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Forord

Ved avdeling for immunologi og transfusjonsmedisin, der eg til dagleg jobbar som forskar,
har me eit forskingssamarbeid med det norske og amerikanske forsvaret der malet er a
skaffa blod trygt til pasientar utanfor sjukehus. Blant anna har me diskutert kva som skjer
med fullblod som blir oppbevart utanfor godkjende lagringsvilkar, og mi oppgave blei a sja
korleis bakteriar veks i fullblod med og utan leukocyttar ved ulike temperaturar. For a sikra
optimale testforhold, blei mikrobiolog Christopher Lindemann kontakta. Han kom med
uvurderleg hjelp, bade til val av bakteriestamme, utfgring av pilot og gjennomfgring av sjglve
studien. Til & gjennomfgra studien trong eg tilgang til eit bakterielaboratorium, noko Kjerstin
Jakobsen og Helene Heitman Sandnes ved klinisk institutt 2 hos Universitetet i Bergen Ia til
rette for. Seksjon for blodgiving ved AIT kalla inn og tappa blodgivarar i studien. Dei sgrga for
at blodgivarane var pa plass og at fullblodsposane var ferdig tappa i tide til inokulasjon av

bakteriar pa dei oppsette dagane i studien. Stor takk!

Ein ekstra stor takk til dei engasjerte veiledarane mine, Torunn Oveland Apelseth og Tor

Hervig. Det er alltid trygt a ha dykk i ryggen!

Denne studien hadde ikkje vore mogleg a utfgra utan midlar til laboratorieutstyr fra AIT og

NITO/BFI sitt studiefond.
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Forklaring av omgrep

Aferese

Avvik

Blodagar-skal

Blodgassanalyse

Blodkomponent

Blodtyping

Fagocytose

Fullblod

Hematologianalyse

Inokulum

Inokulasjon

Koloni

Blodkomponent tappa fra blodgivar via eit instrument som
sentrifugerer fullblod og separerer til ulike komponentar som
plasma, platekonsentrat og PRC. Delane av fullblodet som ikkje

brukast blir pumpa tilbake til blodgivaren.

Tilfelle der prosedyrar ikkje har blitt fulgt, anten fordi det ikkje er
utfgrt, er utfert feil eller andre, uforutsette hendingar har oppstatt.

Avvik kan fgra til feil resultat, og ma vurderast i kvart enkelt tilfelle.

Agar-basert vekstmedium for bakteriar med 5 % saueblod. Brukt som

vekstmedium for E. coli pa MIA.

Analyse som gir blodgass-(pH, pCOz og p02), syre/base- (Base Excess),
elektrolytt- (kalium) og metabolittstatus (glukose og laktat). Analysar

oppgitt i parentes blei brukt i studien.

Fullblod sentrifugert og produsert til nye komponentar som i Noreg

bestar av erytrocyttar (PRC), blodplater (platekonsentrat) eller plasma.
Analyse for & bestemma ABO- og Rh(D)-type.

Nar ein leukocytt fangar opp ein bakterie og transporterer han til

celleinnsida.
Blod tappa og lagra i tilsetjingslgysing utan vidare behandling.

Analyse som bestar i a telja celler i fullblod ved hjelp av eit

flowcytometer, og mala andelen celler per liter fullblod.

Eit materiale som blir tilsett eit anna i det omsyn a fa det til a vekse. |
vart tilfelle var inokulatet 1 ml prgvemateriale med 15.000 einingar E.

coli.

Innf@gring av mikrobar til eit medium for a studera vekst og utvikling av

mikroben.

Pa blodagar-skal vil kvar enkelt bakterie veksa og dela seg. | Igpet av

18-24 timar vil dette bli synleg oppa agaren som gulkvite klumpar



Kvantifisering

Leukocyttreduksjon

Platekonsentrat

PRC

Sepsis

Studiearm

Studiegruppe

TLR4

Transfusjon

Transfusjonsreaksjon

(koloniar) med ulik storleik alt etter kor mykje naering kvar bakterie har
hatt tilgang pa. Fa bakteriar per skal gir store koloniar medan fleire

bakteriar per skal gir koloniar med mindre storleik.

A telja E. coli-vekst fra eit fastsett prgvevolum og derifra rekna ut

konsentrasjonen av E. coli per milliliter fullblod.
Fjerning av leukocyttar fra blod via filtrering gjennom filter.

Blodkomponent som inneheld konsentrerte blodplater fra ein til atte
blodgivarar i plasma og tilsetjingsvaeske. | USA er det vanleg at eit
platekonsentrat bestar av blodplater i plasma, medan AIT brukar 37-43

% plasma i ulike typar platekonsentrat og T-PAS+ som tilsetjingsvaeske.

Konsentrat av erytrocyttar i tilsetjingsvaeske. Fra 450 ml fullblod blir
erytrocyttane fortynna i 100 ml tilsetjingsvaeske som gir naering til

cella, slik at komponenten kan kjglelagrast i 35 eller 42 dagar.

Bakteriell infeksjon i blodbanen som har fgrt til alvorleg betenning i

blodet og fleire organ.

