti-B saknas anti-B

Antigenuttrycket pa erytrocytens yta ar en kolhydratkedja dér oligosackaridernas sekvens
bestdmmer om det &r ett A- eller B-antigen. De naturligt férekommande antikropparna i
plasman kan vara av IgM- och IgG-typ. Nar antikropparna kommer i kontakt med
antigenet pa erytrocyterna aktiveras komplementkaskaden vilket leder till att erytrocyterna
lyseras (4, 16).

Komponentberedning och produktkontroller

Efter tappning av 450 mL helblod fran frivillig blodgivare placeras helblodspasen pa en
kylplatta for att paskynda nerkylningen av blodet till rumstemperatur. Nedkylningen pagar
i tva timmar och darefter bibehalls en temperatur pa omkring 20° (19, 20). Anledningen till
att blodpasarna ska vila innan komponentberedningen paborijas &r att leukocyterna i blodet



ska tillatas fagocytera eventuella bakterier innan uppdelningen, vilket minskar risken for
bakteriedverforing vid transfusion (20, 21).

Plasmaenheter fas genom separation fran erytrocyter, leukocyter och trombocyter efter
helblodstappning, alternativt via aferes. Separationen sker genom centrifugering dar
skillnaden i densitet mellan de olika bestandsdelarna utnyttjas (5, 18, 19, 22-27).
Erytrocyterna har hogst densitet, 1,060 g/mL, och hamnar i pasens nedre del. Plasman
kommer att utgora toppskiktet eftersom den har en densitet pa 1,025 g/mL (23, 25-27).
Trombocyterna hamnar mellan plasman och erytrocyterna i ett sa kallat buffy coat medan
leukocyterna samlas i den Gvre delen av erytrocytskiktet (26). Centrifugeringshastighet och
tid véljs sa att storsta mojliga méangd produkt kan utvinnas med minsta maéjliga skada pa
cellerna (23, 24, 26-28). Plasma fran helblod tillverkas oftast i enheter om 200-300 mL (5,
19, 24).

For att erhalla leukocytbefriade komponenter genomfors en filtrering. Da filtret fangar upp
leukocyter och trombocyter genom bade adhesion och att cellerna mekaniskt fastnar i
filtrets fibrer kan inga trombocytkomponenter framstéllas om filtreringen sker innan
centrifugeringen. Eftersom leukocyterna samlas i erytrocytskiktet nar centrifugering sker
innan filtrering ar det endast nédvéndigt att filtrera erytrocytenheten i dessa fall (19, 24,
26).

Efter centrifugering separeras plasman fran erytrocyterna och eventuella trombocyter med
en automatisk blodpress genom att plasman éverfors till en tom forvaringspase.
Blodpressen anvander sig av en optisk sensor som mater ljusgenomsléppligheten hos
vatskan. Da de olika komponenterna har en skild ljusgenomslapplighet kan blodpressen
skilja komponenterna at (29).

Framstalld plasma fryses och forvaras vid en temperatur pa -18°C eller lagre. Tack vare
den laga forvaringstemperaturen ar plasmaenheterna hallbara i upp till 3 ar (18, 24, 26, 27).
Den farskfrysta plasman (FFP) bendmns pa tva vis; FFP1 som &r infryst inom 8 timmar
fran tappning och FFP2 som é&r infryst 8-24 timmar fran tappning (5, 30). De flesta
koagulationsfaktorerna ar vélbevarade i bada varianterna, dock innehaller FFP2 en lagre
koncentration av stabila koagulationsfaktorer sasom faktor V och faktor V111 jamfort med
FFP1 (5, 18, 27, 30). Tining av plasman har viss paverkan pa koagulationsfaktorernas
aktivitet men endast en liten del av dessa forsvinner vid upptining (5, 30). Vid infrysning
av plasma forstors eventuella kvarvarande blodceller (25, 31, 32). Majoriteten av den
plasma som framstélls séljs till lakemedelsindustrin (24, 33). Dar anvands plasman som
ravara for att framstélla olika plasmaproteiner. Exempel pa sadana &r albumin,
immunoglobuliner, antitrombin och koagulationsfaktorerna VIl och IX (19, 24, 33).

Tillverkningen av komponenter ska ske enligt Good Manufacturing Practice (GMP) (19).
Det &r ett regelverk som styr samtliga steg i tillverkningsprocessen for att sakerstélla
blodkomponenternas kvalitet. GMP rér allt fran renhet vid tillverkning och personalens
utbildning till sparbarhet och dokumentation (34). De lokaler som anvands for
framstéllning av komponenter ska motsvara renhetsklass D. For att uppfylla detta krav



krdvs det att rummet har ett 6vertryck gentemot omgivningen samt att den inkommande
luften filtreras (24).

Produktkontroller

Komponentberedningen maste inga i ett kvalitetskontrolls- och kvalitetssakringssystem dar
bade produkter och all utrustning kontrolleras regelbundet (23). Kontroller tas for att
undersoka produktframstéllningens resultat. Provtagningen ska ske slumpmaéssigt och
utspritt under aret for att tacka in alla berérda komponenter, personal, utrustning och
arbetspass (25). Eftersom kvarvarande blodceller i plasman forstors vid infrysning ska
kontrollerna tas i samband med framstallningen (25, 31, 32). Den plasma som &r avsedd
for transfusion till patient kontrolleras dock inte utan dar sakerstélls kvaliteten istéllet
genom en recentrifugering (22).

I plasmaenheterna kontrolleras antalet kvarvarande celler, det vill sdga antalet leukocyter
(WBC), antalet trombocyter (PLT) samt antalet erytrocyter (RBC) (22). Vid
Blekingesjukhuset i Karlskrona analyseras detta med hematologiinstrumentet Advia 2120.
De gransvérden som foreligger ar <1x108 per enhet for WBC, <50x10° per liter for PLT
och <6x10° per liter for RBC. For att berdkna antalet celler per enhet beraknas forst
volymen (22, 25).

