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SAMMANFATTNING

Vid blodgivning donerar blodgivare blod frivilligt. Blodet kan sedan anvandas inom
sjukvarden for exempelvis blodtransfusion, vilket kraver blodprodukter kompatibla med
patienten. Forekomst av leukocyter i blodprodukter medfdr en dkad risk for febrila
transfusionsreaktioner hos transfunderade patienter. Darfor kravs det att vid framstéllning
leukocytreducera blodprodukter och utfora kvalitetskontroll.

Med analysen B-leukocytpartikelkoncentration (LPK) kan totalantalet leukocyter i helblod
berdknas. Flodescytometri ar en metod som kan analysera optiska och fluorescerande
egenskaper hos exempelvis celler i en suspension, vilket kan anvandas for att kvantifiera
cellantal. BD Leucocount™-Kit (BD Biosciences) ar avsett for flodescytometrisk analys av
antalet kvarvarande leukocyter i leukocytreducerade blodprodukter.

Vid framstallning av blodprodukter ska helblodspasen vila vid rumstemperatur i minst 3
timmar efter blodgivning. | Falun anvands antingen ett dagsprogram dar produktion sker
samma dag som blodgivningen, eller ett 6vernattningsprogram dar produktion sker dagen
darpa. Prover fran 505 kontrollerade erytrocytenheter, samlade i Falun, har pavisat en
skillnad i leukocytkoncentration beroende pa vilket program som anvants.

Anledningen till att erytrocytenheternas leukocytinnehall skiljer sig ar inte kant. Syftet med
denna studie &r darav att undersoka om vilotiden har nagon effekt pa leukocytkoncentrationen
i helblodspasar.

LPK varierade mellan helblodspasarna. Ett 6kande leukocytantal observerades Gver tid i
majoriteten av helblodspasar, inklusive medelvarde. Daremot kunde inte hypotesprovning
pavisa statistisk signifikans.

Hypotesen om att leukocytantalet 6kar 6ver tid gar emot grundlaggande hematologi. Utifran
resultaten i denna studie kan inte hypotesen bevisas. Vidare studier bér genomforas.

Nyckelord

Transfusionsmedicin, Komponentberedning, Leukocyter, Flédescytometri, LPK, Hematologi
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ABSTRACT

During blood donation, blood donors donate blood voluntarily. The blood can then be used in
healthcare for, for example, blood transfusions, which requires blood products compatible
with the patient. The presence of leukocytes in blood products increases the risk of febrile
transfusion reactions in transfused patients. Therefore, leukocyte-reduction in blood products
IS necessary during production. Each blood center must perform quality control on produced
blood products.

With the analysis B-leukocyte particle concentration (LPK), the total number of leukocytes in
whole blood can be calculated. Flow cytometry is a method that can analyze the optical and
fluorescent properties of, for example, cells in a suspension, which can be used to quantify
cell numbers. The BD Leucocount™-Kit (BD Biosciences) is intended for flow cytometric
analysis of the number of leukocytes remaining in leukocyte-reduced blood products.

When producing blood products, the whole blood bag should rest at room temperature for at
least three hours after the donation. In Falun, either a day program is used where production
takes place on the same day as the blood was donated, or an overnight program where
production takes place the next day. Samples from 505 controlled erythrocyte units, collected
in Falun, have shown a difference in leukocyte concentration depending on the program used.

The reason why the leukocyte content of erythrocyte units differs is not known. The purpose
of this study is therefore to investigate whether the resting period has any effect on the
leukocyte concentration in whole blood bags.

The LPK varied between the whole blood bags. An increasing leukocyte count was observed
over time in most of the whole blood bags. However, hypothesis testing did not show
statistical significance.

The hypothesis that leukocyte counts increase goes against basic hematology. Based on the
results of this study, the hypothesis cannot be proven. Further studies should be conducted.
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1 INTRODUKTION

Varije blodcentral ska utfora kvalitetskontroll pa framstéllda blodprodukter, sdsom plasma,
trombocytkoncentrat och erytrocytkoncentrat. For att fran ett statistiskt perspektiv erhalla en
tillfredstallande representativ sammanstallning bor det vid vanlig drift utforas kontroll pa
minst 1 % av det totala antalet framstallda blodenheter under aret. Provtagningen ska ske
slumpmassigt, veckovis och l6pa aret runt sa att all berord personal och utrustning ingar (1).
Resultatet sammanstélls och kontrolleras regelbundet av ansvariga.

Provtagning ska ske utan paverkan av innehallet i det slutna systemet, utan risk for
kontamination och ge ett representativt prov av blodprodukten. Detta kréver noggrann
blandning av innehallet i blodpasen saval 6verforingsslangen, samt kalibrering av samtliga
verktyg sasom sterilsvetsfogen s att den ar tat och inte skadar dverforingsslangen vid
svetsning.