Studien var delt i to armar, der testarmen blei utsett for intervensjon;
leukocyttreduksjon gjennom eit platesparande filter og kontrollarmen
ikkje blei utsett for intervensjon og lagra som rutinen er for dette

blodproduktet; leukocytthaldig.

Studien var delt inn i tre lagringsgrupper og begge studiearmane var

med i dei tre gruppene; lagring ved 4, 22 og 35 °C.

Sensor pa cellemembranen til leukocyttar og blodplater som kjenner

igjen gram negative bakteriar.

Infusjon av fullblod eller blodkomponent til ein pasient gjennom eit

infusjonssett.

Ei ugnskt hending assosiert med transfusjon av fullblod eller
blodkomponentar, anten under eller etter transfusjonen, som kan vera

immunologisk eller ikkje-immunologisk.



Traume Skade pa kroppen fra ytre paverknadar.

Tromboelastografi  Ein analyse som detekterer viskoelastisitet i fullblod ved koagulering og
gir eit bilete pa koagulasjonsprosessen og innverknaden fra

plasmaprotein, fibrin og blodplater.

Vandrande blodbank Ein operasjon der ein kan tappa fersk, varmt fullblod for a transfundera

til ein skadd pasient.

Virusscreening Analysering av ulike virusantistoff og -antigen for a vurdera om

transfusjon av blod fra blodgivar er trygt a gi til pasientar.
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Samandrag

BAKGRUNN

Tapping av leukocytthaldig citrat-fosfat-dekstrose-adenin (CPDA-1) fullblod blir utfgrt i sivile
og militeere blodbankar, i tappesalar og i felt. Blod tappa i felt kan ha auka risiko for

bakteriell kontaminasjon fordi vanlege hygieniske tiltak ikkje kan gjennomfgrast fullt ut.

HENSIKT OG PROBLEMSTILLINGAR

Malet med studien var a undersgkja om leukocyttreduksjon og lagringstemperatur paverkar

vekst av Escherichia coli (E.coli, ATCC® 25922™) i CPDA-1-fullblod.

MATERIALE OG METODE
450 ml CPDA-1-fullblod fra ti blodgivarar med blodtype 0 blei inokulert med E. coli. Testposar

(n=5) blei leukocyttredusert med eit platesparande filter to timar etter inokulasjon.
Kontrollposar (n=5) blei ikkje filtrert. Tre timar etter tapping blei fullblod fordelt i tre posar
lagra ved 2-6 °C, 20-24 °C eller 33-37 °C. Vekst av E. coli blei kvantifisert umiddelbart, to og
tre timar etter inokulasjon, dag 1, 3, 7 og 14 for alle lagringstemperaturane og dag 21 og 35

for posar lagra ved 2-6 °C. Resultat er oppgitt som gjennomsnitt (min- og maks-verdi).

RESULTAT
Fullblod blei inokulert med 20,26 (12,0-32,0) koloniformande einingar per ml (CFU/ml) E.

coli. Etter leukocyttreduksjon gjennom filteret var konsentrasjonen av E. coli 9,32 CFU/ml
(0,0-33,3) i testarmen. | kontrollarmen fagocyterte leukocyttane E. coli innan 24 timar i ni av
ti posar lagra ved 20-24 °C og 33-37 °C. Det fgregjekk ei sakte autosterilisering i posane lagra
ved 2-6 °Ci begge armane. Vekst av E. coli fgrte til koagulering av fullblod i begge

studiearmane.

KONKLUSJON

Resultata vare indikerer at leukocyttar ikkje klarer a fagocytera E. coli innan to timar etter
tapping, men at leukocyttreduksjon etter 24 timars kvile ved 20-24 °C fgr kaldlagring meir
effektivt hindrar oppvekst av E. coli. Synlege koagel i fullblod kan skuldast kontaminering av

E. coli.

N@KKELORD

E. coli, kontaminering, CPDA-1-fullblod, lagring, leukocyttreduksjon, filtrering, fagocytose,
vandrande blodbank



Abstract

BACKGROUND

Collection of non-leukoreduced citrate-phosphate-dextrose-adenine (CPDA-1) whole blood is
performed in civilian and military blood banks, both in donation facilities and far forward.
Due to environmental conditions, blood collected under field conditions may have increased

risk of bacterial contamination.

AIMS AND OBJECTIVES
The aim of this study was to examine the effects of leukocyte reduction and storage

temperature on growth of Escherichia coli (ATCC® 25922™) in CPDA-1 whole blood.

METHODS AND MATERIAL

450 mL CPDA-1 whole blood from ten group O donors was inoculated with E. coli. Test units
(n=5) were leukoreduced with a platelet-sparing filter two hours after inoculation. Control
units (n=5) remained unfiltered. Three hours after donation, the units were split into three
bags and stored at 2-6°C, 20-24°C or 33-37°C. Bacterial growth was quantified immediately,
two and three hours after inoculation, on days 1, 3, 7 and 14 for all storage temperatures,
and additionally on days 21 and 35 for storage at 2-6°C. Results are given as mean values

(range).