Kvalitetskraven innefattar bade gransvarden for respektive enhet och hur stor andel av
enheterna som maste ligga inom dessa (25). Kraven kommer fran Socialstyrelsens och
Lakemedelsverkets foreskrifter (24). Av de enheter som kontrolleras ska minst 75 %
uppfylla de krav och gransvarden som finns. Dock maste 90 % av de leukocytreducerade
blodenheterna uppfylla kravet om mindre &n en miljon leukocyter per enhet. Antalet
kontrollerade enheter per ar styrs av antalet producerade enheter (25). Vid avdelningen for
transfusionsmedicin pa Blekingesjukhuset i Karlskrona framstélls omkring 20 000 enheter
per ar, av dessa kontrolleras omkring 200 plasmaenheter fordelade sa att cirka 15-20
kontroller utfors per manad (22, 25).

Plasmatransfusion och transfusionsreaktioner

Den framsta indikationen for transfusion av plasma &r massiv blddning (4, 5, 18, 24, 26,
30, 32, 33, 35). En sadan transfusion ersatter forlorade koagulationsfaktorer sa att hemostas
kan uppnas (5, 26, 30, 32, 35). Ovriga proteiner i plasman tros dven de ha viss fordelaktig
effekt vid en sadan transfusion (30). Plasma transfunderas dven vid stora brannskador, som
medfor stora forluster av plasma, samt vid andra typer av hemostasrubbningar exempelvis
trombotisk trombocytopen purpura (TTP) och disseminerad intravasal koagulation (DIC)
(4,5, 24, 33).

De risker som i forsta hand férknippas med plasmatransfusion ar transfusion related acute
lung injury (TRALI) och transfusion associated circulatory overload (TACO) (19, 26, 30,



32). TRALLI &r en transfusionsreaktion som kannetecknas av lag syrgashalt i blodet, sa
kallad akut hypoxemi, och icke-kardiogent lungddem inom 6 timmar fran transfusion (18,
19, 32, 36). Orsaken till reaktionen ar forekomsten av antikroppar hos blodgivaren riktade
mot leukocyter, narmare bestamt mot antigen pa neutrofila granulocyter eller humana
leukocytantigen (HLA) (18, 19, 30, 32). Nar dessa antikroppar transfunderas till en patient
med motsvarande antigen kommer de neutrofila granulocyterna i lungornas
mikrovaskulatur att agglutinera. De frisatter da enzymer och inflammationsmediatorer som
skadar lungendotelet (32). Kvinnor, sarskilt kvinnor som genomgatt ett flertal graviditeter,
ar den grupp av manniskor som oftast har HLA-antikroppar. En strategi for att minska
risken for TRALLI ar darfor att inte transfundera plasman fran dessa givare (5, 32). TACO
kannetecknas av akut respiratorisk nod, syrebrist i vavnader, sa kallad hypoxi, och
temporart transfusionsassocierade lungddem (18, 32). Symptomen fran de bada
reaktionerna liknar varandra och tillstanden kan darfor vara svara att sarskilja. Orsaken till
TACO ér en forhojd blodvolym, oftast till féljd av att den transfunderade méangden plasma
som kravs for att ersétta de koagulationsfaktorer som patienten &r i behov av &r hog (32).

Andra, mindre ofta forekommande, risker &r allergiska transfusionsreaktioner och
erytrocytalloimmunisering. En allergisk reaktion sker till f6ljd av att mottagaren har
antikroppar som reagerar mot ett antigen hos givaren. Exempel pa sadana antigen ar
haptoglobin och IgA men bortsett fran dessa tva ar antigenen oftast svaridentifierbara (32).
En erytrocytalloimmunisering innebar att det bildas antikroppar mot de erytrocytantigen
som mottagaren sjalv saknar (37). Da kvarvarande erytrocyter och erytrocytfragment i
plasman potentiellt kan orsaka en alloimmunisering hos mottagaren kraver The Council of
Europe att varje plasmaenhet ska innehalla farre an 6x10° erytrocyter per liter innan
infrysning (26, 32). De flesta erytrocyterna fragmenteras vid infrysning vilket minskar
deras immuogenicitet. Den fran borjan laga halten och fragmenteringen vid infrysning gor
att alloimmunisering vid plasmatransfusion numera &r ovanlig (32).

Analysmetoder
Multistix 8 SG och Clinitek Advantus™ Analyzer

Enligt Handbok for Blodcentraler kan en teststicka avsedd for urin anvandas som
sallningstest for rakning av laga koncentrationer erytrocyter (25). Multistix 8 SG ar en
teststicka avsedd for in vitro-diagnostik av urin och kan avlasas bade manuellt och
maskinellt (38, 39). Stickan innehaller ett flertal testomraden for detektion av olika &mnen.
Testomradet for detektion av blod bestar av bland annat diisopropylbensen-dihydroperoxid
och 3,3",5,5 -tetrametylbensidin (38). Metoden bygger pa ett fargomslag av testomradet
som sker till f0ljd av att den peroxidasliknande aktiviteten hos hemoglobin katalyserar
reaktionen i diisopropylbensen-dihydroperoxid och 3,3,5,5"-tetrametylbensidin (38, 40).
Stickan &r graderad i fem olika steg; negativ, +/-, +, 2+ och 3+. Dar motsvarar + cirka 25
erytrocyter per pL urin, 2+ omkring 80 erytrocyter per pL och 3+ ungefér 200 erytrocyter
per pL. En hemoglobinkoncentration pa 150-620 pg/L motsvarar ungeféar 5-20 intakta
erytrocyter per pL. Kaptopril och andra foreningar innehallande sulfhydrylgrupper kan
minska kansligheten. Kontaminering med vissa oxiderande @mnen, sasom hypoklorit, kan
orsaka falskt positiva resultat. Aven synliga rester av blod kan paverka lasbarheten (38).



Infor analys &r det viktigt att provet ar valblandat och att stickan endast doppas i provet,
den ska inte vara kvar nagon langre tid i provet (38, 39).

