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Sammendrag

Bakgrunnen for denne oppgaven er Avdeling for immunologi og transfusjonsmedisin ved St.
Olavs hospital sitt vedtak om & samarbeide med luftambulansen med & forsyne dem med
leukocyttfiltrerte fullblodsposer. Det er bestemt at blodposene skal kastes etter 15 dager
dersom de ikke blir transfundert. Det er derfor enskelig a se pa i hvilken grad det oppstér
endringer i den hemostatiske profilen, og hvordan disse eventuelt samsvarer med endringene i

de metabolske- og hematologiske parametere i fullblodsposene.

Det ble benyttet 15 fullblodsposer i prosjektet. Blodet ble tappet pé et fullblodstappesett med
et integrert trombocyttbesparende filter for & fjerne leukocytter. Blodposene ble lagret i en

tidsperiode pa 15 dager, og analysert pa dag 1, 4, 9 og 15.

Analyseresultatene fra TEG 14 betydelig utenfor oppgitte referanseomrader allerede pa dag 1.
Det ble funnet signifikante endringer i MA-verdiene og a-vinklene under lagringsperioden,
men ingen signifikante endringer for R-verdiene. Det ble sett pd assosiasjonen mellom enkelte
parametere, der resultatene viste god assosiasjon mellom MA og antall trombocytter, og

glukose og laktat, mens ingen assosiasjon mellom a-vinkel og fibrinogen.

Mulige érsaker til de darlige MA- og a-resultatene kan vere filtreringsprosessen, da filteret,
som i utgangspunktet skal vare trombocyttbesparende, kan medfere en reduksjon av antall
trombocytter. Andre mulige arsaker kan vere selve leukocyttreduseringen, da leukocyttene
spiller en viktig rolle i den hemostatiske prosessen. Fjerning av leukocyttene kan derfor ha en

negativ effekt pd fullblodets hemostatiske funksjon in vitro.

Videre studier er nadvendig for & bekrefte disse funnene. Det kan da vare interessant a se pa

endringer i filtrert mot ufiltrert fullblod fra samme blodgiver. Forst og fremst med tanke pa at
leukocyttene kan spille en sterre og viktigere rolle i den hemostatiske prosessen hos pasienter
med traumatiske bledninger, enn det man har trodd. Basert pa funnene ber ogséa holdbarheten

til fullblod revurderes.
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Abstract

This study have been designed based on the decision by the Department of immunology and
transfusion at St. Olavs hospital to supply The Norwegian Air Ambulance Foundation with
whole blood for prehospital administration. The whole blood units shall be thrown away after
a period of 15 days, given that the units have not been transfused. Therefore, it is useful to

look at the hemostatic -, metabolic- and haematological parameters change during storage.

In total, 15 whole blood units were analyzed. The blood was obtained in a collection set with
a filter to reduce leukocytes but the keeping most part of the platelets. The whole blood units

were stored in a time period of 15 days and analyzed on day 1, 4, 9 and 15.

The results from the TEG analysis were outside normal reference ranges already on day 1.
There were statistically significant differences over time for the MA-values and a-angles.
Meanwhile, there were no significant difference for the R-values over time. The results
showed good association between MA and the number of thrombocytes, and between glucose

and lactate, but no association between a-angle and fibrinogen.

TEG results were unexpectedly low for MA and a-angle. A possible reason for this may be
the filtration process, even if it is supposed to be platelet-saving, it may lead to a considerable
reduction of the number of platelets in the blood unit. Another possible reason might be that
the leukocytes play an important role in the hemostatic process. Leukocyte depletion may

therefore have a detrimental effect on the hemostatic properties of whole blood in vitro.

Further studies are warranted to assert the importance of these findings. There might be
interesting to examine changes in leukoreduced whole blood compered to non-leukoreduced
whole blood from the same donor. The durability of the whole blood units should also be

reconsidered, based on these findings.
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1.0 Innledning

Blod er en ferskvare. Det er et levende, biologisk materiale som ikke kan erstattes eller
fremstilles kunstig — det mé gis. Som blodgiver kan man gi nok blod til 4 redde tre liv. Det er
mange pasienter som er avhengig av blodoverfering for & overleve, og dermed er dette et
livsviktig helsetilbud som blodgiverne tilforer Norge (V. I dag har vi 30 godkjente blodbanker
rundt om i landet som serger for organisering av blodgivere og opprettholdelse av en
tilstrekkelig blodbeholdning, som inneholder alle nedvendige blodtyper og blodkomponenter

til enhver tid @.

1.1 Transfusjonstjenesten 1 Norge
Transfusjonstjenestens formal er & kvalitetssikre blodkomponenter og blodprodukter, i tillegg
til & ivareta blodgiverens og mottakerens sikkerhet med tanke pa komplikasjoner og risiko for

smitte. For & oppné dette stilles strenge medisinske krav til blodgiverne @)

For a kvalifisere seg som blodgiver i Norge md man vaere mellom 18 og 65 ar, veie over 50
kg, fole seg frisk og at man ikke er i noen risikogruppe for sykdommer som kan overfores

med blod .

Forskjellige evalueringsprosedyrer er med pé a sikre egnede blodgivere. Evalueringen skjer
for hver giving ved hjelp av et sperreskjema som er utarbeidet av Helsedirektoratet og en
samtale med faglig kvalifisert helsepersonell. Ved nyregistrering skal det opplyses godt om
alle forhold rundt blodgivingen; tappeprosedyrer, hvilke komponenter som framstilles, mulige
konsekvenser og bivirkninger, samt informasjon om de ulike testene som utferes pa blodet —
ABO-typing, Rh(D)-typing, antistoffscreening og -identifisering, med flere. Det utfores
jevnlige serologiske undersgkelser av blodet etter infeksjonsparametere, som HIV og hepatitt,
for & hindre smitteoverforing. Positivt utslag pa markerer for disse virusene medferer at man
utelukkes som blodgiver. I tillegg holdes det et oye med blodtrykk, puls, og hemoglobin- og
ferritinverdier. Jernmangel ses pa som den sterste risikoen ved & vare blodgiver, og man far

derfor naye oppfelging og tilbud om jerntabletter dersom dette er nedvendig @

Blodgiving skal vaere frivillig og uten betaling, og det er krav om skriftlig samtykke fra
blodgiveren for tapping og testing av blodet ®).



1.2 Blodkomponenter og blodprodukter
Et menneske pé 70 kg har rundt 5-6 liter blod i kroppen. Blodet bestér av forskjellige
komponenter som effektivt kan benyttes til behandling. Komponentene kan anvendes sammen

eller hver for seg, avhengig av sykdom og tilstand .

I transfusjonsmedisinsk sammenheng skilles det mellom «komponenter» og «produkter». I
blodforskriften omtales blodkomponenter som de bestanddelene fra blodet en kan fremstille
ved ulike separasjonsmetoder. Disse komponentene er forst og fremst plasma, erytrocytter,
leukocytter og trombocytter. For at blod skal kunne benyttes til behandling ma det produseres

blodprodukter fra de ovenfornevnte komponentene @)

Det finnes ulike metoder for fremstilling av blodprodukter. Man kan enten utfere aferese eller

tappe fullblod fra blodgivere. Aferese er en metode som

benyttes for & tappe ut enkelte blodkomponenter som

man er interessert i, mens gvrige komponenter Plasma (55%) -
transfunderes tilbake til giveren @,
| =Bulffy coat,
composed of
Ved fullblodstapping overfores blodet i en pose med white blood celts
Red blood cells and platelets

antikoagulerende middel, citrat-phospat-dextrose e

(CPD). Etter sentrifugering vil fullblodet kunne

Figur 1.1: Fordelingen av komponenter i
separeres i plasma, erytrocytter og buffycoat, som blodet etter sentrifugering. Plasma og

o erytrocytter utgjor storstedelen av
bestar av leukocytter og trombocytter. Se figur 1.1. De oy &

blodvolumet. Leukocytter og trombocytter
respektive komponentene overfores til egne poser ved  wgjor ca. 1 % 7.

hjelp av en blodseparator.

1.2.1 Plasma

Plasma utgjer vasken i blodet som er igjen etter at man har fjernet alle blodceller ved
sentrifugering. Vaesken bestar hovedsakelig av vann, men ogsa naringsstoffer, avfallsstoffer,
salter og hormoner. I tillegg finnes viktige proteiner som antistoffer, koagulasjonsfaktorer og
albumin @, Alt plasma som tappes i Norge sendes til et utenlandsk firma, Octapharma, for
virusinaktivering og patogenredusering ©. Plasmaet mé fryses ned innen 24 timer etter
tappetidspunkt. Det fryses ved -20°C + 2° og kan oppbevares i inntil 2 ar. Plasma benyttes

blant annet ved store og akutte bledninger, alvorlige brannskader og til behandling av bledere
3



1.2.2 Erytrocytter

Hovedoppgaven til erytrocyttene er 4 frakte oksygen fra lungene og rundt til alle kroppens
celler. Erytrocyttkonsentratene skal vaere leukocyttredusert, se delkapittel 1.2.3, og inneholde
lite plasma. Konsentratene tilsettes SAGMAN-vaske bestdende av henholdsvis saltvann,
adenin, glukose og mannitol for optimale lagringsbetingelser, og oppbevares ved 4 °C + 2° i

inntil 35 dager. Erytrocytter benyttes i behandling til personer med anemi .

1.2.3 Leukocytter

Leukocyttene utgjor en del av immunforsvaret vart, hvor de responderer pé infeksjoner og
skade. Leukocytter brukes ikke i transfusjonssammenheng, da disse blodcellene kan baere pa
antigener og virus som kan virke skadende pd mottakeren. Alt blod som brukes ved
transfusjon skal derfor vere leukocyttredusert. Leukocyttene fjernes ved hjelp av

spesialfiltrering .

1.2.4 Trombocytter

Trombocyttene sirkulerer i blodet, og reagerer raskt pa skader i blodareveggen ved & reparere
og stanse bledning. Trombocyttkonsentrater fremstilles fra buffycoater og skal, som
erytrocyttkonsentratene, ogsé vare leukocyttredusert. Trombocyttkonsentratene lagres pa
vippe ved 22 °C + 2° i inntil fem degn. Holdbarheten kan forlenges til sju dogn dersom det er
mulig & utfere bakteriologiske kontroller eller patogenreduksjon ). Trombocytter gis blant
annet til traumepasienter med aktive bledninger, profylaktisk til kreftpasienter som fér
cellegiftbehandling og til pasienter med sykdommer som forarsaker et unormalt lavt antall

trombocytter eller defekte trombocytter 4.