RESULTS

Whole blood was inoculated with mean 20.26 (range 12.0-32.0) colony-forming units per mL
(CFU/mL) E. coli. After leukoreduction mean 9.32 CFU/mL (range 0.0-33.3) E. coli remained in
the test arm. Leukocytes in the control arm did phagocyte E. coli within 24 hours at 20-24°C
and 33-37°Cin nine of ten bags. A slow self-sterilization occurred during storage in both

arms at 2-6°C. Growth of E. coli led to clot formation in both study arms.

CONCLUSIONS
Our findings indicate that leukocytes are not able to phagocyte E. coli within two hours after
donation. However, the rest at 20-24°C for 24 hours before cold storage more efficiently

prevents growth of E. coli. Visible clots in whole blood may indicate contamination by E. coli.

KEY WORDS

E. coli, contamination, CPDA-1 whole blood, storage, leukoreduction, filtration, phagocytosis,
walking blood bank



Innleiing

Historisk utvikling av blodbankar og blodkomponentar
Blgding er den viktigaste arsaka til daud i traumesituasjonar. Dette gjeld bade sivilt og

militeert.1? Tidlig balansert transfusjon blir anbefalt i nasjonale og internasjonale
retningslinjer for behandling av pasientar med livstruande blgding.>> Dersom blod er
tilgjengeleg, eller mogleg a tappa neaer skadestad, vil faerre skadde soldatar eller sivile vil dgy

av blgding.®

Allereie under fgrste verdskrig (1916) blei den fgrste blodbanken oppretta ved fronten av
britiske styrkar, medan den fgrste sivile blodbanken blei etablert i London i 1921. Fullblod
blei tappa i glasflasker med citrat og glukose som tilsetjingsvaeske, noko som fgrte til at
fullblodet kunne lagrast i fleire dagar fgr det blei transfundert til skadde soldatar. Fleire sivile
blodbankar blei oppretta utover 1930-talet. | Noreg kom den fgrste blodgivarsentralen i
1933.7 | ein radioreportasje frd NRK i april 1940 blir det opplyst at blod tappa pa flasker kan
lagrast inntil 14 dagar.® Fgrst pa 1960-talet kom tappeposar i plast pa marknaden, noko som
gjorde det mogleg a dela blodet opp i ulike komponentar som erytrocyttkonsentrat,
trombocyttkonsentrat, kryopresipitat og plasma. Posar av plast til komponentframstilling
blei tatt i bruk i Noreg i 1969.° Etter kvart tok transfusjon av blodkomponentane over for
fullblod, sidan blod fra same blodgivar da kunne brukast til 8 behandla fleire pasientar.
Fullblod, no lagra i plastposar, blei likevel brukt til pasientar som blgdde sa lenge som til
slutten av 1980-talet i Bergen. | tillegg blir fullblod brukt til barn under to ar ved
hjarteoperasjonar. Fram til 2003 gjaldt dette pa Haukeland og Rikshospitalet, men sidan

2003 har desse operasjonane berre blitt utfgrt pa Rikshospitalet.

Blodbasert skadebehandling har vore viktig i krigar og krigsoperasjonar, sarleg andre
verdskrig, Koreakrigen og Vietnamkrigen.! Etter Vietnamkrigen blei militaer
transfusjonsteneste nedprioritert og fullblod erstatta med klare vaesker.!! | Noreg fantes det
tidlegare militaert personell som var utdanna innan transfusjon, men denne utdanninga
forsvann gradvis. Rundt 2010 sette Forsvaret igjen fokus pa blodtransfusjon til skadde

soldatar.12



Leukocyttreduksjon av fullblod og blodkomponentar
Det kom ei oppmoding om 100 % leukocyttreduksjon ved filtrering av cellulzere

blodkomponentar fra Statens helsetilsyn i 2000.23 Arsakene til at leukocyttreduksjon blei
innfgrt som rutine pa alle celluleere blodkomponentar var a redusera risiko for
transfusjonsreaksjonar, immunisering mot vevstypeantigen, postoperative bakterielle
infeksjonar og for a hindra overfgring av CMV og HTLV. Leukocyttreduksjon blir utfgrt pa
fullblod og blodkomponentar ved bruk av eit filter som fangar opp leukocyttane. Det er eit
krav at leukocyttreduserte produkt inneheld <1x10° leukocyttar per blodpose. Det er og
mogleg a produsera leukocyttreduserte platekonsentrat fra aferese der leukocyttane er
sentrifugert vekk under afereseprosedyren. Med leukocyttreduksjon blir mengda framandt
genmateriale minimalisert og pasientar far preparat som dekker medisinsk behov utan
ureining av ikkje-gnskelege leukocyttar.'3'# Av transfusjonsreaksjonar er det saerleg ikkje-
hemolytiske febrile reaksjonar og dei sjeldne immunmodulerande transfusjonsreaksjonane
som TA-GVHD me tenker pa. Ikkje-hemolytiske febrile reaksjonar er blant dei vanlegaste og
samstundes minst farlege transfusjonsreaksjonane, og ein ser desse sjglv med
leukocyttreduserte blodkomponentar.'® Overfgring av CMV kan ogsa hindrast ved &
analysera blodprgvar og velja vekk blodgivarar positive for CMV, sjglv om dette kan vera ein
usikker strategi, d& det vil g& ut over mengd blodgivarar tilgjengeleg.’® HTLV kan i tillegg

hindrast ved a ekskludera blodgivarar som har vakse opp i risikoomrade.

