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Popularvetenskaplig sammanfattning

ABO é&r det viktigaste blodgruppssystemet att ta hénsyn till vid transfusioner av
blodkomponenter. Trombocyter &r blandade i plasma som innehaller antikroppar (av typen IgG
och IgM) mot den blodgrupp som individen inte har.

Trombocyter ges framforallt i syfte att forebygga eller stoppa blédningar. Trombocyter kan
utvinnas genom aferes (trombocytgivning) eller genom att fyra enheter, separerade fran
blodpasar, poolas ihop. P& blodcentraler ar lagret av trombocyter begréansat och darfor sker det
ofta transfusioner mellan olika blodgrupper. Detta kan 6ka risken att drabbas av en sa kallad akut
hemolytisk transfusionsreaktion som kan leda till njursvikt och i varsta fall doden. For att
minimera riskerna bestdams darfor titern (koncentrationen) av anti-A och anti-B i plasman.

Pa universitetssjukhuset i Lund bestams titern endast vid aferesgivning vid forsta
tappningstillfallet och da pa ett koncentrerat plasmaprov och inte fran den fardiga enheten. |
enheten som transfunderas ar antikropparna utspadda i forhallande till det plasmaprov dar titern
bestams. DA detta inte tas i beaktande riskerar manga enheter att felaktigt bedémas som en hag
titer och dessa ges enbart till patienter med samma blodgrupp. Syftet med den hér studien var att
kontrollera titern mellan olika blodgrupper och utvardera rutinanalysen samt att utveckla en
screeningmetod for att kunna kontrollera alla enheterna pa lager.

For att bestimma titer av anti-A och anti-B anvandes gelkortsteknik Negativ Positiv
som ar en metod for att underséka om det finns antikroppar. Titern
bestimdes genom att spada trombocytenheterna i olika
koncentrationer. Dérefter 6verfordes trombocyterna tillsammans
med roda blodkroppar (antigen fran blodgrupp A eller B) till
gelkorten. Vid centrifugering av gelkorten fungerar gelen som en sil.
Om det finns antikroppar kommer dessa att binda till de roda
blodkropparna som kommer att klumpa ihop sig och fastna i gelen.

Om det inte finns antikroppar kommer de roda blodkropparna att Figur 1 visar en negativ och
hamna i botten av gelen (Figur 1).

positiv reaktion i gelkortet

Resultatet visade att det fanns skillnader i titer mellan enheter fran olika blodgrupper, dér en hog
titer framforallt fanns i enheter fran blodgrupp O. Det var en stor skillnad mellan att analysera
titern fran koncentrerad plasma och fran den utspadda enheten. 73 % av enheterna beraknades ha
markts, felaktigt, med en hdog titer. Med en screeningmetod for enbart O-enheter med en gréns
pa 1:100 beraknades 86 % av alla enheterna ha en hog titer och med en grans pa 1:250 minskade
andelen till 31 %.

Manga studier har undersokt vilka titrar som ar kritiska men resultaten tycks variera. En studie
menar att titerbestamning av IgG antikroppar i sig, inte forutsager risken att drabbas av en
hemolytisk reaktion. Reaktioner har dven visat sig ske trots lag titer av anti-A och anti-B. Andra
studier menar att det finns andra faktorer som ocksa kan paverka risken. Tillvagagangssattet
bestams lokalt pa blodcentralerna och skiljer sig nationellt och internationellt vilket pavisar
svarigheterna inom det har omradet.

Slutsatsen ar att avskaffande av rutinanalysen och inforandet av en screeningmetod pa 1:250
leder till en minskad risk for hemolytiska reaktioner och ger en korrekt titer av anti-A och anti-
B vilket innebér att fler enheter kan transfunderas mellan blodgrupper.
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Titel: Titerbestdmning av anti-A och anti-B i trombocytenheter for transfusion 6ver ABO gréansen:
Utvardering av rutinanalys och utveckling av en screeningmetod

Sammanfattning

Trombocyter ar suspenderade i plasma som innehdller antikroppar mot de blodgruppsantigen som
saknas pa erytrocyterna. For att minimera risken for en hemolytisk reaktion bestams titern av anti-A och
anti-B. Gelkortsteknik anvands for att detektera antikropp-antigensreaktioner och baseras pa
agglutinationer i en gel. Syftet med studien var att undersdka titern av anti-A och anti-B i
trombocytenheter, samt att utvardera en rutinanalys och utveckla en screeningmetod. | studien
analyserades enheter av blodgrupp O och A. De kontrollerades mot anti-A och/eller anti-B bade for 1gG
och IgM antikroppar. En screeningmetod utvecklades for att kunna screena O-enheterna och en grans
pa 1:100 respektive 1:250 undersoktes. Resultatet kunde pavisa en stor skillnad i titer mellan O-och A-
enheter. Titern skiljer sig signifikant beroende p& om titern bestams i plasma eller fran den fardiga
(utspadda) enheten. En screeningmetod pa 1:100 pavisade att 86 % av enheterna hade bedémts som
hog titer och en screeningmetod pa 1:250 visade att andelen sjonk till 31 %. Geltekniken &r en kanslig
metod och ar beroende av kompetent personal vid avlasning. En del studier visar liknande resultat men
andelen enheter med hog titer varierar och likasa metoder och titergrans. Detta pavisar svarigheterna i
att bestamma en kritisk titer och att forutse risker hos patienten. Andra faktorer tros ocksa kunna paverka
riskerna. Inférande av en screeningmetod pa 1:250 kan 6ka antalet enheter som kan transfunderas 6ver
ABO-barriaren.

Amnesord: Trombocyter, titer, anti-A, anti-B, hemolys, gelteknik

Title: Anti-A and anti-B titers in platelets for transfusion across ABO: Evaluation of a routine analyze and
implementation of a screening method

Abstract

Platelets are suspended in plasma containing antibodies to the blood group antigen missing on the
erythrocytes. To minimize the risk of hemolytic reaction, the titrers of anti-A and anti-B are determined.
The gel test is used to detect antibody-and antigen responses and is based on agglutinations in gel. The
purpose was to investigate the titers of anti-A and/or anti-B in platelets. A routine analysis was evaluated
and a screening method was implemented. In the study, units of blood group O and A were analyzed.
They were checked against anti-A and anti-B for both IgG and IgM antibodies. A screening method was
developed to screen the O-units and a limit of 1:100 and 1:250 was used. The results showed great
difference in titers between O and A units. The titers differ significantly depending on whether the titers
are determined in plasma or from the finished (diluted) unit. A screening method at 1:100 showed that 86
% of the units was rated as high titer while a screening method of 1:250 showed that this was reduced to
31 %. Gel technology is a sensitive method and is dependent on competent staff when reading the
agglutinations. Some studies show similar results, but the proportion of high titer units, methods and
critical titers varies. It proves the difficulty in determining a critical titer and predicting risks for the patient.
Other factors are also believed to influence the risks. Implementation of a 1:250 screening method is
believed to increase the number of units that can be transfused over the ABO barrier.

Keywords: Platelets, titer, anti-A, anti-B, hemolysis, gel test
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1. Inledning

1.1. ABO systemet

ABO dr det viktigaste blodgruppssystemet att ta hansyn till vid transplantationer och
transfusioner. ABO aterfinns forutom i blodet dven i manga véavnader och organ. ABO
systemet bestar av tva antigen, A och B. O innebér att antigen saknas och ar darmed
recessivt mot A och B. Blodgruppsantigenen sérskiljs genom fyra fenotyper: A, B, AB
och O, dér A- antigenet kan delas upp i A1 och Az dar A1 &r vanligast forekommande och
uttrycks starkare an A2, Landsteiners regel sager att den som saknar A eller B antigen pa
erytrocyterna har motsvarande antikroppar i plasman. Vid transfusioner och
transplantationer ar det viktigt att ta hansyn till ABO systemet da det annars kan leda till

allvarliga hemolytiska reaktioner (Daniels & Bromilow 2014).