Arsaken til den korte holdbarheten til trombocyttkonsentratene i forhold til de andre
blodkomponentene, kommer av risikoen for bakterievekst og infeksjonsfare hos mottakeren.
Bakgrunnen for lagring ved 22 °C er studier som viser at denne typen oppbevaring
optimaliserer viabiliteten til trombocyttene etter transfusjon. Lagringsmetoden har derimot
vist seg 4 ga pa bekostning av den hemostatiske aktiviteten til trombocyttene, altsa hvordan de

responderer pé skade og blodning ©,

I senere tid har det blitt utfort holdbarhetsstudier av trombocyttkonsentrater lagret ved 4 °C .
Bakterier trives svert darlig ved lave temperaturer og har dermed mindre mulighet til &
kontaminere blodet. I tillegg lagres allerede andre blodprodukter pad denne maten, noe som
tilsier at oppbevaringsmulighetene allerede er praktisk tilrettelagt. Studiene har ogsa vist at

lagring ved 4 °C gjor trombocyttene mer hemostatisk aktive. Som forventet oppstar en



nedgang i viabiliteten over tid, men hos pasienter med pagaende bledning sirkulerer
trombocyttene lenge nok til & fa utfert jobben de skal — nemlig a stanse bledningen. I tillegg
sees en nedsatt metabolisme hos blodcellene, noe som er positivt, da aldringen til blodcellene

utsettes ©.

1.2.5 Leukocyttfiltrert fullblod

For a sikre at pasienter med store og aktive bledninger far tilpasset transfusjonsterapi,
overfores en kombinasjon av blodkomponenter som likner mest mulig pa fullblod, og som
inneholder mest mulig av blodets normale koagulasjonsfaktorer. Med «fullblod» menes blod
med alle tilherende komponenter, slik man finner det 1 kroppen. Et stadig mer aktuelt

alternativ til den tradisjonelle bruken av blodkomponenter er bruk av fullblod.

Fullblod benyttes i veldig liten grad ved behandling i Norge i dag, men pa grunn av erfaringer
fra forsvaret i USA, har fagmiljeet innenfor transfusjon fatt en gkende interesse rundt dette. I
krigssituasjoner hvor ferskt fullblod var det eneste blodproduktet som var tilgjengelig, fant de
ut at pasientene som fikk overfort fullblod hadde en bedre overlevelse sammenliknet med
transfusjonsterapi med blodkomponenter. Spesielt innen akuttmedisin har det blitt mer aktuelt
a ta 1 bruk fullblod til prehospital behandling av traumepasienter, kvinner med postpartum

blodning og ved kirurgi ®.

En utfordring rundt bruk av fullblod til transfusjon, er at leukocytter ogsé er tilstede 1 blodet.
Leukocyttene kan fordrsake overfering av antigener og virus, som kan fere til immunologiske
og inflammatoriske transfusjonsreaksjoner. De mest vanlige er milde reaksjoner som f.eks.
febrile og allergiske reaksjoner. For & minske risikoen for transfusjonsreaksjoner er det
anbefalt & bruke spesielle filtre for & redusere antallet leukocytter til mindre enn 1.0 x 10° per
enhet erytrocytter. I dag har man filtre som er varsom mot trombocyttene og bevarer deres

funksjon. Dette er viktig da trombocyttene er essensielle i hemostasen ©).

Lagringsbetingelsene for leukocyttfiltrert fullblod ved St. Olavs hospital er beskrevet i
«Valideringsplan for filtrert fullblod», se vedlegg 4, og oppgir at fullblod skal lagres ved 2-6
°Ciinntil 15 dager. Dette er basert pa studier som har vist at trombocytter i fullblod, som er
oppbevart ved 4 °C, kan vise hemostatisk effekt opp til dag 15 (9. I motsetning til

trombocyttkonsentratene som kun er holdbare i 5-7 dager.



1.3 Trombocyttenes rolle i hemostasen

Hemostasen er et komplekst system der samspillet mellom blodkaret, trombocyttene,
koagulasjonsfaktorer, aktivatorer og hemmere er viktig. Hemostasen blir delt inn i tre ulike
faser, primar hemostase, sekunder hemostase og fibrinolyse. Den primare hemostasen har

som funksjon & danne trombocyttplugg og det er her funksjonen til trombocyttene er viktig
an

Det forste som skjer ved en skade er at blodkaret trekker seg sammen. Dette reduserer
blodstremmen til omrédet og subendotelet vil komme i kontakt med blodet. I subendotelet
ligger Von Willebrand faktor (VWF), som har fangarmer som trekker til seg trombocyttene,
dette kalles adhesjon. Trombocyttene blir aktivert og under aktiveringa blir blant annet
reseptorer for fibrinogen vist fram. Fibrinogen, som er et protein som finnes lost i blodet og
den viktigste koagulasjonsfaktoren, fester seg til reseptorene og videre far man en

trombocyttaggregasjon (1D,
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Figur 1.2: De ulike komponentene i den primcere hemostasen; von Willebrant-faktor som kommer ut fra
skadestedet i endotelet, reseptorene for VWF pd trombocyttene, og fibrinogen som er festet til

fibrinogenreseptorene pa trombocyttene. Dette utgjor blodplatepluggen.

Etter danning av platepluggen mé denne forsterkes, der mélet er & omdanne fibrinogen til
fibrin ved hjelp av trombin. Omdanningen skjer ved en rekke koagulasjonsfaktorer der det
skjer en kaskade av reaksjoner. Det er flere ulike aktiveringer av reaksjonen som gjer at en til

slutt sitter igjen med fibrin. Fibrinet er viktig da det legger seg utenpé trombocyttpluggen som



et nettverk og forsterker pluggen. I tillegg er det en faktor som gjer at fibrinet blir kryssbundet

og med det holder seg sterkere (V.

Det tredje trinnet i hemostasen er fibrinolyse, nedbrytingen av fibrin, der plasmin er proteinet
som hjelper til med denne prosessen. Plasminogen er den inaktive formen av plasmin og ved
hjelp av tissue plasminogen aktivator (TPA) blir plasminogen omdannet til plasmin. Nér

fibrinolysen har gjort jobben vil hele karet vaere reparert, lukket igjen og hemostasen er utfort
(1n

1.3.1 Endring av trombocyttfunksjon under lagring

I tiden fra blodet tappes fra giveren og til det transfunderes til mottakeren, utsettes
blodproduktet for mekanisk stress som kommer av blant annet fremmede overflater og hard
behandling ved filtrering. Det oppstér biokjemiske, strukturelle og funksjonelle forandringer
hos blodcellene under lagring, som med en samlebetegnelse er kjent som «storage lesiony.
Disse endringene kan pavirke trombocyttfunksjonen etter transfusjon, og er derfor viktig &
kontrollere. Trombocyttene kan aktiveres ved fysisk stimuli in vitro. For & unngé
uhensiktsmessig aktivering spiller derfor lagringsbetingelsene en viktig rolle. Platelet storage
lesion (PSL) er assosiert med nedsatt in vivo viabilitet og hemostatisk aktivitet.
Forandringene har flere arsaker og er ikke fullt ut forstdtt. Det primare malet er & bevare

platenes struktur, form og funksjon gjennom fremstilling og lagring (1.

1.4 Evaluering av den in vitro hemostatiske profilen av leukocyttfiltrert fullblod
Det er et gkende behov for transfusjon av trombocytter, men tilgjengeligheten er derimot
begrenset. Dette kommer av den korte holdbarheten pa grunn av dagens lagringsmetoder av
trombocyttkonsentrat (12, Dermed blir fullblod, som stiller andre krav til lagring, vurdert som
et bedre alternativ. Det finnes flere mater & evaluere trombocyttenes tilstand i fullblod pa,

blant annet ved a se pa cellenes metabolisme og hematologiske forandringer.

1.4.1 Metabolske parametere

Alle kroppens celler trenger energi for & fungere. Energien dannes fra neringsstoffer gjennom
kjemiske prosesser i metabolismen. Sentrale parametere i metabolismen er blant annet
glukose, laktat og kalium. For at cellene skal fungere normalt er det ogsa nedvendig med

fysiologisk pH. Det er disse parameterne som skal méles pd i denne bacheloroppgaven.

Blodcellenes respirasjon foregar via to metabolske veier, hvor sluttproduktet 1 begge veiene er

karbondioksid (CO.). CO; er en flyktig syre som kan pavirke pH i blodet. IMUFLEX-WB-SP



blodposene, nermere beskrevet i kapittel 2.1, er ikke permeable for oksygen og
karbondioksid, noe som ikke tillater gassutveksling med omgivelsene. Opphopningen av CO»
forer til en hoyreforskyvning i Henderson-Hasselbach’s likning, se likning [1]. Dette gir okt

dannelse av frie hydrogenioner (H") og dermed en lavere pH (%),
H>O (1) + CO: (aq) <« H>CO:; (aq) < H' (aq) + HCO53 (aq) [1]

Ved normal pH opprettholder blodcellene energiomsetningen sin sa lenge det er glukose
tilstede. I glykolysen blir glukose omdannet til laktat, samtidig som det produseres H', se
figur 1.3. H" blir videre omdannet til CO, og H2O ved hjelp av bikarbonat (HCO3") som

finnes i plasma. Omdannelsen skjer etter likning [1] ().

glucose pyruvate
l

]
/l glycolysis l Cytosol \
v

glucose =————> pyruvate + H* ——> lactate + H* —}—> lactate + H*

/ pyruvm*e +H* \

B-oxidation F’DH-->¢ >CO, CO, +H,0—3>HCO, + H*

fatty acid . > acetyl CoA

glutamine > glutamate CO, CO,+H,0——>HCO; +H*
co, »CO, + H,0——>HCO; + H*

K\ Mitochondrial Matrix //

Figur 1.3: Oversikt over trombocyttenes respirasjon

(31)

Cellenes metabolske prosesser vil medfere endringer i de biokjemiske parameterne under
lagring. Glykolysen vil gi en nedgang i glukosekonsentrasjonen og en gkning i
laktatkonsentrasjonen. Hvis laktatkonsentrasjonen blir for hey, kan dette resultere i en rask

nedgang i pH. En pH lavere enn 6,0 assosieres med nedsatt levedyktighet hos trombocyttene
(13)

Kalium er en elektrolytt som er livsnedvendig for mennesker. Klinisk hyperkalemi hos
pasienter som har fétt transfundert store volum erytrocyttkonsentrat er en kjent komplikasjon.
Dette kan 1 verste fall fordrsake hjertestans da overskuddet av kalium forer til elektrolytt- og
syre/base-forstyrrelser hos pasienten. Kalium er dermed en viktig parameter & folge med pa,
ogsa ved oppbevaring og transfusjon av fullblod 4. Erytrocytter inneholder rundt 20 ganger
s& mye kalium som plasma '3, De pavirkes av lagringsbetingede forandringer som kan fore til
irreversible strukturelle forandringer i cellemembranen. I membranen finnes det Na/K-pumper
som er viktige for opprettholdelsen av den intracellulare elektrolyttkonsentrasjonen. Disse
pumpene er sensitive for lave temperaturer, og under slike forhold kan det oppsta lekkasje av

kalium fra disse pumpene som gir en gradvis ekning av kalium ekstracellulert (3.