For maskinell avlasning av teststickan kan det halvautomatiska analysinstrumentet Clinitek
Advantus™ Analyzer anvandas. Det ar en reflektansspektrofotometer som analyserar
fargen och intensiteten i ljuset som reflekteras fran testomradet. Instrumentet bestar av en
station for laddning av stickor, en station fér inkubation och avlasning samt en
avfallsbehallare (40). Nar teststickan har doppats i provet placeras den pa
laddningsstationen och en arm for stickan till inkubations- och avlasningsstationen (39,
40). Dér avlases stickans ID-band fér autokontroll bestaende av automatisk identifiering
och kvalitetskontroll av stickan (38-40). Infor varje analys genomfors automatiskt en
kalibrering av instrumentet med hjalp av tva vita kalibreringsstickor (40). Stationen bestar
av tva lashuvud som avlaser stickans testomraden efter bestamda inkuberingstider, det ena
efter kortare tid och det andra efter langre tid (38, 40). Varje lashuvud innehaller en
glodlampa och ett fotodiodpaket. Lampan bestralar testomradet och en del av ljuset som
traffar omradet reflekteras tillbaka till fotodiodpaketet. Vilken vaglangd det reflekterade
ljuset har beror pa fargférandringen i faltet och ar direkt relaterat till koncentrationen av
amnet i provet. Fotodiodpaketet innehaller fyra filter med fyra olika vaglangdsomraden for
blatt, gront, rott och infrarott ljus. Fotodiodpaketet omvandlar sedan det detekterade ljuset
till elektriska impulser. Dessa impulser behandlas av instrumentets mikroprocessor och
omvandlas da till kliniskt relevanta resultat. Efter slutford testning faller stickorna ned i
avfallsbehéllaren (40).

Advia 2120

For att bestdmma antalet celler i en komponent kan en automatisk cellrdknare anvéndas.
Vanligtvis &r dock inte de program som anvands for analys av helblod anpassade for analys
av mer cellfattiga vétskor. Anledningen dar oftast att det inte foreligger linjaritet i detta
matomrade (12, 25). Sadana instrument raknar cellerna i en bestamd volym som passerar
genom instrumentet (11). Ett program i Advia 2120 som &r anpassat for cellfattiga vatskor
ar Body fluid-programmet. Det ar avsett for analys av antalet karnférande celler (TNC) och
RBC i prover fran pleura (lungsacken), peritoneum (bukhinnan) och peritonealdialys
(bukdialys) insamlade i EDTA-ror (41-44). Innan analys &r det viktigt att provet ar
vilblandat. Analysen kraver 300 pL prov och &r linjar mellan 10x10° — 6,76x10'? celler per
liter. P& grund av detta anges resultat under 10x10° celler per liter som <10 (44).

Advia 2120 Hematology System &r ett automatiserat hematologiinstrument bestaende av en
analysdel innehallande bland annat reagens, hydralik och en uppsamlingscontainer samt en
tillhérande dator (45). Provinmatningen kan ske via en automatisk provinmatare med
kapacitet for 150 prover fordelade pa 15 rack alternativt manuellt via det yttre 6ppna eller
slutna systemet (45, 46). Nar provet har aspirerats nar det en fordelningsventil som roterar
for att fordela provet till de olika kanalerna for de olika analyserna (45). Vid analys av
antalet erytrocyter blandas provet med ADVIA 120 RBC/PLT-reagens, bestaende av
natriumdodecylsulfat (0,035 mmol/L), dinatrium EDTA dihydrat (4,03 mmol/L),
tetranatrium EDTA dihydrat (3,36 mmol/L), natriumklorid (109,3 mmol/L), glutaraldehyd



(0,11%) och buffert, i en reaktionskammare. Genom en cytokemisk reaktion blir
erytrocyterna isovolymetriskt sfarade, vilket innebér att de formar sfarer men behaller
samma volym. Dérefter fixeras de till denna form. For att cellerna sedan ska kunna passera
genom flodescellen for analys tillfors Sheath/Rinse-vitska innehallande
konserveringsmedel, buffrar och tensid. Erytrocyterna passerar sedan genom en flodescell i
en encellssupsension. | flodescellen bestralas de av ljus fran en laserdiod vilket de da
bryter. En detektor i form av en spridningsfotodiod detekterar det spridda ljuset vid tva
vinklar, en lag vinkel pa 2-3° respektive en hog vinkel pa 5-15° (44, 45, 47, 48). De tva
ljusspridningssignalerna amplifieras sedan elektroniskt och RBC beréknas (45).

Blrkers raknekammare

For att undersdka cellinnehallet i olika kroppsvatskor kan Biirkers raknekammare
anvéandas. Det ar en manuell metod som, korrekt utford, ar valdigt saker men ocksa
tidskravande jamfort med automatiska cellrakningsmetoder (11). Da plasmaenheter ska
innehalla laga halter erytrocyter for att vara godkéanda produkter &r den har metoden
lamplig for rakning av erytrocytinnehallet (25). Blirkers raknekammare anses vara Gold
Standard for berékning av antalet erytrocyter i plasmaenheter (49).

i

Figur 1: De olika rutorna i Birkers raknekammare dar A-rutan & markerad med en rod linje, B-rutan ar bla, C-rutan &r
orange, D-rutan &r lila och E-rutan &r gron.

Raknekammaren innehaller en monstrad yta uppdelad i nio stora rutor benamnda som A-
rutor med matten 1x1 mm och ett djup pa 0,1 mm. Detta ger varje A-ruta en volym pa 0,1
mm?. Varje A-ruta &r sedan i sin tur indelad i mindre rutor med beteckningarna B-, C-, D-
och E-rutor som rymmer olika volymer (figur 1). Hela kammaren rymmer en volym pa 10
uL. Tidigare var det vanligt med ateranvandningsbara kammare gjorde av glas men da
dessa latt blev repiga och sémre med tiden finns nu engangskammare i plast att tillga (50).

Validering

Vid inforandet av en ny metod i en verksamhet ska en validering genomforas for att pavisa
att metoden leder till de avsedda och forvéantade resultaten. Finns det sedan tidigare en
genomford validering &r det endast nddvandigt att utfora en verifiering for att lokalt
bekréfta valideringens resultat (25, 51). Som en del av valideringen bor linjériteten for
analysmetoden inom det avsedda matomradet undersokas (51). For metoder avsedda for



cellrakning i blodkomponenter rekommenderas det att kontroller genomfors i sadan
utstrackning att de tacker minst samma innehall och omfattning som normalt kontrolleras
under en manads tid (25).