1.1 Transfusionsmedicin
1.1.1 Blodgivning

Vid blodgivning donerar blodgivare blod frivilligt. Blodet kan sedan anvandas inom
sjukvarden, vilket ar nodvandigt i dagens moderna sjukvard. | Dalarnas lan finns 4
blodcentraler; Avesta, Falun, Ludvika och Mora som totalt tillsammans ar 2019 registrerade
13 118 helblodsgivningar och dver 6 600 aktiva blodgivare (2). Ar 2020 registrerade
blodcentralen i Falun 11 619 helblodsgivningar och 6 040 aktiva blodgivare.

Flera faktorer véager in nar en person ska bli blodgivare, och om blodgivaren far ge blod vid
det inbokade tappningstillfallet. Infor varje tappningstillfalle far blodgivaren fylla i en
hélsodeklaration dar vissa detaljer ur personens liv redogors for att sakerstalla om
blodgivaren uppfyller kraven for blodgivning. Inom blodgivningsverksamhet ar dessutom en
indelning kdn motiverad eftersom det finns fysiologiska skillnader av betydelse mellan man
och kvinna.

Exempelvis tillats kvinnliga blodgivare ge blod hogst tre ganger per ar, medan manliga
blodgivare far ge blod fyra ganger per ar. Detta beror framst pa att kvinnan I6per storre risk
for jarnbrist och har ofta ett lagre blodvarde &n mannen. Grundkraven for att bli blodgivare &ar
daremot att personen ar myndig, frisk enligt lokala kriterier och vager minst 50 kg (3).

1.1.2 Blodtransfusion

Humant blod bestar av en méngd I6sliga substanser och celler, framst erytrocyter men dven
leukocyter. Analysen B-leukocytpartikelkoncentration (LPK) innebér en berékning av det
totala antalet leukocyter i helblod. Flera faktorer och halsotillstand kan paverka en patients
LPK-varde (4).



Forfattare: Leo Svahn

LinnéuniverSitetet Amne: Biomedicinsk laboratorievetenskap

Kalmar Vixjo Niva: Grundniva

Blodtransfusion kraver blodprodukter som ar kompatibla med patienten for att forebygga
transfusionsreaktion. En blodgivares leukocyter kan ha humant leukocytantigen (HLA) som
skiljer sig fran mottagarens, vilket innebér att antikroppar hos mottagaren kan reagera pa
fraimmande HLA-antigen och stimulera komplementsystemet, resulterande i immunologiska
transfusionskomplikationer (5). Forekomst av leukocyter i blodprodukter kan framférallt
medfora en antikroppsbildning (alloimmunisering) mot HLA-antigen hos transfunderade
patienter, vilket kan ge problem att hitta ett HLA-kompatibelt organ vid en eventuellt senare
transplantation (6).

Blodtransfusion ar den vanligaste typen av vavnadsoverforing i Sverige, vilket medfor vissa
kriterier vid framstallning av blodprodukter. Exempelvis maste erytrocytkoncentrat avsett for
transfusion vara fritt fran leukocyter, vilket definieras som 90 % kontrollerade enheter med
en koncentration mindre 4n gransvardet 1,0 x10° leukocyter / enhet (1). Foreskrifterna
uppdateras regelbundet av Socialstyrelsen, Lakemedelsverket och Féreningen for Klinisk
Immunologi och Transfusionsmedicin (KITM), dér senaste versionen nu och framover ar
tillganglig pa internetadressen https://transfusion.se.

1.2 Studiens bakgrund

Vid blodcentralen i Falun anvénds tva olika metoder for framstéllning av blodprodukter;
genom aferes eller centrifugal separation av helblod. Centrifugering sker med det automatiska
blodbearbetningssystemet Reveos® (Terumo BCT) som kan separera helblod till plasma,
erytrocyt- och trombocytkoncentrat. Varje helblodsseparation producerar aven ett leukopak
innehallande en mangd olika blodceller, framst leukocyter.

Vid framstallning av blodprodukter ska helblodspasen vila vid rumstemperatur i minst 3
timmar efter blodgivning. Antingen anvénds ett dagsprogram dar produktion sker samma dag
som blodgivningen, eller ett dvernattningsprogram dar produktion sker dagen darpa
innebarande att helblodspasarna far vila dver natten.

Erytrocyterna hamnar i en pase kopplad via ett Fresenius Bioflex RBC Leukoreduction filter
med en annan pase som innehaller SAGMAN (salt- adenin- glukos- mannitol-)-l6sning.
SAGMAN-I6sningen blandas forst med erytrocyterna som sedan flédar genom filtret. | filtret
ska resterande leukocyter fastna. Enligt korrespondens med foretagsrepresentant har filtret
tillrackligt med kapacitet for att filtrera bort 90 % av leukocyter i erytrocytenheter framstallda
fran helblodsdonationer.