1.4.2 Hematologiske parametere
De hematologiske parameterne som skal males i denne bacheloroppgaven er antall

trombocytter, hemoglobin og fibrinogen.

Da trombocyttene har kort levetid in vivo vil dette ogsé péavirke levetiden under lagring in
vitro 17, Derfor vil det vare en naturlig nedgang i antallet trombocytter i blodposene over tid.
I tillegg pévirker de lagringsbetingede endringene trombocyttenes morfologi, altsa form og
storrelse. Disse endringene kan gi utslag pé celletellingen, da impedansprinsippet baserer seg
pa morfologien til blodcellene, se delkapittel 2.3.3. Antall trombocytter har ogsa noe & si for

styrken pa koagelet i hemostasen og er dermed en viktig parameter & analysere.

I denne oppgaven méles hemoglobin (Hb) ferst og fremst for & folge med pa hemolysegrad,
og om verdiene i blodposene oppfyller kvalitetskravet for Hb per enhet. Kravet til
fullblodsposer er i valideringsplanen for filtrert fullblod utarbeidet av St. Olavs hospital,
oppgitt til & veere >43 gram Hb per enhet, se vedlegg 4.

Fibrinogen betegnes som en av de viktigste koagulasjonsfaktorene, som nevnt tidligere i
delkapittel 1.3, og er essensiell for opprettholdelse av hemostasen og koageldannelse. Den er
ogsa den forste koagulasjonsfaktoren som faller til kritiske nivéer, <1,0 g/L, ved massive
bledninger 1®. Det er dermed en viktig parameter & analysere ved koagulasjonsforstyrrelser. 1

dag kan fibrinogen transfunderes med plasma eller som konsentrat.

1.4.3 Tromboelastografi

Tromboelastografi, TEG, er en analysemetode som benyttes for & undersoke en pasients
koagulasjonsstatus. Det benyttes i sitasjoner som ved traumer med massive bledninger,
bladninger ved hjertekirurgi, levertransplantasjoner, bladninger etter fodsel eller uventede
store bledninger. Det grafiske bildet man fir av analysen, TEG-profilen, gir informasjon om
den bledende pasienten har sterst behov for trombocytter, fibrinogen eller

koagulasjonsfaktorer !,

Metoden bygger pa & simulere koagulasjonsprosessen in vitro og fa et mest mulig korrekt
bilde pa hele den hemostatiske prosessen i proven. For 4 kunne male det cellulere bidraget i
koagulasjonen utferes TEG i fullblod. Kalsiumklorid og koalin fungerer som aktivatorer for
koagulasjon. Koalin blandes med citratblod og dette pipetteres videre over i en kopp med
kalsiumklorid. Koppen roterer med en bestemt vinkel som holder en temperatur pd 37 °C. En
stalpinne er festet til den roterende koppen og ved hjelp av en sensor registreres motstanden i

proven og koagelets viskoelastiske egenskaper males. Denne motstanden er forarsaket av



dannet fibrin, som ved kryssbindinger danner det hemostatiske koagelet. Signalene fra

detektoren omgjeres til en grafisk kurve 2%,

Fra kurven kan man lese av ulike variabler, der de tre variablene reaksjonstiden (R), maksimal
amplitude (MA) og koagulasjonsvinkelen (a-vinkel), anses som de av sterst klinisk nytte.

Figur 1.4 viser disse variablene i en normal TEG-kurve.

Angle MA G LY30 TEG ACT
deg mm d/sc %

60,5 69,2 11,2K *0*
55—78 51—69 46K— 109K 0—8

Figur 1.4: Eksempel pd en normal TEG-kurve. Referanseomrddet for hver variabel er angitt under pasientens
verdi. R forteller om innholdet av koagulasjonsfaktorer i pasientens blod, MA, er den maksimale avstanden
mellom linjene til kurven og o (angitt som «Angle degy i figuren) viser til hvor raskt styrken til koagelet oker

over tid.

Reaksjonstiden, R, er tiden det tar fra analysestart til dannelse av fibrin, malt i minutter. R-
verdien er avhengig av konsentrasjonen og funksjonen til koagulasjonsfaktorene. En forlenget
reaksjonstid sees derfor blant annet ved lave nivaer av koagulasjonsfaktorer. I prover fra
pasienter som har mottatt heparin i behandling, vil heparin i preven ogsé kunne hemme

koagulasjonsfaktorer og gi forlenget R-verdi 9.

MA-verdien, som oppgis i millimeter, viser til den maksimale styrken til koagelet som blir
dannet og gjenspeiler trombocyttfunksjonen. En antar at 80 % av MA-verdien er forarsaket av
trombocyttfunksjonen og 20 % skyldes fibrinogeninnholdet. En lav MA-verdi tyder pa et
svakt koagel, og gjenspeiler dérlig trombocyttfunksjon eller redusert niva av funksjonelle

trombocytter. Hoy MA tyder pa et sterkt koagel og sees ved trombofili 1)

Koagulasjonsvinkelen, a, viser hvor bratt kurven stiger etter koagulasjonstiden, R. Den viser
altsa til hvordan styrken til koagelet gker over tid. Vinkelen er avhengig av fibrinogen,

funksjonelle trombocytter og koagulasjonsfaktorer. Verdien henger i stor grad sammen med



fibrinogeninnholdet og brukes i veiledning av fibrinogenterapi. a-vinkelen tolkes i
sammenheng med MA-verdien. En lav MA-verdi og en lav a-vinkel kan gi mistanke om lavt

fibrinogenniva i praven (%),

1.5 Problemstilling

Sykehuset Innlandet og Haukeland Sykehus er de sykehusene i Norge som i dag benytter
leukocyttfiltrert fullblod til transfusjon innen akuttmedisin. I 2017 bestemte ogsa ledelsen ved
Avdeling for Immunologi og Transfusjonsmedisin pd St. Olavs hospital seg for 4 etablere et
prosjekt for validering av leukocyttfiltrert fullblod. I tillegg har luftambulansen kommet med
foresporsel om filtrert fullblod til oppbevaring om bord 1 helikopter og ved akuttmottaket.

Malet med denne oppgaven er a evaluere den in vitro hemostatiske profilen av
leukocyttfiltrert fullblod under lagring. Samt finne ut i hvilken grad det oppstar endringer av
TEG-parametere og hvordan disse samsvarer med eventuelle endringer i de hematologiske
parameterne; antall trombocytter, fibrinogen og hemoglobin, og de ulike metabolske

parameterne; pH, glukose, laktat og kalium.
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2.0 Materiale og metode

2.1 Provemateriale
I denne oppgaven ble det benyttet 15 fullblodsposer fra friske blodgivere. Tappingen ble

utfort av personell pa blodbanken ved St. Olavs hospital. Blodet var badde av blodtype A, B og
O og alle var Rh(D)-positive.

Avdeling for immunologi og transfusjonsmedisin ved St. Olavs hospital har validert et
spesielt tappesett, IMUFLEX-WB-SP, til bruk ved tapping av fullblod. Se figur 2.1. Disse
posene ble benyttet til tapping av blodgiverne og ble transportert fra blodbanken via
rerpostsystemet til laboratoriet. Videre ble de lagt pa en kjeleplate som holdt 20 °C.
Fullblodsposene 14 pé platen i minimum 2 timer for filtrering. Filtreringen av fullblodet ble
gjennomfort 1 henhold til pakningsvedlegget, se vedlegg 1. Malet er & fjerne leukocyttene fra

resten av blodet ved & fore det gjennom et filter.

/ S mewox ¢ C.ATM
Primaire zak 1ste tranferzak 2de transferzak
Primarpase 1:a transferpase 2:a transferpase
Primasrpose Transfer pose nr 1 Transfeg pose nr 2
Primasrpose Opsamlingpose #1 Opsamlingpose #2
Kerayspussi 1. verenkasittelypussi 2: yerenkasme_lypus&
MepBuiHbIA MEWOoK 1 %" nepeHoCHMLIA MEeWwox 2 °* NnepeHoCHMBbIN MELLIOK

Figur 2.1: IMUFLEX-WB-SP blodposesett til tapping av fullblod. Settet inneholder en primcerpose som er tilsatt
63 mL antikoagulantlosningen CPD, to oppsamlingsposer, en pose som inneholder SAGMAN-losning, i tillegg
til et integrert trombocyttbesparende filter for filtrering av leukocytter. Filteret sees som den hvite boksen

mellom primeerposen og oppsamlingspose nr. 1.

Etter endt filtrering ble oppsamlingspose nr. 1 sveiset av de resterende posene. For a4 oppna
standardiserte betingelser ble dette gjort pd samme sted for veiing. «Sampling site coupler»

ble ogsa satt inn for veiingen for & oppna lik tara ved alle veiingene. Dette blir gjort for &
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finne vekten pé blodet for & kunne beregne Hb (g) per enhet blod. Til slutt ble blodposene lagt

til lagring ved 4°C og var dermed klare til & bli analysert pd de aktuelle dagene.

2.2 Provehandtering

For a undersgke den hemostatiske profilen i fullblodsposene ved TEG-analyse, ble det brukt
citratblod. Fra hver blodposeenhet ble det derfor tatt ut blod pa et Na-citratror til TEG-analyse
pa bestemte dager. Det ble benyttet samme type proverer til analysering av fibrinogen, men
tatt pa egne glass. For analysering av hemoglobin og antall trombocytter ble det benyttet
EDTA-blod. For analysering av de metabolske parameterne glukose, laktat, pH og kalium ble
det tatt blodprever direkte fra fullblodsposene ved hjelp av en sproyte.

De nevnte parameterne ble testet pa ulike dager for & se pd eventuelle endringer under lagring
ved 2-6 °C. Testene foregikk pa dag 1, 4, 9 og 15. Tappedagen for blodposene ble satt til dag
0.

2.2.1 Tilleggsunderseokelse utfort pd dag 0

Ved analysering av de fem forste blodposene ble det registrert at de fleste TEG-verdiene 14
utenfor oppgitte referanseverdier allerede pé analysedag 1. Basert pa disse uventede darlige
TEG-resultatene, ble det gjennomfert en tilleggsundersekelse pa blodpose nr. 6-10 for a
avdekke eventuelle tekniske feil ved behandling og analysering av prevematerialet.
Undersokelsen gikk ut pd & utfere TEG-analyser pa dag 0 av prover tatt rett fra blodgiverne,

fra blodposene rett for filtrering og fra blodposene rett etter filtrering.