Syfte

Syftet med examensarbetet var att hitta en beslutsgrans for bestdmning av
erytrocytinnehallet i plasmakomponenter som framstélls vid beredning av
blodkomponenter infor transfusion. Gransen skulle faststallas genom en jamfoérelse mellan
teststickan Multistix 8 SG, analysmetoden avsedd for cellfattiga vatskor i
hematologiinstrumentet Advia 2120 samt manuell rakning av antalet erytrocyter i Birkers
raknekammare. Den fragestallning som férelag var huruvida Multistix 8 SG kunde
anvandas som en screeningmetod vid analys av erytrocytinnehallet i de
plasmakomponenter som tillverkas vid avdelningen fér transfusionsmedicin pa
Blekingesjukhuset i Karlskrona. Om sa ar fallet, dven undersoka var gransen gick vid
vilken analysen istallet bor ske i hematologiinstrumentet Advia 2120 for att sakerstélla att
antalet erytrocyter inte 6verstiger gransen tillatna erytrocyter i plasmakomponenten.

MATERIAL OCH METOD

Framstéllning av plasma

Whole Blood-pase (n=14)

Tappningspasen Whole Blood (MacoPharma, Mouvaux, Frankrike) innehallande 450 mL
helblod placerades efter tappning pa ett kylblock. N&r pasen hade vilat pa kylblocket i en
timme hangdes den upp for filtrering genom Leucoflex LXT in-line filtret (MacoPharma,
Mouvaux, Frankrike). Dérefter centrifugerades pasen i nadgon av de tva centrifugerna Roto
Silenta RS eller Roto Silenta 630 RS (Andreas Hettich GmbH & Co, Tuttlingen,
Tyskland), bendmnda RS respektive RS-ny. Centrifugeringen skedde vid 4805g i 11,5
minuter vid en temperatur pa 22°C. Efter centrifugering pressades pasen i MacoPress
Smart (MacoPharma, Mouvaux, Frankrike) for att separera plasman fran erytrocyterna.
Efter genomford filtrering, centrifugering och komponentuppdelning marktes ett EDTA-
ror med tappningsnummer och blodgrupp innan det fylldes till halften med plasma (22).

Erythrocytes-pase (n=6)

Tappningspasen Erythrocytes (MacoPharma, Mouvaux, Frankrike) innehallande 450 mL
helblod placerades efter tappning pa ett kylbklock. Nar pasen hade vilat pa kylblocket i tva
timmar centrifugerades den i nagon av de tva centrifugerna RS eller RS-ny vid 4898g i 12
minuter vid en temperatur pa 22°C. Darefter pressades pasen i MacoPress Smart
(MacoPharma, Mouvaux, Frankrike) for att separera plasman fran erytrocyterna och buffy
coaten. Darefter mérktes ett EDTA-rér med tappningsnummer och blodgrupp innan det
fylldes till halften med plasma (22).



De plasmaenheter som framstalldes forvantades uppfylla kravet att innehalla mindre &n
6x10° erytrocyter per liter plasma. Darfor togs, utéver dessa 20 produktkontroller, dven 10
prover till vilka erytrocyter tillsattes for att dverstiga denna gréns. De 10 proverna
framstalldes fran tre av de 20 plasmapasarna. Det skapades dven en serie av prover kring
omradet mellan 2+ och 3+ pa urinstickan Multistix 8 SG (Siemens Healthcare Diagnostics,
Tarrytown, USA). Denna serie inneholl 8 prover framstallda fran en av de 20
plasmapasarna. Tillsatsen erholls genom att ett EDTA-ror fylldes med erytrocyter fran den
erytrocytenhet som framstéllts fran samma givare. Déarefter centrifugerades roret for att
skapa den pellet med koncentrerade erytrocyter som sedan tillsattes till plasman.

Multistix 8 SG

Kvalitetskontroll genomférdes av ordinarie personal placerad vid urinanalysinstrumentet
nar en ny burk teststickor 6ppnades. Da anvandes Liquid QC DipStrip Urinalysis Control
(Cliniga Corp., San Marcos, USA) (38).

EDTA-roren innehallande plasma (n=38) vandes for hand tio ganger innan urinstickan
Multistix 8 SG (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, USA) doppades i plasman.
Stickans baksida torkades av mot rorets kant i samband med att den avlagsnades fran roret.
Darefter placerades stickan i Clinitek Advantus™ Analyzer (Siemens Healthcare
Diagnostics, Tarrytown, USA) for analys med reflektansspektrofotometri. Den
peroxidasliknande aktiviteten hos hemoglobin katalyserade reaktionen i
diisopropylbensen-dihydroperoxid och 3,3",5,5 -tetrametylbensidin vilket ledde till ett
fargomslag. (38-40).

Advia 2120

Kontroller utfordes tre ganger dagligen av ordinarie personal placerad vid
hematologiinstrumentet. Da anvandes Advia 2120 3-in-1 TestPoint Control (Siemens
Healthcare Diagnostics, Tarrytown, USA).

Ett EDTA-rér innehallande natriumklorid [9 mg/mL] (Fresenius Kabi AG, Homburg,
Tyskland) och EDTA [4 mM] analyserades med hjélp av Body fluid-programmet i
hematologiinstrumentet Advia 2120 (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, USA).
Detta for att sakerstélla att instrumentet var rent sedan foregaende analys. Provet
aspirerades genom instrumentets yttre, 6ppna kanal. Darefter vandes EDTA-rdren
innehallande plasma (n=38) tio ganger for hand innan 300 pL prov aspirerades, dven det
genom instrumentets yttre, 6ppna kanal. Plasmaprovet nadde da en fordelningsventil som
roterade for att fordela provet till reaktionskammaren avsedd for analys av RBC. |
reaktionskammaren blandades provet med ADVIA 120 RBC/PLT-reagens (Siemens
Healthcare Diagnostics, Tarrytown, USA). For att cellerna sedan skulle kunna passera
genom flodescellen for analys tillfordes Sheath/Rinse-vétska (Siemens Healthcare
Diagnostics, Tarrytown, USA). Cellerna passerade sedan en och en forbi en ljusstrom fran
en laserdiod i flodescellen. De detekterade ljusspridningssignalerna amplifierades



elektroniskt utifran vilket antalet erytrocyter per liter berdknades av instrumentets
mjukvara (44, 45, 47).

