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Abstract

Background: Platelets are the smallest cells in the blood and are involved in the
wound healing process. Platelet transfusion is an important part of treating illnesses
such as thrombocytopenia and to prevent and stop major bleedings. Platelets for
transfusion are received after processing of whole blood through automated or semi-
automated systems and pooling of interim platelet units received after the processing.
A limit is set for the minimum total estimated platelet yield in a pool to ensure that

the final product consists of enough platelets.

Aim: The aim of this study was to evaluate the platelet yield index received from
Reveos automatic blood processing system by comparing it to the fluorescent flow

cytometry method on Sysmex cell counter.

Material and method: Whole blood from 147 donors were processed in the Reveos
automated blood processing system into the separate components. All the interim
platelet units received a platelet yield index from Reveos. A sample from each
interim platelet unit was collected and analyzed on Sysmex in the channel for

fluorescent flow cytometry.

Result: The difference between the platelet count from the two methods was 45 +26
x10%unit (p<0,001). Platelet yield index from Reveos was 67 +17 x10%unit and the
platelet count from Sysmex was 112 +35 x10%unit. The r? from the scattergram was

0,49.

Conclusion: The platelet yield index from Reveos underestimates the platelet yield
compared to fluorescent flow cytometry from Sysmex. The limit for the total platelet

yield in a pool of interim platelet units could therefore be decreased.



Popularvetenskaplig sasmmanfattning

Trombocyter, dvs blodplattar har en viktig roll vid sarlakning och for att stoppa
blodningar. Transfusion ges darfor till personer med sjukdomar som paverkar
trombocyters formaga att stoppa blédningar och vid stora blédningar efter trauma.
Trombocyter framstélls ur helblod fran blodgivare med hjalp av automatiska eller
semi-automatiska system. For att fa en trombocytenhet som kan ges till patienter
sammanfors flera trombocytenheter till en stor trombocytenhet. For att fa en
trombocytenhet med tillracklig mycket trombocyter finns en minimigrans for hur lagt
det uppskattade trombocytvérdet kan vara for en pool med trombocytenheter. Syftet
med studien var att utvardera metoden for det uppskattade trombocytvérdet fran
Reveos automatiska blodbearbetningssystem genom att jamfora det med
trombocytvardet fran fluorescerande flodescytometri pa Sysmex cellrdknare. Studien
utfordes pa trombocyter utvunnet ur helblod fran blodgivare. Alla trombocytenheter
fick ett uppskattat trombocytvarde fran Reveos. Prover fran alla trombocytenheter
analyserades sedan med fluorescerande flédescytometri pa Sysmex cellraknare.
Resultatet visade ett medelvarde for skillnaden mellan metoderna i antal trombocyter
pa 45 + 26 x10%enhet hogre pd Sysmex dn Reveos. Medelvardet for Sysmex var 112
+ 35 x10%enhet och fér Reveos var det 67 + 17 x10%enhet. Korrelationskoefficienten
visade ett positivt samband (0,70) mellan metoderna. Slutsatsen var att Reveos
underskattar trombocytvardet pa trombocytenheterna jamfort med fluorescerande
flodescytometri pa Sysmex cellrdknare. Den minimala gransen for uppskattade

trombocyter i en pool med trombocytenheter kan darmed sénkas.

Nyckelord: fluorescent flow cytometry, transfusion, blood component, automation,

blood processing system



Introduktion
Bakgrund

Blodet ar den flytande vavnad som cirkulerar i kroppen. Blodet bestar av plasma och
blodkropparna erytrocyter, leukocyter och trombocyter. Plasma bestar till storsta
delen av vatten och innehaller proteiner, salter och hormoner. Erytrocyter ar den
storsta komponenten i blodet och har till uppgift att transportera syre, koldioxid och
naringsamnen till och fran organ i kroppen. Leukocyter bestar av monocyter,
lymfocyter och granulocyter vilka har olika funktioner i kroppens férsvar mot

mikroorganismer. Trombocyter ar aktiva vid sarlakning och for att stoppa blédningar

).