1.2. Trombocyter — indikationer och framstallning

Trombocyter ar framforallt involverade i kroppens process att stoppa blédningar. Syftet
med en transfusion av trombocyter ar att stoppa eller férebygga en blédning hos patienter
med trombocytopeni eller med dysfunktionella trombocyter (Blumberg, Heal & Philips
2010). Trombocyter transfunderas ofta infor och under operationer och anvénds ofta
under pagaende cancerbehandlingar (Cid, Harm & Yazer 2013). Trombocyter kan
utvinnas genom aferes vilket innebéar att blodet far vandra genom en cellseparator dar
trombocyterna utvinns medan resterande blodkomponenter aterfors till givaren.
Trombocyter kan ocksa utvinnas genom separation fran blodpasar dar 4-6
“interimtrombocyter” sedan poolas ihop. Alla enheter leukocytreduceras och en bakteriell
tillvaxtkontroll utfors. For att minimera risken att drabbas av graft-versus-host disease
kan enheterna bestralas. Stralningen klyver DNA/RNA och inaktiverar darfor
karninnehallande T-lymfocyter. Da trombocyter inte har en cellkarna forstors inte dessa
vid bestralningen (Cid 2017).

1.3. Trombocyter och ABO

Trombocyter uttrycker ABO antigen pa sin yta och de uttrycks olika starkt fran individ
till individ (Cooling 2007). Trombocyterna ar suspenderade i plasma som innehaller
naturligt forekommande antikroppar mot de antigen som saknas pa individens erytrocyter
(Cid, Harm & Yazer 2013).



Vid transfusion av trombocyter bor darfor i forsta hand enheter med kompatibel
blodgrupp transfunderas for att undvika hemolytiska reaktioner. Utbudet pa manga
blodcentraler ar dock begrénsat och det &r inte ovanligt att det sker inkompatibla
trombocyttransfusioner (Harris, Josephson, Kost & Hillyer 2007). Trombocyter har aven
en kort hallbarhet pa mellan 5-7 dagar vilket innebar att manga enheter kasseras om de
inte anvands (Fontaine et al. 2015). Anvandning av inkompatibla enheter leder dock till
en Okad risk for en akut hemolytisk transfusionsreaktion hos recipienten (Harris et al.
2007).

En akut hemolytisk transfusionsreaktion kan ge symptom som frossa, dyspné, och
ryggsmartor. Andra kliniska symptom &r hematuri, anemi och sénkt hemoglobinvarde.
Det kan ocksa leda till intravaskular koagulation, njursvikt och i varsta fall till déden
(Josephson, Castillejo, Grima & Hillyer 2010).

Inkompatibla enheter accepteras i de flesta fall genom resonemanget att antikropparna
spads ut i recipientens blod vilket inte orsakar nagra kliniska problem. En hemolytisk
reaktion uppstar oftast vid transfusion av ABO inkompatibla enheter som innehaller en
hog titer av anti-A och anti-B. Risken 6kar ocksa vid enheter med en stor andel plasma
eller om de transfunderas till sma barn/spadbarn dar antikropparna inte spads ut i samma
omfattning som hos en vuxen (Garratty 1998).

O-aferesenheter orsakar de flesta fallen av akuta hemolytiska reaktioner da de innehaller
en stdrre mangd plasma och hdgre mangder av anti-A och anti-B (Cooling 2007; Fung,
Downes & Shulman 2007). Poolade enheter har visat sig ha en minimal risk att orsaka en
hemolytisk reaktion pa grund av spadningseffekten som sker nér enheter poolas. Till alla
enheter tillsatts dessutom en PAS (Platelet Additiv Solution) I6sning som spéder ut
antikropparna annu mer. Trombocyter som separeras fran blodpasar innehaller dven en

mindre mangd plasma &n aferesenheterna (Cooling, Downs, Butch & Davenport 2008).

For att minimera riskerna for en hemolytisk reaktion ar det vanligt att bestdmma titern av
antikroppar (anti-A och anti-B) av bade 1gG och IgM klass. Om titern bedéms hog
anvands enheten enbart for transfusioner inom samma blodgrupp. Det finns tva typer av
inkompatibla transfusioner; major och minor. En sa kallad major-inkompatibel
transfusion innebdr att donatorns trombocyter har antigen som ar inkompatibla med
recipientens antikroppar i plasman. Ett exempel &r nar en enhet med blodgrupp A ges till
en patient med blodgrupp O (Josephson et al. 2010). Det innebdr att det finns en risk att
6



antikropparna i recipientens plasma forstor de transfunderade trombocyterna och
transfusionen far ingen effekt (Daniels & Bromilow 2014). En minor-inkompatibel
transfusion innebar istallet att donatorns plasma innehaller antikroppar som &r
inkompatibla med recipientens ABO antigen pa erytrocyterna. Ett exempel ar vid
transfusion fran blodgrupp O till A eller till B. Antikropparna som finns i donatorns
plasma kan forstora recipientens egna erytrocyter vilket kan leda till en akut hemolytisk
reaktion (Josephson et al. 2010). Ibland kan recipienten vara refraktar for en
trombocyttransfusion, vilket innebdr att det sker en allosensibilisering av IgG antikroppar
mot HLA-A, B antigen vilken kan bero pa en tidigare graviditet eller transfusion
(Blumberg, Heal & Philips 2010). | sadana fall kan HLA matchade enheter ges (Cooling
2007).

Det har sedan lange pagatt en diskussion om vilken titer som &r kritisk. Policys gallande
titer och hantering av trombocyter skiljer sig at nationellt och internationellt (Pietersz,
Engelfreit & Reesink 2005). Aven analysmetoderna skiljer sig at och olika analysmetoder
har visats olika resultat. Det finns i Sverige ingen bestdmd policy om hur titern av
trombocyter ska bestammas, bade avseende titervéarde och analysmetod utan det bestams
lokalt pa blodcentralerna. Detta pavisar svarigheterna i att bestamma en kritisk titer och
darmed avgora vilka enheter som inte bor transfunderas 6ver ABO gréansen. Det finns
studier som menar att det finns andra faktorer som kan paverka risken att drabbas av en
hemolytisk reaktion som till exempel transfusionsvolymen, recipientens blodgrupp samt
beroende pa om det &r en pediatrisk eller neonatalpatient (Garratty 1998). Det har ocksa
visat sig att hemolytiska reaktioner har skett trots transfusion av enheter med en lag titer
(Karafin et al. 2012).

Trots att manga enheter transfunderas éver ABO gransen &r det ovanligt med allvarliga
transfusionsreaktioner, men de férekommer (Cooling 2008). Enligt Bloddvervakning i
Sverige rapporterades ar 2016, 11 fall av transfusionsreaktioner av totalt 44 383
transfusioner. Kliniska symptom var bland annat feber, allergiska reaktioner och
transfusionsrelaterad akut lungskada, dock fanns ingen rapportering av en akut
hemolytisk reaktion. Det ar troligt att en del milda hemolytiska reaktioner undgas att
identifieras vilket leder till en underrapportering av antalet fall (Murphy et al. 1990:
Cooling 2007).



Vid Skanes Universitetssjukhus bestams titern av anti-A och anti-B enbart hos
aferesgivare vid forsta tappningstillfallet och titern bestams pa ett koncentrerat
plasmaprov. Trombocytenheter tappade efterat marks med antingen lag eller hog titer
baserat pa det resultatet. Pa poolade enheter kontrolleras titern inte alls pa grund av den
hoga spadningseffekten. Da titern bestams utifran plasmaprover och inte fran sjdlva
trombocytenheten innebér det att det finns en spadningseffekt som inte tas i beaktande
och enheterna kan felaktigt mérkas med en for hog titer. En utvardering av rutinanalysen
samt att inféra en screeningmetod for alla trombocytenheter skulle darfér kunna dka
antalet enheter som kan transfunderas 6ver ABO grénsen samt minimera riskerna for
akuta transfusionsreaktioner. Svarigheterna med att inféra en screeningmetod ar att det
inte finns en erkand referensmetod. Det finns inte heller en bestdmd kritisk titer for att
sarskilja enheter med lag och hdg titer, utan att paverka mojligheten till transfusion dver
ABO gréansen (Cooling 2007).