Birkers raknekammare

EDTA-réren innehallande plasma (n=38) blandades med hjalp av en provrérsblandare i 10
minuter. Plasman spéaddes darefter 1:2 med ID-CellStab (BioRad, Cressier FR, Schweiz)
till en slutvolym pa 1 mL innan innehallet blandades i ytterligare 5 minuter med
provrorshlandare. Av plasmablandningen pipetterades 10 L till engangs Blirkers
réaknekammaren C-Chip DHC-BO01 (NanoEnTek, Seoul, Korea). Réknekammaren
placerades i en fuktkammare dar innehallet fick sedimentera i 10 minuter. Dérefter
réknades antalet erytrocyter i 9 A-rutor med hjalp av ljusmikroskopet Olympus BX43
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) pa 40x forstoring. Utifran detta berdknades antalet
erytrocyter per liter (bilaga A) (52).

Statistik

For de statistiska beréakningarna anvandes kalkylerings- och datahanteringsprogrammet
Microsoft Excel. Den statistik som berdknades var medelvarde och median for vardena
erhallna ur Birkers raknekammare uppdelade efter urinstickans olika nivaer.

Etik

Studentarbeten som utfors pa grundniva omfattas vanligen inte av Lag (2003:460) om
etikprovning av forskning som avser manniskor da dessa enligt 28 inte anses som
forskning i lagens mening (53, 54). | 6vrigt omfattar lagen enligt 48 studier pa biologiskt
material som har tagits fran en levande manniska och kan hérledas till denna manniska”
(54). Da den plasma som anvandes omkodades och avidentifierades innan analys genom
att den endast bendmndes med de fyra sista siffrorna i tappningsnumret kunde det
biologiska materialet inte harledas tillbaka till blodgivaren via namn eller personnummer.
Dock fanns mojligheten att spara materialet under hela arbetets gang fortfarande kvar. Allt
biologiskt material behandlades med respekt och med blodgivaren i dtanke under hela
arbetets gang.

RESULTAT

For samtliga av de 38 prover som analyserades erholls ett resultat fran varje av de tre
undersokta metoderna (bilaga B). Av de 38 proverna erholl 37 stycken ett resultat i form
<10x10%L pa Advia 2120. Prov 3159-8 visade ett resultat p& 10x10%L. Vid analys med
Multistix 8 SG visade ett prov negativt, fem prov +/-, fyra prov +, 12 prov 2+ och 16 prov
3+.
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De 20, enligt analys i Birkers raknekammare, godk&nda produktkontrollernas resultat
fordelade efter de fem resultatkategorierna pa urinstickan visas i figur 2. Medelvardet
respektive medianen for de fyra kategorierna som inneholl fler &n ett varde var
0,063x10%L och 0,069x10%L for +/-, 0,52x10%L och 0,47x10%L for +, 1,24x10%L och
1,10x10%/L for 2+ samt 2,08x10°%L och 2,08x10°%/L for 3+.

Godkanda kontroller

w

2,5 ® Neg

(n=1)

2 D +/-
(n=5)

15 +

(n=4)
1 T l (yzwto\»

® 3+
0,5 (n=2)

l

Multistix 8 SG

Burkers raknekammare (x10°/L)

Figur 2: De 20 godkanda kontrollernas medelvarde fran analys i Biirkers rdknekammare fordelade efter
deras resultat pa urinstickan Multistix 8 SG. Felstaplarna presenterar varje kategoris hogsta och ligsta
erhallna vérde.

Samtliga av de 10 prover dar erytrocyter tillsattes for att Gverstiga gransen for en godkénd
kontroll, 6x10%L, visade i Biirkers rdknekammare ett resultat som dversteg denna grans
(tabell I1). Resultatet for de 8 prover som tillsattes erytrocyter for att finna Gvergangen
mellan 2+ och 3+ pa teststickan visade att den hogsta erhallna halten erytrocyter for 2+ var
2,28x10%L (tabell 111).

Tabell 11: Resultaten fran de tre olika metoderna som anvandes for analys av de 10 prover till vilka olika
mangder erytrocyter tillsattes for att dverstiga gransen for en godkénd kontroll, 6x10%/L.

Tappningsnummer Multistix 8 SG A‘;:;Zgz/lljo Burl;)c;il‘lg;;nllr)nare

3006 3+ <10 6,45
3083-1 3+ <10 7,79
3159-1 3+ <10 6,05
3159-2 3+ <10 6,59
3159-3 3+ <10 6,73
3159-4 3+ <10 7,25
3159-5 3+ <10 8,31
3159-6 3+ <10 8,79
3159-7 3+ <10 9,80
3159-8 3+ 10 10,75
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Tabell 111: Resultaten fran samtliga tre metoder for de 8 prover dar erytrocyter tillsattes for att erhalla nivaer
kring dvergangen mellan 2+ och 3+ pa urinstickan Multistix 8 SG.

Tappningsnummer Multistix 8 SG At(I:Iuégz/Ile Burl;zlg;;nl‘r)nare

3159-9 2+ <10 1,54
3159-10 2+ <10 1,73
3159-11 2+ <10 1,96
3159-12 2+ <10 2,28
3159-13 3+ <10 2,58
3159-14 3+ <10 2,70
3159-15 3+ <10 2,91
3159-16 3+ <10 3,14

Av de prover som erholl ett varde under 6x10%L visade 22 prover +, 2+ eller 3+ pa
teststickan (figur 3). Resultaten fran dessa prover visade att det forekom en viss
dverlappning mellan de olika nivaerna.