Trombocyter

Trombocyter &r de minsta cellerna i blodet och bildas genom avknoppning fran
megakaryocyter. Trombocyterna saknar karna och ar skivformade. Livslangden hos
trombocyter &r 10 dagar sedan forstors de i mjalten och levern av makrofager. Deras
viktigaste uppgift ar att uppratthalla homeostasen och bidra vid sarlakning genom att
bilda en trombocytplugg som stoppar blodningen vilket gor att sarlakningsprocessen
kan pabdrjas. Vid en blodning aktiveras trombocyter och blir stjarnformade. Den
aktiverade trombocyten frisatter olika biokemiska agonister, serotonin och
tromboxan A, som kontraherar blodkérl och adenosindifosfat (ADP) som stimulerar
aggregation som leder till att en trombocytplugg bildas. Nar trombocytpluggen
bildats frisatts trombocytrelaterad tillvéxtfaktor (PDGF) som bidrar till Iakningen av

skadan genom att paskynda lakningsprocessen (1). Transfusion av trombocyter utfors



bland annat vid trombocytopeni, som innebdr att nivan av trombocyter i blodet &r Iag

och for att forhindra stora blédningar (2).

Framstallning av komponenter

Blod som bestar av alla komponenter bendmns helblod och for att separera de olika
komponenterna krévs centrifugering och separering av helblodet som vilat 6ver natt.
Detta kan goras halvautomatiskt med centrifug och separat press eller helautomatiskt
med ett instrument som bade centrifugerar och pressar. Den helautomatiska metoden
ar framtagen for att oka effektiviteten vid framstélining av blodkomponenter genom
att minska antalet moment som behdver genomforas och dven minska tidsatgangen

for bearbetningen av helblodet (3,4).

For att framstalla trombocytenheter kan enheter fran flera givare sammanforas, da
anvands antingen buffy coats fran halvautomatisk bearbetning eller interim platelet
units (IPU) fran automatisk bearbetning. Vid sammanforing anvands sju
trombocytenheter fran sju olika blodgivare for att fa fram en fardig enhet i dubbeldos
som gar att ge till en patient. En annan teknik for att framstélla blodkomponenter &r
att anvanda aferesteknik. En trombocytenhet i dubbeldos utvinns da fran en
blodgivare. Vid aferesteknik tas endast en komponent fran blodgivaren vid
tappningstillfallet, i detta fall trombocyter, de 6vriga komponenterna i blodet, plasma

och erytrocyter, ges direkt tillbaka till patienten under tappningen genom infusion®.

! Gulliksson H, Knutson F. Svensk Férening fér Transfusionsmedicin Kap 4: Blodkomponenter:
Framstallning och anvandning Huvudansvariga. 2015;



Reveos automatiska blodbearbetningssystem

Reveos automatiska blodbearbetningssystem dar ett automatiskt system for
framstallning av komponenter som kan bearbeta upp till fyra helblodsenheter per
omgang. Processen startar med en centrifugering for att separera helblodet, sedan
sker en pressning for att separera de olika komponenterna till olika pasar. For att fa
fram IPU-er sker ytterligare en centrifugering foljt av pressning for att separera
trombocyter fran leukocyter och eventuella erytrocyter. For att ratt komponent ska
hamna i ratt pase finns sensorer som kanner av vilken komponent som pressas och
ser till att enbart slangen till den pasen &r 6ppen. Nar pressningen ar fardig forseglas
slangarna av ventilerna genom svetsning. De fardiga produkterna blir en
plasmaenhet, en erytrocytenhet och en IPU% Av IPU-erna bildas en trombocytenhet i
dubbeldos genom sammanfdring av sju IPU-er. Vid tillverkning av IPU-er utfors en
uppskattning av trombocytvardet av instrumentet genom att en vaglangd med ljus
skickas genom IPU-enheten och en algoritm anvénds sedan for att med hjalp av
informationen fran detta rakna fram ett varde for antalet trombocyter i IPU-enheten,
detta varde kallas trombocytméangdindex (PY1) (5). Fran instrumentet fas dven en

uppskattad volym pa enheterna.