Forsking pa og bruk av fullblod ved Haukeland universitetssjukehus
| samarbeid med Forsvaret har AIT ved Haukeland universitetssjukehus sidan 2012 forska pa

funksjonen til fullblod tappa i blodposar med CPD som tilsetjingsveeske og integrert
leukocyttreduserande og platesparande filter (Imuflex WB-SP, Terumo BCT) med haldbarheit
pa 21 dagar og CPDA-1 som tilsetjingsvaeske utan filter (PB-1CD456M5S,Terumo BCT) med
haldbarheit pa 35 dagar.'’*° Av kommersielle tappesett for fullblod er det berre Imuflex WB-
SP med CPD som tilsetjingsvaeske som har integrert platesparande filter. Me har tidlegare
gjort ein studie ved AIT der ein sterilkopla Imuflex WB-SP-filter til CPDA-1-posar.!® Resultata
av funksjons- og kvalitetsparameter er samanliknbare med resultata for CPD-fullblod,*” og
viser at kvaliteten av CPDA-1-fullblod ikkje blir paverka negativt nar det blir. Me meiner at
det er trong for kommersielt tilgjengelege blodposesett som inkluderer platesparande filter

pa CPDA-1-posesett, for @ ha moglegheita for leukocyttreduksjon tilgjengeleg for CPDA-1-



fullblod med lang haldbarheit. | 2015 godkjende Helsedirektoratet prehospital bruk av
leukocyttredusert fullblod til blgdande pasientar i Helse Bergen. Sidan det har AIT kvar veke
levert to posar leukocyttredusert fullblod til luftambulansebasen i Bergen.'® 1 2017 blei det i
tillegg godkjend og tatt i bruk til blgdande pasientar ved Haukeland universitetssjukehus.
Leukocyttredusert fullblod har jamleg blitt sendt til norske militaere styrkar pa oppdrag i
utlandet og til militaere legehelikopter i Nord-Noreg. Universell leukocyttreduksjon av
cellulzere blodkomponentar er palagd av myndigheitene ved bruk i Noreg, men i 2017 valde
Forsvaret a bruka leukocytthaldig CDPA-1-fullblod fra norske blodbankar pa oppdrag utanfor
Noreg i dei situasjonane kor ein av logistikkomsyn gnska lengst mogeleg haldbarheit pa
blodet. Vidare kan CPDA-1-fullblod bli nytta i naudsituasjonar der tida er szers knapp nar
blod blir tappa utanfor sjukehus. Dette fordi det ikkje er mogleg a filtrera blod i ein situasjon
der arbeidsforholda er utrygge og vanskelege, samstundes som tidleg transfusjon skal
prioriterast. Forsvaret arrangerer kurs i etablering av vandrande blodbank fgr oppdrag i
utlandet, og der blir det nytta CPDA-1-blod. | ein vandrande blodbank blir CPDA-1-fullblod

tappa til bruk i naudsituasjon, gjerne pa staden for hendinga.?®

Vandrande blodbankar
AIT har etablert fleire militaere og sivile vandrande blodbankar. Ein vandrande blodbank blir

oppretta i ein avgrensa periode med pa fgrehand godkjende blodgivarar. Personell har blitt
kursa i intervju, tapping, blodtyping og transfusjon av leukocytthaldig fullblod. Dei
vandrande blodbankane kan bli oppretta nar Forsvaret har oppdrag i utlandet, med avgrensa
tilgang pa eller moglegheit for & oppbevara godkjende blodkomponentar. Eit anna dgme er
boreriggar som har oppdrag i Barentshavet med minimum fem timar evakueringstid til
naeraste sjukehus. Da er det aktuelt 3 klargjera personell som blodgivarar fgr avreise, der
vanlege rutinar for utveljing, blodtyping og virusscreening blir utfgrt. Ei liste med godkjende
blodgivarar blir levert den vandrande blodbanken fra AIT. Desse vandrande blodbankane har
CPDA-1-tappeposar i beredskap dersom nokon av dei fgrehandsgodkjende blodgivarane ma
bli tappa. Fullblodet er da tenkt transfundert dersom det ikkje er tilgjengeleg lagra fullblod
eller blodkomponentar fra ein godkjend blodbank. Transfusjonen fgregar umiddelbart etter
tapping til ein blgdande pasient, for a best mogleg oppretthalda oksygenleveranse og

blodvolum medan pasienten blir evakuert til sjukehus.?