Prover fran 505 kontrollerade leukocytreducerade erytrocytenheter, samlade i Falun, har
pavisat en skillnad i leukocytkoncentration beroende pa vilket program som anvants (intern
information, Falu lasarett). Leukocytreducerade erytrocytenheter producerade med
dagsprogrammet har en medelkoncentration p& 0,1 x108/L leukocyter, medan
leukocytreducerade erytrocytenheter producerade med dvernattningsprogrammet har en
medelkoncentration pa 0,3 x10%/L leukocyter. Liknande skillnad har &ven visats i tidigare
studier (7).
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1.3 Flodescytometri
1.3.1 Princip

Flodescytometri ar en metod som kan analysera optiska och fluorescerande egenskaper hos
celler eller partiklar i en suspension, vilket kan anvéandas for att kvantifiera cellantal.
Metoden gar ut pa att celler individuellt passerar genom en flodescell varigenom en strale av
monokromatiskt ljus lyser, vanligtvis i form av en laserstrale (8). Nar en cell passerar
laserljuset kan variationer i optiska parametrar sasom ljusabsorption och -spridning méatas av
fotodetektorer, vilket ger information om cellen (9).

For att cellerna ska rora sig individuellt langs samma bana anvander flodescellen tekniken
hydrodynamisk fokusering med bararvatska som i ett laminéart flode strémmar genom
flodescellens kanal. Cellsuspensionen aspireras av instrumentet som sedan injicerar provet i
mitten av strommen, fast med ett hogre tryck an bararvétskan (9). Skillnaden i tryck,
hastighet och densitet gor att vatskestrommarna inte blandar sig och cellerna justerar sig till
ett led (10).

Nar laserstralen traffar cellen sker en ljusspridning. Det framatspridda ljuset (FSC) ger
information om cellens volym, det vill sdga dess storlek, medan det sidospridda ljuset (SSC)
ger information om cellens innehall, det vill siga dess komplexitet gallande karnstruktur och
granularitet (11).

Nér instrumentets optiska system registrerar SSC och FSC kan ett diagram skapas dar var cell
plottas ut i ett scattergram enligt volym och granulering.

1.3.2 Fluorescens

Fluorokromer &r molekyler med formagan att absorbera och emittera ljus. Nar en fluorokrom
absorberar ljus exciteras molekylen; elektronerna i molekylen flyttar fran grundenerginiva till
en hogre energiniva. Det har tillstandet &r instabilt och varar inte lange innan elektronerna
atergar till en mer stabil energiniva, vilket den gér genom att avge energi i form av varme och
ljus i karakteristisk vaglangd vilket kallas fluorescens (12). Matning av fluorescens tillater
erhallandet av ytterligare information.

Det &r vanligt att fluorokromer konjugeras till antikroppar riktade mot specifika antigen
exempelvis belagna intracellulart eller pa cellers yta. Om antikropparna binder kan
fluorokromerna sedan exciteras av exempelvis laserljus, vilket kan bekrafta forekomst av det
specifika antigenet. Om antigenet ar specifikt for en viss celltyp kan den celltypen saledes
identifieras och kvantifieras (8).

Flodescytometerns optiska system bestar bland annat av speglar och filter som kan separera
olika typer av emitterat ljus, vilket tillater instrumentet att registrera mangden av ett visst
emitterat ljus. Det ar daremot viktigt att valja ratt kombination av fluorokrom och laser,
eftersom olika fluorokrom absorberar ljus av olika vaglangd (8). Det finns manga olika
instrument for flodescytometri, i den héar studien anvéndes Cytomics FC500.

3
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1.3.3 BD Leucocount™

BD Leucocount™-Kit (BD Biosciences) bestar av BD Leucocount™-sats och BD
Trucount™-ror. Kittet &r avsett for flodescytometrisk analys av antalet kvarvarande
leukocyter i leukocytreducerade blodprodukter pa ett instrument utrustat med en 488 nm
argonlaser for fluorescensexcitation kapabel till att kunna detektera minst
tvafargsfluorescens, SSC och FSC (13).

Imprecisionen for BD Leukocount vid kontroll av erytrocytenheter &r enligt leverantorens
uppgifter 6 %, vid nivan 300 x10°/L.

1.4 Mikroskopering

Vid klinisk rutin utfors mikroskopisk analys pa blodprov om exempelvis misstanke finns om
att en hematologisk sjukdom foreligger rubbning av cellsystem; avvikande morfologi eller
cellandel i cellpopulation.

1.4.1 Blodutstryk

Utstryk utfors genom att en droppe blod appliceras pa ett objektglas och stryks ut med ett
annat objektglas placerat i en 45° vinkel sa at en gradient skapas. Preparatet lufttorkas for att
sedan fargas och analyseras (14).

1.4.2 Fargning

Bedomningen baseras framst pa visuell granskning av infargade element. Den vanligaste
referensmetoden for mikroskopisk analys av blodutstryk &r infargning med May-Grunwald
och Giemsa (MGG) férgl6sning.

May-Grunwald fargar cytoplasmans basofila strukturer, medan Giemsa fargar cellkérnans
sura strukturer. MGG ger ett polykromt resultat. En lyckad fargning ska ge leukocyter
purpurfargade cellkarnor och granula som kontrasterar mot blaaktig cytoplasma; lila nyanser.
Erytrocyter och trombocyter far en beige-rod farg (15).