2.3 Analysemetoder
2.3.1 Hemostatiske parametere (TEG)

Kontroll
= TEG 5000 Hemostasis System, Level I Control (Haemoscope)
= TEG 5000 Hemostasis System, Level II Control (Haemoscope)

Reagenser
= TEG 5000 Hemostasis System Koalin Reagent (Haemoscope)
= TEG 5000 Hemostasis System 0,2 M CaCl, (Haemoscope)

Utstyr
= Instrument: Tromboelastograf® Modell 5000, MTAnr. 47485. Software Versjon 4.2.3

(Haemoscope)

= TEG 5000 Disposable Cups and Pins (Haemoscope)
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Analyseprinsipp

Se avsnitt 1.4.3.

Framgangsmate
Utferelsen av TEG-analysen ble gjort i henhold til prosedyre, se vedlegg 2. Analysering av
kontroller ble utfert en gang per uke av personale ved blodbanken St. Olavs hospital.

2.3.2 Metabolske parametere (pH, glukose, laktat og kalium)

Kalibrator

= Kalibratorveske som ligger inne i hvert enkelt kort (Simens Healthineers)

Kontroll
=  Eurotrol GAS-ISE Metabolites level 1 og 3 (Simens Healthineers)

Utstyr
= Instrument: Epoc® Blood Analysis System (Simens Healthineers)
= BGEM testkort for Epoc (Simens Healthineers)
= Sprgyter (1-2mL) med tilhgrende kanyler (Simens Healthineers)

Analyseprinsipp

For de metabolske parameterne skjer alle reaksjonene pa Epoc testkort som inneholder et
omréade som blir kalt «sensor module». Denne delen bestar av en rekke med 14 elektroder
med 14 tilherende hull der proven vil legge seg, og avhengig av hvilken analyse som blir
maélt, blir det enten brukt potensiometri, amperiometri eller konduktometri. Analysene kalium
og pH blir malt ved hjelp av potensiometri der kortet registrerer endringer i spenning mellom
referanseelektrode og elektroder som er folsomme for analytten. For glukose og laktat blir det
benyttet amperiometrisk maling der kortet registrerer endringer i strgmstyrke mellom to

elektroder patvunget en konstant spenning, hvorav den ene er fglsom for analytten=.

Fremgangsmate

Testkortet ble fgrt inn i Epoc Reader og kalibreringen av kortet ble gjort automatisk ved
innsettelse. Nar kalibreringen er utfort, kan provemateriale tilsettes. Dette ble gjort ved &
hente opp en liten mengde provemateriale fra blodposen ved hjelp av en sproyte og avsatt i et
lite hull i testkortet. Konsentrasjonen av analyttene ble beregnet i Epoc Reader, for deretter &

bli sendt til Epoc Host med en liten skjerm som en kan lese resultatene fra.
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2.3.3 Hematologiske parametere (antall trombocytter, Hb og fibrinogen)
Analysering av fibrinogen, hemoglobin og antall trombocytter ble utfort av bioingenierer pa

Avdeling for medisinsk biokjemi (AMB) ved St. Olavs hospital.

Hemoglobinkonsentrasjon og antall trombocytter i fullblodsposene ble analysert pa Sysmex
XN 9000. Instrumentet benytter en cyanidfri fotometrisk metode (SLS) for kvantifisering av
hemoglobin. For kvantifisering av antall trombocytter benyttes metoden impedans, som
bygger p et motstandsprinsipp. Blodceller blandes med en vaske og fores gjennom en kanal
mellom to elektroder. I kanalen gér det ogsa en elektrisk strom. Idet en celle passerer gjennom
kanalen registreres dette som en motstand som er proporsjonal med sterrelsen pa cellen. Pa

denne méten skilles de ulike cellenetypene pa sterrelse og kan telles @2,

Fibrinogenkonsentrasjonen i fullblodsposene ble analysert pA ACL TOP 750, der analysen
bygger pa Clauss metode. Clauss metode gar ut pd & méle hastigheten av koageldannelse.
Citratplasma fortynnes for 4 unnga optisk interferens pa grunn av den gule egenfargen. I
tillegg tilsettes et overskudd av trombin, slik at fibrinogen i preven kan omdannes til fibrin.
Omdannelsen detekteres optisk, og hastigheten til platepluggdannelsen er invers proporsjonal

med fibrinogenkonsentrasjonen %),

Da disse analysene ble utfort ved AMB, er ikke analyseprinsippene beskrevet naermere.

2.3.4 Beregning av hemoglobin (g) per enhet blod
For beregning av Hb per enhet ble folgende formler benyttet:

Formel for beregning av volum fullblod i posen:

Bruttovekt filtrert fullblod inkl.CPD (g)—tara filtrert fullblodspose (g)
Spesifikk vekt fullblod (g/dl)

[2]

Formel for beregning av mengde Hb (g) per enhet:

Hb (g/dl) * volum fullblod (mL)

100 [3]

2.4 Statistiske metoder

Programvaren «Microsoft Office Excel 2016, versjon 1903» ble benyttet til behandling av
radata. Det ble laget spredningsdiagram for de mélte parameterne med beregnede
gjennomsnittsverdier og standardavvik pa de ulike analysedagene. I tillegg ble det laget

diagrammer som viser assosiasjon mellom bestemte parametere. For kalium ble det utfgrt en
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T-test med gjennomsnitt for to parvise utvalg, da dataene fra dag 9 og dag 15 ikke kan
benyttes. Dette kommer av at den maksimalt mélbare verdien pa analyseinstrumentet som ble

brukt var pa 12 mmol/L og flertallet av prgvesvarene pa disse dagene var pa >12 mmol/L.

For a kunne vurdere om det oppstod signifikante endringer for de ulike parameterne under
lagring, ble det utfort en analyse kalt «linear mixed models» pa programvaren «Stata, versjon
15». Denne typen analyse tar hensyn til at provene er tatt fra samme blodpose flere ganger, og
at det dermed er en viss korrelasjon mellom prevesvarene. [ tillegg tar analysen hensyn til at
tiden mellom hver provetakning ikke er like lang, grunnet de bestemte analysedagene 1, 4, 9
og 15. Dag 4, 9 og 15 ble sammenliknet med dag 1 og gir dermed svar pé eventuelle
endringer som oppstar med tid. Det ble ogsa gjort statistiske beregninger av assosiasjonen,
altsa samsvaret, mellom bestemte parametere. Disse var MA og antall trombocytter, a-vinkel

og fibrinogen, og glukose og laktat.

2.5 Resultatvurdering

Det ble beregnet gjennomsnittsverdier ut fra radataene for hver enkelt dag. Sammen med
spredningen av tallmaterialet og beregnede standardavvik for de analyserte parameterne, ble
disse plottet inn i diagrammer. Dette ble gjort for & se pd utviklingen til de ulike parameterne

gjennom lagringsperioden.

For a se pd om de eventuelle endringene var signifikante eller ikke, ble det beregnet p-verdier
for de ulike parameterne. P-verdier under 0,05 tyder pd signifikante endringer. I tillegg ble
prosentvis endring beregnet for & vurdere hvor store de eventuelle endringene var. For a se pa
om assosiasjonen mellom de bestemte parameterne, som nevnt i delkapittelet over, var
signifikant ble det ogsé her beregnet p-verdier hvor verdier under 0,05 tyder pé signifikant

assosiasjon mellom de valgte parameterne.

Referanseomrédene blir brukt for & vurdere hvorvidt verdiene ligger i normalomridene for de
ulike parameterne, og kan dermed gi en indikasjon pa holdbarheten til parameterne i

fullblodsposene.
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R-verdi (min)

a-vinkel (°)

Antall trombocytter (10%/L)

3.0 Resultater

For a evaluere den hemostatiske profilen av leukocyttfiltrert fullblod i en lagringsperiode pa
inntil 15 dager, ble blod fra 15 blodgivere analysert for hemostatiske, hematologiske og
metabolske parametere pa fire ulike dager etter tapping. Endringene blir framstilt i figur 3.1
og tabell 3.1 under. Det ble ogsé sett pa hvordan den hemostatiske profilen samsvarer med

bestemte metabolske og hematologiske endringer, vist i figurene i delkapittel 3.2.

3.1 Endringer av malte parametere 1 leukocyttfiltrert fullblod under lagring
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Figur 3.1: Malinger av hemostatiske, hematologiske og metabolske parametere for 15 fullblodsposer pd analysedag 1, 4,9 og 15.
+IS8D er vist ved bld vertikale linjer og gjennomsnittsverdier for hver enkelt analysedag er vist ved X. Grgnne stiplede linjer viser

referanseomrdder eller referanseverdier for de enkelte parameterne. Referanseomrddene for glukose, laktat og kalium er ikke tatt
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Tabell 3.1: Middelverdi og spredningsmal (£1SD) for alle mdlingene pa de fire ulike dagene, samt prosentvis

endring under lagringsperioden.

Yo-endring mellom
Dag 1 Dag 4 Dag 9 Dag 15 dag 1 og dag 15
Parameter mean = SD | mean + SD | mean + SD | mean + SD mean + SD
R (min) 133+14 128+1,8 130+23 138+1,8 44+174
MA (mm) 53,7+6,6 | 496+74 | 434+68 | 390+6,0 26,7+ 11,5
a(®) 33790 | 278+93 | 214+68 16,7+45 -479 + 18,8
Hb/enhet (g) 53,1+£52 | 55,6+59 | 53,7+5,1 546+35 36114
Trombocyttall (*10+/L) 201 + 46 176 + 43 141 + 41 106 + 34 -470+12,1
Fibrinogen (g/L) 19+0,2 1,9+03 1,8+03 1.8+02 59+45
pH 71+£003 | 7,1+0,03 | 69+0,03 | 68+004 -3,7+0,7
Glukose (mmol/L) 209+12 | 20,1+13 190+1,7 173+14 -174+40
Laktat (mmol/L) 36+05 5,7+05 8,0+0,7 108 +1,2 202,8 +48.5
Kalium (mmol/L) 36+04 79+15 -k -k 1182 +21,5

* Spredningsmal for kalium er ikke beregnet pa dag 9 og 15 da maksimalt malbare grense pé instrumentet var 12

mmol/L og verdiene pa disse dagene overskrider dette.

Tabell 3.2: P-verdier til de ulike parameterne, som viser til graden av likheten mellom utvalgene. P-verdier er

hentet fra rddata i vedlegg 6.

Dag 4 Dag 9 Dag 15
Parameter p-verdi p-verdi p-verdi
R (min) 0,23 0,60 041
MA (mm) 0,08 <0,001 <0,001
a (°) <0,01 <0,001 <0,001
Hb per enhet (g) 044 0,52 <0,01
Trombocyttall (*10+/L) <0,001 <0,001 <0,001
Fibrinogen (g/L) <0,001 0,12 <0,001
pH <0,001 <0,001 <0,001
Glukose (mmol/L) <0,01 <0,001 <0,001
Laktat (mmol/L) <0,001 <0,001 <0,001
Kalium (mmol/L) <0,001* - Rk - Rk

* For beregning av p-verdi for kalium er det benyttet T-test med gjennomsnitt for to parvise utvalg, vist i

vedlegg 5.

