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Sammendrag

Malet med denne oppgaven var & underseke hvilke preanalytiske faktorer som kan pédvirke
analyse av laktat og glukose i frosset plasma fra laks, og om analyse av glukose og laktat pa
Pentra C400 kan gi en indikasjon pé stressniva. 49 frosne plasmaprever fra laks ble brukt for
a gjennomfere forsegket. Provene ble sortert visuelt etter hemolysegrad for de ble analysert pa
Pentra C400. Resultatene ble presentert i tabeller, og ved grafisk fremstilling. Ved hjelp av
data fra tabellene ble det beregnet korrelasjonskoeffisient mellom glukose/laktat og
hemolysegraden. Boksplott ble benyttet for & studere spredningen av glukose- og

laktatverdier.

Resultatene ser ut til & indikere at det ikke er noen direkte ssmmenheng mellom glukose- og
laktatverdier og hemolysegraden. Undersgkelsene tyder pé at analyse av laktat pa Pentra
C400 kan gi en indikasjon pd stressnivd. Analyse av glukose kan derimot ikke pavise en
indikasjon pd stressniva i1 utgangspunkt i gitt prevemateriale, og med de preanalytiske

feilkilder som er oppgitt.



Forord

Denne bacheloroppgaven er skrevet av tre studenter i forbindelse med avsluttende utdanning

for studieretning bioingenier, ved NTNU campus Alesund — 2021.

I denne bacheloroppgaven analyseres frosset plasma tatt av laks i ulike stressituasjoner, der
det blir fokusert pa glukose og laktat. Det blir undersgkt om bruken av Pentra C400 er egnet
til bruk av analysering av disse parameterne, og om preanalytiske faktorer vil ha en

innvirkning pa preveresultatet.

Dette har vert en svaert laererik opplevelse, og vi har lert mye om denne maten a jobbe pa,

bade med tanke pa videre forskning og lab-arbeid.

Vi vil takke var veileder Ann Kristin Tveten for et godt samarbeid og oppfelging under dette
prosjektet. Og en stor takk til Heidi Engstrem for all hjelp pa lab.
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1.0. Innledning

Denne oppgaven ble valgt pd bakgrunn av at vi ensket en praktisk bacheloroppgave, som
gikk 1 retning av forskning. Vi valgte denne oppgaven da den skilte seg litt ut med tanke pé at
det jobbes med laks 1 stressituasjoner, noe som vi 1 lgpet av disse drene ikke har fokusert noe
pa. Likevel har vi vert innom de samme parameterne som maéles; glukose og laktat, men

innenfor humant materiale.

Vi fikk utdelt frosset plasma fra laks fra doktorgradsstudent Jingwen Ding, samt informasjon

om bakgrunn til materialet, som brukes i denne bacheloroppgaven.

Hensikten med denne oppgaven er & kunne teste ut bruken av frosset plasma fra laks, som har
ulike preanalytiske faktorer, og ulike stressituasjoner, og dermed kunne undersgke om
analyse pa Pentra C400 er gjennomferbart, og vil kunne gi svar som er innenfor godkjente

maleomrader.

1.1.  Problemstilling.
Viér problemstilling er: « Hvilke preanalytiske faktorer kan pdvirke analyse av laktat og
glukose i frosset plasma fra laks, og kan analyse av glukose og laktat pa Pentra C400 gi en

indikasjon pa stressnivd? »

Vi vil undersgke om de preanalytiske faktorene som viskositet, hemolyse og koagel kan
pavirke analysering av laktat og glukose pa Pentra C400, og om det viser seg noen ulikheter
med tanke pa om preovene er tatt for eller under stressituasjon. Metoden pa Pentra C400 er
allerede etablert, validert og evaluert for humane prover, det ma derfor utferes en evaluering
for frosset plasma hentet fra laks. Dette gjores ved & sortere prevene etter hemolysegrad
visuelt, og kommentar med eventuelt koagel eller unormal viskositet for analysering. Sarlig

viskositet er viktig ved bruk av Pentra C400.

De parameterne som vi har valgt a fokusere pa i var oppgave er glukose og laktat. Glukose er
et karbohydrat som har en sentral rolle 1 dyrenes stoffskifte, mens laktat produseres fra
glukose i en anaerob glykolyse nér det ikke er tilstrekkelig med oksygen tilgjengelig for en

aerob cellemetabolisme (1). Glukose og laktat er meget nyttige for & vurdere responsen pa



spesifikke stressorer, og vi vil derfor prove a kunne kartlegge stressreaksjonen til fisken med

bruk av disse parameterne (2).

For a kunne presentere resultatene vi kommer frem til blir det satt opp kurver til korrelasjon

og boksplott for & studere sammenhengen mellom hemolyse og spredning.



2.0. Teori

2.1. Laks
Det finnes flere typer laks. Arten som finnes i Norge heter atlantisk laks, Salmo salar, og
herer til familien Salmonidae. Den har en levetid pi to til atte dr, og kan bli opptil 150 cm og
40 kg. Villaks starter livet i elven, hvor hunnen gyter i elvegrusen, og om véren klekkes
eggene til plommesekkyngel. Nar yngelen har blitt frittsvemmende kommer den opp av

grusen, og betegnes som parr. Parren blir 1 elven til den smoltifiserer, det vil si at den da

gjennomgdr en fysiologisk omstilling til livet 1 saltvann(3).

Bilde 1.0 Ovre bilde: En laks som ikke er ordentlig smoltifisert, det kan sees pd gulaktig
farge pa gjellelokkene og omradet rundt brystfinnen. Nedre bilde: En helt smoltifisert laks

).

Til tross for gode fiskeelver 1 Norge finnes over 94% av all voksen atlantisk laks (Salmo
salar) innen akvakultur, det vil si oppdrett og dyrking av alle slags organismer i vann.
Akvakultur som foregér i sjoen, kalles havbruk (4). Laks i oppdrett klekkes ut som
plommesekkyngel 1 ferskvann. Her bruker de atte til 18 maneder pa a utvikle seg til en smolt
pa cirka 100 gram. De blir da satt ut i store flytende innhegninger, merder, 1 sjgen. Det er
viktig at det er god vanngjennomstremning og gunstige miljeforhold som friskt og
oksygenrikt vann, riktig vanntemperatur, saltinnhold og lys. Her vokser laksen til slaktevekt

som er rundt tre til seks kg 1 lopet av tolv til 18 méneder (5).



Atlantisk laks, sjeraye og regnbuegrret er de laksefiskene som hovedsakelig oppdrettes i

Norge, og star for 97,5% av all fiskeoppdrett i Norge (4). Oppdrett av laksefisk har hay

verdiskapning per arsverk. 1 2018 hadde havbruk den fjerde hayeste verdien blant all

neringsvirksomhet 1 landet, selv nar oljenaringen var medregnet (6).

2.2. Velferd

Velferd hos laks, eller hos fisk generelt, er svert viktig og avgjerende for oppdrett av fisk.

Dette gjelder bade for selve dyreholdet, produksjonen og for forskning (7). For & kunne

dokumentere fisken sin velferd blir det brukt velferdsindikatorer (VI) som et mal pé fisken

sin trivsel, egenskap eller atferd. De kan ogsa vere et mil pa miljoet de oppholder seg 1, eller

ressursene de har tilgjengelig (2).

Velferd hos laks kan méles pd mange maéter (tabell 2.0), bdde ved & observere adferd og

maling av fysiologiske indikatorer som glukose, laktat, kortisol og pH. Sistnevnte er mélbare

ved blodprever. De subjektive indikatorene som adferd, helse, miljo og okonomi er ikke

malbare ved blodpraver, men har likevel en stor og viktig rolle i & kartlegge velferd 1

fiskeindustrien.

Tabell 2.0 Ulike parametere som brukes for 4 kartlegge velferd:

Atferd Helse Milje Fysiologiske | Okonomiske
indikatorer | indikatorer
(stressmalin
ger)
Direkte Séar og slitasje | Vannkvalitet: | Glukose Overlevelse/dade
observasjoner som 02, lighet
for eksempel Katarakt avfallsprodukt | Kortisol
svemming/bevegelse er, temperatur, Vekst
smeonster Infisering med | stromforhold | Laktat
mark eller Daglig tilvekst
Aggresjon lakselus Tetthet Muskel pH
Produksjonskostn
Utilstrekkelig/darlig | Sykdom/dedeli Pre rigor tid | ad
utfort foring ghet




Superiorhandel

Stress fra korte og akutte hendelser som transport og hindtering vil kunne redusere atferden,
og deretter livskvaliteten til laksen dersom det gjentas ofte. Dette igjen vil kunne pavirke

gyteemne, appetitt, infeksjonsfare o.l. og dermed péavirke behovene pa sikt (2).

I loven om dyre-velferd som ble publisert i 2009, omfatter forhold som pévirker velferden til
bade fisk og andre dyr. Her star det blant annet at fisken skal behandles godt, og ikke utsettes
for unedige pakjenninger. Dyreholder skal serge for at fisken blir ivaretatt, og at de blir
héndtert av faglig kompetent personale. Driftsformer, metoder, utsyr og tekniske losninger
skal brukes med hensyn pa dyrevelferd. Dette gjelder ogsa nar det er snakk om forsek,

undervisning og medisinsk virksomhet (8).

2.3.  Glukose
Glukose er et karbohydrat som har en sentral rolle i dyrenes stoffskifte. Det loses lett i vann,
og fraktes rundt i kroppen opplest i blodet (9). Leveren og musklene lagrer glukose i form av
glykogen, og hos fisk antas leveren a vere det viktigste glykogendepotet for & regulere

glukosekonsentrasjonen 1 blodet (10).

Stress er en energikrevende prosess som gker stoffskiftet. Glukose er et viktig drivstoff for
metabolisme, og blir foretrukket som energi i stressresponsen. Visse vev hos fisk som for

eksempel hjerne, hjerte og blodceller bruker hovedsakelig glukose som energikilde (1).

2.4. Laktat
Laktat er et salt som bestar av melkesyrens anion. Det er et produkt av glykolysen i cellene
nér det ikke er tilstrekkelig med oksygen tilgjengelig for en anaerob ATP produksjon (2).
Under forhold med for liten tilgang pa oksygen bruker cellene denne maten for reoksidasjon
av NADH og produksjon av ATP (11). Redusert oksygenniva i vann eller hard fysisk

aktivitet kan hos fisk vere arsak til en gkende konsentrasjon av laktat i blodplasma (2).