Risiko ved blodtapping i vandrande blodbankar
Blod blir vanlegvis tappa pa blodbankar eller tappestasjonar med strenge krav til hygiene,

gode lokale, godt opplzerd personell og GMP-godkjende tappeprosedyrar. Blodprgvar blir
tatt i ein eigen liten prgvepose pa starten av tappinga, noko som set ned risikoen for
bakteriekontaminasjon fra hudbakteriar i blodposen.?? Nar tappinga ma skje i lokale som
ikkje er klargjort, eller eigna, for tapping vil det vera auka risiko for bakteriekontaminasjon i
blodposen fordi dei tiltak som normalt skal beskytta mot bakteriell kontaminasjon ikkje kan
gjennomfgrast fullt ut. Det kan skuldast manglande tilgjengeleg handsprit, darlege
hygieneforhold, ein kaotisk situasjon med manglande straum og krigshandlingar i naerleiken.
| tillegg vil det vera mindre tid til intervju av blodgivaren fgr tapping. Nar ein vandrande
blodbank blir aktivert har allereie minst ein pasient blitt sara. | tillegg til 8 forsvara seg, ma
soldatane da bade velje blodgivar, tappa blod, samt behandla og transfundera den skadde
soldaten. Dette er saers krevjande, og tilgang pa medbrakt blod vil lette mykje. Vanlegvis er
det medisinsk personell som har opplaering i tapping av blod, og dei kan ha hendene fulle
med behandling av pasienten. Ved aktivering av ein vandrande blodbank skal og personell

som ikkje direkte behandlar dei skadde ha opplaering i a skaffa til veie blod.

Tapping av fullblod i vandrande blodbank
Det er sjeldan tid eller utstyr til & utfgra blodtyping eller virusscreeninga av blodgivaren ved

aktivering av ein vandrande blodbank. Difor er det viktig at dette er gjort pa fgrehand, og at
ein er sikker pa at ein brukar korrekt givar i ein kvar situasjon. Identifisering kan skje ved at
blodgivarar identifiserer seg med fotoidentifikasjon. Namn og fgdselsnummer kan da

kontrollerast mot det fgrehandsgodkjente blodgivarregisteret
Under tapping skal ein sgrga for at:

v Blodgivaren set eller legg seg ned pa ein slik mate at posen kan plasserast cirka 60 cm
under armen

v Posen ligg pa eit sa reint omradde som mogleg (ein kan bruka innsida av emballasjen
som ei rein overflate)

v" Armen til blodgivaren blir reingjort sa godt som mogleg i stikkomradet

v Blodposen blir merka forsvarleg med namn, fadselsnummer og blodtype til
blodgivaren og dagens dato

v Det er slatt to lause knutar pd tappeslangen for stikk



Ein punkterer ara godt for a sikra god flyt til tappeposen

Fullblodet blir blanda med tilsetjingsveaeska undervegs for a hindra koagel i posen

AN NN

Ein fyller posen til korrekt niva utan hjelpemiddel, som vekt
v Knutane blir stramma fgr ndla gar ut av armen for & hindra ureining i posen

Nar tappinga er fullfgrt kan blodet umiddelbart bli transfundert pasienten.

Risiko ved transfusjonar i vandrande blodbankar
Nar ein vandrande blodbank blir aktivert, vil skadde pasientar bli transfundert med

fersktappa, leukocytthaldig fullblod. Septiske transfusjonsreaksjonar er assosiert med lagra
blod, fordi berre sma mengder bakteriar er til stades i fersktappa blod.?® Det er ikkje vanleg &
sja transfusjonsreaksjonar hos traumepasientar, bade fordi dei milde (feber, blodtrykksfall,
smerter i flanken) og alvorlege (stgrre blodtrykksfall, pustevanskar) reaksjonane lett kan
oversjaast eller tolkast som ein del av traumet, men ogsa fordi traume er assosiert med
immunsuppresjon i timar eller dagar etter skaden.?* Dei farlegare immunmodulerande
reaksjonane som TA-GvDH og sekundar hemolyse er sjeldne, og oppstar vanlegvis fleire
dagar etter transfusjon. Det finnast eitt dokumentert tilfelle av TA-GvHD hos ein soldat,?> og

eitt tilfelle som oppstod postoperativt hos ei elles frisk kvinne.?®

Lagring av fullblod tappa i vandrande blodbank
Forsvaret sine vandrande blodbankar har eigne prosedyrar for oppbevaring av fullblod. Per i

dag kan fullblodet, dersom det ikkje umiddelbart blir transfundert, bli oppbevart i
romtemperatur i atte timar fgr det ma leggast kaldt i 1-10 °C. Posen kan oppbevarast i inntil
24 timar fra tapping for transfusjon eller kassasjon. Det er gnskjeleg for Forsvaret a veta kor
lenge fullblod tappa utanfor blodbankar kan lagrast i romtemperatur, og kor lenge det er
forsvarleg a lagra desse posane kjgleg etter tapping. Forsvaret sine operasjonar utanlands
har oftast vore i varme strgk. Difor er det gnskeleg a sja korleis lagring utanom blodbankskap
paverkar fullblodet. Sidan Forsvaret vekslar pa a bruka fullblod med og utan leukocyttar, er
det viktig a undersgkje om bakterievekst blir paverka av innhald av leukocyttar, og om

kvaliteten til fullblod blir paverka av filtrering.