1.5 Syfte

Anledningen till att andelen kvarvarande leukocyter i erytrocytenheterna skiljer sig at ar inte
kant. Syftet med detta arbete var darav att undersoka hypotesen om att vilotiden har nagon
effekt pa leukocytkoncentrationen i helblodspasar och eventuellt bekrafta att leukocytantalet
Okar 6ver tid genom att ta kontroller vid fler tillfallen &n vad som tillampas vid vanlig drift.

4
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2 METODIK

2.1 Material

Vid 6verforing av amnen anvandes alltid kalibrerade automatpipetter med sterila
pipettspetsar. Infor varje dispension och analys blandades proverna antingen manuellt eller
med Vortex Mixer for basta méjliga homogenitet.

Samtligt material var nytt och sterilt. Utrustning och ytor var desinfekterade med
ytdesinfektion innehallande 70 % etanol. En god sterilteknik iakttogs under hela arbetet.

BD Leuococount™-sats ar en ljuskanslig reagens innehallande propidiumjodid (PI), RNAas,
detergent, 0,1 % natriumazid och buffert. Pl binder och fargar nukleinsyra. RNAas utfor
enzymatisk nedbrytning av ribonukleinsyra (RNA). Detergent permeabiliserar cellmembran,
vilket underlattar for P1 att binda in. Natriumazid verkar som konserveringsmedel. Buffert
stabiliserar det fargade provet. Kombinationen Pl och RNAas gor att enbart
deoxiribonukleinsyra (DNA) féargas, vilket innebar att enbart karnférande element som
leukocyter fargas och avger fluorescens proportionellt mot deras DNA-innehall (13).

BD Trucount™.-ror innehaller en frystorkad pellet av 4,2 um stora fluorescerande kulor som
ska blandas med provet. Vid analys anvéands kulpelleten som en internstandard for berékning
av antalet leukocyter i provet pa basis av antalet kulor och provvolym (13). Vid
provpreparation kontrollerades att BD Trucount™-pelleten var hel och lag pa BD
Trucount™-rérets botten.

2.2 Blodgivning

Helblod fran sammanlagt 33 individer, varav 12 kvinnor och 21 méan, samtliga friska
blodgivare enligt Region Dalarnas kriterier for blodgivning, analyserades under denna studie.
Blodtappning utférdes mellan klockan 7.30 och 8.30 under april manad ar 2021.

Under tappningsperioden satt blodgivare med benen upphdjda i blodgivarstol. Totalt gav
varje blodgivare 472+47 g, motsvarande 450+45 mL, blod som samlades i Reveos®LR
uppsamlingspase (Terumo BCT Ltd. Millbrook, United Kingsdom) innehallande 63 mL
citrat-fosfat-dextros (CPD). Efter tappningstillfallet placerades helblodspasen pa
desinfekterad yta for vila vid rumstemperatur.

2.3 Provtagning fran helblodspase

Smaetiketter med tappningsnummer skrevs ut for varje kontroll, vilka anvandes for
markering av blanketter och provror.
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Efter 3 timmars vilotid vagdes helblodspasen och ett forsta prov togs enligt:
Overforingsslangens innehall fordes ned i helblodspasen med hjalp av rulltdng. Slangens
inlopp holls stangt med rulltdngen. Helblodspasens innehall blandades val genom manuell
vaggning trettio ganger, upprepat minst tre ganger med varje helblodspase.

Ungefar 20 centimeter 6verforingsslang, motsvarande cirka 1,5 mL, avskiljdes med
sterilsvetsfogen Maco Pharma Macoseal. Innehallet tillsattes i ett 2 mL Micro Tube rér med
skruvkork utan tillsats som placerades pa provrorsvagga.

Prov togs enligt samma tillvagagangssatt efter 6 respektive 24 timmars vilotid.

2.4 Provanalys med flodescytometer

Till ett 12x75 mm polypropylenror utan tillsats dverfordes 100 pL prov och 400 pL
Leucocount™-sats (LOT: 0211133), resulterande i en spadning 1:5. Lésningen inkuberades
stillastdende under 5 minuter i morker vid rumstemperatur. Till ett BD Trucount™-rér (LOT:
0211133) tillsattes sedan 100 pL av l6sningen som analyserades med instrumentet Cytomics
FC500 (Coulter Beckman, Europe). Resultatet skrevs ut och dokumenterades.

2.5 Intern kontroll av Cytomics FC500

Intern kontroll utférdes dagligen pa instrumentet Cytomics FC500 med ett slumpvalt
blodprov, garna med ett LPK-vérde ndra 5,0 x10%L analyserat med instrumentet Sysmex
XN-10, som kontroll. Kontrollen sp&ddes 1:50 respektive 1:100 med fosfatbuffrad saltlésning
(PBS) i skilda 12x75 mm polypropylenrér utan tillsats.

For erhallandet av en kontroll spadd 1:50 tillsattes 4900 pL PBS till 100 pL helblod.
For erhallandet av en kontroll spadd 1:100 tillsattes 4950 pL PBS till 50 uL helblod.