Laktat kan ogsa vere et viktig substrat for glukoneogenese i fisk, og det blir muligens brukt
til anaerobisk glukoneogenese i leveren (1). Plasmalaktat fra musklene blir oksidert i leveren

eller omdannet til glukose ved glukoneogenese.

2.5.  Stress hos laks
Stress hos laks er en biologisk respons pa ulik stimulus, fra enten en intern eller en ekstern
faktor. Dette kan for eksempel vaere kjemiske faktorer som grader i vannmiljeet, pH, Oz, CO>
og lignende samt fysisk pdkjenning som stey, transport, sykdom og lignende. Det kan ogsa
utleses som en reaksjon pd miljeet, der frykt, predatorer og lignende er utlesende
faktorer(stressorer) (12). Den fysiologiske reaksjonen pé stress hos laks er at nervesignal fra
HPI-aksen (Hypotalamus/ hypofyse/ interrenal-aksen) initierer en aktivering av de
sympatiske fibrene, som videre utleser katekolaminer som adrenalin, noradrenalin og
kortisol. Disse vil da diffundere inn i blodbanen (13). Slike stressorer fremkaller effekter som
forstyrrer fiskens homeostase, og utleser ulike fysiologiske og psykiske responser. Slike
reaksjoner trigger det man kaller «fight or flight»(14), som er en direkte reaksjon der det blir
ubalanse i kroppens sentralnervesystem. Blodsirkulasjonen til skjelettmuskulaturen eker,
glykogenlagrene i leveren vil reduseres og dermed gke innholdet av glukose ut til blodet, og
blodsukkernivéet stiger. Lungene vil utvide seg for & gke tilgangen pd mer oksygen, og
redusert blodsirkulasjon til fordeyelsessystemet (15). Normale hvilenivaer av CA kan méles
ved blodprever av fisken, og ligger normalt pad <5nM. Plutselige okninger i CA oppstér
gjerne som respons etter at fisken utsettes for stressorer. Da kan nivaene komme opp 1
>1,000nM innen 1-3 min.(16). Dette kalles den «primare responsen» (17) og vil utlese den
«sekundere responseny , som vil fere til en rekke metabolske, cellulere, osmoregulatoriske
og hematologiske endringer, samt immunologiske reaksjoner; Kortisol vil gke

hjertefrekvensen og gjelleoverflaten vil ogsé ekes, noe som gjor at oksygenopptaket stiger

(12).

Plasmaglukose er en mye brukt indikator pd sekundare stressresponser, da fisk mobiliserer
substrater for 4 kunne handtere okt behov for energi 1 stressituasjoner. Glukose er en veldig
viktig del av dette mobiliseringsapparatet, og spesielt hjerne, hjerte, blodceller og nerver er

avhengige av glukose til dette(1)
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Figur 2.0: Inndeling av de fysiske, kjemiske og psykiske stressorene som pévirker fisk. Viser

inndeling av primer, sekundeaer og tertizre responser (18).

De tertiere stressresponsene er irreversible og medferer fysiologiske og adferdsmessige

endringer.

Tabell 2.1 Sympathetic-Adrenal Medullary Components of the Fight-or-Flight Response -

Handbook of Stress Series Volume 1(15)

System Fysisk effekt Konsekvens av den fysiske effekten
Hjerte Okt hjerterytme Oker blodsirkulasjonen
Utvidede hjerte blodkar Oker tilgang pé O2 og energi til
hjertemuskelceller
Sirkulasjon Utvidede blodkar Okt tilgang pa O2 til skjelettmuskel celler
Sammentrekning av blodkar Tilrettelegger for tilgang pa blod til
Milten trekker seg sammen skjelettmuskler og hjernen.
Okt levering av O2 til metabolsk aktive celler.
Lunger Utvidelse av bronkiene Okt tilgang pa 02 i blod
Okt pustefrekvens
Lever Oker omdanning av glykogen til Jker tilgangen pa glukose til
glukose skjelettmuskulatur og hjerneceller




Stressrespons er en funksjon som hjelper fisken til a takle endringer i homeostasen, og er en
naturlig og nedvendig reaksjon hos fisk. En kortvarig stressor kan fore til forbedret ytelse i
fremtiden, bedre immunforsvar og bedre evne til & beskytte seg mot predatorer. Blir
stressresponsen langvarig kan dette fore til redusert vekt, reproduksjonsevne, svekket

immunforsvar, endret adferd og ekt dedelighet (18, 19).
Ved & utsette fisken for stress, vil det fore til en rekke fysiologiske endringer;

e CRF, ACTH, kortisol, katekolaminer, serotoner/dopaminer, prolaktin, somatolaktin,
stressproteiner, blodtrykk og hjerterate, glukose i blod, laktat og hematokrit, vil stige

e pH i blod, plasmaklorid og immunfunksjonen vil synke (20).

Stress over lang tid kan ogsa fere til at kroppen tilpasser seg for & tale den langvarige

pakjenningen. Blodparameterne kan da «normaliseres» (21).

2.6. Glukose og laktat som indikator pa stress
Stress hos fisk forer til okte konsentrasjoner av glukose i plasma. Frigjeringen av glukose i
sirkulasjonen foregar etter aktivering av den primare stressresponsen via HPI-aksen ved
utskillelsen av katekolaminer og kortisol ut i blodomlepet (2). Plasmanivaet av
katekolaminer eker relativt raskt og ferer til okning 1 plasmaglukose via glykolysen. Leveren
antas a vare det viktigste glykogenlager hos fisk og mobilisering av glykogenlagrene i
leveren under stress forarsaker plasma hyperglykemi (10). Frigjering av kortisol hos dyr er
mer langvarig og relativt forsinket 1 forhold til katekolamin, og forer til gkning 1
plasmaglukose via glukoneogenese (22). @kningen 1 plasmaglukose etter stress medieres

hovedsakelig via kortisol som stimulerer lever glukoneogenese (23).

Plasmaglukose er en mye brukt biomarker for a studere den sekundare stressresponsen 1 fisk
(1), men man ma vere forsiktig ved bruk av denne indikatoren. Ernaringsstatus er en faktor
som kan ha en effekt i glukoseresponsen, og det skjer ogsa variasjon mellom arter og
utviklingsstadium (1, 22). Det er derfor viktig & standardisere organismer for stress
undersokelser (23). Plasmaglukose ber sammenlignes med ustresset fisk i stedet for noen
standard stressnivaer. Det er foringsstatus, livsstadium og andre faktorer som bestemmer
hvilke standard stressnivaer som kan brukes (2). I et stress forsek med laks okte
plasmaglukose langsomt etter eksponering for stressorer, og maks verdi ble nidd etter cirka

tre til seks timer (2, 10). I sultet fisk kom nivéet tilbake til utgangsnivaet etter to timer og i
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forede fisk forble nivéet hoyt i mer enn tolv timer etter stress pa grunn av et hgyere nivé av

leverglykogen (2, 10).

Laktat produseres fra glukose 1 en anaerob glykolyse nar det ikke er tilstrekkelig med
oksygen tilgjengelig for en aerob cellemetabolisme. Plasma laktat gker nar muskellaktat
dannet under anaerobiose frigjores til plasmaet (22). Det tar litt tid for gkningen vises i
plasma, og responsen er forsinket med noen timer (2). Plasma laktat gker kraftig etter hoy
muskelaktivitet og lufteksponering, men ekningen er ikke sé signifikant under vanlige
stressfaktorer som transport og hindtering (2). Laktat blir ogsa pavirket av generelle
metabolske prosesser utenom stressresponsen, og det kan vare vanskelig & bestemme
standard stressnivaer (10, 22). @kningen i plasmalaktat etter en stressende hendelse topper
mellom en til to timer etter hendelsen. I de fleste tilfeller vil verdiene returnere til

utgangsnivaene etter mellom seks og ti timer (10, 17).

Glukose og laktat er meget nyttige for a vurdere responsen pa spesifikke stressorer. Disse er
ogsa billig og enkle 4 médle med barbare instrumenter. Men hvileverdier kan vare vanskelig &

bestemme fordi nivier pavirkes av metabolsk status (2).

2.7.  Pentra C400 - Kolorimetrisk analyse av glukose og laktat
Pentra C400 analysemetodene for glukose og laktat baserer seg pd kolorimetri. Kolorimetri,

eller fotometri, er en kvantitativ, optisk metode for & bestemme et fargestoffs konsentrasjon
basert pa stoffets evne til & absorbere synlig lys. Kolorimetri utnytter Beer’s lov, som sier at
konsentrasjonen til en substans er direkte proporsjonal med mengden lys absorbert. Formelen

er:
A = abc

A = absorbans, a = proporsjonalitets konstant definert som absorptivitet, b = lysvei i

centimeter og ¢ = konsentrasjon av det absorberende stoffet (24, 25).

Béde glukose- og laktatanalysene er enzymatiske. Det blir da tilsatt reagenser med enzymer
som reagerer kjemisk med provene, og det dannes farge. Fargens intensitet er proporsjonal

med glukose-/ laktatmengden i proven (26, 27)
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2.8. Kbvalitetssikring av laboratoriemetoder
Pentra C400 er beregnet for humant plasma, og metoden er vel etablert. Ved bruk av plasma

fra andre arter ma det vurderes hvordan et nytt provemateriale fungerer til denne metoden.
For en ny analysemetode tas i bruk pa et laboratorium, mé metoden enten valideres,

verifiseres eller evalueres.

- Validering defineres slik: Bekreftelse fra en undersokelse og fremskaffing av
objektive bevis pa at spesielle krav for tilsiktet bruk er innfridd (28). Gjelder
ved innfering av ny malemetode eller endring av analysemetode, analyseutstyr
eller andre storre endringer.

- Verifisering innebarer & dokumentere at metoden fungerer som forventet i
eget laboratorium. Det er en noe enklere undersgkelse enn validering, og er
aktuell ved implementering av en ny malemetode/ malesystem hvor
valideringsdokumentasjon foreligger eller ved mindre metodeendringer som
kan tenkes a gi endret analysekvalitet.