Transfusjonsoverfgrt sepsis
Dersom fullblod tappa i ein vandrande blodbank ikkje blir brukt, men lagra til ein eventuell

ny pasient, kan risikoen for septisk transfusjonsreaksjon auka fordi bakteriar far moglegheit
til & veksa.?” Bakterieoverfgrt infeksjon er den vanlegaste transfusjons-assosierte
infeksjonen.?® Truleg er det ein underrapportering av bakterielle transfusjonsreaksjonar fordi
ein finn fleire blodkomponentar med bakterieoppvekst enn rapporterte septiske
transfusjonsreaksjonar,?® men dette kan og skuldast auto-sterilisering i Igpet av
lagringstida.3? Gram negative bakteriar gir meir alvorlege transfusjonsreaksjonar enn gram
positive bakteriar.3° Det blei ikkje meldt nokon bakterielle transfusjonsreaksjonar i Noreg i
2019.% Den franske Bacrhem-studien?” og den amerikanske BaCon-studien?® rapporterte
bakterielle transfusjonsreaksjonar over ein to-arsperiode. Begge studiane fann at risikoen for
transfusjonsoverfgrt bakterieinfeksjon var hgvesvis tre og 20 gongar hggare i
platekonsentrat enn PRC. BaCon-studien fann flest infeksjonar fra Staphylococcus
epidermidis, E. coli, Staphylococcus aureus og Serratia marcescens medan Bacrvem-studien
fann flest infeksjonar fra Staphylococcus epidermidis, Proprionibacterium acnes, E. coli,
Bacillus cereus og Acinetobacter Iwoffi. Bacthem-studien rapporterte ein daudelegheit pa 1
per million transfunderte PRC, det same for fersk frose plasma, men 7 per million
transfunderte platekonsentrat fra aferese. BaCon-studien viste ein daudelegheit pa 0,13 per
million transfunderte PRC og hgvesvis 1,94 og 2,22 per million transfunderte platekonsentrat

fra aferese og fleire givarar.

Bakterievekst i fullblod
Som nemnd over er det kjend at mange bakteriar har gitt septiske transfusjonsreaksjonar

hos pasientar, bade etter transfusjon av platekonsentrat lagra ved 20-24 °C og
blodkomponentar lagra ved kjpletemperaturar.?”?8 Me valde & bruka éi bakteriestamme for
a illustrera kva som skjer dersom ein fullblodspose blir kontaminert med bakteriar. Sidan
filtreringa kan fjerna bakteriar som er fagocytert av leukocyttar3! og bakteriar som har blitt
aktivert av komplementfaktorar i plasma og dermed heng seg fast i filteret3? er det
hensiktsmessig a undersgkja kva som skjer med bakteriar som passerer filteret. Me skulle sja
pa vekst ved hgge temperaturar og gnska ikkje a bruka Yersinia enterocolitica, som er kjend

for a voksa i kjglelagra blodkomponentar. For a sikra at me gjorde eit godt val, tok me



kontakt med overlege pa bakteriologisk laboratorium ved HUS, som gavoss god hjelp. Valet
sto mellom dei gram positive Staphylococcus epidermidis og Staphylococcus aureus og den
gram negative E. coli. Hudbakterien S. epidermidis vil vera den mest openberre
kontaminatoren, men begge dei gram positive mikrobane er lagvirulente mikrobar som har
oftast ikkje gir alvorleg sjukdom hos immunfriske personar. E. coli er den hyppigast
detekterte mikroben i blodkultur. E. coli kan og overleva i vatn og gi blodbaren infeksjon ved
inntak med bakteriemi fgr sjukdomsutbrot. Seinast i 2019 blei det innfgrt kokepabud av
drikkevatn pa Askgy etter funn av bakterien i drikkevatn.33 Det er kjend at E. coli har gitt
fatale transfusjonsreaksjonar.?®3* Valet falt pa E. coli ATCC 25922 som er ei velkarakterisert
bakteriestamme som er godt eigna til laboratorieforsgk, fordi ein kan forventa vekst etter to
timar inkubering. Ved lagring pa blodagar-skal held E. coli ATCC 25922 seg stabil over tid nar
han blir overfgrt til ny skal kvar veke.3> Fgr studien tok til utfgrte eg ein pilot for & bekrefta

bakteriemengd i fortynningar.

Tidlegare forsking pa omradet
Det er gjort mange studiar pa inokulering av E. coli i fullblod som anten har blitt lagra

leukocytthaldig eller har blitt nytta til produksjon av blodkomponentar som platekonsentrat,
erytrocyttkonsentrat og plasma,3¢*® men fa studiar pa lagra, leukocyttredusert og
leukocytthaldig fullblod.*6-° Dette skuldast truleg at fullblod har vore lite brukt i dei &ra filter
for leukocyttreduksjon har vore tilgjengeleg. Difor er det lite kjennskap til

bakterieoverlevinga i leukocyttredusert fullblod under lagring.

Litteratursgk
Fleire PubMed-sgk blei utfgrt for a finna aktuell litteratur der bakteriar var inokulert i

fullblod og blodkomponentar i tillegg til artiklar som skildra kvalitetskontrollar at CPDA-1-
fullblod. Det siste sgket blei gjort 7. oktober 2020.

