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BIOANALYTIKER JENS KANSTRUP KJAR
KLINISK BIOKEMISK AFDELING, ARHUS SYGEHUS TAGE-HANSENS GADE.

BIOANALYTIKER HENRIK GAEDT JENSEN.
— KLINISK IMMUNOLOGISK AFDELING, HOLSTEBRO SYGEHUS.

Kvalitet

Hvilken metode er mest optimal til
kvalitetssikring af trombocytpools pa
Klinisk Immunologisk Afdeling, Syge-
hus Viborg? Denne problemstilling var
udgangspunktet i de uger i efterdret
2005, hvor vi udferte vores professions-
bachelorprojekt.

Ved hjeelp af en referencemetode
fik vi korrigeret afdelingens nuvarende
apparatur til trombocyttaelling, s veer-
dierne fremover er mere trovaerdige.

Projektets baggrund

Klinisk Immunologisk Afdeling i Viborg
fremstiller cirka 500 trombocytpools
hvert ar. Heraf udtages der 96 prover
til kvalitetskontrol. | Klinisk Biokemisk
Afdeling analyseres de 96 prever ved
hjeelp af Sysmex XE-2100, som kan
udfgre trombocytteelling ved henholds-
vis en optisk og en impedans maling.

Ferstnaevnte metode maler fluorescens
fra intracelluleere organeller opstaet ved
cellefarvning, mens sidstnavnte base-

rer tallingen pa ledningsevneprincippet.

Resultaterne fra kvalitetskontrolma-
lingerne pa de to metoder har i nogle
ar varieret indbyrdes, og producenten
af Sysmex besluttede, at impedans
resultatet ville vaere mest korrekt at
anvende. Se figur 1. Dette resultat har
imidlertid ogsa vaeret det laveste af de
to malinger, men blev valgt, fordi der
var en mistanke om overestimering ved
den optiske maling, da suspensionsvae-
sken i trombocytpoolen, ifalge Sysmex,
kan have fluorescerende effekt.

Afdelingen har imidlertid aldrig faet
undersggt problemet omkring de vari-
erende resultater fra Sysmex XE-2100
til bunds og hermed klarlagt, hvilken af
de to metoder, som maler mest kor-

rekt med henblik pad trombocytteelling i
trombocytpools.

Valg af metode

For at afklare om den optiske maling
eller impedansmalingen pa Sysmex
XE-2100 er mest korrekt, valgte vi at
foretage en metodesammenligning mel-
lem Sysmex XE-2100 og en reference-
metode. Hertil benyttede vi et flow-
cytometer pd Immunologisk Afdeling,
Skejby Sygehus. Dette apparatur, BD
FACSCalibur, benytter antigen-antistof
reaktioner til at markere overflade-
receptorer og herefter telle trombo-
cytterne ved hjaelp af fluorescens og
flowcytometri. Dette er en anerkendt
referencemetode ifglge flere artikler og
vil komme sa taet pa den sande veerdi af
trombocytter i en trombocytpool som
muligt, da bade aktiverede og inaktive
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Kvalitetskontrol af trombocytpools pa KIA Viborg 2004.
Malt med impedans kanalen p& Sysmex XE-2100.
Nedre acceptgraense: 240x10° trc/portion.
Kassationsgraense: 200x10° trc/portion.

Celleoverflade pa trombocyt.
Viser blandt andet glykoproteinkomplekset GPIIb/llla (mf.
th.), som blev anvendt i forsgget.



sikrin

af trombocytpools

trombocytter detekteres. Samtidig er
ulempen omkring autofluorescerende
stoffer fra suspensionsvasken fjernet,
da flowcytometeret i samarbejde med
et databehandlingsprogram opdeler
fluorescens signalerne. Hermed bliver
signaler fra trombocytten registreret
for sig selv.

Resultatet fra referencemetoden vil
derfor kunne fastsla, hvilken af de to
metoder hos Sysmex XE-2100, som
maler mest korrekt. Herefter vil der
vaere mulighed for at indfgre en korrek-
tionsfaktor.

Udforelsen

Trombocytpools er forholdsvis dyre at
fremstille, s& det og en tidsmaessig be-
graensning gjorde, at vi i alt fik fremstil-
let 34. Herfra blev udtaget prgver, som
forst blev analyseret pa Sysmex XE-

<!

2100, med bade impedans og optisk
metode. Senere blev prgverne analyse-
ret pa BD FACSCalibur i Skejby.