** Det er ikke beregnet p-verdi for dag 9 og 15 da instrumentet ikke maler verdier over 12 mmol/L.
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Det ble ikke funnet noen signifikante endringer med tid for R-parameteren (p>0,05), noe som
tilsier at den holder seg ganske stabil gjennom lagringsperioden. Figur 3.1 viser ogsé at R-
verdiene ligger langt over oppgitt referanseomréde pd 2-8 minutter. For MA ble det funnet
signifikante endringer for dag 9 og dag 15 (p<0,05). I tillegg viser figuren at MA-verdiene
ligger innenfor referanseomradet (51-69 mm) fram til dag 4, men at de synker med 27 % fram
mot dag 15. De malte verdiene for a-vinkel viser signifikante endringer pé alle dagene, med
en gjennomsnittlig prosentvis nedgang pa hele 48%. Verdiene ligger under nedre

referansegrense (55-78°).

Analyseresultatene til hemoglobin viser kun signifikant endring ved dag 15 og malingene er
innenfor kvalitetskravet >43 gram per enhet blod. Antallet trombocytter ligger innenfor
referanseomréadet (164-370*10°/L) fram til dag 4, men synker stabilt fram mot dag 15 med en
prosentvis nedgang pa hele 47,0%. Det ble funnet signifikante endringer ved alle dager.
Fibrinogenkonsentrasjonen ligger i nedre del av referanseomrade (1,9-4,2 g/L) gjennom hele
lagringsperioden. Det ble funnet signifikante endringer i konsentrasjonen ved dag 4 og dag

15.

For pH er det signifikante endringer ved alle dager sammenliknet med dag 1. Her er malingen
fra pose 7 pa dag 4 ikke tatt med, da den er helt avvikende fra de andre malingene. Figuren
viser at alle verdiene ligger utenfor referanseomradet for pH i vengst blod (7,31-7,42). Det ble
ogsa funnet signifikante endringer i glukose- og laktatkonsentrasjonen ved alle dager.
Glukosekonsentrasjonen synker gjennomsnittlig med 17,4%, mens laktatkonsentrasjonen
stiger med 202,8% gjennom lagringsperioden. Nar det gjelder malingene av kalium er det kun
tallene fra dag 1 og 4 som blir brukt i beregningene. Etter utfgrt T-test med gjennomsnitt for
to parvise utvalg, se vedlegg 5, ble det funnet en signifikant endring i1 kaliumkonsentrasjonen

fra dag 1 til dag 4.

Alle referanseomrader er hentet fra St. Olavs laboratoriehdndbok for medisinsk biokjemi og

immunologi ?9.
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3.2 Assosiasjon mellom utvalgte parametere
Tabell 3.3: Assosiasjon mellom bestemte parametere og beregnede p-verdier for hvert enkelt par.
Assosiasjon p-verdi

MA - trombocyttall 0,001

a-vinkel - fibrinogen 0,09
Laktat - glukose 0,001

Assosiasjon mellom MA og trombocyttall
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Figur 3.2: Assosiasjon mellom MA og antall trombocytter

Malingene viser en signifikant assosiasjon mellom MA og antall trombocytter, med en p-

verdi pa 0,001 som stir oppfert i tabell 3.3. Assosiasjonen er illustrert i figur 3.2.

Assosiasjon mellom a og fibrinogen
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Figur 3.3: Assosiasjon mellom a-vinkel og fibrinogenkonsentrasjon

Det finnes ingen signifikant assosiasjon mellom a-vinkel og fibrinogenkonsentrasjonen, som

vist 1 figur 3.3. Dette stemmer overens med en beregnet p-verdi pa 0,09, oppgitt i tabell 3.3.
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Figur 3.4: Assosiasjon mellom glukose- og laktatkonsentrasjon

Endringene i glukose- og laktatkonsentrasjonen over tid viser en signifikant assosiasjon, med

en p-verdi pa 0,001, se figur 3.4 og tabell 3.3.

3.3 Tilleggsundersgkelse utfort pa dag 0

Tabell 3.4 Resultatene fra tilleggsundersokelse analysert med TEG. Utfort pd pose nr. 6-10 med blodprove rett

[fra blodgiverne, og fra blodposene for filtrering og etter filtrering. Rode tall viser verdier utenfor

referanseomrddet.
Prgver tatt rett fra Fgr filtrering, Etter filtrering,
blodgiver fra blodposen fra blodposen
R (04 MA R 04 MA R a MA
Pose nr.| (min) ® (mm) (min) ® (mm) (min) ® (mm)
6 9 54 59 17 29 52 24 16 45
7 9 56 60 16 32 53 19 22 46
8 10 59 63 16 38 58 18 31 57
9 6 70 71 14 51 66 12 47 60
10 8 61 69 13 44 62 16 27 57

TEG-parameterne endrer seg betydelig i blodprevene tatt fra fullblodsposene med

antikoagulasjonsmiddel for filtrering, sammenliknet med blodprevene tatt rett fra

blodgiverne. En ytterligere endring oppstar etter leukocyttfiltrering av fullblodsposene.
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4.0 Diskusjon

Bruken av fullblod ved behandling av bledning har fra tidligere av basert seg pd minimal
lagringstid fra donering til transfusjon, derav navnet «ferskt» fullblod !9, Fram til i dag har
det veert lite fokus pa hvor lenge fullblod kan lagres med tanke pd opprettholdelsen av normal
koagulasjon- og trombocyttfunksjon. I denne bacheloroppgaven har den hemostatiske profilen
til leukocyttfiltrert fullblod, gjennom analyser ved TEG, vist darligere resultater enn forventet

ut fra referanseomradene allerede fra dag 1.

De darlige resultatene blir gjenspeilet i bdde R, MA og a-vinkel. R-verdiene til samtlige
fullblodsposer ligger langt over referanseomréadet, mens for MA og a-vinkel synker alle

verdiene fra dag 1 til dag 15 og ligger dermed under sine referanseomréder.

En mulig arsak til de forlengede reaksjonstidene, R, kan vare fortynningseffekten til
antikoagulasjonsmiddelet, CPD (63 mL), som er tilsatt fullblodsposene. Dette utgjor en
fortynning pa ca. 1:8, men i hvor stor grad det oppstar en betydningsfull fortynningseffekt, er
uvisst. R-verdiene viser store variasjoner innenfor méleseriene, men ingen konsekvent

stigning eller nedgang. Arsaken til denne variasjonen er ikke helt forstatt.

Styrken pa koagelet, MA, er avhengig av trombocyttene. Nedgangen i MA-verdiene kan
dermed ha en sammenheng med at antall trombocytter ogsa faller. Ser man pé de statistiske
dataene over trombocyttene, er det signifikante endringer for alle dagene sammenliknet med
dag 1. Dette stemmer overens med at det er god assosiasjon mellom disse parameterne, som
vist 1 figur 3.2. Altsd vil en nedgang 1 antall trombocytter fore til en lavere maksimal styrke pé

koagelet.

Arsaken til endringene i a-vinkel er noe mer uklar, da den er avhengig av flere faktorer. Det
er ingen assosiasjon mellom a-vinkel og fibrinogen, noe som er uventet, siden flere studier
har vist god assosiasjon mellom disse parameterne (- a-vinkel viser til styrken pa koagelet
over tid og er avhengig av blant annet fibrinogen. En forklaring pé fraveret av assosiasjon
mellom de to parameterne, kan vere at a-vinkel ogsa er avhengig av funksjonelle
trombocytter og koagulasjonsfaktorer. Ser man pa fibrinogenkonsentrasjonene alene, har
disse en gkning i verdiene pa dag 4, mens de synker pa de andre dagene. Arsaken til denne
okningen er ikke forstatt og kan vere en mulig arsak til at assosiasjonen mellom a-vinkel og

fibrinogen er fravaerende.

22



Antallet trombocytter i alle 15 fullblodsposene 14 i nedre referanseomrade allerede pd dag 1.
Dette kommer mest sannsynlig av den harde behandlingen ved filtrering av blodet, men en
viss nedgang i antallet er forventet, da trombocyttene har begrenset levetid. Nedgangen var
totalt pd rundt 50 % fra dag 1 til dag 15, altsa halveres antallet trombocytter i lopet av
lagringsperioden. P4 en annen side kan de lave oppbevaringstemperaturene, sammen med
citrat i CPD, fore til okt aggregering av trombocyttene 2. Instrumentet som ble brukt til &
analysere denne parameteren, baserer seg pa impedansprinsippet. Derfor er det mulig at
celletellingen kan bidra til & gi falskt for lavt antall, da aggregeringen kan telles som andre
blodceller. Dette forklarer allikevel ikke den markante nedgangen pa 50 %. Halveringen
gjenspeiles i1 de darlige verdiene til TEG-parameterne MA og a-vinkel, som beskrevet over.
TEG-parameterne viser samlet sett at en ber revurdere holdbarhetsgrensen pa 15 dager, som

St. Olavs hospital har satt for fullblod.

Malingene av hemoglobin viste at fullblodposene var innenfor holdbarhetskravet, pa >43

gram per enhet blod, gjennom hele lagringsperioden.

Analyseresultatene for de metabolske parameterne viste, som forventet, en nedsatt og jevn
metabolisme hos blodcellene 1 samtlige fullblodsposer lagret ved 4°C. Dette vises ved at
talldataene holder seg noksé stabile gjennom lagringsperioden, sammenliknet med en tidligere
studie om trombocyttkonsentrater lagret ved 22 °C7. Den nedsatte metabolismen gjenspeiles

bade i pH-verdiene, og glukose- og laktatkonsentrasjonene.

Den observerte nedgangen 1 pH er signifikant for alle dagene, og kommer blant annet av
omdanningen av glukose til laktat. Assosiasjon mellom glukoseforbruket og
laktatproduksjonen er god, men omdanningen er ikke stor og gjor at den svake nedgangen i
pH holder seg stabil. IMUFLEX-WB-SP-posene er ikke permeable for gasser, slik at blant
annet CO; ikke slipper ut og dermed bidrar til dannelse av H'. Ettersom metabolismen er
nedsatt og cellene befinner seg i en slags dvale, vil produksjonen av CO; derimot vere

minimal. P4 grunn av dette pavirkes ikke pH i s@rlig stor grad av denne faktoren.

Det ble funnet signifikante endringer i kaliumkonsentrasjonen mellom dag 1 og dag 4, som
vist 1 t-testen 1 vedlegg 5, noe som tilsier at den gjennomsnittlige konsentrasjonen oker
gjennom lagringsperioden. Det ble mélt kaliumverdier >12 mmol/L pa dag 9 og dag 15. Man
vet dermed ikke hvor stor denne gkningen er, og verdiene kan derfor ikke vurderes. Dersom

senere studier benytter seg av et instrument som kvantifiserer hoyere verdier av kalium, og i
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tillegg finner ut at ekningen er stor gjennom lagringsperioden, ber en revurdere holdbarheten.