Felgande spkeord blei brukt for a finna aktuell litteratur i PubMed:

“Bacterial and inoculation and whole and blood and transfusion”

“Bacterial and growth and whole and blood and transfusion”

“Bacterial and inoculation and blood and components and transfusion”

“Bacterial and growth and blood and components and transfusion”



“Quality and control and whole and blood and transfusion and CPDA-1"

Fra spkeresultata fann eg aktuelle artiklar som eg las. Det resulterte i at eg fann fleire
aktuelle artiklar i referanselistene. Eg systematiserte artiklane og vurderte kva relevans dei
hadde til mi oppgave. Som bakgrunnsinformasjon har eg valt a presentera tidlegare forsking
der ulike stammer E. coli har blitt inokulert i fullblod og blodkomponentar, sidan det er E. coli

som blei brukt i denne studien.

Studiar av bakteriell kontaminasjon av fullblod

E. coliinokulert i fersktappa fullblod f@r lagring
Det har blitt utf@rt nokre studiar med E. coli og fullblod, som skildra i dette avsnittet. Eg fann

ingen studiar der E. coli har blitt inokulert i fullblod fer filtrering og lagring, slik at effekten av

filtrering blir vurdert, eller studiar der E. coli har blitt inokulert i CPDA-1-fullblod.

| 1955 gjorde Braude et al ein studie der dei sag pa eigenskapane til bakteriar som vaks i
blod.*” Dei brukte bakteriar isolert fra pasientar, sjukehus- og blodbankmiljg; blant dei E.
coli. Dei fann at E. coli som blei dyrka fram ved 37 °C ikkje alltid overlevde i fullblod lagra ved

4 og 27 °C over tid, medan alle stammene overlevde i fullblod lagra ved 37 °C.

James et al (1957) testa f@rst ut seks E. coli-stammer der berre ei vaks i sma inokulat i blod
fortynna med citrat og glukose.*® Denne stamma blei brukt i dei vidare studiane. | to forspk
med sma inokulat fekk dei berre oppvekst i 2/100 kjglelagra flasker. | eit tredje forsgk
inokulerte dei eit stort inokulat E. coli til fullblod, som blei overfgrt til to glas. Det eine glaset
blei lagra ved 37 °C i to timar for kjglelagring som eit forsgk pa a sterilisera blodet for
kjgleveksande bakteriar medan det andre glaset blei kjglelagra umiddelbart. Prgvar til
bakterievekst blei tatt umiddelbart etter inokulasjon, etter to timar og 24 timar. Forfattarane
fann ikkje bevis for at E. coli vaks meir i gruppa som blei oppbevart to timar ved 37 °C, noko

dei tolka som at det var ufarleg a oppbevara blod ved 37 °C rett etter tapping.

Hogman et al (1991) inokulerte E. coli i CPD-fullblod som anten var leukocytthaldig eller
leukocyttredusert.*® Forfattarane fann at leukocytthaldig fullblod lagra i romtemperatur blei
sterilisert innan 18-24 timar. Forfattarane inokulerte bakteriane til fullblodet etter filtrering,

og fekk dermed ikkje studert effekten til filteret i denne studien. Dei fekk kritikk for dette og



gjennomfgrte aret etter ein ny studie med Yersinia enterocolitica.>® Dei konkluderte med at
leukocyttar fagocyterte bakteriar som da blei fanga opp av filteret. | det leukocytthaldige
blodet ville derimot dei fagocyterte bakteriane sleppe ut igjen i blodposen nar leukocyttane

etter kvart gjekk i opplgysing, som fgrte til at dei fekk ei forsinka vekst.

Nyleg har Taha et al (2019) brukt same bakteriestamma som eg. Dei inokulerte E. coli ATCC
25922 i 7-ml CPD-fullblodsalikvotar som blei lagra aerobt i romtemperatur i 24 timar.*® Dei
gnska sja pa leukocytthaldig fullblod si evne til a fagocytera store mengder bakteriar i
romtemperatur over natt. Dette er fordi det er vanleg i blodbankar a lagra fersktappa
fullblod over natt fgr komponentproduksjon. | denne studien auka E. coli-konsentrasjonen i

Igpet av 24 timar, som viste at fullblod ikkje hadde evna til a8 fagocytera sa stort inokulat.

E. coliinokulert i fullblod produsert til blodkomponentar, eller blodkomponentar

Kahn et al (1975) gjorde ein laboratoriestudie der dei inokulerte E. coli i CPD-fullblod som
blei produsert til platekonsentrat og lagra ved anten 4 eller 22 °C i tre dagar.3® Studien blei
gjort fa ar etter at det blei vanleg a lagra platekonsentrat i romtemperatur, og fleire septiske
transfusjonsreaksjonar hadde blitt rapportert. Dei fann vekst av E. coli i posane lagra ved
romtemperatur fra dag 1, medan dei ikkje fann vekst i posane lagra i kjgleskap pa dag 3.
Forfattarane konkluderte med at det er mindre oppvekst av E. coli i platekonsentrat lagra

ved kjpleskapstemperaturar.