1.4.  Gelkortsteknik

Geltestet anvands for att detektera antigen- och antikroppsreaktioner. Principen baseras
pa detektion av agglutinationer i en gel. Ett gelkort bestdr av sex stycken sa kallade
mikrotuber som ar inkluderade i ett plastkort. Mikrotuberna bestar av en
reaktionskammare och en kolonn innehdllande en gel gjord av dextran. Till
reaktionskammaren tillsatts erytrocyter och plasma/serum som sedan inkuberas for att
tillata antikroppar att binda till antigenen. Vid centrifugering av gelkortet sker en
cellseparation dar gelen fungerar som en sil och de erytrocyter som inte har agglutinerat
kommer att vandra genom gelen och lagga sig som en pellet i botten av kolonnen medan
agglutinerade erytrocyter kommer att fastna i gelen. Plasman och oinbundna antikroppar
kommer att stanna i reaktionskammaren. Darefter graderas agglutinationen beroende pa
styrkan och monstret. Det finns tre olika gelkort: neutrala, specifika och antiglobulinkort
(Figur 2). De neutrala korten innehaller enbart en gel med en osmotisk balanserad buffert
utan specifika reagenser och anvands bland annat till antikroppsscreening. | de specifika
korten innehaller gelen specifika reagenser som till exempel anti-A, anti-B eller anti-D
och anvands vid bestamning av antigen. Det finns ocksa kort som innehaller anti-
humanglobulin (AHG) som har till uppgift att forstarka reaktionen av IgG antikroppar
(Lapierre et al. 1989; Malyska & Weiland 1994; Duguid & Bromilow 1993).
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Figur 2 visar (A) ett specifikt anti-lgG kort (B) ett DAT (direkt
agglutinationstest) kort (C) ett neutralt kort och (D) ett specifikt
kort med olika reagens (Frohm 2018).

Blodgruppsantikroppar ar oftast av klasserna IgM och IgG. IgM antikroppar har fler
inbindningsplatser for antigen och &r storre i storlek &n 1gG antikroppar. Det innebdr att
de kan binda till flera platser pa erytrocyterna och till flera erytrocyter pa samma gang.
Pa sa vis kan de orsaka en direkt agglutination i en saltlésning, oftast vid laga
temperaturer. 1gG antikroppar som bundit till en erytrocyt kan daremot inte orsaka en
direkt agglutination utan behdver tillsats av till exempel AHG som bildar en brygga
mellan antikropparna och pa sa vis orsakar en agglutination. Detta kallas for en indirekt
agglutination och sker optimalt vid 37°C (Daniels & Bromilow 2014).

Det finns tva varianter av agglutinationstestet; ett indirekt agglutinationstest (IAT) och
ett direkt agglutinationstest (DAT). IAT (Figur 3a) anvands for detektion av antikroppar
i serum/plasma. | den hér analysen anvénds tvattade testerytrocyter och om det finns
antikroppar i serumet/plasman kommer de att komplexbinda till antigen pa
testerytrocyterna. AHG tillsétts och kommer att korsbinda till de inbundna antikropparna
och bidra till att blodet agglutinerar.

DAT (Figur 3b) anvands for att undersdka om erytrocyterna blivit sensibiliserade in vivo,
det vill sdga att antikroppar redan finns inbundna till erytrocyterna. Enbart erytrocyter
tillsatts till mikrotuben med tillsats av AHG och ofta C3d som &r en komplementfaktor.
Om en agglutination sker innebar det att erytrocyterna ar sensibiliserade vilket kan bero
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pa en autoimmun- eller hemolytisk sjukdom eller efter en inkompatibel transfusion
(Daniels & Bromilow 2014).

IAT DAT
Testerytrocyter Serum/plasma Sensibiliserade erytrocyter in vivo.
L5 __ T
+ <X
» =

' "

Sensibilisering in vitro
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Tillzats av AHG
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Figur 3a visar principen for ett indirekt Figur 3b visar principen for ett direkt
agglutinationstest (Frohm 2018). agglutinationstest (Frohm 2018).

1.5.  Syfte och fragestallningar
Syftet med studien var att undersoka titern av anti-A och anti-B i trombocytenheter samt
att utvardera en rutinanalys for att undersoka om fler enheter kan transfunderas éver ABO

gransen.

Kan vi utveckla en metod for att snabbt kunna bestdmma titern pa alla trombocytenheter?

2. Material och metod
Titerbestdmning av trombocytenheter gjordes genom en seriespadning av trombocyter
och titern bestdamdes genom anvandning av gelkortsteknik och testerytrocyter for

identifiering av anti-A och anti-B av bade 1gG och IgM klass.
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2.1. Provmaterial

Prov togs fran trombocytenheter med blodgrupp O och A som fanns att tillga pa
blodcentralen pa Skanes Universitetssjukhus i Lund. Bade afereser-och poolade enheter
anvandes. Aferesenheterna var i de flesta fall bestralade och inneh&ll mellan 150-170 mL
PAS och cirka 90 mL (ca 37 %) plasma. De poolade enheterna bestod av 4
interimtrombocyter” fran samma blodgrupp och som separerats fran blodpasar. De
poolade enheterna inneholl ca 40 % plasma som var suspenderade i 200 mL PAS ldsning.
Alla enheter var leukocytreducerade. Trombocytpasarna blandandes innan slangbitar
avlagsnades for att fa representativa prov. Slangbitarna avlagsnades genom forsegling
med en vdrme-svets som gav ett sterilt prov och utan att kontaminera trombocytenheten.

Provmaterialet marktes med en identifieringskod enligt sekretessbestammelser.

2.2.  Titerbestamning av anti-A och anti-B

Provmaterialet Overfordes till ett glasror méarkt med identifieringskoden. Nio stycken 12
mL centrifugror mérktes med spadning: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256,
1:512. 200 ul ID diluent pH 7 (Labex, Sverige) tillsattes till vardera centrifugror. Darefter

gjordes en 2X seriespadning med en slutvolym pa 200 pl.

Varje O-trombocytenhet (n= 36) kontrollerades mot testerytrocyter (beredda fran
blodgivare) med antigen A1 och B och A-trombocytenheter (n=20) mot enbart antigen-
B. Gelkorten som anvéandes var Coombs 1gG gelkort (BioRad, USA) for titrering av IgG
antikroppar och Coombs NaCl gelkort (BioRad, USA) for titrering av IgM antikroppar.
Gelkorten marktes med identifieringskod och brunnarna mérktes med respektive
spadningsfaktor (1-512). 50 ul av testerytrocyterna overfordes till respektive brunn och
25 pl av trombocytspadningarna tillsattes till brunnarna. 1gG-korten inkuberades
(Memmert, Tyskland) i 15 minuter i 37°C. NaCl-korten inkuberades 15 minuter i
rumstemperatur. Darefter centrifugerades (Allsheng Instruments, Kina) gelkorten pa 85
RCF i 10 minuter (Figur 4). Innan anvandning av testerytrocyterna genomfordes ett DAT
test for att kontrollera att testerytrocyterna inte var sensibiliserade vilket annars skulle

kunna ge falska resultat. Detta gjordes genom att tillsatta 50 pl av tetserytrocyterna till
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respektive brunn pa ett Coombs LISS-gelkort (BioRad, USA) som sedan centrifugerades
85 RCF i 10 minuter.

1. Spddning 2X

NDNONOINONONONONNNDY

' H 'w 'u:
e d
B E ' H :

1512

2. Dispensering 3. Inkubering
-  J
I IR A
Erytrocyter Trombocyter
innehallande -
antikroppar
37°C
5. Bedomning 4. Centrifugering

Negativ Positiv

V«—ca =

Figur 4 visar principen for titrering av anti-A och anti-B (Frohm 2018).