Fluorescerande flédescytometri

For att méta trombocytpartikelkoncentrationen (TPK) kan en cellrdknare anvéndas.
TPK mats for att utvardera blodningsrisk hos patienter och diagnostisera kvantitativa

defekter hos trombocyter. Med hjélp av cellrdknaren kan TPK métas med olika

2 TERUMOBCT. Reveos Automatisk blodbearbetningssystem. Anviandarhandbok for (version 1.1).
2015. Art.nr 986351-531.



metoder. Sysmex XN-instrument kan mata trombocyter med impedans (PLT-I),

optiskmetod (PLT-O) och fluorescerande flodescytometri (PLT-F) (6,7).

PLT-I ar den metod som anvands mest i diagnostiskt syfte och gar ut pa att sortera
cellerna efter storlek genom att mata den elektriska impedansen hos cellerna. Detta
gors genom att spada cellerna med en isotonisk 16sning med bra ledningsformaga da
cellerna i sig sjalva ar daliga pa att leda elektricitet. Cellerna flodar sedan genom en
kanal med elektrisk spanning och den elektriska impedansen for varje cell lases av.
Impedansen ar proportionell mot cellens volym. Den kan inte skilja mellan sma

erytrocyter och trombocyter vilket gor att den ar kanslig mot interferens (7).

PLT-F ger ett mer exakt varde for antalet trombocyter &n PLT-I eftersom den kan
skilja pa trombocyter och onormala erytrocyter som till exempel schistocyter och
sfarocyter (6,7). Fluorescerande flodescytometri bygger pa att fluorescerande fargen
oxazin binder till RNA i trombocyterna, cellerna flédar sedan genom en smal kanal
dar de belyses med laser och instrumentet kan sedan lasa av det framatspridda ljuset
(FSC) som motsvarar cellens storlek, det sidospridda ljuset (SSC) som motsvarar
cellernas morfologi och den fluorescerande intensitet som indikerar om cellen
innehaller RNA. Utefter dessa parametrar kan sedan instrumentet dela upp cellerna i
olika celltyper. PLT-O fungerar pa ett liknande satt som PLT-F men anvéander den

fluorescerande fargen polymetin i stallet foér oxazin (6).



Syfte

Pa klinisk transfusionsmedicin i Falun anvéands bade aferes och sammanforing av sju
IPU-er for att framstalla trombocytkoncentrat i dubbeldos. Vid sammanféring av
IPU-er anvands idag det uppskattade trombocytvardet PY 1 fran Reveos for att
sakerstalla att trombocytinnehallet uppfyller kriterierna. Gransvardet for mangden
trombocyter i en sammanforing ligger i dagslaget pa 470 x10%enhet och om detta
varde inte uppnas med sju IPU-er invéntas nasta centrifugeringsomgang alternativt
skapas en sammanforing med ett lagre uppskattat véarde och en kvalitetskontroll
utfors pa den fardiga produkten for att sékerstalla att trombocytenheten uppnar
kraven pa trombocytinnehall. Genom att kontrollera det uppskattade vardet med
PLT-F fran Sysmex cellraknare skulle PY1 kunna justeras till att battre reflektera
matmetoden pa blodcentralen i Falun och dven forbattra arbetsflodet och 6ka
produktionsmagjligheten. Syftet med studien var att utvéardera det uppskattade
trombocytvardet PY| fran Reveos automatiska blodbearbetningssystem genom att

jamfora det med uppmatt PLT-F-varde fran Sysmex cellraknare.

Material och metod
Studiematerial

Till studien anvandes 147 IPU-er extraherade fran helblod donerat av blodgivare pa
blodcentraler inom Region Dalarna. Da proverna samlades fran blodgivare anvéandes
enbart helblod frén friska personer. Alder, kén och blodgrupp pé blodgivarna
varierade men noterades inte. Helblodet samlades in i Reveos 3-komponent

blodpasesystem (Terumo BCT, Lakewood, Colorado).