- Ved evaluering undersgkes det samme som ved validering, men det settes
ingen krav péd forhdnd. Aktuell ved blant annet publisering av en ny metode

eller som ledd i utvikling av metode hos en produsent (28).

For en validering mé flere sjekkpunkter gjennomgés, og det forste som ber undersekes er om
det er et biologisk grunnlag for denne analysen. Altsd om analytten endrer seg ved sykdom pa
en slik méte at analyseresultatet kan gi viktig informasjon om tilstanden. Det er da ogsa viktig
a ha kjennskap til biologisk variasjon. Det neste som ma sjekkes er om metoden maler det
den skal, at mélingen er riktig og reproduserbar. Et annet viktig punkt er om undersokelsen er
nyttig, det vil si om resultatet kan bedre eller forenkle diagnostikk eller behandling. Denne
nytten mi st 1 forhold til innsatsen, badde organisatorisk og ekonomisk, ved & utfere
analysen. Preanalytiske kvalitetskrav m4 vare avklart. Her mé det undersekes hvilken type
provemateriale som skal benyttes og dets holdbarhet, samt om fremgangsmetoden er praktisk
og anvendelig. Analytiske kvalitetskrav mé vere tilfredsstilt. Det er krav om presisjon,
riktighet, linearitet, maleomrade, deteksjonsgrense, analytisk spesifisitet, interferens,

referanseintervall og sporbarhet (25, 28, 29).

- Presisjon: fordeling av gjentatte mélingers resultater rundt gjennomsnittet. Her inngér
repeterbarhet og reproduserbarhet. Repeterbarhet sjekkes over en kort periode med

10-15 prever, mens méling av reproduserbarhet pagér i minst ett ar med alle prover.
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Riktighet: gjennomsnittet av den malte verdien er mest mulig lik «sann» verdi
Linearitet: lineser sammenheng mellom sterrelsen av det som skal méles og
maéleresultatet. Det lages da en fortynningsrekke av en prove matrix som males, og det
undersegkes, enten visuelt eller statistisk, om resultatene endres proporsjonalt som
forventet.

Maleomrade: mélingen ma ha en evre og nedre kvantifiseringsgrense som alle
kvalitetskrav havner innenfor

Deteksjonsgrense: laveste detekterbare analyttkonsentrasjon

Analytisk spesifisitet, interferens: analysemetoden er ikke nedvendigvis helt spesifikk
for det stoffet den skal méle, men lar seg pavirke av beslektede substanser eller
metabolitter av analytten. Andre komponenter som for eksempel lipider eller
hemolyse kan interferere med malingen, og gi galt resultat.

Referanseintervall: Vanligvis et intervall med 95% av verdiene hos friske personer
(25, 28, 29).

Sporbarhet: Begrep som brukes om & opparbeide en referanseverdi for en analytt for
rutine metoder. Metoden baserer seg pa en ubrutt kjede av sammenligninger av

malinger (25).

2.9. Preanalytiske feilkilder

Det kan vere en del preanalytiske feilkilder, og det ber alltid tas en kvalitetsvurdering av

provematerialet for analysering. Det kan vare faktorer som hemolyse, viskositet, koagel og

proveutstyr. Dette er faktorer som kan innvirke pa resultatet.

2.9.1. Viskositet

Viskositet beskrives som seighet. Veesker med heoy viskositet er mer tyktflytende enn vaesker

med lav viskositet (30). I blodplasma finnes blant annet proteiner, salter, metabolitter,

aminosyrer og hormoner lgst 1 vann (31). Plasma med hey viskositet inneholder flere av disse

stoffene enn normalt plasma. Det kan gjore at det ved spektrofotometriske og kolorimetriske

maélinger gir feil resultater pd grunn av interferens.
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2.9.2. Hemolyse
Hemolyse er edeleggelse av cellemembranen pa erytrocytter og andre blodceller, som forer

til at cellekomponentene frigjores til plasma. I erytrocyttene er det rikelig med hemoglobin,
og etter frigjoring er det dette proteinet som gjor plasma eller serum redt etter sentrifugering.
Hemolyse blir synlig ved en konsentrasjon pa 0,3 — 0,5 g/L av fritt hemoglobin. Det er den
mest vanlige preanalytiske feilen og arsaken til proveavvisning. Hemolyse kan imidlertid
ogsa gjelde andre komponenter enn hemoglobin, da alle typer blodceller kan lysere og
frigjore sine komponenter. I blodprever som blir oppbevart kjolig vil smamolekylere
komponenter, som for eksempel elektrolytter, diffundere ut av cellene. Det er to hovedarsaker
til hemolyse: in vivo og in vitro hemolyse. In vivo hemolyse inntreffer inne i kroppen, for
provetaking, og skyldes en patogen tilstand. Kun 3% av alle hemolyserte prover skyldes in
vivo hemolyse, sé det er ikke sa vanlig. In vitro hemolyse inntreffer utenfor kroppen grunnet
forskjellige preanalytiske faktorer, som for eksempel blodprevetaking, prevehandtering,

distribusjon, lagring/ oppbevaring (25).
Hemolyse kan pavirke plasma/serum komponenter pa to mater:

1. Okt tetthet i proven pa grunn av frigjering av hemoglobin til omgivelsene.
2. Lekkasje av erytrocyttkomponenter, som er mer konsentrert inne i erytrocyttene enn i
omgivelsene (plasma/serum) (25, 32). Denne lekkasjen vil gi falskt for hayt resultat

for disse komponentene.

Hemolyse kan forérsake spektrofotometriske forstyrrelser fordi hemoglobin absorberer lys pa
enkelte bolgelengder (415, 540 og 570 nm), og kan gi bdde falskt for heyt og falskt for lavt

resultat, avhengig av analytten og metoden.

Noen analytter, som for eksempel albumin, bilirubin, natrium og glukose har hoyere

konsentrasjon i plasma enn 1 erytrocyttene, s hemolyse vil da fortynne disse parameterne.
Hemolyse kan ogséd ogsé fore til kjemisk interferens, spesielt innen immunokjemisk assay

In vivo hemolyse kan ikke forhindres, men in vitro hemolyse kan reduseres eller forhindres
hvis de preanalytiske faktorene blir utfort pa riktig mate. Det er viktig med kvalifisert
personell for riktig og skdnsom prevetaking, og som innehar kunnskap om hvordan prevene

skal behandles og oppbevares videre (25).
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2.9.3. Koagel
Hvis proven ikke blir blandet godt med antikoagulerende middel rett etter provetaking, vil det

dannes koagel i praven. Det kan gi interferens ved kolorimetrisk analyse, og dermed feil
resultat. I tillegg vil koaglene samle celler og komponenter, s& prevene blir ikke

representative for det faktiske innholdet.

2.94. Proveutstyr
Riktig preveutstyr er viktig for et godt analyseresultat. Proveglass med feil tilsetning, eller

uten tilsetning, kan gdelegge preven. Til prevene brukt i denne oppgaven ble det benyttet
glass som var tilsatt natrium fluorid (NaF) og kaliumoksalat. Disse glassene blir benyttet for &
hemme enzymsystemet som er involvert i glykolysen. Det er ikke onskelig at det foregar
glykolyse fordi det bryter ned blodglukosen. Hemmingen inntreffer ikke umiddelbart, sa en
del nedbrytning foregér den forste timen etter provetaking. Uten denne tilsetningen ville

nedbrytningen av blodglukose ha fortsatt med 100 mg/L per time ved 25°C (25).

Rask sentrifugering er ogsa elementart nar man jobber med blodprever. Gelror til analyse av
serum-glukose skal sentrifugeres raskest mulig etter 30 min, og innen 1 time. Ved &
sentrifugere blodpreven blir serum/ plasma separert fra blodcellene. Deretter inspiseres
gelraret etter sentrifugering, og det sees etter om gelen ligger som en kompakt barriere
mellom blodlegemer og serum. For tidlig sentrifugering kan fore til hemolyse og fibrintrader

1 proven. Mest utsatt er kalium, som da kan bli for hey og glukose som kan bli for lav(33).

Til laktat analysene benyttes ABX Pentra Lactic Acid. Her blir méleomradet 0,03 - 13,3
mmol/L oppgitt. Maleomréadet utvides med automatisk fortynning fra 39,9 mmol/L.
Reagenslineariteten er vurdert opp til 13,3 mmol/L. Av interferenser oppgis blant annet at for
hemoglobin er det ingen betydelig interferens observert opptil 290 umol/L (500 mg/dL) og

for triglyserider er det ingen interferens observert opptil 7 mmol/L (26).

Til glukose analysene benyttes ABX Pentra Glucose HK CP. Her er reagenslineariteten for
serum og plasma bestemt som 0,11 mmol/L for lav linearitet og 50 mmol/L for hey linearitet.
Maleomradet utvides med automatisk fortynning fra 150 mmol/L. Av interferenser oppgis
blant annet at for hemoglobin er det ingen betydelig interferens observert opptil 290 umol/L
(500 mg/dL) og for triglyserider er det ingen interferens observert opptil 7 mmol/L (612,5
mg/dL) (27).
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2.9.5. Triglyserider
Triglyserider er fettstoff og bestar av tre fettsyrer og glyserol. I blodet fraktes triglyseridene

i

kylomikroner (lipoproteiner) i plasmaet/serumet (34). Hvis det er hgyt innhold av fett/ lipider

(vanligvis over 600 mg/dL), kalles det lipemisk plasma/serum. Plasmaet/serumet blir da
synlig blakket. Denne blakkingen kan pavirke absorbansen ved fotometrisk analysering, det
kan gjere at provesvarene blir enten for haye eller lave. Plasmavolumet kan bli fortrengt av
lipemi (35). Plasma fra laksefisk kan inneholde varierende mengder lipider basert

pa diett, men verdiene er normalt innenfor; triglyserider 2,53 - 4.98 mmol og kolesterol 9.3-

12-8 mmol (36).

2.10. Formler og statistiske grafer

Et spredningsmal er et mél for spredningen av observasjonene i et observasjonsmateriale. D

(&

mest benyttede spredningsmal er varians og standardavvik. Empirisk standardavvik «s» er et

maél for hvor stor spredningen er i forhold til gjennomsnittet. Den sier noe om hvor stor

spredning (variasjon) det er i verdiene i et datasett (37).