2.3. Beddmning

Avlésning gjordes mot en ljus bakgrund. Agglutinationerna graderades enligt Figur 5.
Resultatet noterades pa protokollet och den forsta spadningen som gav forsta 1+
reaktionen noterades som titern. Beroende pa titern bedémdes enheten som hog vid >64

for IgM och >256 for 1gG enligt lokala bestammelser.
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Figur 5 hur agglutinationerna graderas

beroende pd monster (Labex u.a.).
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2.4. Utvardering av rutinanalys
Utvarderingen av rutinanalysen gjordes genom att jamfora titern fran trombocytenheten

och jamfora mot den titern som bestamts pa plasmaprov tidigare.

2.5.  Utveckling av screeningmetod
En screeningmetod utvecklades for att kunna bestamma titern pa alla O-trombocytenheter
som finns pa lagret.

For att urskilja enheter med en lag respektive hog titer spaddes trombocytenheterna 1:100
(n=29) med ID diluent (Labex, Sverige). 50 pl av testerytrocyterna (anti-A; och anti-B)
och 25 pl av provspadningen 6verfordes till respektive brunn pa anti-lgG-och NaCl-
gelkorten (BioRad, USA). Gelkorten inkuberades, centrifugerades och bedémdes som
tidigare. Ett DAT test (BioRad, USA) pa testerytrocyterna gjordes innan anvandning. De
enheter som agglutinerade i spadning 1:100 spaddes vidare till 1:250 samt 1:500. En
positiv kontroll bereddes och for att valja en 1amplig kontroll gjordes en spadning av en
antikropp (2-512) som sedan titrerades mot Ai-och B testerytrocyter pa bade anti-1gG-
och- NaCl- gelkort. Kravet var att antikroppen skulle vara positiv i spadning 64 och 128.
Alikvoter tillverkades genom att spada antikroppen 1:100 med en 1 % BSA-lésning.
Denna bereddes genom att blanda 1 mL 30 % BSA-l6sning (Sanquin Plesmanlaan,
Holland) med 29 mL ID diluent (Labex, Sverige) till en 1 % BSA-I6sning. 20 mL av den
1 % BSA-l6sningen blandades med 200 ul av Anti-A,B (Ortho Diagnostic Systems,
USA). 1 mL av antikroppsblandningen dverfordes till respektive alikvotrér som marktes

och frystes in for férvaring.

Ytterligare en screeningmetod undersoktes genom att spada trombocyterna till 1:250
(n=16). I den har metoden analyserades enbart IgG antikroppar. Ett DAT-test (BioRad,
USA) genomfordes forst pa testerytrocyterna och darefter spaddes trombocyterna 1:250
med ID diluent (Labex, Sverige). 50 pl av testerytrocyterna (anti-A: och anti-B) och 25
ul av proverna overfordes till respektive brunn pa anti-IgG- gelkorten (BioRad, USA).
Gelkorten inkuberades, centrifugerades och bedémdes som tidigare. Enheter som blev
positiva spaddes vidare till 1:500. En positiv kontroll framstélldes genom att spada
antikroppen 1:250 med en 1 % BSA-16sning. Detta gjordes genom att blanda 0,33 mL av
en 30 % BSA-I6sning (Sanquin Plesmanlaan, Holland) med 9,7 mL ID diluent (Labex,
Sverige) till en 1 % BSA-16sning. 5 mL av 1% BSA-I6sning blandades sedan med 20 pl
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av Anti-A, B (Ortho Diagnostic Systems, USA). 1 mL pipetterades sedan over till fem

alikvotror som mérktes och frystes in for forvaring.

2.6.  Statistisk bearbetning

Resultaten redovisas i stapeldiagram for att jamfora de olika enheterna, anti-A/anti-B
samt 1gG/IgM antikroppar (Excel 2016, Microsoft, USA). Typvarde anges som de vérde
som &r mest forekommande. Resultatet vid jamforelse mellan plasmaprov och
trombocytenheten har redovisats med ett tva-sidigt teckentest (Excel 2016, Microsoft,
USA) dér P <0,05 betraktats som en signifikant skillnad.

2.7.  Sakerhet- och miljoaspekt
Allt material och alla instrument hanterades med hansyn till sdkerhet och kvalitet. Lokala

hygienrutiner féljdes och biologiskt material kasserades som riskavfall.

2.8.  Etisk reflektion

Det kravdes inga etiska tillstand i den har studien da donatorerna vid tappningen givit sitt
skriftliga samtycke till att blodet/trombocyterna far anvandas inom sjukvarden och for
kvalitetssakring av transfusion. Alla enheter far en unik identifieringskod vilket

garanterar givarens anonymitet.

3. Resultat

3.1.  Titerbestdmning av O- och A-afereser/pooler
Resultaten fran titerbestamningen pavisade skillnader mellan O-trombocyter och A-

trombocyter men ocksa skillnad mellan anti-A/anti-B samt 1gG och IgM antikroppar.

Figur 6a visar titern av IgM och IgG antikroppar for anti-A i O-afereser (n=19) (Bilaga
1). IgM antikropparna forekommer framst i l&gre titrar (<64). Typvardet for IgM &r 16
med ett minvarde pa 2 och ett maxvarde pa 64. 1gG antikroppar férekommer i bade lagre
och haogre titrar. Typvardet for IgG ar 32 med ett minvérde pa 4 och ett maxvérde pa 256.
Resultatet visar att 10 % av enheterna hade en hog titer (IgM och 1gG).
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Figur 6a visar frekvensen av férekommande titrar av IgG och IgM

antikroppar i O-afereser (anti-A).

Figur 6b visar titern av IgM och IgG av anti-B i O-afereser (n=19) (Bilaga 1). IgM
forekommer framst i lagre titrar och har ett typvarde pa 4 med ett minvarde pa 2 och ett
maxvarde pa 32. IgG forekommer i bade lagre och hogre titrar och har ett typvarde pa 4

med ett minvarde pa 4 och ett maxvarde pa 128.
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Figur 6b visar frekvensen av forekommande titrar av IgG och IgM

antikroppar i O-afereser (anti-B).
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Figur 6¢c visar titern av IgM och 1gG for anti-A i O-pooler (n=16) (Bilaga 2). IgM
forekommer framst i lagre titrar med ett minvarde pa 4 och maxvarde pa 16 och ett
typvarde pa 8. 1gG forekommer framst i hogre titrar med ett minvarde pa 8 och ett

maxvarde pa 128 och ett typvarde pa 64.
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Figur 6c visar frekvensen av forekommande titrar av IgG och IgM

antikroppar i O-pooler (anti-A).

Figur 5d visar titern av IgM och IgG for anti-B i O-pooler (n=16) (Bilaga 2). IgM
forekommer framst i lagre titrar med ett typvérde pa 8 och ett minvérde pa 4 och ett
maxvarde pa 16. IgG forekommer framst i lagre titrar med ett minvarde pa 8 och ett

maxvarde pa 32 och ett typvarde pa 16.
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Figur 6d visar frekvensen av forekommande titrar av IgG och IgM

antikroppar i O-pooler (anti-B).
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Figur 6e visar titern av IgM och IgG for anti-B i A-pooler (n=17) (Bilaga 3). Bade IgM
och IgG antikroppar férekommer framst i lagre titrar. De har bada ett minvarde pa 2 och

ett maxvarde pa 8 med ett typvarde pa 4.

A-pooler (Anti-B)
15

10

Frekvens

1 2 4 8 16 32 64 128 256 512
Titer

mIgG = IgM

Figur 6e visar frekvensen av féorekommande titrar av IgG och IgM

antikroppar i A-pooler (anti-B).