Prover under 6x10° erytrocyter per liter

+
2+
u 3+

Figur 3: Resultatet fran Biirkers raknekammare fér de 22 prover som erholl + (grd), 2+ (gul) och 3+ (réd) pa
urinstickan Multistix 8 SG. Proverna &r ordnade efter stigande antal erytrocyter och varje niva pa urinstickan

2,5

N

w

1,

[uy

w

OI

Burkers réknekammare (x10°/L)

representeras av en farg.

Multistix 8 SG

Grénsen vid vilken en komponentkontroll garanteras ett godkint resultat fastslogs till <2+
pa teststickan. Vid resultat 3+ ska en konfirmerande kvantitativ analys utforas.
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DISKUSSION

Syftet med examensarbetet var att hitta en beslutsgrans for bestamning av
erytrocytinnehallet i plasmakomponenter som framstélls vid beredning av
blodkomponenter infor transfusion. Gransen skulle faststallas genom en jamforelse mellan
teststickan Multistix 8 SG, analysmetoden avsedd for cellfattiga vatskor i
hematologiinstrumentet Advia 2120 samt manuell rakning av antalet erytrocyter i Birkers
raknekammare. For samtliga av de 38 prover som analyserades erholls ett resultat fran
varje av de tre undersokta metoderna (bilaga B).

Figur 2 visar varje kategoris medelvérde hos de 20 komponentkontrollerna med det hogsta
och lagsta vardet i felstaplarna. Detta for att ge en tydlig bild av vilket omrade som tacks
in. Det, i kombination med figur 3, som visar de 22 prover som erhéll ett varde under
6x10°%L och +, 2+ eller 3+ p& stickan, visar att det forekommer en viss 6verlappning
mellan stickans olika nivaer. De kvantitativa matningarna inom respektive kategori visar
alltsa pa dverlappande resultat mellan stickans olika kategorier.

Vid omrakning av det erytrocytantal som anges fréan tillverkaren om till x10%L motsvarar
200 erytrocyter/pL nu 0,2x10° erytrocyter/L, ndgot som inte 6verensstimmer med de funna
resultaten fran analyserna. Samtliga angivna vérden ar 10 ganger lagre an de som faktiskt
erhallits for varje kategori pa stickan. Anledningen till detta &r oklar. De varden som anges
ar cirkatal men att en avvikelse pa just 10 ganger skulle vara ett sammantraffande verkar
inte troligt. En mojlig anledning skulle kunna vara att teststickan ar avsedd och validerad
for anvandning i urin och att anvandningen av plasma kan ha paverkat resultaten. Det &r
nagot som skulle kunna undersokas genom att jamfora en spadningsserie, bestdende av
olika erytrocytkoncentrationer, for bade plasma och urin. Det skulle dven kunna handla om
ett tryckfel fran tillverkarens sida, nagot som inte ar sa troligt da det ar en véldigt etablerad
metod och darmed borde ha upptéckts tidigare.

Att endast ett av de 38 analyserade proverna erhéll ett siffervarde skiljt fran <10x10%/L var
ett vantat resultat da Body fluid-programmet visade sig ha en detektionsgréns vid 10x10%/L
och gréansen for en godkand kontroll ar 6x10%/L (22, 25, 44). Det prov som dversteg
detektionsgransen hade tillsatts erytrocyter i sddan mangd att detta skulle ske. Samtliga av
de 10 prover som tillsattes erytrocyter for att Gverstiga gransen for en godkénd kontroll
visade i Birkers rdknekammare ett forvantat resultat 6ver denna grans (tabell I1). Samtliga
av de 20 ordinarie kontrollerna som genomfardes 1&g under gransen for en godkand
kontroll. Av dessa lag 13 prover till och med under 1x10%L (bilaga B). P4 grund av att
majoriteten av proverna lag under 10x10%L kunde inte ndgon direkt jamforelse goras
mellan Body fluid-programmet pa Advia 2120 och de andra tva metoderna.

Gransen vid vilken en komponentkontroll kan garanteras ett godkant resultat fastslogs till
<2+ pé teststickan. Vid resultat 3+ ska en konfirmerande kvantitativ analys utforas. Denna
grans valdes utifran att inga kvantitativa resultat over 2,28x10%L ses i det undersokta
materialet vid denna grans (tabell 111). Om samtliga kategorier pa stickan upp till och med
2+ bendmns som negativa medan 3+ bendmns som positiv kan det ses att inga falskt
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negativa resultat erhalls. Stickan har alltsa en hog sensitivitet. Denna grans innebar dock
att en del falskt positiva resultat kommer att erhallas. | det undersokta materialet
motsvarade detta 2 av 20 produktkontroller (bilaga B). Det kan darfor antas att endast ett
fatal kontroller kommer erhalla ett positivt resultat pa stickan och krava vidare analys med
en kvantitativ metod trots att de ligger under 6x10%/L.

| den serie med 8 prover som gjordes for att undersdka 6vergangen mellan 2+ och 3+
erholl prov 3159-12 ett resultat pa 2,28x10°%/L i Biirkers raknekammare och 2+ pa
urinstickan medan prov 3159-13 erholl 2,58x10°%/L i rdknekammaren respektive 3+ pa
urinstickan (tabell 111). Overgdngen mellan 2+ och 3+ sker alltsa enligt den har
undersokningen ndgonstans mellan 2,28 och 2,58x10°%/L. Men da teststickan &r en
semikvantitativ metod och arbetet i stort visar att det forekommer en viss naturlig
overlappning mellan de olika kategorierna, kan den exakta dvergangen inte fastslas.