2 (x—x)°

Ligningen for «s» er s = o

der gjennomsnittet og n er utvalgssterrelsen.
Korrelasjon betyr samsvar eller samvariasjon mellom variabler. Den lineare
korrelasjonskoeffisienten «r» maler hvor sterk er den lineeere sammenhengen mellom to
datasett av to variabler x og y. Ligningen for «r» er r = s,,/ sxsy der s,, er empirisk kovarians

og sxsy er empirisk standardavvik for henholdsvis x-verdiene og y-verdiene.

Korrelasjonskoeffisienten «r» blir alltid et tall mellom -1 og 1. r =1 betyr perfekt positiv
korrelasjon, r = -1 betyr perfekt negativ korrelasjon og r= 0 betyr at det ikke er noen lineaer

sammenheng mellom datasettene (37).

En nyttig mate for & f4 oversikt over méledata er 4 lage et grafisk plot. Et boksplott er en
standardisert mate & vise distribusjonen av data pa, basert pd femtall: "minimum", forste

kvartil (Q1), median (Q2), tredje kvartil (Q3) og "maksimum".
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Interquartile Range

(IQR)
Outliers | { Outliers
"Minimum" "Maximum"
(Q1 - 1.5*IQR) Q1 Median Q3 (Q3 + 1.5*IQR)

(25th Percentile) (75th Percentile)

Figur 2.1: Deler av et boksplott

Omradet 1 boksen IQR (Interquartile Range) beregnes som Q3-Q1 og det kalles spredningen.
Utliggere (outliers) er verdier som er mindre enn Q1-1,5*IQR (minimum) eller storre enn Q3

+1,5*IQR (maximum) (38).

Et boksplott er nyttig nar man sammenligner distribusjoner mellom mange grupper eller
datasett. I tillegg indikeres verdiene som er avvikende (outliers), og dette gjor det enkelt &

identifisere verdiene som er for langt fra gjennomsnittet.
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3.0. Materialer og Metoder

3.1. Preveinnsamling
Til forseket ble det brukt natrium fluorid, kaliumoksalat glass (BD vacutainer/cat.nr.367921).
Roret er sprayet innvendig med en forstevet blanding av glykolysehemmer (natriumfluorid)

og antikoagulant (kaliumoksalat) og blir brukt for & forhindre glykolyse (39).

Atlantisk laks ble avlivet for innsamling av prevematerialet, og det er derfor ikke et krav om
godkjenning fra mattilsynet ifolge Forseksdyrforskriften § 16 annet ledd (40).
Provematerialet er ikke blitt brukt tidligere, men inngér i en forskningsstudie som undersoker
anvendelsen av ikke-innovasive analysemetoder for stress, som ogsa inkluderer analyse av

kortisol.

Prevene som er benyttet i denne oppgaven er blodprever tatt av laks for og under
avlusingsoperasjon, noe som er svert stressende og en stor pakjenning for laksen. Provene
ble tatt 15.12.2019, og har vart dypfryst (-80°C) siden. Pravene ble tint pa is for skdnsom

tineprosess. Prgvene ble analysert innen 15 min etter at praven er tint.

3.2.  Analyse av Glukose og Laktat pa Pentra C400
Pentra C400 ble brukt til 4 analysere glukose og laktat i NaFl/Kox plasma.. Dette er et
kompakt helautomatisk benkinstrument som har stor kapasitet og brukes til rutine medisinsk
biokjemi parametere i tillegg til spesialanalyser. Denne kan analysere ulike parametre som
laktat og glukose, som gjort i denne oppgaven, men har stor fleksibilitet med hensyn til

bruksomrader.

For & gjennomfore en analyse pd Pentra C400 trengs det et reagens som reagerer med det
stoffet i proven som man ensker & méle konsentrasjonen av. Det trengs kalibratorer med kjent
konsentrasjon, for & justere en analyse for best mulig riktighet, og det trengs
kvalitetskontroller med kjent konsentrasjon. Pentra C400 kan kjere spektrofotometri;
kolorometri, UV, turbidimetri, latex-agglutinering, og potensiometri — direkte (serum og

plasma) og indirekte (urin) (41).

Analyse av glukose og laktat ble gjennomfert 1 henhold til produsentens prosedyre (vedlegg 1
og 2).
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3.3. Prosedyre for Laktat og Glukose
Diagnostisk reagens for kvantitativ in vitro-bestemmelse av melkesyre og glukose i

plasma ved hjelp av kolorimetri(26).

Det ble forst tillaget reagens etter brukermanual; ABX Pentra Acid (vedlegg 1 og 2), som
deretter ble satt inn i Pentra C400. Kontroller pé laktat (ABX Pentra N Control / ABX Pentra
N MultiControl (A11A01653 / 1300054414) og glukose (ABX Pentra P Control / ABX
Pentra P MultiControl (A11A01654 / 1300054415) analyseres gjennom samtidig som
kalibratorer til laktat (ABX Pentra Multical (A11A01652) og glukose (ABX Pentra MultiCal,
Ref. A11A01652).

Kontrollene aksepteres og provene blir tatt ut av fryser og tint opp pa is. Etter noye merking
av proveglass og nye microtainere, ble 200uL. provemateriale pipettert over i de nye, merkede

microtainerne og satt inn i Pentra C400 for analysering.

Etter analysering ble de godkjente prover fjernet fra racket, og de som var utenfor
referanseomradet ble fortynnet: 50% fortynning: 200 puL plasma + 200 pL destillert vann.
Deretter ble prosessen gjentatt for de prover som fremdeles var utenfor referanseomradet.

Disse fortynnes med 25 % fortynning: 100 uL 50% fortynnet prove + 100 uL destillert vann.

Disse ble satt 1 rack og analysert pa nytt, for de godkjennes.
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4.0. Resultat

Til dette forsgket ble det tatt 25 prover av laks for selve stressituasjonen (B prover) —
avlusingen. Pravene ble alle samlet pad NaF1/Kox plasma glass, og det tok 226 minutter fra
forste til siste blodpreve var gjennomfert. Under prosessen (U prover) ble det tatt 24 prover.
Provene ble alle samlet pa NaF1/Kox plasma glass, og det tok 230 minutter fra forste til siste
blodpreve er gjennomfert. Alle provene ble analysert pd Pentra C400. Etter forste analyse pa
Pentra C400 ga analysering av glukose et godkjent resultat, der alle provesvar 18 innenfor
referanseomradet. Laktatanalysen 1a over referanseomradet (maleomréde: 0,3-13,3 mmol/L),
og maétte derfor fortynnes og analyseres pé nytt (merket med gronn i Tabell 4.0 og Tabell
4.2). Her ble det forst brukt fortynning 2 med 200ml prevemateriale og 200 ml destillert
vann. De provene som fremdeles 14 utenfor referanseomradet ble fortynnet ’4 og analysert pa
nytt (Tabell 4.0). For & kunne gruppere provene etter hemolysegraden ble det benyttet en
referanseinndeling (bilde 4.0).

Lav Middels Hay Veldighgy  Extremt hgy

Bilde 4.0: Referanseinndeling p4 hemolysegrad

I tabellen nedenfor (tabell 4.0) vises B prover kronologisk ordnet etter provetidspunkt. I
forste kolonne vises det provetidspunkt for prevene der informasjonen var tilgjengelig. I
kolonne “merknader” angis prevene som har koagel eller er seige. Det vises ogsa glukose
verdier, laktat verdier uten fortynning, fortynnet laktat verdier, godkjente laktat verdier og

hemolysegrad-verdier etter referanseinndeling (bilde 4,0).

Tabell 4.0: Glukose, laktat og hemolysegrad — verdier for prover tatt for stressituasjon (B

prover)
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Prove Laktat e ek Laktat
tids- [Prove | Merknad Glukose) mmol/L fortynning | fortynning mmoliL, - {Hemolyse
- mmol/L | ikke - " godkjent | grad
fortynning resultat
B1 5,04 6,46757 6,46757 | hoy
B2 5,39 7,06952 7,06952 | veldig hoy
B3  |koagel 5,88 6,98625 6,98625 | veldig hay
B4 5,54 5,41505 5,41505 | Lav
B5 4,421 9,75813 9,75813 | veldig hoy
11:51|B6 4,671 7,08601 7,08601 | Lav
B7 4,17 13,42897( 8,88013 17,76026 | hay
12:12|B8 4,43 8,54446 8,54446 | middels
B9 3,11 9,64404 9,64404 | veldig hoy
B10 1,57] 18,11618( 6,06738 12,13476 | veldig hey
B11 0,64 14,00874| 6,90114 13,80228 | veldig hay
B12 |[seig 1,12] 16,02118| 8,02009 16,04018 | hay
B13 [seig 1,191 16,53408( 8,10865 16,2173 | veldig hoy
13:43(B14 0,911 30,89069 | 16,27143| 8,38426(33,53704 | hay
B15 2,03 15,24831( 8,01544 16,03088 | veldig hey
14:00(B16 1,81 23,27502| 11,94973 23,89946 | hay
B17 1,66 11,3372 11,3372 | hoy
B18 2| 16,17786 8,3739 16,7478 | veldig hoy
14:37(B19 1,11 25,17339| 12,94751 25,89502 | veldig hay
15:55(B20 0,41 14,5334 7,50669 15,01338 | veldig hey
B21 0,98 19,19333| 9,12666 18,25332 | hay
Ekstrem
B22 0,421 17,17098| 8,17019 16,34038
hoy
B23 0,421 19,98506| 7,81128 15,62256 [ middels
B24 0,38 18,20269| 8,33629 16,67258 [ middels
B25 2,261 9,81711 9,81711 | Lav
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Figur 4.1 er en grafisk fremstilling av glukose og laktatverdier pd prover tatt for
stressituasjon. Figur 4.2 viser hvordan til analysesvar er koblet til hemolysegraden. Grafene

er basert pa analyseresultat for glukose og laktat fra Pentra C400 (Tabell 4.0)
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Figur 4.1: Glukose og laktat verdier for B prover. Provene er ordnet etter provetidspunkt

Glukose mmol/I Laktat mmol/l godkjent resultat

Hemolysegrad

Figur 4.2: Glukose, laktat og hemolysegrad verdier for B prover. Provene er ordnet etter

provetidspunkt

Det ble laget en tabell (tabell 4.1) der bade B prever og U prover ble sortert sammen etter

hemolysegrad ved hjelp av referanseinndeling (Bilde 4.0). Hensikten er & bruke denne
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tabellen senere for 4 kunne analysere hvordan glukose og laktat verdier oppferer seg i hver

gruppe.