Figur 6f visar titern av IgM och 1gG for anti-B i A-afereser (n=3) (Bilaga 4). Bade IgM
och 1gG antikroppar férekommer i lagre titrar. IgM har ett minvarde pd 2 och ett
maxvarde pa 4 med ett typvarde pa 4. IgG har ett minvarde pa 1 och ett maxvarde pa 4

med ett typvarde pa 4.
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Figur 6f visar frekvensen av forekommande titrar av IgG och IgM

antikroppar i A-afereser (anti-B).
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3.2.  Utvardering av rutinanalys

Skillnader i titer mellan rutinanalys pa plasmaprov och analys fran den fardiga enheten
kunde konstateras (n=15) (Bilaga 5a och 5b). Skillnader i titer for samtliga jamforelser
av anti-A och anti-B samt IgM och 1gG visade att P<0,05 (Bilaga 5c). Totalt 73 % av

enheterna som tidigare beddmts som hdg titer hade inte en hog titer i den fardiga enheten.

Skillnaderna mellan analyserna &r presenterade i stapeldiagram nedan. Figur 7a visar
skillnaderna i anti-A (1gG) mellan de tva tillfallena och Figur 7b visar skillnaderna i anti-
A (IgM). Figur 7c visar skillnaderna i titer i anti-B (1gG) och Figur 7d visar skillnaderna
i anti-B (IgM).
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Figur 7a visar skillnaden i titer mellan den forsta tappningen och

den senaste for anti-A (IgG).

18



Anti-A (IgM)
600
500
400
5 300
E 200
100

0 - - - - - — — — - I - — - - —

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

O-aferesenheter
® Enheter Plasma

Figur 7b visar skillnaden i titer mellan den forsta tappningen och den

senaste for anti-A (IgM).

Anti-B (1gG)
600
500
400
« 300
s
-|: 200
100 I
0 I —_ | | I - - _ _ [ | - - _ -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

O-aferesenheter
® Enheter Plasma

Figur 7c visar skillnaden i titer mellan den forsta tappningen och

den senaste for anti-B (I1gG).
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Figur 7d visar skillnaden i titer mellan den forsta tappningen och

den senaste for anti-B (IgM).

3.3.  Screeningmetoden

Screeningmetoden med spadning 1:100 (n= 29) pavisade skillnader mellan 1gG och IgM
antikroppar da inga trombocytenheter var positiva for IgM (Figur 8a). Géllande IgG
antikropparna var 17 enheter positiva for anti-A (59 %) och 8 stycken for anti-B (28 %)
Det innebér att 20 stycken enheter av totalt 29 enheter (86 %) skulle markas som hdg

titer.

Screening 1:100
20
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Antal enheter

Anti-A (1gG) Anti-A (IgM) Anti- B (IgG)  Anti-B (IgM)

Positiva enheter

Figur 8a visar antalet enheter som agglutinerade i spadning

1:100 och mot vilket antigen samt antikropp.
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Screeningmetoden med spédning 1:250 (n=16) visade att 4 enheter var positiva for anti-
A, 19G (25 %) och 1 enhet (6 %) var positiv for anti-B, 1gG. (Figur 8b). Darmed skulle 5

enheter av totalt 16 (31 %) markas som hdg titer.

Screening 1:250

Antal enheter

, 1R —

Anti-A (IgG) Anti-B (1gG)
Positiva enheter

Figur 8b visar antalet enheter dar IgG antikroppar agglutinerar i

spadning 1:250 samt mot vilket antigen.
4. Diskussion

4.1.  Metoddiskussion

Det finns som tidigare namnts ingen erkand referensmetod utan metoden bestams lokalt
pa blodcentralerna. Det kan finnas skillnader i titer beroende pa vilken metod som
anvands. Josephson, Mullis och Hillyer (2004) kunde pavisa en 60 % skillnad i titer
mellan gel-och rorteknik déar geltekniken gav hogre titer. En annan studie pavisade att
gelteknik gav 1-2 ganger hogre titer an med rorteknik (Cooling et al. 2008).

Gelkortstekniken ar en kanslig och palitlig metod for att pavisa forekomsten av
antikroppar. Det finns manga fordelar med metoden, bland annat ger gelen en stabil
reaktion som kan sparas i 24 timmar for avlasning (Malyska & Weiland 1994). Det krévs
sma provmangder och brunnarna kan tackas 6ver vilket minskar risken for exponering av
blodsmitta (Langston, Procter, Cipolone & Stroncek 1999). En stor fordel med
geltekniken jamfort med andra metoder &r att tvattsteget, som annars behovs for att skolja
bort oinbundna antikroppar, inte behovs i gelteknik vilket sparar tid. Ytterligare en fordel
ar att geltestet latt kan modifieras beroende pa énskad analys. Det ar en enkel metod som

ocksa gar att automatisera (Malomgré & Neumesiter 2008). Cate och Reilly (1999)
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beskriver det som en ké&nslig, reproducerbar metod som inte offrar kvalitet eller okar
kostnader.

En felkélla i gelkortsteknik &r att variationer i beddmning av agglutinationen kan
forekomma (Langston et al. 1999). Pa Universitetssjukhuset i Lund bedéms titern vid
forsta +1 reaktionen medan de pa andra laboratorium anger den sista 1+ reaktioner som
titern. Nackdelen med att beddma titern vid forsta 1+ reaktionen ar att efterféljande 1+
reaktioner inte tas med vilket blir fel da provet fortfarande agglutinerar i den titern. Darav
avlases ibland den forsta 1+ reaktion som en 2+ reaktion for att den sista 1+ reaktionen

inte ska forbises. Darav borde rutinen andras till att titern avlases vid sista 1+ reaktionen.

I gelen kan det ibland bildas ett fibrinlager som lagger sig som en hinna ovanpa gelen
vilket kan leda till att resultatet avlases som en positiv agglutination och darmed ger ett
falskt resultat. Cellsuspensioner som &r starkare an 0,8% kan ocksa paverka geltestet och
ge falska resultat (Cate & Reilly 1999). Geltestet ar kansligt for andra kemiska och fysiska
faktorer som till exempel pH, temperatur, jonstyrka, tid och koncentrationsskillnader
mellan antigen och antikropp. Reaktionerna paverkas ocksa av neutrala krafter som den
repellerande kraften mellan erytrocyter (Malyska & Weiland 1994). Aven
centrifugeringen ar kritisk da en for hog/lang eller for 1ag/kort centrifugering kan leda till
falska positiva och negativa resultat. Det kravs ocksa selektion och specificitet vid val av
reagenser for att inga ospecifika reaktioner ska ske. Det &r viktigt att erytrocyterna
kontrolleras innan anvandning sa att de inte ger ett positivt DAT test (Lapierre et al.
1989). En studie menar att det finns vissa tveksamheter gallande geltestet da de
uppmarksammat svaga reaktioner med heterozygota celler (Duguid & Bromilow 1993).
Variationer i pipetteringar kan ocksa paverka resultatet (Beattie 1980) vilket ocksa kunde
pavisas under studiens gang. Styrkan i agglutinationerna kunde variera fran en svag
reaktion till en starkare trots en storre spadning, vilket tros bero pa variationer i

pipetteringar.

4.2.  Resultatdiskussion

Resultaten visade att 1gG antikroppar férekom oftare i hogre titrar jamfort med IgM, bade
gallande anti-A och anti-B. Typvardet for bade IgM och IgG var dock betydligt lagre vid
analys av anti-B, vilket tyder pa att anti-A oftare forekommer i hogre titer &n anti-B. Detta
bekraftas &ven av Josephson, Mullis och Hillyer (2004) och Karafin et al. (2012).
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Till skillnad fran O-enheter har A-enheter en betydligt lagre titer av anti-B och Gverstiger
inte 8 i titer bade géllande IgM och IgG antikroppar. Cooling et al. (2007) pavisade att

inga A-enheter i deras studie dverskred gransen pa 64.