Som kan utlasas ur figur 3 fanns tva prover som enligt resultaten i Biirkers raknekammare
erholl ett oférvantat varde pa urinstickan. Prov 2969 med 3+ pa stickan innehdll enligt
raknekammaren 1,58x10° erytrocyter per liter och prov 3194 innehdll enligt Blrkers
raknekammare 1,044x10° erytrocyter per liter samt visade + pé stickan (bilaga B). Utifran
resultatet i raknekammaren visade proverna saledes ett for hogt respektive ett for lagt
resultat pa stickan. Anledningen till det for hoga resultatet kan vara en felaktig doppteknik
vid vilken stickan lamnats kvar i provet for lange. Testomradet kan da ha varit i kontakt
med provet langre an avsedd tid innan avlasning skedde (38, 39). De tva avvikande
provresultaten kan ocksa bero pa en felrakning i raknekammaren som resulterat i ett
felaktigt antal erytrocyter. En tredje felkalla kan vara att proverna inte var tillrackligt
blandade innan analys med nagon av metoderna. Vilken att de ovan namnda felkallorna,
om nagon, som orsakat avvikelserna dr svart att avgora. Att det inte foreligger nagra
felaktigheter géllande utférandet av analyserna utan att det endast &r stickans naturliga
variation som visar sig ar dock den troligaste anledningen. Om resultaten fran Advia 2120
hade erhallits i form av siffervirden istillet for endast <10x10°%L skulle de resultaten
kunna ha anvants for att ge en indikation pa om de funna resultaten var sanningsenliga
eller berodde pa ndgon felkalla.

Det Body fluid-program som anvéndes for analys med Advia 2120 &r inte det
analysprogram som rutinmassigt anvands vid analys av plasmakontrollerna. Anledningen
till att Body fluid-programmet valdes var att det var ett program avsett for cellfattiga
vatskor och darmed skulle vara mer sensitivt an det ordinarie helblodsprogrammet (44). Da
detta helblodsprogram inte ar tillrackligt ké&nsligt for analys av plasma har avdelningen for
transfusionsmedicin vid Blekingesjukhuset i Karlskrona egentligen inte tillampat en
optimal kontroll av erytrocytantalet i de tillverkade plasmaenheterna. Att
detektionsgréansen for Body fluid-programmet var 10x10%L var inte kint innan arbetet
paborjades. Detta program kan darmed inte anvandas for konfirmerande analys av
produktkontrollerna. Tills att de automatiska kvantitativa metoderna blir mer kénsliga ar
darfor Burkers raknekammare det sékraste alternativet. Enligt de erhallna resultaten kan 10
% av kontrollerna forvantas krava vidare konfirmerande analys om Multistix 8 SG anvands
som screeningmetod. Detta skulle per ar motsvara omkring 20 prover som far raknas i
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Burkers raknekammare. For att helt undkomma detta kravs en vidare utvardering av
Adviametodens matomrade avseende den nedre matomradesgransen, dar en linjaritet ner
till 1x10%L hade varit optimalt. Culibrk et.al. jamforde Birkers raknekammare och
Cerebrospinal fluid-programmet pa Advia 120 och fann da en god korrelation mellan de
bada metoderna. Cerebrospinal fluid-programmet hade da forst optimerats for analys av
erytrocyter i plasmakomponenter (49). En annan fortsatt studie som kan genomforas ar
darfor en jamforelse mellan Burkers rdknekammare och Cerebrospinal fluid-programmet.

Anvandarmassigt ar Biirkers raknekammare den mest tidskravande metoden. Detta dels pa
grund av forberedelsetiden men &ven pa grund av den tid det tar att rdkna erytrocyterna i
mikroskop. Det &r den enda av de tre metoderna som innefattar en mojlighet till felaktig
spadning av provet. Advia 2120 och Multistix 8 SG har snarlika tidsatgangar. Analys med
Advia 2120 kréver att provet kors via den yttre 6ppna kanalen vilket innebdr att korken
maste 6ppnas manuellt och provet hallas vid aspiration. For analys med Multistix 8 SG
maste korken avlagsnas och stickan doppas manuellt innan den placeras i instrumentet.
Svarighetsmassigt ar analys med Advia 2120 och Mulstix 8 SG likvérdiga och metoderna
ar aven enklare &n analys med Burkers rdknekammare.

Fordelarna med Multistix 8 SG och Clinitek Advantus™ Analyzer &r den enkla
anvandningen som endast innefattar manuell doppning av provet och dérefter maskinell
avlasning. Den maskinella avlasningen ar mer precis an manuell avlasning i bade
fargtolkning och tidsbedémning. De férekommande felkallorna ar att korrekt doppteknik
ska anvandas, provet ska vara vélblandat och att synliga rester av blod kan paverka
stickans lasbarhet (38). Teststickan &r kanslig och kan skilja laga halter av erytrocyter fran
varandra. Det ar just denna kéanslighet som gor att de negativa resultaten pa stickan inte
overstiger 2,28x10%L. For att helt utesluta behovet av en konfirmerande analysmetod hade
stickan behdvt innefatta fler nivaer. Optimalt for analys av erytrocytantal i
plasmakomponenter hade varit en sticka vars 6vergang till hogsta nivan skedde vid
omkring 5x10%L. Stickan kan dven detektera fritt hemoglobin och forvaring av provet dver
natten ska darmed i teorin inte paverka resultatet.

Fordelen med den automatiska cellrdknaren Advia 2120 &r att den réknar ett hogt antal
celler, nérmare bestamt alla celler som finns i de 300 pL prov som aspireras. Det hdga
antalet raknade celler ger en hég noggrannhet. Analysen ar enkel att utféra och kraver
endast ett valblandat prov for att erhalla en representativ bild av dess innehall. Nackdelen
med Body fluid-programmet som anvéndes ar den hoga detektionsgransen som gor den
olamplig att, utan vidare modifiering for att erhalla hogre kéanslighet, anvanda for kontroll
av plasmaenheterna.

Trots att maskinella metoder standigt forbattras anses fortfarande vissa manuella metoder
vara mer palitliga. Biirkers raknekammare for analys av erytrocytantalet i plasma &r en av
dessa. Men det ar just den manskliga delen i metoden som blir bade dess fordel och
nackdel. Fordelen &r att mikroskoperingen i manga fall ger en tydligare bild av cellerna
och de ar darmed lattare att skilja at med det manskliga 6gat &n vad det ar for ett
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instrument. Metoden innefattar ocksa en del moment sdsom pipettering och rakning av
erytrocyterna vilket ar en nackdel da dessa ocksa blir méjliga felkéllor nar de utfors
manuellt. Nar metoden utfors av en person med erfarenhet och kunskap paverkar dock
dessa felkallor inte metoden i sa stor utstrackning. Ytterligare en nackdel med metoden ar
att den &r tidskravande, bade nar det galler preparering av prover och rakningen i
mikroskopet.