Tabell 4.1: Sortering av hemolysegrad av prover tatt for og under

Hemolysegrad B Prever U Prover Grader
Lav 4,6,25 4 5
middels 8,23,24 2,3,11,12,13,14,15,19,20,21,22,23,24 10
hgy 1,7,12,14,16,17,21 1,5,9,10,16,17,18 15
veldig hgy 2,3,5,9,10,11,13,15,18,19,20 6,7,8 20
Ekstrem hgy 22 25

I tabellen nedenfor (tabell 4.2) vises U praver kronologisk ordnet etter provetidspunkt. I

forste kolonne vises det provetidspunkt for prevene der informasjonen var tilgjengelig. |

kolonne “merknader” angis prevene som har koagel eller er seige. Det vises ogsa glukose

verdier, laktat verdier uten fortynning, fortynnet laktat verdier, godkjente laktat verdier og

hemolysegrad-verdier etter referanseinndeling (bilde 4,0).

Tabell 4.2: Glukose, laktat og hemolysegrad — verdier for prever tatt under stressituasjon.

Laktat Laktat
Laktat
. Glukose | mmol/L . |mmol/L Hemolyse
Provetids |Prove [Merknad . fortynning _
mmol/L [ikke godkjent |[grad
punkt 1/2
fortynning resultat
Ul 5,57 7,23002 7,23002 hey
U2 4,69 7,55722 7,55722 middels
17:50|U3 4,68 8,13683 8,13683 middels
U4 3,86 10,25662 10,25662 Lav
us Litt seig 3,98 11,5978 11,5978 hoy
U6 4,78 9,68835 9,68835 | veldig hoy
u7 4,96 9,53185 9,53185 | veldig hoy
Usg 3,05| 11,11504 11,11504 | veldig hay
U9 2,58 10,50342 10,50342 hey
19:02|U10 2,85 15,35805( 7,54489| 15,08978 hoy
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Ull 4 14,8971 7,27589| 14,55178 middels
Ul2 2,63 8,58706 8,58706 middels
U13 1,64 10,97369 10,97369 middels
19:44 | U14 2,721 15,82514| 7,73406| 15,46812 middels
20:00 (UI5 1,66 19,56606( 9,83963( 19,67926 middels
Ulé6 1,62 21,63612| 11,02407| 22,04814 hoy
20:20(U17 0,53 19,54055( 9,80907| 19,61814 hoy
U18 0,57 18,4413 9,25702| 18,51404 hoy
ul19 I[ 14,81508| 7,42107| 14,84214 middels
U20 1,7( 20,71043| 10,47834| 20,95668 middels
U21 2,08| 16,18349| 591227 11,82454 middels
U22 1,71 16,94268| 7,72952| 15,45904 | middels
U23 2,56| 19,62747| 8,55963| 17,11926 | middels
U24 3,05 15,0922 | 6,52709| 13,05418 | middels

Ved hjelp av data fra tabellen ovenfor ble det satt opp en kurve som representerer glukose og

laktatverdier pa prever tatt under stressituasjon (Figur4 .3) og en kurve der ogsa

hemolysegraden er inkludert. (Figur 4.4)
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Figur 4.3: Glukose og laktat verdier for U prover. Provene er ordnet etter provetidspunkt
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Ul U2 U3 U4 US U6 U7 U8 U9 UI10U11 U12 U13 U14 U15 U16 U17 U18 U19 U20 U21 U22 U23 U24

Glukose mmol/I Laktat mmol/l godkjent resultat e Hemolysegrad

Figur 4.4: Glukose, laktat og hemolysegrad verdier for U prever. Provene er ordnet etter

provetidspunkt

Ved data fra tabellen 4.0 og 4.2 ble de beregnet korrelasjonskoeffisienten mellom glukose og
hemolysegraden og mellom laktat (godkjente resultater) og hemolysegraden. Resultatene

vises 1 tabell 4.3.

Tabell 4.3 Korrelasjonskoeffisienten mellom glukose og hemolysegraden, og mellom laktat

og hemolysegraden for B og U prover.

Korrelasjonskoeffisienten

Glukose/hemolyse Laktat/hemolyse
B prover | -0,198 0,223
U prever | 0,200 -0,084

Ved hjelp av data fra tabell 4.0, 4,1 og 4,2 ble det laget nye tabeller for & evaluere pavirkning
av hemolysegraden i spredningen av glukose verdier (Tabell 4.4) og laktat verdier (tabell
4.5). Disse tabellene ble ogsa brukt for & grafikere glukose boksplott (Figur 4.5) og laktat
boksplott (Figur 4.6).
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Tabellen nedenfor (tabell 4.4) viser glukose verdier for B og U prever som er grupper

sammen etter hemolysegraden. Det er beregnet for hver gruppe forste kvartil, tredje kvartil,

differansen mellom tredje og forste kvartil (IQR), gjennomsnitt, median og standardavvik.

Tabell 4.4: Oversikt over glukoseverdi og hemolysegrad

Glukose-lav

Glukose-midddels

Glukose-hoy

Glukose- veldig hay

GLUKOSE | hemolyse hemolyse hemolyse hemolyse
5,54 4,43 5,04 5,39
4,67 0,42 4,17 5,88
2,26 0,38 1,12 4,42
3,86 4,69 0,91 3,11
4,68 1,81 1,57
4 1,66 0,64
2,63 0,98 1,19
1,64 5,57 2,03
2,72 3,98 2
1,66 2,58 1,11
1 2,85 0,41
1,7 1,62 4,78
2,08 0,53 4,96
1,71 0,57 3,05
2,56 0,42
3,05
1 kvartil 2,7 1,6 1,0 1,1
3 kvartil 5,3 3,8 4,0 4,8
Differanse 3-1
kvartil 2,7 2,1 3,1 3,7
Gjennomsnitt 4,1 2,5 2,4 2,7
Median 4.3 2,3 1,7 2,0
Standardavvik 1,4 1,4 1,7 1,9
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Ved bruk av data fra tabellen ovenfor ble det satt opp en boksplott (figur 4.5) som

representerer glukose verdier med ulike hemolysegrad.

[l Glukose-lav hemolyse

M Glukose-hgy hemolyse

B Glukose-midddels hemolyse

] Glukose- veldig hgy hemolyse

T

1

Figur 4.5: Boksplott. Glukose verdier med forskjellige hemolysegrad

Tabellen nedenfor (tabell 4.5) viser laktat verdier for B og U preover som er grupper sammen

etter hemolysegraden. Det er beregnet for hver gruppe forste kvartil, tredje kvartil,

differansen mellom tredje og ferste kvartil (IQR), gjennomsnitt, median og standardavvik.

Tabell 4.5: Oversikt over laktatverdi og hemolysegrad

LAKTAT

Laktat-lav Laktat-midddels Laktat-hoy Laktat- veldig heoy
hemolyse hemolyse hemolyse hemolyse

5,41505 8,54446 6,46757 7,06952
7,08601 15,62256 17,76026 6,98625
9,81711 16,67258 16,04018 9,75813
10,25662 7,55722 33,53704 9,64404
8,13683 23,89946 12,13476
14,55178 11,3372 13,80228
8,58706 18,25332 16,2173
10,97369 7,23002 16,03088
15,46812 11,5978 16,7478
19,67926 10,50342 25,89502
14,84214 15,08978 15,01338
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20,95668 22,04814 9,68835
11,82454 19,61814 9,53185
15,45904 18,51404 11,11504
17,11926 16,34038
13,05418
1 kvartil 5,8 9,2 11,1 9,6
3 kvartil 10,1 16,4 20,2 16,2
Differanse 3-1
kvartil 4,3 7,2 9,1 6,6
Gjennomsnitt 8,1 13,7 16,6 13,1
Median 8,5 14,7 16,9 12,1
Standardavvik 2,3 4,1 7,2 4,9

Ved hjelp av data fra tabellen ovenfor ble det satt opp en boksplott (figur 4.6) som

representerer laktat verdier med ulike hemolysegrad.

35
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20
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Figur 4.6: Boksplott. Laktat verdier med forskjellig hemolysegrad

M Laktat-lav hemolyse

[ laktat-hgy hemolyse

M laktat-midddels hemolyse

[0 laktat- veldig hgy hemolyse
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5.0. Diskusjon

Malet med denne oppgaven er a finne ut hvordan preanalytiske faktorer som hemolyse,
viskositet og koagler pavirker maling av glukose og laktat ved bruk av frosset plasma fra laks

hvor man forventer at gruppen for avlusing har lavere stressnivd enn gruppen under avlusing.

Vil graden av hemolyse kunne pavirke analysesvaret pd Pentra C400, og er da denne

analysemetoden egnet til bruk av analysering av glukose og laktat i prover tatt av laks?

49 frosne plasmaprever ble brukt for & gjennomfoere forseket. 25 prover ble tatt av laks for en
stressituasjon, mens 24 praver ble tatt under selve stressituasjonen. Etter analysering pa
Pentra C400 ble provene gruppert etter hemolysegrad. Det ble funnet at de fleste provene
hadde laktatnivd som var heyere enn maskinens mdleomréde, de métte derfor fortynnes for &

fa et malbart resultat (tabell 4.0 og 4.2).

For & kunne se hvordan hemolyse pavirker maling av glukose og laktat ble provene sortert
etter hemolysegraden og tildelt en numerisk verdi til hver hemolysegrad. Det ble laget 5
grupper fra lav hemolyse til ekstrem hay hemolyse (tabell 4.1). Sortering ble gjort visuelt ved
hjelp av en referanseinndeling (bilde 3.0).

Forst ble kurvene som representerer glukose, laktat og hemolysegrad for stressituasjon (figur
4.2) og under selve stressituasjon, satt opp (figur 4.4). Det sees pa figuren at det ikke ser ut
til & vaere noen korrelasjon mellom glukose og hemolysegraden og mellom laktat og
hemolysegraden. Korrelasjonskoeffisienten mellom bade glukose og hemolysegraden, og
mellom laktat og hemolysegraden, er ogsa ganske lav, bade til B prover og U prover (tabell

4.3)

Boksplott ble s& brukt for & studere om det finnes sammenheng mellom hemolyse og
spredning. Tabell 4.5 og 4.6 viser henholdsvis glukose og laktat verdier til bdde B og U

prover sortert i grupper etter hemolysegraden.