Etik

Ingen etisk provning behdvdes for studien i enlighet med lagen om biobanker i hélso-
och sjukvarden (SFS 2002:297)3. Alla blodgivare informerades och lamnade
samtycke for anvandande av blodet vid kvalitetsutvecklingssyfte i samband med
blodgivningen. Alla prover anonymiserades och IPU-erna kasserades efter

provtagningen.

Hallbarhetsperspektiv

Till studien anvandes mycket engangsplast i form av mikroror till analyserna. Det
anvéandes dock sa sma rér som mojligt. Blodpasesystemet var av plast men dessa
ingar i ett system som anvands vid framstéllning av blodkomponenter och de pasar
som anvandes i studien gav inget extra avfall. Det skrevs &ven ut papper for varje
analys vilket kan anses vara onddigt och bor kunna undvikas genom att direkt
anteckna relevanta data fran instrumentet. For sparbarhet och for mojligheten att
studera resultat som inte ingick i studien i efterhand sa bedomdes att papper behdvde

skrivas ut.

Metod
Reveos centrifugering och separering

For att framstalla IPU-er centrifugerades helblodspasar i Reveos automatiska

blodbearbetningssystem med det forinstéllda programmet for framstallning av tre

3 https://www.riksdagen.se/sv/dokument-lagar/dokument/svensk-forfattningssamling/lag-2002297-
om-biobanker-i-halso--och_sfs-2002-297



komponenter. Blodpasarna blandades ett par ganger och placerades sedan i
centrifugen, slangarna fastes i slangsensorn och ventilerna pa avsedda platser enligt
tillverkarens instruktioner innan kopparna stdngdes och brytstiften 6ppnades och det
valda programmet startades. Blodpasarna avlagsnades fran centrifugen genom att
slangarna lossades fran ventilerna och slangsensorn enligt tillverkarens instruktioner
och pasarna togs upp ur kopparna. Pa IPU-pasarna noterades vilken av de tva
centrifugerna den kordes pa, vilken kopp den satt i, trombocytvolymen och det
uppskattade trombocytvérdet. IPU-erna vilade sedan 1 timme i 22°C pa

trombocytvagga (Helmer Scientific, Noblesville, Indiana).

Sysmex PLT-F

For att ta reda pa trombocytinnehallet analyserades proverna med Sysmex
cellrdknare XN-9000 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) i PLT-F kanalen. Ett 2 mL
mikroror utan tillsats marktes med tappningsnummer fran pasen. Slangen tomdes pa
luft med en stripptang och trombocyterna blandades genom att pasen véandes 20
ganger. En peang fastes pa slangen vid stripptangen innan stripptangen avlagsnades.
Pasen hangdes sedan upp och en liten bit av slangen klipptes av. Det markta
mikrororet placerades under den dppnade slangen och peangen lossades sa att
trombocytkoncentrat fran pasen fick rinna ner i mikrororet, nar roret var nastan fullt
fastes peangen igen. Roret korkades pa och pasen lossades fran kroken och vandes sa
att slangen hamnade uppat, peangen flyttades till &nden av slangen och slangen
svetsades ihop med en svets. Pasen slangdes i en behallare for biologiskt riskavfall.

Roren placerades i en snurra och analyserades manuellt i PLT kanalen pa Sysmex



XN-9000 och resultatet for PLT-F antecknades och raknades om fran antal

trombocyter x10%/L till antal trombocyter x10%enhet.

Statistik

Statistisk bearbetning utfordes i Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA).
Resultaten beskrevs som medelvérde + standardavvikelse (SD). For att avgora
signifikansen mellan resultaten for de olika metoderna utfordes t-test,
signifikansnivan bestamdes till p <0,05. Korrelationen mellan analyserna

analyserades med ett punktdiagram.

Resultat

| detta projekt jamfordes det uppskattade trombocytvarde PY 1 fran Reveos
automatiska blodbearbetningssystem med beréknat trombocytvarde fran PLT-F
kanalen i Sysmex cellraknare. Till studien anvandes 147 IPU-er framtagna fran

helblod som donerats av blodgivare inom Region Dalarna.