Till BD Trucount™-ror gverfordes 100 pL prov och analyserades med instrumentet
Cytomics FC500. Resultatet fran Cytomics FC500 jamfordes sedan med resultatet fran
Sysmex XN-10.

Lésningen blandades forsiktigt med Vortex Mixer innan 100 pL éverfordes till BD
Trucount™-rgr for analys med instrumentet Cytomics FC500.

2.6 Berakningar och statistik

Standardfelet (SE) for tva populationer beraknades enligt:

S3h | Stan ;
SE = —r = (ekvation 1)
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Ett z-varde berédknades med z-test enligt (16):
z = 12816k (alyation 2)
SE
Ett t-varde berdknades med parat t-test enligt (17):

m

_ _Ma -
t= sd/ﬁt (ekvation 3)

dar mq ar differensens medelvérde och sq ar differensens standardavvikelse.

Helblodspasens volym raknades ut enligt:

Nettovikt (g)
i 9
Densitet (mL)

Volym (mlL) = (ekvation 4)

Antal leukocyter x10° per liter berdknades enligt:

Antal rdaknade celler per L

Provvolym (L) (ekvation 5)

2.7 Mikroskopering

Ett Olympus BX50 ljusmikroskop med digitalkamera anvéandes for att ta bilder pa ett fatal av
proverna tagna pa de olika helblodspasarna som vilat 3, 6 respektive 24 timmar med
avseende att undersoka om det forekom foréndringar i cellernas morfologi Gver tid.

2.7.1 Blodutstryk

Med pipett applicerades cirka 5 pL blodprov pa markerat objektglas med skurna kanter.
Utstryk utfordes manuellt. Preparaten lats lufttorka i ungefar 15 minuter och placerades sedan
i en objektglas-hallare. Detta upprepades med respektive blodprov.

2.7.2 Fargning

Preparaten placerades i ett bad med May-Grinwald (Sigma-Aldrich) farglésning i 5 minuter,
foljt av ett bad med Giemsa (VWR International) farglosning i 30 minuter. Overflodig
farglésning skoljdes bort med avjoniserat vatten och de fargade preparaten lats lufttorka i
ungefar 30 minuter innan mikroskopisk analys utférdes.

Forst gjorde en initial beddmning av hela blodutstryket under x10 objektiv, foljt av ndrmare
observation av individuella celler under x100 objektiv med immersionsolja.
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3 RESULTAT

Samtliga kontroller godkéndes. Totalt analyserades 33 helblodspasars
leukocytpartikelkoncentration. Resultat fran 3 helblodspasar kasserades dock pa grund av den
ménskliga faktorn-/felaktig provhantering.

Leukocytpartikelkoncentrationen varierade mellan helblodspasarna (Tabell I). Ett 6kande
leukocytantal dver tid observerades i majoriteten av helblodspasar, inklusive medelvarde.

Tabell I: Sammanstallning 6ver samtliga helblodspasars leukocytpartikelkoncentration (x10%/L) efter 3, 6
respektive 24 timmar efter tappningstillfallet, samt berdknad volym (mL/enhet), medelvarde (Mv) och
standardavvikelse (Sd).

Provnummer LPK efter 3 timmar LPK efter 6 timmar LPK efter 24 timmar
(x10%/L) (x10%/L) (x10%L)
1 4.00 3.71 4.03
2 4,53 4.24 4.34
3 4.69 4.27 5.46
4 3.83 4.53 4.75
5 3.09 3.84 3.76
6 4.85 5.22 5.16
7 4.99 5.76 6.62
8 4.68 4.88 4.69
9 5.11 5.37 5.67
10 6.44 6.37 5.96
11 4.19 4.22 4.32
12 4.34 4.49 4.43
13 3.44 3.28 341
14 6.09 5.97 6.50
15 3.46 4.55 4.36
16 3.85 4.02 4.59
17 3.26 3.94 3.32
18 3.82 3.73 3.55
19 461 4.61 4.63
20 5.86 6.08 5.98
21 2.86 3.05 2.97
22 4.15 4.64 4.68
23 441 4.52 4.26
24 3.06 3.13 3.07
25 3.35 3.24 3.12
26 5.97 5.92 5.75
27 6.13 6.17 6.00
28 4.14 4.22 3.83
29 4.98 5.13 4.79
30 3.54 3.80 3.80
Max 6.44 6.37 6.62
Min 2.86 3.05 2.97
Mv 4.39 4.56 4.59
Sd 0.97 0.94 1.02
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Samtliga pasars volym faller inom referensintervallet 397-488 mL/enhet, med ett volym-
medelvérde (Mv) pa 463 mL/enhet (standardavvikelse (Sd) 6,79, standardfel (SEM) 1,24),
dar den maximala volymen var 471 mL/enhet och den minimala volymen var 429 mL/enhet.

Efter 3 timmars vilotid hade helblodspésarna ett LPK-Mv pa 4,39 x10%L (Sd 0,97, SEM
0,18), dar det maximala vérdet var 6,44 x10%L och det minimala vérdet var 2,86 x10%/L.