Ett inforande av teststickan som en screeningmetod skulle innebara en minskning av
arbetsbordan for laboratoriepersonalen, da ett farre antal mer tidskravande kvantitativa
analyser behéver genomforas. Som resultatet av det har arbetet visar kommer da endast 10
% av de 200 kontrollerna att behdva analyseras med den manuella kvantitativa metoden.
Mest rationellt och effektivt vore dock att ha en maskinell kvantitativ metod som kunde
analysera samtliga kontrollprover. Rent hallbarhetsmassigt gors ingen vinning trots att
urinstickan bestar av en mindre mangd plast 4n ett EDTA-ror. Detta da de andra tva
analyserna, antalet trombocyter och antalet leukocyter, som ska genomforas pa
plasmaenheten utfors i Advia 2120 som kraver EDTA-roret och urinstickan blir alltsa ett
ytterligare forbrukningsmaterial. Under arbetets gang anvandes Biirkers raknekammare,
aven den i plast, vilket bidrog till en 6kad atgang av dessa. Da det ar en metod som
teoretiskt endast kommer att anvandas for omkring 20 prover per ar bidrar detta dock
endast till en liten 6kad arlig atgang.

Eftersom hematologiinstrumentet Advia 2120 &r ett valanvént instrument i den
rutinmassiga verksamheten pa laboratoriet anpassades analyserna av plasmaproverna
tidsmassigt till ndr de ordinarie proverna inkom i lagst utstrdckning. Som en f6ljd av detta
genomfordes inte alla tre metoder i samma ordning vid varje tillfalle och inte heller alltid i
direkt anslutning till varandra. De tva serierna med prover som skapades utifran samma
plasmaenhet analyserades endast med hematologiinstrumentet och teststickan pa
tillverkningsdagen. Rakning i Buirkers raknekammare genomfordes istallet dagen darpa.
Vid forvaring av ett prov dver natten sker en viss nedbrytning av erytrocyterna i provet.
Detta kan paverka resultatet i Buirkers raknekammare genom att ett falskt for lagt resultat
da kan erhallas.

Den storsta svarighet som patraffades under arbetets gang var att programvaran for Body
fluid-programmet inte fanns installerad pa Advia 2120 vid arbetets borjan. Da
installationen skulle genomforas av speciell personal fran Siemens Healthcare Diagnostics
kunde detta ske forst i slutet av arbetets tredje vecka. Det resulterade i att den praktiska
insamlingen av resultat inte kunde pabdrjas forran arbetets fjarde vecka. Att Body fluid-
programmet hade en hogre detektionsgrans &n forvantat var ytterligare en ovéntad
svarighet, da en jamforelse mellan de tre metoderna inte kunde genomforas pa det vis som
det var planerat. Dock kunde det faststéllas att detta program inte levde upp till
forvantningarna, vilket lamnar rum for vidare undersdkning och modifiering av
analysprogrammet pa Advia 2120. Trots de ovantade svarigheterna kunde huvudsyftet att
hitta en beslutsgrans for screeningmetoden uppnas, men det fanns inte méjlighet inom
ramen for detta arbetet att utveckla den maskinella kvantitativa metoden vidare.
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SLUTSATS

Den slutsats som kunde dras ur examensarbetet var att teststickan Multistix 8 SG kan
anvandas som en screeningmetod vid analys av erytrocytinnehallet i de tillverkade
plasmakomponenterna. Grénsen for godkanda resultat vid komponentkontroller ar <2+.
Erhalls resultatet 3+ ska en konfirmerande kvantitativ analys utforas. Resultatet fran det
undersokta materialet visade att endast ett fatal 3+resultat kan forvantas vid de
rutinmassiga komponentkontrollerna. Den valda grdnsen medfor darfor att ett begransat
antal konfirmerande analyser behéver utforas. Slutsatsen kunde aven dras att det Body
fluid-program som anvandes inte ar lampligt som konfirmerande analys av
erytrocytinnehallet i plasma pa grund av dess hoga detektionsgrans. ldag ar rakning i
Burkers réknekammare det enda alternativet och ytterligare utvérdering av Adviametodens
matomrade bor ske med avseende pa den nedre matomradesgransen.
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BILAGOR

Bilaga A: Berakningar

Formel for berakning av antalet erytrocyter per liter fran antalet funna erytrocyter i Burkers
réknekammare (52).

antalet funna erytrocyter X 2
0,9 x 1000

= antalet celler x 10%per liter



Bilaga B: Radata

Redovisning av samtliga 38 provers erhallna resultat ur de tre metoderna Multistix 8 SG,

Advia 2120 och Biirkers raknekammare.

) . Advia 2120 Burkers raknekammare
Tappningsnummer | Multistix 8 SG (x109/L) (x109/L)
2923 +/- <10 0,047
2927 + <10 0,10
2929 +/- <10 0,076
2966 2+ <10 0,71
2968 2+ <10 0,57
2969 3+ <10 1,58
3003 2+ <10 0,74
3005 3+ <10 2,58
3006 3+ <10 6,45
3006 (recent.) +/- <10 0,1
3007 + <10 0,36
3060 2+ <10 1,22
3064 2+ <10 1,92
3065 2+ <10 0,99
3081 Neg <10 0,018
3083 +/- <10 0,069
3083-1 3+ <10 7,79
3087 +/- <10 0,024
3159 + <10 0,57
3193 2+ <10 1,98
3194 + <10 1,044
3200 2+ <10 1,83
3159-1 3+ <10 6,05
3159-2 3+ <10 6,59
3159-3 3+ <10 6,73
3159-4 3+ <10 7,25
3159-5 3+ <10 8,31
3159-6 3+ <10 8,79
3159-7 3+ <10 9,80
3159-8 3+ 10 10,75
3159-9 2+ <10 1,54
3159-10 2+ <10 1,73
3159-11 2+ <10 1,96
3159-12 2+ <10 2,28
3159-13 3+ <10 2,58
3159-14 3+ <10 2,70
3159-15 3+ <10 2,91
3159-16 3+ <10 3,14
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