Dette er fordi det ikke er gunstig & transfundere blodprodukter med heye verdier av kalium.

I denne bacheloroppgaven ble det benyttet 15 fullblodsposer. Antallet ble bestemt i henhold
til kapasitet og tidsforbruk. Tidligere studier gjort pa samme tema har benyttet mellom 20-30
fullblodsposer (1928, Det kan derfor diskuteres om det burde veart analysert flere blodposer for

a oppna et mer pélitelig resultat.

TEG-resultatene i denne bacheloroppgaven ble ikke helt som forventet i forhold til tilsvarende
studier gjort ved AIT pa trombocyttkonsentrater oppbevart ved 4°C @7, Basert pé dette ble det
utfort en tilleggsundersekelse for & vurdere hvordan de ulike TEG-parameterne i fullblod
pavirkes av behandlingen etter tapping. I tabell 3.4 ser en at verdiene etter filtrering er
tilsvarende like darlig som resultatene fra blodpose nr. 1-5. Det vil si at de ligger langt utenfor
sine referanseomrader. Dermed kunne tekniske feil ved behandling og analysering av

provematerialet avkreftes.

I tilleggsundersekelsen ble det analysert kun 5 blodposer, men resultatet viste allikevel
samme trend for alle posene. Tabell 3.4 viser at noen resultater faller utenfor referanseomrade
allerede for filtrering. Det henvises til en tidligere holdbarhetsstudie fra USA 1 2011, som
omhandler lagring av ufiltrert fullblod ved 4°C. I denne studien viser talldataene at alle TEG-
parameterne hadde normale verdier helt opp til dag 11 9. Ut fra dette kan det tenkes at
dersom det hadde blitt analysert flere blodposer for filtrering, ville et storre antall verdier

havnet innenfor referanseomradet.

Pa bakgrunn av de uventede TEG-resultatene, har spersmélet om leukocyttene spiller en
storre rolle enn forst antatt, kommet opp. Fram til i dag er det utfort veldig fa studier pd dette
temaet, men man har alltid visst at leukocytter spiller en rolle i hemostasen. En studie fra
USA utfort 1 2019 henviser til at leukocyttene er kjent for bade a aktivere og inhibere
trombocyttfunksjonen, noe som gjor at de vil vare viktig for optimal trombocyttaggregering. |
tillegg viser deres hemostatiske resultater at aggregeringen var den parameteren som ble mest
pavirket av leukocyttreduksjon. De konkluderer med at leukocyttfiltrering reduserer den
hemostatiske funksjonen sammenliknet med ufiltrert fullblod ®®. Denne studien, sammen
med studien fra 201119 og vére resultater, viser at leukocyttredusering ikke er optimalt for
maksimal trombocyttrespons ved transfusjon av fullblod til pasienter med massive

bledninger.
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Fordelene ved leukocyttredusering ber altsa veies opp mot den potensielt nedsatte
hemostatiske funksjonen. I tillegg er det interessant & se pd om hemostatisk funksjonelle
trombocytter i ufiltrerte fullblodsposer er & foretrekke, selv om risikoen for immunmedierte

transfusjonsreaksjoner kan oppsta 9

. Det vil kreve flere studier som omgar in vivo
undersokelser, da konsekvensene for mottakeren etter transfusjon av ufiltrert fullblod ikke er

kjent.

Pé bakgrunn av vére funn i denne bacheloroppgaven, anbefales det & gjore nye studier som
tester filtrert mot ufiltrert fullblod, da leukocyttene kanskje spiller en viktigere rolle enn det
man forst har trodd. Forsekene ber bygge pa & dele opp en blodpose fra samme blodgiver,
hvor en del filtreres og den andre ikke, for & unngd biologisk variasjon. I tillegg ber
trombocyttene vurderes ved andre metoder, som for eksempel «platelet mapping», som gir en
mer detaljert vurdering av trombocyttfunksjonen. Det anbefales ogsa & ha flere analysedager i

lopet av lagringsperioden for & finne ut mer neyaktig ved hvilke tidspunkt endringene skjer.
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5.0 Konklusjon

Dette in vitro holdbarhetsstudiet av leukocyttfiltrert fullblod til bruk ved transfusjon,
demonstrerer en dérligere holdbarhet for de hemostatiske parameterne i fullblod enn forventet
ved standardiserte lagringsforhold ved 4 °C. P4 bakgrunn av dette stilles det spersmal rundt
effekten leukocyttfiltrering har pd blodets hemostatiske profil og dermed nedvendigheten av
filtreringen. I tillegg viste studien at antallet trombocytter i lopet av lagringsperioden pé 15
dager ble halvert. Det anbefales a utfore nye studier for & bekrefte vare funn. Dersom

resultatene blir bekreftet ber holdbarheten til fullblod revurderes.
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Vedlegg 1: Pakningsvedlegg for IMUFLEX-WB-SP blodposesett til tapping av
fullblod

IMUFLEX"-WB-SP

IMUFLEX®-WB-SP Bloedzak CPD/S.A.G.M., met {l C i laatbaar) en met afr g voor TM

IMUFLEX®-WB-SP med integ , som tillater tr yter att passera i och T6r P ingTVM CPD/S.A.G.M
IMUFLEX®-WB-SP med integrert fu ilter for filtrering av hvite . men med pr ingsarmTM CPD/S.A.G.M.
IMUFLEX®-WB-SP Blodpose CPD/S.A.G.M. med proveudtagningssiangeTM og in-line fuldblodsfilter til bevaring af thrombocytter.
IMUFLEX®-WB-SP Veripussi (CPD/S.A.G.M.) jossa tr yytti i sek& nay ieTM

IMUFLEX®-WB-SP MeLoK ¢ hUibTPOM ANs UeNbHOM KPOBW, COXPaHAIOLLMM TPOMEOUMTE!, 11 MArucTpansio Ans o06pasuos kposu ™ LI /C.A.T.M

cLKTIFT™

Puc. 2a

voor bloedatname

blodsamlingsrar Bucora
- oKono 75 oM

nkeraysietku
Gupxa Ans kposn

|_INSTRUKSJON FOR FILTRERING

Pass pa at du ikke banker pa eller dunker borti filteret under filtreringen.

1. Snu primzerposen flere ganger for & blande blodet godt.
2. Heng primaerposen i full lengde, slik at filteret kommer i vertikal stilling (Fig. 4).

IFORSIKTIGi Sorg for at alle ror henger frift, uten & kiemmes eller beyes, og plasser overforingsposene flaft ¢
benken. Tillater ca. 75 cm tynigdekraft.

3. Bryt SPERRETUPPEN pa primarposen og begynn filtreringen.

Hvis alt blodet av en eller annen grunn passerer giennom enveisventilen, stanser du filtreringer
straks og klassifiserer produktet som ikke-leukocyttdepletert.

4. Lukk den HVITE klemmen nar primaerposen er tom.

5. Nar du skal lomme luften via overgangsslangen (Fig. 5) og tilbake til den tomme primzerposen, klemmer du
forsiktige pa den forste overferingsposen med det leukodepleterte hele blodet til det filtrerie blodet nar
"Y*-merket under filteret.

6. Apne den HVITE klemmen for 4 tamme inntakssiden av filteret.

7. Filtreringen avsluttes nar inntakssiden av filteret blir hvit. Da lukkes den HVITE klemmen.

Forsegl og skjaer av slangen innfil “Y*-en.
8. Destruer den tornme posen og det brukte filteret forsvarlig for & unnga infeksjoner.
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Vedlegg 2: Prosedyre for utferelse av tromboelastografi (TEG) ved Avdeling for
immunologi og transfusjonsmedisin ved St. Olavs hospital

TEG, utforelse av tromboelastografi

Forfatter: Fernandez Maria Aurora Espinosa, Bente Vik Sletta
Godkjent av: Turid Fredriksen

Rewvisjon: 1.5
1D: 21680

Gyldig fra: 15.01.2019
Revisjonsfrist: 14.01,2021

Hensikt og omfang

Sikre riktig utferelse av analysen tromboelastografi (TEG).

Prosedyren omfatter bruk av tromboelastograf pa pasientprever. TEG kan brukes hos pasienter
med pagaende blgdning og stort forventet blodtap, og kan gi en mer malrettet bruk av
blodprodukter.

Prosedyren inngar i akkrediteringsomfanget for TEST295.

Grunnlagsinformasjon
Perioperativ monitorering av koagulasjonen er viktig for & diagnostisere arsaken til bledningen, og
for a veilede evt. transfusjonsterapi.
TEG er en dynamisk maling av viskoelastiske forandringer i den hemostatiske prosessen og gir
en total evaluering av hele koagulasjonssystemet, trombocyttfunksjonen og det fibrinolytiske
system. TEG kan veere til hjelp nar det gjelder a skille pasienter med kirurgisk bledning fra de som
har en mikrovaskuleer bledning. Dette vil veere til fordel for begge pasientgrupper ved at begge
grupper vil kunne fa behandling i form av henholdsvis reoperasjon ved kirurgisk bladning og ulike
slodprodukter ved mikrovaskulaer bledning. Det & gi riktig behandling med blodprodukter til en
pasient med mikrovaskulaer bladning vil kunne resultere i at bl@dningen stopper og at man derfor
unngar den gkte risikoen som er forbundet med en reoperasjon.
Malrettet transfusjonsterapi er viktig for & begrense blodtapet ved store bladninger, og flere
studier har vist at TEG kan bidra til & redusere bruken av blodprodukter.
Det er 3 analysemetoder:

* KaolinTEG, utferes med blank cup.

+ KaolinTEG med heparinase, utferes med bla cup. Benyttes nar pasienten er heparinisert.

* RapidTEG.

Rapid TEG-testen er en kvantitativ in vitro diagnostisk test som er beregnet til monitorering av
heparin antikoagulasjon hos voksne pasienter. | tillegg kan det brukes nar det haster a fa svar pa
en TEG analyse ved akutte situasjoner, da man kan fa svar pa kortere tid enn KaolinTEG (dersom
preven er varslet).

I en kritisk situasjon ved store bladninger vil det vare travelt for vakthavende bioingenier.
Utlevering av blod til slike pasienter skal prioriteres foran analysering av TEG.