Med en grans pa 64 for IgM och 256 for 1gG kunde det konstateras att 5 % av O-
aferesenheterna hade en hog titer for IgM och 5 % for 1gG. Detta &r en lagre siffra jamfort
med Josephson, Mullis och Hillyer (2004), som med gelkortsteknik, analyserade 100
stycken O-aferesenheter dér enheterna beddmdes ha en hdg titer vid >64 for IgM och
>256 for 1gG. Utifran dessa kriterier bedomdes 28 % av enheterna ha en hog titer for IgM
och 39 % ha en hdg titer for 1gG.

For att kunna kontrollera alla enheter pa blodcentralens lager samt for att kunna fa en titer
som representerar den féardiga enheten, inkluderade studien att utveckla en
screeningmetod. Efter resultatet fran titerbestamningen valdes att enbart utveckla en
screeningmetod for O-enheter, da A-enheterna hade en lag titer. Da fa O-enheter hade en
titer pa over 1:100 beslutades att anvanda den titern som en grans for att skilja mellan lag
och hog titer. En positiv kontroll framstalldes for att kvalitetssékra metoden, dels for att
kontrollera materialet som anvands, men ocksa for att kontrollera utforandet
franpersonalen.

Totalt screenades 29 enheter och det visade sig att manga enheter var positiva i spadning
1:100. 86 % av enheterna hade med den har screeningmetoden markts med hog titer.
Négra av de enheter som blev positiva spaddes vidare till 1:250 dar 35% av enheterna
fortfarande agglutinerade. Efter att ha resonerat kring resultatet av screeningmetoden
valdes att hoja gransen. Detta gjordes pa grund av begransningar med att ha en metod
som sorterar bort 86 % av enheterna, da det innebar att andelen enheter som kan
transfunderas 6ver ABO minskar, vilket ocksa kan begransa mojligheten for transfusion

till patienter.

| den nya screeningmetoden valdes darfor en grans pa 1:250 och da inga enheter var
positiva for IgM antikroppar valdes att inte inkludera dessa. Screeningmetoden
inkluderade 16 enheter dar resultatet visade att med en grans pa 1:250 kunde antalet
enheter med hog titer minskas till 31 %, vilket &r jamforbart med studien av Josephson,
Mullis och Hillyer (2004) dér 39 % av 1gG berdknades ha en hdg titer vid en grans pa
1:256. Fontaine et al. (2015) gjorde en studie for att inféra en automatiserad screening for

alla donatorer. De kunde pavisa att i en spadning pa 1:128 bedomdes 30 % av enheterna
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ha en hog titer (52 % av O-enheterna, 13 % av A-enheterna och 14 % av B-enheterna).
Vid en screening pa 1:256 hade istallet 17 % av enheterna en hog titer (31 % av O-
enheterna, 5 % av A-enheterna och 11 % av B-enheterna). Detta dr en lagre andel &n vad

som har pavisats i den har studien.

En studie med Quillen, Sheldon, Daniel-Johnson, Lee-Stroka och Flegel (2011) screenade
totalt 1277 enheter med en initial spadning pa 1:150. Resultatet visade att 50 % av
enheterna hade hdg titer av anti-A/anti-B. Darefter hojde de titergransen till 1:200 och da
minskade andelen enheter med hdg titer till 36 %. Med ytterligare en spadning pa 1:250
minskade procenthalten till 25 %. Dock visade den har studien att 14 % av A-afereserna
hade en titer pa 1:150 for anti-B och vid spadning 1:250 var den 5 %. Detta resultatet
motsatter resultaten i den har studien dar ingen A-enhet gick dver 1:8. Det bor noterats
att i studien av Quillen et al. (2011) analyserades titern pa plasma som centrifugerats fran
helblod och inte fran den fardiga trombocytenheten. Detta kan forklara varfor resultatet
skiljer sig at. Det ar intressant att de hade en lagre andel O-afereser, jamfort med den har
studien, med en hog titer vid en spadning pa 1:250 trots att de analyserat direkt fran

plasma.

Karafin et al. (2012) undersokte istallet aferesenheter (IgG) med en bestamd gréans pa
1:512. Resultaten visade att varken A- eller B-afereser hade en titer pa 1:128 och 9,7 %
av O-afereserna hade en titer pa 1:512. Om titergransen hade sankts till 1:256 hade 26 %
av O-enheterna bedémts som hdg titer vilket & ungefar samma resultat som Josephson,
Mullis & Hillyer (2004) kom fram till.

I den hér studien valdes att inkludera poolade enheter i screeningmetoden, &ven om
poolade enheter anses ha en minimal risk for att ge en hemolytisk transfusionsreaktion pa
grund av spadningseffekten (Cooling et al. 2008). En studie av Cooling et al. (2008)
menar daremot att titern for O-afereser och O-pooler &r jamforbara. De bestamde titern,
med direkt agglutination, av anti-A och anti-B i 185 poolade enheter och kunde konstatera
att med en grans pa 1:64 bedémdes 60 % av enheterna ha en hdg titer. Detta var en hogre
andel &n de 28 % av O-afereserna med en hog titer i studien av Josephson, Mullis &
Hillyer (2004). I den har studien kunde det ocksa pavisas att O-afereser och O-pooler &r
jamforbara, bade gallande titer men ocksa att O-pooler visade sig ha ett hogre typvarde
for anti-A (IgG) an O-afereserna. Dessutom identifierades en poolad enhet under

screeningen med en titer pa minst 1:512.
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Eftersom andelen enheter med hdg titer for 1gG tidigare var relativt 1ag (5 %) och att det
i screeningmetoden steg till 31 %, fick det oss att fundera pa varfor? Det som skiljde
metoderna at var att i screeningmetoden gjordes en direktspadning medan det tidigare
anvants en seriespadning. For att utreda detta kontrollerades nagra av enheterna med hog
titer fran screeningen genom att gora en 2X seriespadning fran 2-512. Resultatet visade
att det var skillnader mellan spadningsteknikerna dér seriespadningen gav 1-2 steg lagre
i titer an direktspadningen. En studie av Sadani, Urbaniak, Bruce och Tighe (2006)
konstaterade att det fanns skillnader beroende pa om det var en seriespadning eller en
direkt spadning. Dock visade deras resultat att titern istéllet var hogre vid en
seriespadning &n vid en direkt spadning, vilket &r tvartemot vad den har studien visade.
Aven Quillen et al. (2011) konstaterade att en direkt spadning inte gav samma resultat
som vid en seriespadning. Det har visar att det kan uppsta skillnader beroende pa vilken
spadningsteknik som anvands. Innan screeningmetoden infors kan det darfor vara av
varde att analysera fler enheter for att jamfora skillnader mellan en seriespadning och en
direktspadning. Om en seriespadning minskar titern i jamforelse med en direktspadning
kan antalet enheter med hdég titer minska ytterligare. Vid direktspadningen anvéandes en
liten volym (2 pl) som utgang vid spadningen medan det i seriespadningen anvéandes en
storre volym (200 pl), vilket ocksa kan ha bidragit till skillnader i titern.

Pa Universitetssjukhuset i Lund bestams titern enbart pa aferesenheter vid forsta
tappningen, vilket gors pa plasmaprov. De fardiga enheterna marks darefter utifran det
vardet oavsett om det var flera ar sedan titern bestamdes. Att analysera direkt fran plasma
ger en hogre koncentration av antikropparna. Den fardiga enheten innehaller enbart runt
37-40 % plasma och ar dessutom utspadd med 150-200 mL PAS l6sning, vilket innebar
att titern av anti-A/anti-B &r betydligt lagre i den fardiga enheten. Efter att ha analyserat
titern direkt fran enheten och jamfort med det vardet som bestamts pa plasmaprovet vid
forsta tappningen kunde den har studien pavisa att 73 % av enheterna som tidigare
beddmts som hdg titer inte hade en hog titer i den fardiga enheten. Genom att ta hdnsyn
till spadningseffekten av den fardiga produkten och analysera titern direkt fran
trombocytenheten kan antalet enheter som kan transfunderas dver ABO 6ka och

kasseringen av enheter minska.