Glukose boksplott (figur 4.5) viser at spredningen gker nir hemolysegraden eker fra middels
til veldig hey. Dette viser ogsa tabell 4.4, her oker bade differansen mellom 3. og 1. kvartil

(IQR) og standardavvik. Men resultatet er litt inkonsekvent fordi spredningen gar ned fra lav
hemolyse til middels hemolyse. Bade middelverdi og median gir ned nér hemolysen gker fra

lav til hoy, for de stabiliserer seg.
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Laktat boksplott (figur 4.6) viser at spredningen eker nar hemolysegraden gar fra lav til hoy,
for spredningen gar ned igjen. Tabellen 4.5 viser ogsa at bdde differansen mellom 3. og 1.
kvartil og standardavvik gker. Middelverdi og median felger samme trenden. De gar opp nér

hemolysen gker fra lav til hoy, for de gar ned.

Et viktig poeng & huske péd nir man vurderer effekten av hemolyse pa maling av glukose- og
laktat, er effekten av biologisk variasjon. Det finnes ikke informasjon om hva som er den
biologiske variasjonen i laks for glukose og laktat. Denne variasjonen kan veare veldig stor,
noe som kan vanskeliggjore vurdering av resultater. Den metabolske statusen til hver enkelt
fisk har ogsé en avgjerende rolle i glukose- og laktatverdier. Det er ukjent om fiskebestanden
hadde blitt matet pa samme maéte og den var relativt homogen, eller om tvert imot fiskene

hadde veldig forskjellige metabolske statuser.

Nér det gjelder laktatnivaet hos laks for stress, uten & ta hensyn til feilkilder, ble det antatt at
det ville vere lavere enn under selve stressituasjonen, siden laktatniviet er forventet & oke
under stress. Ifolge teorien er det ogsé antatt at det vil bli en gradvis ekning som nér toppunkt
etter cirka to timer, for niviet gradvis synker igjen. Her ble det funnet noe interessant, som
figur 4.2 og 4.4, samt tabell 4.0 og 4.2 viser. Laktatnivaet hos de to gruppene er noenlunde
like ved start, og hos begge gruppene blir det en gradvis ekning, for det igjen begynner &
synke litt. Sammenlignes det med tidspunktene for provetaking, kan det sees at toppene er
nddd etter cirka to timer hos begge gruppene, for det begynner & synke igjen. Det kan vise at
laksene ble stresset av selve provetakingen. Laksen merket at noe var i ferd med 4 skje, og at
den ene laksen etter den andre ble fjernet. For U-gruppen var nivéet litt hoyere 1 starten enn
for B-gruppen, men ikke s mye som forst forventet. Det kan skyldes at laksen hadde veert sd
lenge stresset pa grunn av avlusingen, at den hadde nedregulert stressresponsen for a
overleve, som beskrevet i teorien. Pravetakingen stresset den sa pé nytt.

Forventningen til glukosenivaet hos laksen, uten & ta hensyn til feilkilder, var at det skulle
stige ved stress. Glukosenivaet antas & stige langsomt under stress, for det ndr toppen etter tre
til seks timer. Ogsé her starter begge gruppene pa ganske likt niva, men istedenfor gradvis
okning, synker niviene gradvis og forsiktig. For B-gruppen blir det en avflating av kurven
etter cirka 1,5 time, mens det for U-gruppen blir en liten bunn etter cirka tre timer, for den
stiger igjen. Det er altsa ingen topp etter tre timer, som teorien antyder. Men det er uvisst
hvor lenge avlusingen hadde pagétt for provene ble tatt. Det er imidlertid ogsa en del

tilleggsfaktorer & ta hensyn til ved plasmaglukose som gjor denne vurderingen litt
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vanskeligere. Det er blant annet foringsstatus og livsstadium som vil bestemme nivéet for
hver enkelt laks. Med andre ord finnes der altsd ikke en fast standard for glukoseniva hos
laks. Som beskrevet i teoridelen, vil hemolyse fortynne glukosekonsentrasjonen. Det kunne
derfor forventes & finne lavere konsentrasjoner av glukose hos de hemolyserte provene. Figur
4.2 og 4.4 viser at der hemolysegraden topper, er det tendenser til at glukosenivaet synker,
men det er ikke signifikant, og kan vere tilfeldig. Det kan hende at provene ikke ble
sentrifugert innen de anbefalte rammene som nevnt i teoridelen (tabell 4.0 og 4.2), og dette
kan ha pavirket proveresultatene siden det vises til at nedbryting av glukose er svart hoy

forste timen og videre utover, og kan dermed gi falsk lav glukoseverdi pa preveresultatene.

Hemolyse er, som beskrevet i teorien, ofte en stor feilkilde og grunn til at praver mé avvises,
og nye prover ma tas. Dette gjelder ogsd for lipemiske prever. Ofte er det nok & se pd provene
med det blotte gyet, for & avgjere om prevene er for hemolysert eller lipemisk, men for &
veaere sikker, ma provene analyseres for hemoglobin og triglyserider. Det er ikke gjort med
lakseprevene, men ingen av prevene s lipemiske ut, alle provene var fine og
«gjennomsiktige». Det antas derfor at triglyserider ikke var en interferens for disse provene.
Derimot var prevene hemolyserte i mer eller mindre grad. Siden det ikke ble malt
hemoglobin, er det usikkert om prevene er godkjente eller om de burde ha blitt avvist.

Grensen for & avvise hemolyserte prover er hemoglobinniva pa 500 mg/dL plasma.

For feilkildene koagel og viskositet ble det kun observert en prove med koagel og tre viskese
prover. Det var altfor fa prever til 4 kunne avgjore om de pavirket analysene av laktat og
glukose. Nar det gjelder B prover (tabell 4.0) er det en prove med koagel og to prever som
har viskositet. Glukose og laktatverdiene for disse provene ser ut til & vare helt normale og
folger samme trend som narliggende verdier (figur 4.1). For U prover er det kun en prove
som har viskositet (tabell 4.2). Laktat og glukose verdier er ogsa her normale sammenlignet

med nzrliggende verdier (figur 4.3).

Provene har vaert frosset 1 nesten to ar. Det vites ikke hva det har gjort med kvaliteten pé
provene, om det har hatt noen innvirkning pé resultatene, siden det ikke tidligere er foretatt
maélinger med disse parameterne. Det anbefales derfor at man gjennomforer et lagringsforsek

spesifikt for disse blodparameterne for a se pé effekt av lagring.
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6.0. Konklusjon

Resultatene i1 denne studien ser ut til & indikere at det ikke er noen direkte sammenheng
mellom glukose- og laktatverdier og hemolysegraden, og det er fa prover med koagel og
viskositet. Det er mange faktorer som kan péavirke de endelige resultatene, og som er
vanskelige & vurdere. Det kan nevnes tidspunkt for prevetaking, metabolsk status, den

biologiske variasjonen og sentrifugeringstid.

Vi vet ikke om de preanalytiske faktorene av provematerialet er forskriftsmessig utfert, og
resultatene kan derfor vere pavirket av disse forholdene. Dette gjor at vi ikke med sikkerhet
kan statte oss til de resultatene som vi har fitt med var oppgave. Dette ber i senere studier tas
hensyn til, og gjennomfoering av prevetaking og sentrifugering ber folge de anbefalte

retningslinjer 1 henhold til tidsbruk og oppbevaring.

Det er ikke malt neyaktighet ved & analysere pa ulike instrument 1 denne oppgaven, kun

vurdering av Pentra C400 som analysemetode, og vére resultat er spesifikk rettet mot denne.

Til eventuelle senere studier av preanalytiske faktorer som kan pavirke analyse av laktat og
glukose anbefales det 4 ha et langt storre provevolum, slik at de aktuelle feilkildene er
representert 1 tilstrekkelig mengde til & kunne gi et representativt svar. Det anbefales ogsa at
hemoglobinnivéer og triglyseridnivaer males kvantitativt slik at konklusjonene stottes i

objektive data.

Underseokelsene utfort i denne oppgaven tyder pa at analyse av laktat pa Pentra C400 kan gi
en indikasjon pa stressniva og dataene ser ut til 4 indikere at laktat eker under

stressituasjonen.

Analyse av glukose pé Pentra C400 kan derimot ikke pévise en indikasjon pa stressniva i
utgangspunkt i gitt provemateriale, med de preanalytiske feilkilder som er oppgitt.
Resultatene er ikke i samsvar med det som forventes ifelge teorien siden glukose ikke gker

under stressituasjonen.
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8.0 Vedlegg

8.1 Vedlegg 1. Pakningsvedlegg ABX Pentra Glucose HK CP

G M 2

Intenided use

Diagnostic reagent for quantitative in-vitro

ABX Pentra

o inrs ]

determination of Glucose HK in serum and

plasma by colorimetry.

Clinical Interest (1)

Glucoie |4 the miin spurce af energy far bumsn bady. Gluceie of food
ordgin i conwerted either in glycogen bn order to be stocked in Der,
or in triglycerides in ordes to be stocked in the adipose tsuses, The
lewel af bood glucess 9 regulated by the eflect of different harmanes
of which bwt antaganiam ones ane ingudin and glucagon.

The blood swger dossge i used o dlsgnostic affectiors of the
carhohydiate metabolism = disbeted, peoratsl o idicpatiice
hypoglycaemia snd pancrestic pathologies. The main physiological
trowbies are linked with the appesrence af hyperglycsemia | type 1
medlitus didbetes and typs I vedlited diabheted] The type [ disbetss 4
insulir—dependent and appesr principally before 30 years. The type [1
diabetes i3 miubin-dependent. snd sppears often after 40 years
Howeseer, it could appear eardier amang obese sobjects, Dther disbetes
types come of secondary origin and appesr following endocrinsl or
epatic ditesses.