Variasjoner over tid og graden av koagulasjon gir ulike TEG-parametre:

TEG Definisjon Normale verdier Normale verdier
parameter KaolinTEG RapidTEG
R Reaksjonstid; 3-8 min. 0-1 min.
Starten av trombindannelse.
Relatert til
koagulasjonsfaktorfunksjon.
K Hastighet for & oppna et vis 1-3 min. 1-2 min.
grad av styrke av trombinplugg.
MA Maksimal amplitude, maling av 51-69 mm. 52-71 mm
trombocyttfunksjonen.
a Maler hastigheten for fibrinogen 55-78 grader 64-80 grader
kryss-binding for 4 stabilisere
pluggen.
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Blank cup Romtemperatur i lukket Til utlepsdao
originalbeholder
Heparinase cup 2-8 °C i lukket Til utlepsdato
originalbeholder, inkludert
den forseglede posen
Kaolinragr 2-8 °C i lukket Til utlepsdato pa rer
originalbeholder
0,2M CaCl; 5 mL glass ved 2-8 °C Til utlepsdato pa glass
1 mL glass i romtemp
RapidTEG 2-8°C Til utlgpsdato pa hetteglass
Kontrollmateriale
Kvalitetskontroller utferes 1 gang pr. uke
Kontroll Oppbevaring Holdbarhet
Level 1 Control Rekonstituerte hetteglass: Hver rekonstituerte kontroll
Terrstoff + dest.vann romtemperatur. er holdbar i 2 timer ved

Uapnede hetteglass: 2-8 °C

Level 2 Control
Torrstoff + dest.vann

romtemperatur.
Uapnede hetteglass er
stabile til utlepsdato.

Oppstart av maskinen

Instrumentet star normalt pa, men hvis det er slatt av, startes det ved a trykke pa de 2

startknappene som er merket «power» og «motor».
Velg program TEG Enabled pa pc koblet til instrumentet.
Dette bildet kommer opp pa skjermen:

[ =~ S o
lew 1009 'ERETEE E N |
C—
Faeme _ 2 |
o =
>~
TP LT —— e BNe e

Velg "Site Administrator” og skriv passord «teg» med sméa bokstaver. Klikk OK.
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- T PR o

Sett alle spaker (pa begge apparat) i test posisjon (mot hayre). Klikk deretter pa kanal 1 pa
skjerm og velg "eTest", gjor det for alle kanaler. Dersom eTesten er vellykket, vil det komme
Jeskjed om "eTest verdi OK". eTesten tar noen sekunder. Trykk "Utfart”.

| noen tilfeller ma eTesten utferes 2 eller 3 ganger fer den blir godkjent.

Dersom en kanal gir feil eTest kan analysen ikke utferes pa denne kanalen. Ta kontakt med
leverander, da det kan veere behov for justering.

KaolinTEG og RapidTEG, forberedelse pa skjerm

it
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-
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1'{»‘
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Saope hoider rad

o
Welg hanil 09wy
proverto U hapesss
Mo e
I ? S8 Adminis Pundng palect nc

Bwe onsen men (I ok wbeemes :

Kanal skal sta fast, kanal 1, 2, 3 eller 4.

ST: Her velges rett type analyse: Dette er viktig & huske pa siden referanseomradene er ulike.

« CK for Citrated kaolin
+ CKH for Citrated kaolin with heparinase
» CRT for Citrated Rapid TEG

Pasientnavn: Skriv inn etternavnet til pasienten (fiern select) og trykk enter.
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+ Pipetter 20 pl CaCl; i cupen.

« Pipetter 340 i citratblod i cupen. Pipetter forsiktig opp og ned 3 ganger for & blande godt.

« Skyv holderen opp, sett spaken i "test” posisjon og klikk pa "start” knappen pa pc-skjermen.

« Analyseringen kan avsluttes ndr "stjernene er borte" pa MA.

+ Aktiver kanalen som skal avsluttes og trykk “stopp” pa pc.

« Sett spaken i load posisjon pa TEG-apparatet, ejekt (Iesne) cup'en ved & trykke spaken ned,
se bilde a og b.

Svarrapportering

Rekvirenten vil kunne se utviklingen av kurven via Remote TEG pa operasjonsstuer og
intensivavdelinger. Legene der er ansvarlig for vurdering og tolkning av TEG-parameterne og
kurven. Avdelingene skal ikke ha utskrift av kurven.

Det er heller ikke nedvendig a ta utskrift til var perm.

Analysen besvares “Utfert” i NSL.

Avslutning
I.ogg ut etter endt analysering. “Logg ut-knappen” finnes @verst pa skjerm markert i redt.
Analyserte prover settes i rad 12 sammen med T&S provene pa riktig dag og kastes etter en uke.

Kvalitetskontroll
Utferes 1 gang pr. uke.
Ved nytt lot nr pa kvalitetskontrollene:
+ Velg Kvalitetskontroll (averst pa pc-skjerm).
» Klikk pa «Lot», «legg til» og skriv inn lotnr.
+ Velg «Alternativer» overst pa pc-skjerm.
» Klikk pa «Brukerprofiloppsett» og «Normalverdiers.
« Velg provetype L1 eller L2. Legg inn normalverdiene fra pakningsvedlegget, begge ma

legges inn.

Utforelse

« Taut Level | og Level Il fra kjsleskap. Det settes opp en kontroll (Level | eller Level 1) i
gangen i alle kanaler, og det trengs 2 hetteglass pr level.

« La hetteglasset med kontroll og dest. vann sta i romtemperatur i 10 min.

+ Forsikre deg om at det frysetarrede kontrolimaterialet er i bunnen av hetteglasset. Bank
eventuelt pa hetteglasset et par ganger.

« Fjern forseglingen og korken pa hetteglasset forsiktig, sa ikke tarrstoffet forsvinner ut av
glasset.

+ Tilsett 1 mL dest.vann som felger med i pakken til Level I/ll-glasset og sett pa korken.

« Hold korken pa plass, rist hetteglasset kraftig og la det sta i 5 minutter i romtemperatur.

+ Rist hetteglasset kraftig enda en gang og la det sta i ytterlige 5 minutter. Oppl@sningen ma
vaere helt klar og bar sta opp mot totalt 30 minutter for det analyseres.
Kontrollene er holdbar i 2 timer ved romtemperatur.

+ Sjekk at temperaturen pa kanalen er 37 grader.
« Sett en cup i kanalen og installer den etter bilde 1-5 pa skjermen.
+ | TEG-bildet:
ST: Velg Level | eller Level Il
Pasientnavn: Velg lot.nr
Provebeskrivelse: Legg inn dagens dato.
+ Pipetter 20 pl CaCl; i cup'en.
« Pipetter 340 pl fra Level | eller Level Il-glasset i cup’en og trykk start.
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Vedlegg 3: Prosedyre for blodgassmaling pd blodgassinstrument Epoc ved

Avdeling for immunologi og transfusjonsmedisin ved St. Olavs hospital, 2019

Epoc blodanalyseinstrument, AIT
Forfatter: Ingvild Ahne Teigum Gyldig fra: 08.11.2018 Revisjon: 1.0
Godkjent av: Ellen Berg Revisjonsfrist: 07.11.2021 1D: 37322

Hensikt og omfang

Prosedyren skal sikre korrekt bruk av epoc blodanalysesystem ved analyse av pH, pCO2, pOz,
glukose og laktat i rombocyttkonsentrat. Slike analyser utfares i forbindelse med
utpreving/optimalisering/validering av produksjon av trombocyttkonsentrat og i forskningsayemed.
Prosedyren omfatter bruk av instrumentet, kvalitetskontroller og softwareoppgradering.

Grunnlagsinformasjon

| forbindelse med utpreving/optimalisering/validering av produksjon av trombocyttkonsentrat og i
forskningseyemed males pH, pCOz, pO2, glukose og laktat i trombocyttkonsentrat pa forskjellige
stadier i lagringstida. Til dette benyttes epoc blodanalysesystem.

Epoc blodanalysesystem er et baerbart instrument som bestar av tre komponenter:
1. Epoc Reader er en batteridrevet (oppladbar) kortleser for testkortene.
2. Epoc Host er en mobil datamaskin som kommuniserer tradlgst (bluetooth) med Epoc
reader, beregner og viser testresultater
3. Epoc testkort engangskort som inneholder en rekke sensorer, kalibreringsvaeske og det
sender elektriske signaler til epoc reader som er proporsjonale med konsentrasjonen av
analytter i praven. Testkortet har preveport for tilsetting av prevemateriale.

Systemet leveres med en software som oppgraderes hver 6. maned. SD-kort for oppgradering blir
tilsendt fra leverandeor.

Epoc reader er utstyrt med et temperaturkontrollsystem. Verifisering av
temperaturkontrollsystemet (Termisk QA) utferes to ganger pr ar (ved oppgradering av software).

Epoc reader et er utstyrt med elektroniske kvalitetskontroller som kjores automatisk ved oppstart
og fer analyse.

Det benyttes veeskebaserte kvalitetskontroller i to nivaer, Eurotrol GAS-ISE Metabolites level 1 og
3.

Instrumentet har egen skriver med bluetoothtilkobling som kan benyttes om @nskelig.

Ansvar
Bioingenier med kompetanse pa kvalitetskontroller ved Enhet for komponentproduksjon.

Oppstartdato
Epoc laneinstrument i bruk 26.01.17- 31.08.17
Epoc blodanalyseinstrument MTA 67531 (host) og MTA 67526 (reader) tatt i bruk 01.09.17

Arbeidsheskrivelse

Utstyr

Epoc Reader med Epoc Host

BGEM testkort for epoc, holdbar til utlgpsdato ved 15-30°C

Eurotrol GAS-ISE Metabolites level 1 og 3, holdbar il utlepsdato ved 2-8°C
Spreyter (1-2 mL) og kanyler

Provemateriale
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Trombocyttkonsentrat

Framgangsmate

Sla pa Reader og Host

Logg pa med brukernavn og passord komp

Velg reader (Rdr 18468) ved a trykke pa ikonet (hold inne til menyen kommer)

Velg «kjor blodpreve»

Readeren konfigureres (ca 15 sek)

Sett inn testkortet i Reader i en jevn bevegelse slik at strekkoden blir avlest riktig. Den bla

pilen skal vende opp og mot reader.

« Instrumentet bekrefter at kortet er satt inn, og kalibrering starter (165 sek)

« Legg inn proveidentifikasjon

« Trekk opp prevemateriale (kvalitetskontroll, preve) med sproyte. Serg for at det ikke er luft
i spreyta og press ut 2-3 draper som kastes umiddelbart fer injisering av praven.

« Nar du far beskjed om & injisere prove (innen 450 sek), hold sproyta vertilkalt og vinkelrett

pa testkortet, sett tuppen av spreyta (uten kanyle) ned i proavebrennen pa kortet, vri den en

kvart omdreining, og trykk deretter sproytestempelet ned i en jevn bevegelse. Instrumentet

varsler med en pipetone og et grent blinkende lys nar nok prevemateriale er injisert.

Testen fullfgres, og resultatene beregnes.

Testresultatene vises ca 35 sek etter at proven ble tilsatt.

Aktuelle resultater ligger under fanene «Gasser» og «Meta+»

Registrer resultatene, evt kan de skrives ut pa medfelgende skriver.