Efter 6 timmars vilotid hade helblodspasarna ett LPK-Mv pé 4,56 x10%L (Sd 0,94, SEM
0,17), dér det maximala vérdet var 6,37 x10°%/L och det minimala véardet var 3,05 x10%L.

Efter 24 timmars vilotid hade helblodspasarna ett LPK-Mv pé 4,59 x10%/L (Sd 1,02, SEM
0,19), dar det maximala vérdet var 6,62 x10%L och det minimala vérdet var 2,97 x10%/L.

En hogre LPK ses hos 20 av 30 stycken helblodspasar efter 6 respektive 24 timmar jamfort
med LPK efter 3 timmar. Av dessa 20 helblodspasar hade 16 stycken helblodspasar en hogre
LPK bade efter 6 och 24 timmar (Figur 1). Enskilda véarden for samtliga pasar aterfinns i
Figur 1.
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Figur 1: Sammanstéllning éver helblodspasarnas enskilda leukocytpartikelkoncentration (LPK) efter 3 (gron), 6
(gul) respektive 24 (rod) timmars vilotid.

3.1 Hypotesprovning

Bade vid hypotesprovning med z-test av populationen efter 6 respektive 3 timmar och 24
respektive 3 timmar berdknades p-vardet vara storre &n 0.05 och ar darmed inte statistiskt
signifikant (Tabell I1).

Tabell I1: Sammanstéllning dver beraknat z- och p-varde fran utfort z-test.

Ameh-M3h Amazsh-M3h
z-varde +0.69 +0.78
p-vérde 0.49 0.44
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Eftersom LPK varierar mellan 3, 6 och 24 timmar och ingen visuellt tydlig trend syns (Figur
2) utfordes hypotesprovning med parat t-test enbart pa de i praktiken applicerade
tidpunkterna 3 och 24 timmar, motsvarande de kliniskt tillimpade dag- och nattprogrammen.

W Differens & - 3 timmar W Differens 24 - 3 timmar

E”,"lldr.rjhh..IHL",W

Provnummer

LPK-differens (x10%1)

Figur 2: Differensplot mellan helblodspésarnas LPK efter 6 respektive 3 timmars (bl&) och 24 respektive 3
timmars (lila) vilotid.

Standardfelet for hela populationen efter 3 och 24 timmar blir enligt (ekvation 1) 0,261 x10°.
Enligt (ekvation 2) blir z-vérde 0,78, vilket innebér att skillnaden mellan medelvéarden &r 0,78
standardavvikelser fran normalfordelningskurvan, dvs ej statistiskt signifikant.

Skillnader i LPK pa individuella prov paverkar medelvérden i hogre grad an skillnaden i
medelvarde Over tid, och darfér anvands ett parat t-test, dar man analyserar differensen i ett
prov vid de olika tidpunkterna.

Ett parat t-test utfordes for att undersdka om differensen i matvéarde mellan 3 och 24 timmar
ar statistiskt signifikant. Medelvardet for differens mellan 24 och 3 timmar (mgq) &r 0,202
x10%L. Standardavvikelsen for differensen (sq) ar 0,463 x10%L. Enligt (ekvation 3) blir t-
varde 2,39 (Tabell 111). Vid (n-1) = 29 frihetsgrader och signifikansnivan 0,05 ar saledes
skillnaden statistiskt signifikant.

Tabell 111: Sammanstallning éver beraknat t-varde fran utfort parat t-test samt associerat p-varde enligt t-
fordelningstabell (17).

mMa (24h-3h)
t-vérde (parat) 2.39
p-vérde (parat t-test) <0.05

3.2 Mikroskopering av helblodsprover

Ingen signifikant skillnad observerades under ljusmikroskop mellan blodcellernas utseende
efter 3, 6 respektive 24 timmar efter tappningstillfallet (Figur 3). Lika manga apoptotiska
leukocyter pavisades i de blodprov som undersoktes mikroskopiskt (Figur 4).
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Figur 3: Bild tagen pa utstryk under x100 objektiv av helblod som vilat 3, 6 respektive 24 timmar. Totalt tre
monocyter (a) och en segmenterad neutrofil granulocyt (b) &r synliga.

Figur 4: Bild tagen pa utstryk under x100 objektiv av helblod som vilat 24 timmar. Tva leukocyter som
genomgar apoptos (a) med en framtradande karnfragmentering och en segmenterad neutrofil granulocyt (b) ar
synliga.
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4 DISKUSSION

Syftet med studien var att undersoka eventuell foérandring av leukocytkoncentration i
helblodspasar éver tid. Detta gjordes med flodescytometrisk metod vid olika vilotider efter
blodgivning.

4.1 Metoddiskussion

Totalt analyserades 33 helblodspasar under studien, men resultat fran 3 helblodspasar
kasserades. Detta pa grund av felaktig hantering av prov som upptacktes flera timmar efter
analys, vilket innebar att provet inte kunde analyseras pa nytt eftersom projektet foljde ett
tidsschema.