Method 1)
Ennymatic method (hexokinase)
Detessmination aff glucoss uiing the following resction:

HE
D-glucoss = ATF = Giucose B-ghosorare + ADF

Ghaoose-&- phosphane = MAD D-piucongs & - MADE = H*
HE = Hpaownase, E-fi-F0H = Huoose-a-pk _a_-_rJ 3 i
Reagents

ABX, Pentra Glucase HE (P £ mady-to-ie
Resgent 1t Fipes Bulfer, pH 7.60 100 mmal/1

MAD 3.8 mmul/l
ATF 2.2 mmal/l
Sodium srde <l%
Resgent 2:  Hexokingse = 8500 U/l
G-6-FOH = B500 Lyt
Magneshum sulphate 20 mmal/1
Sodium arids <l %

ABX Penira Glurose HK OF should be used secording Lo this reagent
matice. HORIBA ARX cannot guarsnies its performences f wied
ptharwiin

[REF] A11A01667
[l 1] s
E=unktil &

[wo] C€

-

HORIBA AKT
B T2e0
M rES Morinelier - cedew £ - Francs

Handiing

Femowe the caps of the cassette, ploce in the refrigerated ARX Fentrs
400 resgent compirtment

If pressnt. remove foam by wiirg & pledtic pipette

Calibrator

For calibration, wse:
ABX Pemtra MultiCsl Ref A11ACIESZ (nat included)
10 & 3 ml (lypophilkuats)

Controt
For intermnal quality contred, waes

ABX Pemira N Control, Ref. AT1ADLEST (not incduded)

10 = 5 mi (iyophiliats)

ABX Penmtra P Cantral, Ref A1IADIE54 (nob includsed)

10 x 5 ml (lyophilisaie)
Each control should be sayed daily andor aftes each calibration.
The frequency of controls snd the confidence istervals should
torreipond to Lshorstory guidelines snd country-specific direcihms.
The pewilts st be within the range of the definsd confidence bmits.
Each Lsborstary shoold estshlish a procedure to follow i the sesults
eneeed these confdence lmiks.

Materials required but not providad

® Auinmated clinical chembiry aralyse
= Spandard labdrmatory eguipsent
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Specimen 1)
* Non-hasmolysed serum
* Flaima in heparin-Lithium

The stability of glocose in specimen depends an the stooge
temperature, bacterial contamination and glycolyse.

The pleima ar deum specimen without presenative shoold be
ssparated fram cells of blood clot in the half boar folbawing the taking.
In the uwncentrifuged blood. At room tempersture the sversge
decreate of glucate in serum i about 7 % per howr (028 to 056
mmol/l or 5 to 10 mg/dl). This decrease results from glycobyse.

Reference ramge( )1
Each laboeatory chould establish it own reference manges The veloes
given here are used as guidelines anly.

Serum, plasma
0L7E -1.06 gl
T4 -106 mgydl

4,40 - 5.90 mmol/1

Storage and Stability

Reagents, in unopened casietted, are stable ug bo the exploy date on
thee Labeed i shored 3t 3-87 T

Stahility after opening: refer to the parmsgraph “Performance on ABX
Pentra 400°.

Assay Procedure
Tedt instructhons for ather automated yitems than ABX Peatra 400 are
evaflable on request (ot svailshls in the USA)

Waste

1. Flease refer to bocal legal requirements.

2 This reagent containg less than 0.1 % of sodium aride s &
preservative. As sodium aride may react with lead and copper o
form exploshee metal srides thi resgent should be dlapesed of by
flusshing with coplous amounts of water.

General Precautions

1. Reagent, far professional m-vitr disgnostic wse only.

2. Gently agitate sy turbid resgents.

1. The reagent caisettes sre dispessble and cheuld be dupesed of in
secordancs with the local legal reguirements.

4. Please refer to the M505 associated with the reagent

Performance on ABX Pentra 400
The perfarmance dats lsted below have been obiained on the ABX
Pentra SO0 analyses_

Mumber of tests: 200 tedts

ABX Pentra

Om board Resgent Stability:
Doce opened, the resgent cassstte plired i the refrioetsd AR
Pentra 400 compastment b stable for 55 days

Sample wolume: 2 pl et

Detection Limit:
The detection Hmit B det=rmined scoording to the Yalter profocol (3)
nd equais 198 ma /il

Acturscy snd Precision:

= Repeatshility (within-run grecisban))

3 specmmens of Low, medium and bigh cancentration and 2 ontrals are
teabet 20 themes aecoviling to the reeommendstions found in the Vairse
protoesl (1)

Mezn value myg/dl ALY

Warma cantral 26,30 [

Fathriogicsl comtral 251.90 0.E1

Spegimen 1 115 118

Specimen 2 T 052

Specimen 3 25345 074
* Beproducibriity {tetal preciian)

2 ipecimers of low and high bevel and 7 confrods are tested §n
duplicate for 20 diys (2 sered par day) acconding te the
recommendations found in the NLILS, EPS-A protoced 4]

Mean value ma/dl o%

Kormal coateal 58 18 200
Pathodogheal control 252.E8 119
Specimen 1 [ 2m
Specimen 2 Z¥i38 LiB
Limearity and Mesuring Range:

The resgent fimearity & determined sccording to the recommendations
found in the NCILS, EPS-A profocel (5).

Low liearity: 1.98 me/l

High linearity: 500 ma,/dl, with automatic post-dilution: 2700 mg,/dl

Correlstion:

103 pabient wamples are cormelated with & commesrial reagent L &5
reference according o the recommendations fownd mn the NOCLS, EPS-
AZ peotoced (8]

The: equation for the sllsmetric fine obtained j-

Y= 0.9 x + 270 with & comrelation cosficlent rf = 09958

Interferandes:
Haemeglabin:
Trighyeerides:

B sigeificant influsnce i observed up te 500 mg/dl
No sbanificant infleenee B obsereed up o 513 mg/d
[as Intraligid®, repressntative af Lipemia)

Total Bilirubin: Mo signifesnt influence is observed up to 36 ma/dl

Direct Bilirubin: Ko sontfeast influente is abserved ug to 36 ma/dl

37



Conversion factor:
mmaol/lx 0.18 = g/l
mmol/x 18 = mg/dl

Calibration stability:
The reagent is calibrated on Day 0. The calibration stability is checked
by testing 2 control specimens.

The calibration stability is at least 14 days.

Mote: A recalibration is recommended when reagent lots change, and
when quality control results foll outside the range established.

Application release™; 2.03

Warning
It is the user's responsibility to verify that this document is applicable
to the reagent used.

Reference

1. G. Siest, J. Henny, F. Schiele, Références en biologie clinique,
chap.18.

2. Tietz. Fundamentals of Clinical Chemistry. Chap.23.447 (2001).

3. Vassault A., Grafmeyer D. Naudin C. et aL, Protocole de validation
de technigues (document B), Ann. Biol Clin., 1986, 44, 686-745.

4. Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry Devices,
Approved Guideline, NCCLS document EPS-A, Vol. 19, No. 2,
february 1999.

5. Evaluation of the Linearity of Quantitative Analytical Methods,
Approved Guideline, NCCLS decument EP6-A, Vol. 23, No. 16, april
2003.

6. Method Comparison and Bias Estimation Using Patient Samples,
Approved Guideline, 2" ed., NCCLS document EPS-AZ2, Vol 22, No.
19, 2002.

7. Tietz, N.W., Clinical guide to laboratory tests. 3éme Ed., (W.B.
Saunders eds. Philadelphia USA), (1995), 268.
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8.2. Vedlegg 2. Pakningsvedlegg ABX Pentra Lactic Acid

- @ Kiinisk kjemi
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ABX Pentra Lactic Acid

u Pantra C400

AT
ARmAOTITECNT

A1ARTZH
103 mi
[REAGENT] 2] 10 x 10 mL i]

[vo] C€

OEA AOE 54T

iz S

Flum i Cmdcee
k]

i MeTpashe Do £
FRANCE

Diagnostisk reagens for kvantitativ in vitro-bestemmelse av melkesyre i

plasma ved hjelp av kolorimetri.

Applikasjonsversjon

T

Tilsiktet bruk

{abnonmalt hay surhetsgrad | blodet).

Klinisk interesss (1)

Malkesyre er ot siutfprodubkt 2v anesrob ghykolyse og ef
den wiktigate energikiiden | enkelte vev. Det anses & vare
den beste markoren pd vevenss oksygenenngstilstand.
Det brukes hovedsakelig &l genopplhning ved behandling
ev spokiktilstander. bide ved hypovolemisk spokl, bokaisi
sjokk o kardiogent sjokk, samt for behandiing av
neonatale luftveisacidoser.

Denne bestemmeizen bemyiies ogsd iInnen sportsmedan
for & forbedre idretisutmemeas prestasjonss.

Metode 2. 3

Enzymatisk kolonimetrisk metode. Trnder-metoden.
Laktat er en infermedisr metebolit av giykolyse =som
bidrar 1 & opprettholde blodets pH-verdi. Laktatoksdase
utioser frigonngen av hydrogenperoksid, Som Samemen
med 4-aminoantipyrin og ESPAS reagerer pd et farget
kompleks | peroksidasens nerveer. Fargens mtensitst er
proporsjonal med laktstmengden | proven.

Lt Oy — . Pl S

Tyl = &A= AFS —— e = D)

4 AAP = J-aminoantipyrn, ADPS = MN-stydhN-3-
sulfoprogy-m-anisidn

Reagenser

ABX Pentra Lactie Achd = iyofilsen
Reagens 1:

Fosfattafer pMH 750 100 remobL
ADPS 8
hatrivrnazid Pk
Reagens &

Lot atriescone =450 UL
Prerpicor s 2000 LA
A-mminoanhyrn Q.40 mrmnld

ABX Pentra Lactc Aclkd md brukes | henhold 8 deti=
pakningevediegoet. Produsenten kan kke garanters for
produktsts yielse hvis det brukes i annen méts.

Handtering i rack

1. Los opp reagens 2 | 10 mbL av resgens 1 som vist pd
glasset til reagens 2

2 Satt hetten pd glessct og homogersser blandingen ved
B wende den left
Lesningen vil veere kiar for bruk after 15 minutter.

3 Hell det nodvendige wodumst for én arbesdsdag over |
&t reagensgtsas pd 15 elfier 10 mL
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~ABX Pentra Lactic Acid

Referanseomrade 5|

Huert laboratorium bor slabiere egne referansespekire.
Vardiane som oppgts her ar kun valledends.

0,50-2, 20 mmolL {4,5-20 mg/dl ).