Nedre malegrense for glukose pa instrumentet er 1,immol/L. Dersom det er enskelig & male
neyaktig innhold, kan slike prever kjeres pa ABL90 pa Laboratoriet pa Kvinne-Barn-senteret,
AMB. Avtales pa tif 74742. (NB! Kjar da 2x rens og kvalitetskontroll i niva 2 (B) etterpa).

« For a hente opp tidligere kjerte prover: Trykk verkteysymbolet nederst pa skjermen og velg
«vis testr.

Kvalitetskontroller

Analyseres ved
+  bytte av lotnummer pa testkort
» oppgradering av software.

Framgangsmate:

« Ampullene skal na romtemperatur, ca 22°C fer kjgring (tar ca 1 time).

« Umiddelbart fer bruk ristes ampullen ristes kraftig i minst 15 sek.

+ Rull ampulle forsiktig slik at all vaeske, uten luftbobler, er i bunnen pa ampullen.

+ Hold ampullen med den fargede prikken opp, bruk papirhandkle el.| som beskyttelse og
knekk av halsen i motsatt retning av prikken.

+ Trekk opp materialet med sprayte og injiser preven innen 30 sek.

+ Resultatene legges inn i excelarket \STOLAV - Laboratoriemedisinsk klinikk
Fellesomrade\AIT\S-Blodbank\Komponentproduksjon\KvalitetskontrolleQC Epoc
blodgass.xls

Softwareoppgradering

«  SD-kort for oppgradering sammen med framgangsmate blir tilsendt fra leverander.
Instrumentet vil ikke kunne brukes med utdatert software.

+ Felg instruksjoner i forsendelsen.

« Last ned ny fasit (VAD) for kvalitetskontrollene: www.siemens.com/epoc , velg «Access
Customer Resource Center» og deretter «Value Assignment Datasheets» (VAD). Velg
aktuell epoc Sensor Configuration (oppgitt i instruksjonen) og hent ut fasitark i begge
nivaer.
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+  Utfer Termisk QA-test:
o Velg reader (Rdr 18468) ved a trykke pa ikonet (hold inne til menyen kommer)
o Velg «kjor termisk QA»
o Testen kjeres automatisk, og det kommer beskjed om den er godkjent. Se avsnittet
«feilsgking» i manualen dersom termisk QA ikke godkjennes.
«  Kjer kvalitetskontroll i begge nivaer.

Dokumentasjon
» Medusa utstyrsdatabase
o MTA 67531 (host)
o MTA 67526 (reader)

» Software endringslogg
o INSTOLAYV - Laboratoriemedisinsk klinikk Fellesomrade\AIT\Software-

endringslogg\Komponentproduksjon\Software-_logg_over_endringer
komponentproduksjon.xisx arkfane epoc
« Kuvalitetskontroller
o I\STOLAYV - Laboratoriemedisinsk klinikk
Fellesomrade\AIT\S-Blodbank\Komponentproduksjon\KvalitetskontrollenQC Epoc
blodgass.xls

Referanser
1. Systemhandbok, epoc blodanalysesystem
2., BlKomp - Validering - Maling av pH, blodgass, glucose og laktat i
trombocyttkonsentrat
3. B KOMP-validering-Epoc blodanalysesystem
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Vedlegg 4: Valideringsplan for filtrert fullblod ved Avdeling for immunologi og

transfusjonsmedisin ved St. Olavs hospital, 201

KOMP - Validering - Filtrert fullblod

Forfatter: Fernandez Maria Aurora Espinosa, Kjell Rune Logan-Halvorsrud, Gyldig fra: Revisjon:
Ingvild Ahne Teigum 30.08.2018 1.0
Godkjent av: Turid Fredriksen Ble utfaset: ID: 38791
31.01.2019
Validering
| henhold til EQS 7887 Validering LMK
Tittel Validering av filtrert fullblod til bruk ved Luftambulansen
Valideringstidspunkt/periode september-oktober 2018
Oppdragsgiver Avd. for immunologl og transkusjonsmedisin VEllen Berg
M“niﬂm(m ﬁmummmmpmuw
. . metode, m.m) fullblodsiter.
deringsobjektet i Nei
Prodaee et
Terumo BCT
Kontaktperson Henrik Lowenstein
Avdelingens kontaktperson Kjell Rune Logan-Halvorsrud
Endringskontroll, ansvarlig Kjell Rune Logan-Halvorsrud
Valideringen er utfort av Enhet for komponentproduksijon winguild Teigum
Plan utarbeidet av
Navn Tittel
_inguild Teigum Fagans\arlig bicingenier
Plan nt i av . .
Nawn Tittel / funksion i EQS
Kjell Rune Logan-Halvorsrud Seksjonsleder vheringskommentar
~Aurora Espinosa Seksjonsleder medisin vheringskommentar
Turid Fredriksen Kwalitetskoordinator Wgodkjenning
Rapport utarbeidet av _
_Nawn Tittel

Rapport godkjent i EQS av
Nawvn

Tittel / funksjion i EQS

vheringskommentar

wharingskommentar

Turid Fredriksen

Seksjonsleder
Kualitetskoordinator vgodkjenning

1 Valideringsplan

11 Innledning

Ledelsen ved Avdaling for immunologi 0g

besluttet i 2017 at det skal etableres et prosjekt for validering

transiusjonsmedisin
avfiltrert fullblod ved blodbanken. Luftambulansen har ogsd kontaktet avdelingen med foresparsel om filtrert fullblod om bord i
helikopter og ved akuttmottaket. Hovedfokuset | farste omgang er innfering av produktet til bruk i Luftambulansen.
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Filtrert fullblod kan eventuelt etter retur/lagring innen 35 dagers holdbarhet, separeres til etytrocyttkonsentrat og plasma
(teknisk).

1.2 Omfang

Valideringen skal etablere produktets karakteristika med tanke pa innhold av Hb, fiitt Hb (hemolyse) leukocytter og
trombocytter, ved dag 0 (tappe- og produksjonsdag), dag 7 og 14.

Fastsatt holdbarhet er 14 dager med tanke pa at det skal veere intakt trombocyttfunksjon.

Antall tappinger 15.

Det skal ogsa etableres rutiner for giennomfering av kvalitetskontroller vha statistisk prosesskontrall i rutinedrift. Antall
tappinger pr ar estimeres til ca 25, kwalitetskontroller mé derfor tas av alle enheter inntil vi har stort nok beregningsgrunnlag
(minst 50 enheter).

1.3  Praktisk gjennomfering

Produksijon: (se pakningsvedlegg, vedlegg 1)

Fullblod tappes pa IMUFLEXWB-SP (TERUMO BCT) med platebesparende filter.
Produktkode i ProSang E4902

Fullblodet legges pa kjdeplate i minimum 2 timer (intem rutine 1-2)
Fullblodet filtreres deretter i henhold til pakningsvediegg, innen 48 timer etter tmp|ng3
Filtrert fullblod lagres ved 2-6°C 3 i 14 dager.

Kuwalitetskontroller:
Tidspunkt Males Beregnes
Fer filtrering (etter kjeleplate) Vekt Tappet volum
Trombocytter Trombocytter/enhet
Etter filtrering Vekt
Hb Hb/enhet
EVF
LavHb Hemolyse
Leucocytter Leukocytter/enhet
Trombocytter Trombocytter/enhet
Dag 7 og 14 Vekt
Hb
EVF Hemolyse
LavHb
Trombocytter Trombocytter/enhet

Kontrollene analyseres ved AMB, seksjon hematologi (Hb, EVF, lav Hb, trombocytter) og AlT, Enhet for cytometri
(leukocytter).

1.4 Kriterier og krav®

Tappet volum (uten antikoagulans) 450+50mL
Hb/enhet >43g
Leukocytter/enhet <1*108
Hemolyse <0,8%
Trombocytter/enhet Etableres

90% av de testede enheter skal veere innenfor krav

Resultatene registreres og beregnes i excelarket I:\STOLAV - Laboratoriemedisinsk klinikk Fellesomrade\AIT\S-
Blodbank\Komponentproduk sjon\Validering\Filtrert fullblod\Validering filtrert fullblod CPD Imuflex xisx
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Vedlegg 5: T-test med gjennomsnitt for to parvise utvalg, kalium

Variabel 1 Variabel 2

Gjennomsnitt
Varians
Observasjoner
Pearson-korrelasjon
Antatt avvik mellom
gjennomsnittene

fg

t-Stat

P(T<=t) ensidig
T-kritisk, ensidig
P(T<=t) tosidig
T-kritisk, tosidig

3,62
0,1317143
15
0,8976242

0

14
-14,52662
3,887E-10
1,7613101
p<0,001
2,1447867

7,94667
2,15552
15

HO: dagl - dag4d =0
HI1: dagl - dag4 =0

Tobs =-14,527
tkrit = 2,144

Tobs > tkrit = HO forkastes, det er en signifikant forskjell fra dag 1 til dag 4. p<0,001 som vil

si at det er lite sannsynlig for at en far feil ved forkastning
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Vedlegg 6: Rédata til beregning av signifikante endringer med tid

Parametere Dag Koef P>z| [95% Konf. Intervall]

4 -0,49 0,233 -1,30 0,32

R 9 -0,30 0,233 -141 0,81

15 0,46 0413 -0,64 1,56

4 -4,07 0,081 -8,65 0,50

MA 9 -10,24 <0,001 -14,75 -5,73
15 -14,61 <0,001 -18,32 -10,89

4 -5,82 <0,001 -10,18 -1,46

Alfa 9 -12,31 <0,01 -17,67 -6,96
15 -16,94 <0,001 -21,56 -12,32

4 0,27 <0,001 -0,43 0,97

Hb 9 0,23 0,521 -0,48 0,95

15 0,83 <0,01 0,22 143
4 -24 47 <0,001 -37,14 -11,79
PLT 9 -59,27 <0,001 -77.04 -41,50
15 -95,07 <0,001 -113,34 -76.,80

4 0,06 0,001 0,03 0,10

Fibrinogen 9 -0,03 0,122 -0,07 0,01
15 -0,11 <0,001 -0,15 -0,07

4 -0,06 <0,001 -0,08 -0,05

pH 9 -0,14 <0,001 -0,16 -0,12
15 -0,26 <0,001 -0,29 -0,24

4 -0,87 <0,01 -1,42 -0,31

Glukose 9 -1,93 <0,001 -2,34 -1,52
15 -3,65 <0,001 -4,08 -3.21

4 2,03 <0,001 1,88 2,18

Laktat 9 438 <0,001 4,07 4,68

15 7,20 <0,001 6,59 7,82
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Vedlegg 7: Rédata til beregning av assosiasjoner

Laktat Koef. P>|z| 95% [Konf. Intervall]
Glukose 0,2825348 0,001 0,1229334 04421362

MA Koef. P>|z| 95% [Konf. Intervall]
pH -0,5137391 0,207 -1,31255 0,2848773

MA Koef. P>zl 95% [Konf. Intervall]
Trombocytter 0,0681524 0,001 0,0277863 0,1085184
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