Med hjzelp fra firmaet Becton Dick-
inson fik vi sponsoreret "Plasma Count
kit” til BD FACSCalibur. Analysekittet
indeholder fluorescensmaerkede anti-
stoffer rettet mod antigenet CD41a, et
glykoproteinkompleks, hvis funktion er
at indga i aggregationen og blandt an-
det binde fibrinogen. Se figur 2.

Ulempen ved metoden er, at den er
beregnet til plasma, ikke trombocyt-
pools. Sa der skulle foretages en for-
tynding pa en faktor 1:100, inden vores
prgver kunne analyseres, da koncentra-
tionen af trombocytter i trombocyt-
pools er langt hgjere end i plasmaprg-
ver. Fortyndingsfaktoren blev for alle
proverne tjekket pa Sysmex XE-2100.

Resultaterne fra BD FACSCalibur blev

- Et professionsbachelorprojekt
udfert pa Klinisk Inmunologisk
Afdeling, Sygehus Viborg.

behandlet i WinMDI, som udregnede
det observerede antal trombocytter i
hver preve. Herefter var det muligt at
begynde den statistiske metodesam-
menligning.

Resultatet

Resultatet viste, i modsaetning til Sys-
mex’ pastand, at den optiske maling

er mest korrekt til trombocytteelling i
trombocytpools. Figur 3 og 4 viser Alt-
man-Bland blot med de to metoder for
og efter korrigering med Passing-Bab-
lok regression. Denne type regression
benyttes ofte i forbindelse med meto-
desammenligninger.

Her ser man tydeligt, at impedans
malingen underestimerer med cirka 15%,
mens den optiske maling er meget teet
pa referencemetoden.
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Viser, at denne metode
underestimerer afdelin-
gens resultater med cirka
15 %.




FYPIILATYNYOIG IASNVA

Y
N

90/50

Konklusionen

Konklusionen af de ni ugers arbejde
blev, at afdelingen fremover anbefales
at benytte den optiske maling. Dette
betyder samtidig, at deres kvalitets-
kontrolresultat forbedres signifikant.

| alt med cirka 15 %.

Efter projektets afslutning beslutte-
de bade Klinisk Immunologisk og Klinisk
Biokemisk Afdeling pa Sygehus Viborg,
at resultatet fra den optiske maling
fremover skal afleveres som kvalitets-
kontrolresultatet for trombocyttallet i
trombocytpools.

Kvalitetssikring pa landsplan
| forbindelse med projektet oplevede
vi stor interesse fra andre Klinisk Im-
munologiske Afdelinger. Flere oplever
nemlig samme problem som i Viborg.

P& den baggrund har vi i projektet op-
fordret afdelingerne til at fa foretaget
korrigering af deres analyseapparatur til
trombocyttzlling med en lignende frem-
gangsmade, som den vi har benyttet.

Vi har i januar maned taget kontakt
til DEKS, som star for ekstern kvalitets-
sikring pa laboratorier i sundhedssek-
toren. De har pa nuvaerende tidspunkt
ikke noget eksternt kvalitetssikrings-
program til malinger af trombocytpools.
Men de vil i sommeren 2006 igangsaet-
te et pilotprojekt, omtalt i februarudga-
ven af "DEKS informerer”, hvor blandt
andet trombocytindholdet teelles.

Vi mener, at indfgrelsen af bade kor-
rigering og den eksterne kvalitetskon-
trol vil give en ny og mere optimeret
kvalitetssikring af trombocytpools pa
landsplan. W

TROMBOCYTPOOLS
Trombocytpools er et koncentrat
fremstillet af fire portioner donor-
blod med samme ABO type. Efter
centrifugering og fraktionering
er portionerne opdelt i tre poser,
hvoraf den ene, buffycoat, be-
nyttes til trombocytpools. De to
andre indeholder erytrocytter og
plasma.

Fire portioner pooles og tilsaettes
suspensionsvaske, ofte T-SOL,
hvorefter der centrifugeres igen.
Herefter foregar den sluttelige
"hest” af trombocytter, og trom-
bocytpoolen opbevares herefter i
inkubator i op til syv degn.

KLINISK BRUG
Trombocytpools gives blandt
andet ved trombocytopeni med
trombocyttal under 20x10°/I.
Dette kan skyldes nedsat produk-
tion eller gget forbrug pa grund af
sygdom. Kan ogsa opsta som fglge
af trombocyttab i forbindelse med
massiv blgdning, hvor blodvolu-
men er erstattet med erytrocyt-
produkter.

Da Trombocytpools er et lge-
middel og derfor underlagt kvali-
tetsskrav, er det vigtigt at trom-
bocyttaellingerne er precise.
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Viser, at denne metode
maler taet pa referenceme-
toden og dermed er mest
optimal at anvende.