Oppbevaring og stabilitet

Stabilitet tor Apning:

mumlmmmwm
meliam 2-8°C

Stabilitet etter uthisnding:
Stanil k2

n 8 tmer ved 20-25°C
u T dager ved 2-8°C

Stabilitet oppnds ndr reagensflaskene forsegies godt
umsddiiibart etter bruk og hvis kontaminenng er unngSt.

Avfallshandtering

m ennbgst overnoid lokale lover og regher.

n Dette reagensst  inneholder mindre eon 01%
nafriumazid som korserveringameddel  Matriumazid
kan resgere med bly sier flasker og danne Svert
akepénaive matalisrder.

Generalle forholdsregler

n Dette reagenset mé kun brukes bl profesjonsll o wimn-
diagriostii.

u A hun brukes som foreskrevet.

= Denne reagensen e kKiassifisert som ufasi | samavar
med forskrift (EF} ne. 12722008,

n EUH208: innehoider lakiat 2-monooksygenass. Kan gi
en absrgisk reakajon

m Unngd enhver kontakt meliom resgenset og hud for &
forhindre kontaminering via lekiat | swelte

® MA ikke swvelges. Unngf kontakd med hod og
slimehimner

= Reagens 2 (RZ}:
Adhiarsel: Dette reagenset er framstit av substanser av
snimaisk opprnneise. Kontrolimiodelet ber  derfor
behandies  som  polensielt  smittsheerends,  og
hindteres med forsiktighet | henhold  tl god
laboratones kikk {B).

n Labwestorets  standardiornoidsregier for bk ma
overnoldes

= Reagensfiaskens er for engangsbruk of mi kastes |
SEMEVEr med okals forordningss

= Vennbgst les produkidatshladet som geldsr for
reagensel

m lkke bruk produkdet | tifeler fvor det finnes syniig

bewis pd biologisk, kpemsk eller fyssk nedbryting.
= Det er bruksrens ensver 4 forsiore seg om =t detie

dickiumentet gielder for ost reagenset som benyties,

Yielse pd Pentra C400

Serum, plasma

Yizisesdstaesns nedenfor har Dt innhenist  pd
analyseapparetet HORIBA Medical Systema

Antall tester: ok 260 taster

Reagensatahilite | maskinen *
Enaﬂptmnﬁwlmmm

Detcicgjonsgrensen o fasisaft | henhoid W Valec-
profokoilen (T) og tlsvarer 0.03 mmolL {03 mgidi )

Maoyakiighet og presisjon

Aepetertarhet (innen sens-presisn)

Repeterbarnet | henhoid Gl enbefelngene | Valsc-
profokoilen (T) med provesksemplanes tesiat 30 ganger
= 2 jopritroder

m 3 provecksamplares {lave / medium ¢ hoye nivien)

ol mgidl ok
Konsolpreve 1 182 74,8 0.5
Konsobpreve 2 A 282 o7
Provesk=emplar 7 1.08 85 oa
Provesksemplar 2 347 2 a4
Proveeksemplar 3 T.58 Ba.1 0.5

*hincifisanng: Fagensstandiet § maskinan gt i

Bos e m ot g R - PO e S AL SR M D Rl S SRR

3/5
Latrst version of documents on wem_horiba. oom
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ABX Pentra Lactic Acid

4. Plasser glasszet | en tgengellg posision pé rackst

5. Femn eventuelt shum ved hisip av en plastpipetie.
6. Plasssr reagensracket i den nedijolts
reagenskarusaiien pd Pentra C400.

Handtering i kassett

1. Los opp reagens 2 | 10 mL av reagens 1 som vist pd
glasset fil reagens 2.

2. Sett hetien pd glasset og homogeniser biandingen ved
& vende den leit

Lesningen vil veere kiar for bruk stier 15 minutisr.

3. identifiser kassetten wed hjelp av de spesisie
reagensetikettens med strekkode (504].

4. Overfor den reagensmengden som behoves for én
arneidsdan ol del 1 (kapasitet pd 30 mi) pd den
medislgende  30v10-kassetten (se  dlagramimet

medenior].
Behoider 2 pd kassstten vl forbll wbrukt

Q

Kontroll *

For intern kvalitetskortnol, brukc

m ABX Pentra N Control / ABX Penira N MultiControl
(A11AD1653 / 130005441 4) (ke rnkducert)
10 = 5 mL {lyohiisan

= ABX Pemira P Conirod / ABX Pentra P MultiControl
(A11AD1E5S / 1300054415) (ke nkdudert
10 % 5 mL (yofiliszt

Hywer konitroll skl testes dagiig oo/eller atter kalibranng.
Hyppigheten av kontroliene og konfidensintervaliens mi
stemme overens med Eboratonets retningalingsr og el
sriuelle lendets direktver. Du m& fokoe fodersle, statiine
og izkala retringsinges for tasting =
kvabtstskontrofimateraler. Fesuitatens mé befinme se0
mnenfor omrddet for o definerte  konfidensorensens.
Hwert laboratorium bor stsblers en prosadyrs som skal
Tidges eSO resultatane overstiger  disse
honfidensgrensens.

HNodvendige men ikke medialgende
miaterialer @

= Automatisert kinmsk kemisnalyseapparst Pentra C400
= Kaiibrator: ABX Pentra Multhcal (41 1AD7657)
u Knntrolar
ABX Pentra N Controt / ABX Pentra N MultiControl
[ATTADESS / 1300054481 4)
ABX Pentra P Conirod / ABX Penira P' MultiControl
[A11ADTESS [ 1300054415)

= Standard ishoretoneutshyr.

Proveeksemplar 1)

5. Fjemn eventuelt skum ved higlp av en plastpipetis. " !

6. Plasser  resgenskasseflen | den nedijoie

reagenskarusaiien pd Pentra C400. - ; ; I el Bl
biitt testet av HORIBA Medical og anbefales derfor lkke
for bruk sammen med delle assayet

Kalibrator
Stabilitat:

For kelibrering, bruk:

ABX Pentra Multieal (411 A01557) jkke inkludar) :Efﬁ-ﬂ%‘iscﬁgﬁ

10 % 3 mL (tyofilisat) - m-zn-n:ﬁﬁ

ShlooFsarng ny kool

LAS s cars oo SREREET - FOS sorsebe B8 030 bl - SRET 208 I el D00 o - ARE ZE 0

Late=t version of o on fribia. com
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' ABX Pentra Lactic Acid

Reproduserbarhel (total presisjon)

Aeproduserbernet | henhold tl anbefelngers | CLSI
MNCCLS), protokoll EPS-A (8 med provesksempiarer
teaiet | duplikat | 20 dager (2 serler per dag):

8 2 honteoliss

2 provecksempdss [medium / hoye nvisr)

mmaLl mgdl sicics
Kantrolipreve 7 187 LR 1,18
Kandrollprove 2 i X8 1,18
Provesksemplar 1 348 34 1,24
| Proveskesemplar 2 741 BE.8 1,85
Mibeomride

Assgyel bDebkreftet et méleormride fra 0,03 mmoll
(0.3 mg/dL] til 13.3 mmol/L {120 mg/dL)
Mileomridet ulvides fra 39,9 mmaoll (360 mo'dl) med
‘automatisk stierfomymning.

Reagensiineariteten er wurdert opp tl 133 mmollL
(120 mg/dL) | nenhodd tl anbefalingene fra CLSI (NCCLS),
protokoll EPE-A (3).

Antall passentprever: 100

Provens has biitt korrelert med en kommersel reagens
som referense | henhold 1l anbefaingene | CLST NCCLS],
protokoil ERP9-A2 (10).

Ligningan for den allometriske linjen ved heip =v
regresjonsprosedyren Passing-Bablok (11) er
¥ = 1,04 X + 0J04 (mmaliL)

¥ = 1.04 X + 036 (mgdL)

med komrelasjonskoeffisient = = 09965,

Interferenser

Hemoghobin: Ingen betydellg nterierens observent

Trighysender: Ingen betydelig mterferens observert
cpp il en Intralpid@®-korsentrason
tor  lipemi) pa
T mmobL {612.5 mgfdL).
Totalbilirulbn: Ingen betydellg nterierens oboerdert
opptil 615 pmol/L {56,0 mg'dL)
Direkie bilinubin:  Ingen betydellg nterferens observent
opptil 513 pmol/L {300 mo/dL).
MN-Acetyicystein  Pasienter ehandet med
MAC): B-Acetyloyaten MAL) for
paracatamoloverdose kan @ &t

m

Thomas L Lactsts i Thomss L. sditor. Clinical
Lahoratory Diagnostics. 19 ed. Frankdurt: TH-Books
Vertagsgesslischaft, (19981 160-166.
Trinder P. Determination of ghucoss in blood wsing
plucose oxidase with an aftemalive oxygen acceplor.
Ann. Clin. Beochem. (1969 62 24
mmmnfm&mm
Clinscal Chemistry. 5™ Ed., Burtis CA, Ashwood ER
[WE Saunders eds_ Philadelphia, USA). [2001) 437
Guder WG, Zawiz B The Cuabty of Diagnostics
Samples Samples: From the Fatient o the
L T Bl Guder WG 5. Tawts
B. (WHILEY-VCH, Darmstadt, Germany) 2001 ) 43.
Tofteletti J, Hammes ME Gray R Linsberry B
Abrama B. Lactate measured @ diluted and undiluted
whole biood and plasma: comparson of methods
end sffect on hematocst Cin Chem. (19092} 3&
FH30-2434.
Council Directive (2000/SAEC). Official Journal of the
Bwropean Communities. Mo. L2362 from October 17,
2000 21-45.
Vassault A Grafmeyer D, Mawdin C ef 2l Protocole

Method and Hiss Estimation LUsing
Patent Approved Cusdeline, 7= ed . CLSI
(NCCLS) document EPS-A2 [2002) 22 191
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Passing H, Bablok W. A new biometrical procedurs
for testing the equalty of measusements from two
different analytical methoda. J. Gin. Chem. Clin
Biocham_ (1983) 29: 709-20.

. Young DS Effects of Drogs on Clinical Lsbaratory

Tests. 4™ Edition, ‘Washington, DC, AACC Press
{1997 3 143163,

Young D% Effects of Preanalytical Vansbles on
Chnical Laborstory Tests. 2°¢ Ediion, Washingbon,
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