Att bestamma en kritisk titer har, som tidigare namnts, varit en pagaende diskussion i

manga ar och det finns fortfarande inget svar pa den fragan. En studie av Pieterz,
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Engelfreit & Reesink (2005) undersdkte hur det sag ut runt om i varlden. De stallde bland
annat fragor om medvetenheten om riskerna kring anti-A och anti-B, vilka atgarder som
fanns for att minimera risker for hemolys samt vilken titer som uppfattades som kritisk.
Det visade sig att alla landerna kande till riskerna med hemolys pa grund av anti-A och
anti-B och forsokte i forsta hand att transfundera med ABO kompatibla enheter. Alla
lander bestamde inte titern av anti-A och anti-B, men hade da andra atgarder for att
minimera riskerna. | vissa lander utfordes enbart titerbestamning i specifika fall. Nagra
av atgarderna som istallet gjordes var att reducera mangden plasma, ersatta plasman med
PAS-l6sning, ersdtta plasman med AB plasma samt att tvatta trombocyterna.
Trombocyter utspadda i PAS-I6sning har visat sig ge mindre transfusionsreaktioner an
trombocyter utspadda i plasma. Dock kan PAS-lI6sning minska antalet trombocyter under
forvaring i jamforelse med plasma (Kerkhoffs et al. 2006). De kritiska titrarna varierade
mellan 16-512 (Bilaga 6). Det var anméarkningsvart att vissa lander enbart kontrollerar
IgM antikroppar och inte 1gG. En deltagare i studien menade dessutom att 1gG inte hade
en signifikant roll i minor inkompatibla transfusioner, vilket motsétter den har studiens
och andra studiers resultat. En annan deltagare som inte anvénde sig av titerbestamning
menade att de ansag det som en opalitlig metod for att forutse risker hos en patient.
Yiterligare en deltagare ansag att O-afereser var sakra da det visat sig att enheterna vid
en undersdkning haft en lag titer dar 5-7 % (n=139) hade en titer 6ver 32 men ingen éver
128, vilket motséatter den hér studiens resultat (Pietersz, Engelfriet & Reesink 2005).

For att undersoka skillnaderna nationellt skickades ett mail ut till fem institutioner runt
om i Sverige. Det kunde darefter konstateras att det fanns skillnader i kritisk titer och
aven analysmetod (Tabell 7).

Tabell 7 visar hur titern och analysmetoder skiljer sig at runt om i Sverige.

Ort Metod Titer IgM Titer 1gG
Stockholm Gelteknik 100 400
Umead Rorteknik 100 400
Linkdping Gelteknik 64 128
Lund Gelteknik 64 256
Goteborg Gelteknik 100 400
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Ort Metod

Titer IgM

Titer 1gG

Uppsala Gelteknik

100

200

Trots att det inom lander och mellan lander skiljer sig i hur man hanterar trombocyterna
och vilken titer samt metod som anvands &r antalet fall av hemolytiska fall sallsynta.
Frekvensen av hemolys i inkompatibla enheter har redovisats som 1:6600 (Larson, Welsh
& Ladd 2000) och 1:9000 (Mair & Benson 1998). Tabell 8 visar studier som har
undersokt olika fall av hemolytiska reaktioner och det kan konstateras att titern av anti-A
varierar mellan 32-16384 for IgM/Salin och 32-16384 for IgG/AHG. Alltsa har

hemolytiska reaktioner skett trots lag titer, vilket tyder pa att fler faktorer kan paverka

risken att drabbas av en hemolytisk reaktion.

Tabell 8 visar fall av hemolytiska reaktioner och vilken titer trombocytenheten hade vid transfusion.

Recipient ]
Forfattare Enhet Titer
Blodgrupp
Larsson, Welsh & Ladd Saline: 16, 384
A O aferes
(2000) AHG: 4096
Harris et al. (2007) A O aferes | 1gG: 4096, IgM: 256
Salin: 2048
Sapatnekar et al. (2005) A O aferes AHG: 16,384
Sadani et al. (2011) A O aferes | 19gG:160 IgM: 640
1:1gG: 8192 IgM: 256
Josephson et al. (2009) A O aferes
2: 1gG: 1024
Mair & Benson (1998) A O aferes | Salin: 128
Lundberg & McGinniss Salin: 64
AB O pool
(1975) P AHG: 128
Fauzie, Shirey, Thoman,
Bensen-Kennedy & King A O aferes | IgM: 32, IgG: 32
(2004)

En studie av Karaffin et al. (2012) menar i motsattning till manga andra att

titerbestamning av 1gG antikroppar fran trombocytenheter ger en begransad forutsagning
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om riskerna for hemolys. Under deras studie genomfordes 4228 transfusioner varav 647
(15.1 %) var inkompatibla. Inga hemolytiska reaktioner kunde noteras under studiens
gang, dock fanns det 26 fall av reaktioner med feber. Av dessa 26 fall hade 15,4 % av
recipienterna blivit transfunderade med en inkompatibel trombocytenhet, 30,8 % med en
major ABO inkompatibel enhet och 53,8 % med en ABO identisk enhet. 17 patienter
hade fatt enheter med en titer pa 6ver 512 och for den gruppen rapporterades 19 stycken
transfusionshéndelser. En kontrollgrupp fick enheter med en titer under 32 och dar
rapporterades 23 handelser medan det i en annan kontrollgrupp, med ABO identisk
transfusion, rapporterades 28 handelser. Dock hade ingen av grupperna fatt hemolytiska
reaktioner men alla grupperna hade en séankning av hemoglobinvardet. De kunde ocksa i
studien konstatera att det fanns en storre sankning av hemoglobinvardet vid transfusion
av enheter med en 6kad ABO titer, men ocksa vid storre volymer av inkompatibla enheter.
De menar att plasmakompabilitet &r viktigt for att forutse hemolys, men att
titerbestdmning av 1gG antikroppar i sig ger ett begransat vérde for att forutse risker hos
patienten. Volymen som transfunderas och andra recipientfaktorer tros paverka risken att
drabbas, vilket stods av Josephson et al. (2009). Cooling et al. (2007) menar ocksa att
faktorer som ABO typ, kon, ABO-styrka, trombocytaktivering och lagringstid paverkar
posttransfusionsreaktioner. Det behovs darfor mer forskning inom omradet for att pavisa
vilka faktorer och pa vilket satt de kan paverka patienten och om det finns vissa patienter

som har storre risker att drabbas.

Variationer i titern kan ocksa forekomma, vilket styrker inférandet av en screeningmetod.
En studie av Daniel-Johnsson et al. (2009) rapporterade om en donator som gett
trombocyter 134 ganger tidigare. Den nyligen tappade enheten fordelades till tva patienter
(blodgrupp B) som bada fick en hemolytisk transfusionsreaktion. Vid titerbestamning av
donatorn kunde det konstateras en hog titer anti-B pa 16384 for bade IgM och 1gG. Det
visade sig att donatorn sedan 3 ar &tit probiotika, men hade under de senaste tre veckorna
okat dosen. Studien kunde pavisa att intag av probiotika kade produktionen av anti-B.
Aven immuniseringar efter vaccinationer, transfusioner och graviditeter kan bidra till
variationer i titer. Pollen, fédo&mnen, virus och bakterier kan ha liknande strukturer som
blodgruppsantigen vilket innebdr att kroppen borjar att producera antikroppar (Malomgré
& Neumesiter 2008).

28



En svaghet i den hér studien &r att det &r ett relativt litet antal enheter som har undersokts
i jamforelse mot andra studier, vilket kan ha paverkat resultaten. Ytterligare fler enheter
hade behdvts analyseras infor inférandet av screeningmetoden och &ven variationerna

géllande spéadningsteknikerna hade behdvts undersékas mer.