Rutinméssiga LPK analyseras i Falun med Sysmex XN-10 och har referensintervallet 4-10
x10°%/L. Metoden pa Cytomics FC500 ger ett lagre LPK-vérde vid jamforelse med resultat
fran Sysmex XN-10, eftersom metoden &r anpassad till analys av erytrocytenheter. Cytomics
FC500 har en battre uppl6sning vid lagre LPK, och linjariteten stimmer inte 6verens mellan
metoderna vid hogre LPK. Detta kan tydligt ses vid analys av kontroller d&r samtligas LPK
analyserade med Cytomics FC500 beréknades vara lagre &n vid analys med Sysmex XN-10
(Bilaga 1, Tabell 111).

Imprecisionen fér BD Leukocount™ vid kontroll av erytrocytenheter ar enligt leverantérens
uppgifter 6 %, vid nivan 300 x10°¢ /L med Cytomics FC500. Denna precision har bekraftats
av laboratoriets verifiering vid drifttagandet 2007.

Metodens linjéritet pa Cytomics FC500 ar battre anpassad till matning av laga LPK pa
erytrocytenheter, samt typning av dessa eftersom varje individuell cell réknas, och Sysmex
XN-10 &r battre anpassad for normala LPK da den har ett hogre flode och ar CE-markt for
maétning av LPK i helblod (intern information, Falu Lasarett).

4.2 Resultatdiskussion

Vid jamforelse av medelvérde for LPK efter 3 och 24 timmar ses ingen statistiskt signifikant
skillnad enligt z-score vid 95 %-nivan. Ett relativt lagt antal prover (n) ar en bidragande
faktor till detta (18).

Eftersom olika patientprover har olika niva LPK kommer detta att paverka medelvardet mer
an skillnaden i olika tidpunkter. Darfor utférdes ett parat t-test, dar signifikansen av
differensen mellan prover mellan 3 och 24 timmar jamfordes.

| ett parat t-test ar resultatet daremot signifikant pa 95 %-nivan, vilket i praktiken innebér att
det finns en statistiskt signifikant skillnad mellan métningen efter 3 och 24 timmar.
Standardfelet p& populationen &r 0,269 x10°, vilket innebér ca 6 % av medelvirdet efter 3
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timmar. Enstaka enheter 6kar dock 25-30 %. Det &r troligt att skillnaden éverskuggas av
metodens matosékerhet. Proverna som skiljer sig 25-30 % ar en stor bidragande faktor till att
t-testet sager att det finns en statistiskt signifikant skillnad.

Att antalet leukocyter okar 6ver tid gar emot grundlaggande hematologi som talar for att
leukocyter &r specifikt differentierade for sina funktioner utan mojlighet till ytterligare
proliferation i blodcirkulationen. Vissa leukocyter sasom monocyter har daremot fortfarande
formagan till mitos och kan genomga vidare differentiering (19). Nar monocyten nar vavnad
utvecklas den till makrofag med formagan att proliferera (20). Andelen monocyter i blodet
hos friska personer motsvarar daremot enbart nan enstaka procentandel av totalantalet
leukocyter, sa hypotesen om att monocyter star for eventuell 6kning av LPK &r mindre
sannolik.

Helblodspasar med CPD &r en gynnsam miljo for leukocyter som fortfarande har formagan
att mogna. Neutrofila granulocyter ar polymorfnukleéra leukocyter. Under neutrofila
granulocyters olika mognadsstadier segmenteras cellkdarnan. Antalet karnlober varierar
mellan neutrofila granulocyter beroende pa mogenhetsgrad. | helblodet finns neutrofila
granulocyter av olika mognadsgrad, med férmagan att mogna till ytterligare karnlober (5).
Med Leucocount™-sats som permeabiliserar cellmembran baseras flodescytometerns
matning pa befintliga cellkarnor i provet. Om antalet segmenterade karnor 6kar med tiden,
kan detta eventuellt paverka resultatet.

Tanken att andelen leukocyter 6kar ar ologisk eftersom mogna blodceller &r terminalt
differentierade och saknar kapacitet till celldelning (21). Leukocytantalet borde minska med
tiden, inte oka.

Vid mikroskopisk analys pa blodutstryk fran helblodspase kan leukocyter som genomgar
apoptos observeras (Figur 4). Apoptos innebér en programmerad celldod dar cellkarnan
fragmenteras och paketeras i intakta membranvesiklar, vilka sedan kan fagocyteras av
fagocyter. Apoptos kan induceras bade av for kraftig stimulans och brist pa stimulans (5).

Apoptosens normala funktion &r att reglera antalet celler under utveckling samt eliminera
onormala icke-funktionella och skadliga celler (22). Detta resulterar i att cellantal minskar,
men under vanliga forhallanden bildas det samtidigt d&ven nya celler i kroppen och homeostas
uppratthalls (5).