Jamforelse mellan PYI och PLT-F

For att berakna TPK i IPU-erna uppmattes PY1 med Reveos och medelvérdet
beraknades till 67 + 17 x10%enhet. For kontroll méttes TPK med Sysmex i PLT-F-
kanalen och medelvardet beraknades till 112 + 35 x10%enhet. Skillnaden mellan

analyserna visade ett medelvarde pé 45 + 26 x10%enhet hogre uppmétt TPK-vérde

10



hos Sysmex an Reveos (Tabell 1), utfort t-test resulterade i p <0,001, vilket ansags

vara signifikant.

Tabell 1. Uppmétta varden for trombocyter med Reveos och Sysmex samt skillnaden

mellan dessa.
Medelvérde | Standardavvikelse (SD)
Reveos: PY1 (trombocyter x10%enhet) 67 17
Sysmex: PLT-F (trombocyter x10%enhet) 112 35
Skillnad (trombocyter x10%enhet) 45 26

Korrelationsanalys

Korrelationen mellan analyserna studerades med ett punktdiagram (figur 1),
korrelationskoefficienten (r) blev 0,70 och determinationskoefficienten (r?) blev 0,49

(p <0,001). Trendlinjen visade pa en positiv lutning med ett varde pa 1,40.

11
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Figur 1. Punktdiagram for korrelationen mellan TPK med Reveos och Sysmex.
Punkterna motsvarar trombocytvardet x10%enhet for de olika metoderna, varije

punkt motsvarar ett prov som har fatt ett varde fran bade Reveos och Sysmex.

Diskussion

Syftet med studien var att utvardera PY| fran Reveos automatiska
blodbearbetningssystem genom att jamfora det med uppmatt vérde fran PLT-F-
kanalen i Sysmex cellraknare. Till studien anvandes IPU-er som tagits fram fran
helblod med Reveos automatiska blodbearbetningssystem. Resultatet visade att det
fanns en signifikant skillnad pa det uppmatta TPK vérdet for de olika metoderna med
ett medelvarde for skillnaden pa 45 + 26 x10%enhet hégre uppmatt varde med
Sysmex &n Reveos. En korrelation mellan metoderna kunde ses (r = 0,70, r? = 0,49)
och trendlinjen visade pa en positiv bias vilket ytterligare styrker att Reveos

underskattar TPK i IPU-erna.
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Pa klinisk transfusionsmedicin i Falun anvands idag PY fran Reveos automatiska
blodbearbetningssystem vid sammanféring av IPU-er till en trombocytenhet.
Gransvardet for en grupp med IPU-er som ska sammanforas ligger for narvarande pa
>470 x10%enhet. Om detta varde inte kan uppnas gér det att sammanfora IPU-er med
lagre uppskattat véarde och sedan utfora en kontroll pa den fardiga trombocytenheten
for att kontrollera sa att enheten faller inom gransvardet for trombocytenheter pa

>240 x10%enhet*.

Det finns for narvarande inga studier som har undersokt PY1 fran Reveos och det
finns inte mycket information om exakt hur metoden gar till. Hur val PY| stammer
Overens med redan etablerade metoder for att mata TPK som till exempel PLT-F och
PLT-I finns det for narvarande inga studier pa. Eftersom kontroller pa fardiga
trombocytenheter utfors med PLT-F sa valdes den metoden framfor PLT-I for att

kontrollera TPK i IPU-erna i den har studien.

Tidigare studier har visat att PLT-F stdammer vél éverens med referens metoder for
att mata TPK och ar battre pa att skilja mellan sma fragmenterade erytrocyter och
trombocyter vilket innebar att den kan ge ett mer exakt varde pd TPK an PLT-I (6,7).
Tidigare studier av algoritmer for att uppskatta trombocytvérden vid aferes har visat
att de ofta underskattar trombocytvardet pa enheterna (8,9). Sa ar aven fallet med
PY1 fran Reveos jamfort med det mer korrekta vardet uppmatt med PLT-F. Reveos