5. Slutsats

Det finns ingen bestdmd kritisk titer eller referensmetod for hur man ska bestdmma titern
av anti-A och anti-B i trombocytenheter. Andelen enheter med hdg titer varierar mellan
studier och hemolytiska reaktioner kan ske trots Iag titer, vilket pavisar svarigheterna med
att bestamma en kritisk titer och att forutse risker hos patienten. Alla studier pavisar att
forebyggande atgarder tas for att minimera riskerna och trots olikheterna i dessa ar antalet

fall med akuta hemolytiska reaktioner séllsynta.

Da titern bestams pa plasma riskerar manga enheter att felaktigt bedémas som hdg titer
da spadningseffekten i den fardiga enheten inte tas i beaktande. Da skillnaderna var
signifikanta bor en omvardering goras kring om den hér rutinanalysen ska kvarsta. En
screeningmetod pa 1:250 visade sig ge ett bra resultat som ar jamforbara med andra
studier och anses darfor vara lamplig att inféra som en ny rutinanalys. En screeningmetod
tillater att pa ett snabbt och enkelt satt kunna bestdamma titern pa O-enheterna. Det
minimerar riskerna for hemolytiska transfusionsreaktioner, uppmarksammar variationer
i titer och framforallt ger den en korrekt titer for den fardiga trombocytenheten. Detta i
sig leder till att fler enheter kan transfunderas 6ver ABO och pa ett sdkert satt for

patienten.
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Bilagor

Bilaga 1: Titern for anti-A och anti-B i O-afereser.

Tabell 1 visar titern for alla O-afereser i anti-A och anti-B (IgG och IgM).

O-afereser

Enheter

A0-01
A0-02
A0-03
A0-04
A0-05
A0-06
A0-07
A0-08
A0-09
A0-10
A0-11
A0-12
AO0-13
A0-14
AO0-15
A0-16
A0-17
A0-18
A0-19

Typvéarde

Anti-A
19G

64
32
16
32
32
32
16

16
32
128

32
256
16
16
128
64

32

Anti-B

128

N &> 00

16
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Bilaga 2: Titern for anti-A och anti-B i O-pooler.

Tabell 2 visar titern for alla O-pooler i anti-A och anti-B (IgG och IgM).

O-pooler

Enheter

PO-01
P0-02
P0-03
P0-04
P0-05
P0-06
PO-07
P0-08
P0-09
PO-10
PO-11
PO-12
PO-13
PO-14
PO-15
PO-16
PO-17

Typvéarde

19G

64
64
32
64
16
32
64
32
64
64
64
16
32
32

128
64

64

Anti-A

16
16

16
16

32
16

32
16
32

16
16
16
16
16

32

16

&~ OO &~ 00O O OO &~ & OO CO O O

RN
> o
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Bilaga 3: Titern av anti-B i A-pooler.

Tabell 3 visar titern for alla A-pooler i anti-B (IgG och IgM).

A-pooler

Enheter

PA-01
PA-02
PA-03
PA-04
PA-05
PA-06
PA-07
PA-08
PA-09
PA-10
PA-11
PA-12
PA-13
PA-14
PA-15
PA-16
PA-17

Typvarde

Q
®

N NDDNDNOOPRPDODPSOOPROODNPIEEPBEBEDN

Anti-B

Q
<

N AP DB DM OOOODNOOPSOOPSEPDSBMOOPS

Bilaga 4: Titern av anti-B i A-afereser.

Tabell 4 visar titern for alla A-afereser i anti-B (IgG och IgM).

A-afereser

Enheter

AA-01
AA-02
AA-03

Typvéarde

1gG

Anti-B
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Bilaga 5: Skillnaderna i titern av anti-A och anti-B for O-afereser mellan den forsta
tappningen och den senaste tappningen (5a och 5b) och resultatredovisning av
teckentestet (5c¢).

Tabell 5a visar skillnaderna i titer (anti-A) fran trombocytenheten och plasmaprovet for O-afereser.

Anti-A
IeG IgM
Enheter Trc enhet Plasma  Skillnad titersteg Trc enhet Plasma  Skillnad titersteg
1 64 256 2 16 64 2
2 32 256 3 16 128 3
3 16 128 3 8 16 1
4 32 256 3 16 128 3
5 32 156 3 8 64 3
6 16 32 1 8 32 2
7 g 64 3 4 16 2
8 16 64 2 4 16 2
9 32 156 3 g 64 3
10 128 156 1 64 256 2
11 32 128 2 16 64 2
12 16 64 2 4 8 1
13 128 512 2 16 128 3
14 64 256 2 16 64 2
15 8 64 3 4 16 2

Tabell 5b visar skillnaderna i titer (anti-B) fran trombocytenheten och plasmaprovet for O-afereser.

Anti-B
IeG IeM
Enheter Trc enhet Plasma  Skillnad titersteg Trc enhet Plasma  Skillnad titersteg
1 64 512 2 32 128 2
2 g 32 2 4 32 3
3 32 128 2 g 16 1
4 64 256 2 4 32 3
3 16 64 2 4 16 2
6 0 16 5 0 32 6
i 16 64 2 32 64 1
8 4 16 2 4 8 1
9 4 16 2 4 32 3
10 32 128 2 32 128 2
11 8 128 4 16 64 2
12 8 16 1 4 16 2
13 4 64 4 4 16 2
14 128 512 1 16 128 3
15 8 32 2 2 8 2
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Tabell 5¢ visar resultaten och berakningarna av teckentestet som gjordes p& O-afereserna. Samma resultat

erhdlls fér de fyra olika jamforelserna. Teckentestet gjordes i Excel (2016) med funktionen
binomialférdelning.
Anti-A Anti-B
IzG =M IzG M
Efter Innan +i- Efter Innan +/- Efter Innan +/- Efter Innan +i-
64 236 - 16 64 - 64 512 - 32 128 -
& 236 - la 128 - 8 32 - 4 32 -
16 128 - 8 16 - 32 128 - 5 16 -
& 236 - 1a 128 - 64 256 - 4 32 -
2 = 0 4 = ] 0 = 0 0 = a
2 236 - g 64 - 16 64 - 4 16 -
16 32 - g 2 - 0 16 - 0 32 -
8 64 - 4 16 - 16 64 - 32 64 -
16 6 - 4 16 - 4 16 - 4 3 .
32 256 - 8 64 - 4 16 - 4 32 -
128 256 - 64 256 - 32 128 - 32 128 -
4 = 0 2 - 0 4 = 0 0 = 0
32 128 - 1a 64 - 8 128 - 16 64 -
256 = 0 32 = ] 32 = 0 5 - a
16 64 - 3 - ] 16 - 4 16 -
16 = 0 8 = ] 4 - 0 2 - a
128 312 - 16 128 - 4 64 - 4 16 -
64 256 - 1a 64 - 128 512 - 16 128 -
8 64 - 4 16 - 8 32 - 2 8 -
Antal forstk =15

Antal lyckade farsék =13
Sannolikhet =05
Kumulativ =FALSKT

P-virde for tvisidigt test=  6,10E-03
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Bilaga 6: Redovisning av skillnader mellan lander géllande screening, metod och kritisk
titer (Pietersz, Engelfreit & Reesink 2005).

Tabell 6 visar skillnaderna mellan olika lander gallande rutiner fér screening,

analysmetod och kritisk titer.

Land Screening av Metod alt. atgard Kritisk titer
enheter

Australien | Ja (afereser) IAT 100

Tjeckien | Ja (afereser) Salin 64

Tyskland | Ja (afereser) Rorteknik IgM: 100

Tyskland | Ja Rorteknik 128

Italien Nej Gelteknik IgM: 64
19G: 256

Japan Nej IAT 512

Holland Nej Volymreduktion anti-A:128
anti-B: 250

Norge Nej Salin och IAT IgM & IgG: 250

Polen Nej Plasmareduktion -

Spanien Nej Plasmareduktion -

Sverige Ja (O-afereser) | Rorteknik IgM 100
1gG 400

Schweiz | Ja (afereser) Mikroplatta 16 (Hemolysin)

England | Ja (afereser och | Automatiserad-salin 20

poolade)
USA Nej Tvattning -
Finland Nej ABO identisk -

39