En mer langsokt hypotes till skillnad i utbyte av leukocyter mellan provtagningen ar att
proverna tas genom samma slang, som téms med hjalp av en rulltang som avlagsnar celler
men lamnar kvar en film av plasmaprotein. Vid nésta provtagning exponeras blodet for denna
film av mer eller mindre denaturerade plasmaprotein pa slangvéaggen, vilket kan paverka
olika blodcellspopulationer. Detta vill innebdra att betingelserna fér provtagning skiljer sig
markant mellan det forsta och efterféljande prover.

Overforingsslangen maste noggrant granskas efter varje provtagning. Exempelvis kan
rulltangen orsaka skador pa 6verforingsslangen, vilket kan orsaka bakteriell kontamination i
blodenheten.
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Flodescytometri tillater effektiv kvantifiering av ett stort antal celler. Cellsuspensionen far
daremot inte besta av en for hog cellkoncentration, eftersom mangden reagens maste racka
till. Det &r troligt att helblod har en for hog leukocytkoncentration for att metoden med
Leucocount™-kit ska ge en helt korrekt aterspegling av det riktiga leukocytinnehallet.

Metodens matosékerhet vid hoga LPK ér ej faststalld. For framtida studier bor metodens
linjaritet pa helblod valideras. Spadningsstegen borde kunna anpassas for anvandning av BD
Leucocount™-Kit vid undersokning av LPK pa helblod, eller eventuellt aterbesoka hypotesen
med en annan metod.

Extern kontroll utférs 3-4 ganger per ar, och erhalles fran EQUALLIS via Falu blodcentrals
serologiavdelning. Genom kvalitetssystem och god tillverkningssed (GMP) sékerstélls en hog
kvalitet genom hela tillverkningsprocessen. Blodprodukters kvalité kan bero pa flera olika
faktorer; Blodgivarens EVF-, LPK-, TPK- och Hb-varden vid tappningstillfallet, hantering av
blodet under produktion, lagringsférhallandena med mera. Kvalitetskraven utformas enligt
principen att en specificerad andel av de undersdkta blodprodukterna ska innehalla blodceller
inom angivna gransvéarden, vilka kan hamtas ur handboken for blodcentraler utgiven av
KITM. Handboken standardiseras utifran information om avvikelser vid insamling, testning,
framstéllning, lagring, distribution och transfusion av blod och blodprodukter.

| Falun registrerar personal resultat fran genomforda kontroller i ett register. Vid avvikelser
har sektionsledaren fér komponentberedningen ansvaret att vidta atgarder, sisom exempelvis
att utfora en studie som denna. Resultatet rapporteras och granskas aven arligen av
medicinskt ansvarig lakare vid Akademiska sjukhuset i Uppsala.

Trucount rér som Gppnas innan uppnatt rumstemperatur kan kondensera, skadade kulor kan
paverka resultatet (13). Blodvolymen som tillsétts i BD trucount™-roret ar avgérande.
Pipetten som anviands maste vara kalibrerad sa att den levererar en provvolym pa exakt 100
pL. Det dr dven viktigt att verkligen blanda provet varsamt precis innan analys, for att
cellerna och kulorna ordentligt suspenderas.

Eftersom karnforande erytrocyter innehaller nukleinsyra kan de med denna metod detekteras
som leukocyter, men eftersom var blodgivare ska ha varit friska individer med normala
varden bor k&rnforande erytrocyter inte ha funnits i detekterbara kvantiteter.

4.3 Slutsats

For majoriteten av helblodspasar observeras en 6kning av LPK Gver tid. P& populationsniva
ar denna 6kning inte statistiskt signifikant. Differensen mellan 3 och 24 timmar &r daremot
statistiskt signifikant, men eftersom matosakerheten inte ar kdnd men kan antas vara i samma
storleksordning som differensen for majoriteten av prover, kan inte slutsatsen dras om att en
reell 6kning av LPK ses dver tid. Hypotesen bor aterbesokas och vidare studier verkstllas.
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Bilaga 1

Tabell I11: Resultat fran slumpmassigt utvalda blodprovs LPK, analyserade med instrumentet Sysmex XN-10,

anvanda som kontroll for instrumentet Cytomics FC500. Kontrollerna spaddes 1:50 och 1:100 vid analys med
Cytomics FC500.

Cytomics FC500
Sysmex XN-10 Spéadning 1:50 Spédning 1:100
Datum LPK (x10%/L) LPK (x10%L) LPK (x10%L)
6/4-21 4.1 3.3 3.6
7/4-21 2.7 2.1 2.5
8/4-21 4.2 3.4 3.8
9/4-21 5.1 4.5 4.1
13/4-21 4.5 4.1 4.1
14/4-21 5.4 4.8 5.4
15/4-21 2.7 2.4 2.5
16/4-21 5.4 4.3 4.8
20/4-21 53 4.6 4.5
21/4-21 4.1 3.7 3.6
22/4-21 4.5 3.5 3.6
23/4-21 4.8 4.1 4.2
27/4-21 2.9 2.6 2.7
28/4-21 3.8 3.3 3.4
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