anvander vaglangder for att uppskatta vardet vilket kan paverka vilket PY1 som

4 Larsson S, Gulliksson H. Svensk Férening fér Transfusionsmedicin kap 5 Blodkomponenter:
kvalitetssakring och kontroll. 2014 Jan 21;
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berdknas. Da matningar med vaglangder utgar ifran fargen pa enheten finns det
mycket annat &n mangden trombocyter som kan paverka méatningen av enheterna.
Eftersom det inte enbart &r trombocyter i enheterna utan dven till exempel plasma
kan detta paverka fargen pa enheterna och darmed dven PY1 (10). Vaglangderna som
fardas genom enheterna skulle dven kunna paverkas av leukocyter som inte har forts
over till pasen med leukocyter. Det ar oftast en valdigt liten méangd leukocyter som
finns kvar i IPU-erna men skillnader mellan olika enheter skulle kunna paverka
berakningen av PY1 (11). Skillnaderna pa TPK inom de olika metoderna beror
sannolikt pa skillnader hos de olika donatorerna. Skillnader hos donatorerna kan till
exempel bero pa kon, alder och vikt (12), dessa faktorer har inte tagits hansyn till i
denna studie da detta inte bor ha nagon betydelse vid jamforelsen mellan olika

metoder pa samma prov.

En annan aspekt som kan paverka PY | ar vilken behallare som enheten bearbetats i
da enheterna pressas en i taget i sa enheten i behallare fyra pressas sist och star
darmed och vantar mycket langre &n den i behallare ett vilket skulle kunna paverka
bade hur mycket trombocyter som finns i IPU-en och eventuellt dven fargen och

darmed PY . Detta har dock inte undersdkts i denna studie.

Skillnaderna mellan de uppmatta vardena i PLT-F kanalen pa Sysmex beror med
storsta sannolikhet pa skillnader i TPK hos de olika donatorerna. Da denna metod
specifikt raknar trombocyterna med hjélp av fargning med den fluorescerande fargen
oxazin och flodescytometri. Daremot sa kunde inte PLT-F métas vid ett enstaka

tillfalle och denna gang anvandes PLT-I vardet i stallet. PLT-1 ger inte lika sékert

14



varde for det faktiska trombocytvardet da den inte kan skilja mellan sma erytrocyter

och trombocyter (7).

Denna studie genomférdes med hopp om att kunna forbattra arbetsflédet genom att
optimera produktionen av trombocytenheter fran IPU-er framstallda med Reveos
automatiska blodbearbetningssystem. Resultatet for studien visar att PY| fran Reveos
underskattar hur mycket trombocyter som finns i IPU-erna vilket innebér att kravet
for totalt PY1 i en trombocytgrupp som ska sammanforas till en trombocytenhet
skulle kunna sankas. | dagslaget ligger denna grans p& >470 x10%enhet men da PY|
underskattar vardet med 45 + 26 skulle denna gréns kunna sénkas utan att understiga

gransvardet for trombocyter i den slutliga produkten som ligger p& >240 x10%enhet.

Svarigheter med studien har framfor allt varit att fa fram tillrackligt manga IPU-er att
analysera eftersom dessa oftast behdvs for att tillverka trombocytenheter till patienter
och IPU-erna i denna studie kunde efter provtagning inte anvandas. En annan
svarighet med studien var att hitta relevanta artiklar for Reveos metod att uppskatta
trombocyter. En del IPU-er hade aggregat i slangen eller vid slangens mynning vilket

gjorde att dessa var lite svarare att fa bra prov fran.

Sammanfattningsvis visade studien att Reveos kraftigt underskattar antalet
trombocyter i IPU-erna vid jamforelse med fluorescerande flodescytometri fran
Sysmex. Baserat pa resultaten fran denna studie bor gransen for PY1 i en pool med

IPU-er kunna sénkas fran >470 x10%enhet till >425 x10%enhet. Detta &r dock nagot

15



man bor undersdka ndrmare i verksamheten for att sakerstélla att den fardiga
trombocytenheten inte hamnar under gransvardet pa >240 x10°enhet och bibehaller

en hog kvalitet.
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