Buchholz et al (1994) gjorde eit forspk som blei giennomfgrt pa to laboratorium (lab A og lab
B), der dei leukocyttreduserte bakteriekontaminerte blodkomponentar.3’ To posar fullblod
var blanda i ein stor pose, som blei inokulert med 1,1 CFU/ml E. coli, og deretter fordelt i to
posar som blei lagra sju timar i romtemperatur fgr dei blei produsert til PRC og
platekonsentrat. Ein komponent i kvart par blei leukocyttredusert. PRC blei lagra i kjgleskap i
42 dagar medan platekonsentrat blei lagra fem dagar pa vippe i inkubatorskap fylgt av fem
dagariro pa benk. Lab A kunne ikkje pavisa E. coli i platekonsentrat, medan lab B fann
oppvekst fra dag 1. Lab B fann ein skilnad i vekst i platekonsentrat dag 1. Dei fann at den
leukocyttreduserte posen hadde minst oppvekst dag 1. Denne veksten utjamna seg til dag 3
da det var eksponentiell vekst i begge posane. Begge laboratoria kunne pavisa E. coli i PRC,

men fann ingen vekst under lagring. Skilnaden i funn hos dei to laboratoria kan skuldast den



lage konsentrasjonen av E. coli i posen, men og at dei har brukt to ulike bakteriestammer

med ulike eigenskapar.

I 1995 forska Wagner et al vidare pa effekt av kvile i romtemperatur fgr produksjon av
blodkomponentar.3® Dei inokulerte eit lite inokulat E. coli i fullblod som blei produsert til
PRC, platekonsentrat og plasma etter 8 eller 24 timars kvile i romtemperatur. PRC produsert
etter 24 timar kvile blei i tillegg leukocyttredusert. Dag 1 fann forfattarane fleire bakteriar i
PRC som hadde kvilt 24 timar fgr filtrering, men bakteriekonsentrasjonen sank til tilsvarande
som PRC produsert etter 8 timar kvile etter filtrering. Dei fann faerre bakteriar i
platekonsentrat der fullblodet hadde kvilt 24 timar fgr produksjon, men veksten utjamna seg
i begge gruppene fra dag 2. Dei fann ingen oppvekst i plasma. Forfattarane konkluderte med
at leukocyttreduksjon av PRC fgrte til at E. coli blei fjerna og tilsvara

bakteriekonsentrasjonen til ufiltrerte PRC produsert etter 8 timar kvile.

Sanz et al (1997) utfgrte ulike forsgk pa effekt av kviletid i romtemperatur fgr produksjon.
Dei inokulerte eit stgrre inokulat av E. coli til fullblod umiddelbart etter tapping og let det
kvila 6 eller 16 timar fgr produksjon til blodkomponentar. Alle platekonsentrat som hadde
kvilt 6 timar f@r produksjon hadde eksponentiell oppvekst dag 2, medan berre ein pose i 16-
timarsgruppa hadde oppvekst fra dag 2 og to andre hadde malbar oppvekst fgrst pa dag 5.
Dei fann ingen oppvekst i PRC eller plasma hgvesvis dag 35 og 60. | dette forsgket var alle
produkta leukocytthaldige. For a sja pa den baktericide effekten til leukocyttar utfgrte
forfattarane enno eit forsgk, der dei let fullblod kvila 16 timar i romtemperatur fgr
produksjon. Dei leukocyttreduserte halve posen og let halve posen vera laukocytthaldig. E.
coli blei inokulert og platekonsentrat blei produsert av dei halve posane. Det var malt lik
vekst i dei to gruppene dag 5, men forfattarane meinte at synlege bakteriekoloniar i dei
leukocyttreduserte posane viste at E. coli vaks betre i leukocyttreduserte platekonsentrat.
Det er verdt a merka seg at i det andre forsgket mangla effekten av filtreringa, sidan

bakteriane blei inokulert etter filtrering.

Chen et al (2008) inokulerte PRC med bakteriar kjende for a vera relatert til transfusjons-
relatert sepsis og dgdsfall grunna kontaminerte PRC, deriblant E. coli (ATCC 25922).#! Dagen
etter tapping blei 1-15 eller 100 CFU/ml inokulert i PRC som blei lagra ved 4 °C i 42 dagar.
Bakterievekst blei malt umedelbart, dag 1, 7 og kvar veke fram til dag 42. Forfattarane fann
at E. coli blei auto-sterilisert i Igpet av lagring i 42 dagar.
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Stormer et al publiserte i 2012 resultat fra forsgk planlagt av ei arbeidsgruppe i ISBT med
referansestammer anbefala av WHO.#2 Dei 14 involverte laboratoria inokulerte
platekonsentrat med 0,03 og 0,3 CFU/mlI E. coli for & illustrera kontaminasjon fra
blodgivinga. E. coli PEI-B-19 blei brukt fordi det er kjend at denne stamma har evna til a
proliferera i platekonsentrat oppbevart i romtemperatur. Vekst dag 4 blei presentert. Eitt
laboratorium fekk ingen vekst av det lagaste inokulatet, medan det var eksponentiell vekst i
det hggaste inokulatet. Alle dei andre laboratoria fann eksponentiell vekst i begge inokulata

dag 4.

Ramirez-Arcos et al (2013) inokulerte 1 CFU/ml E. coli ATCC 25922 i PRC.*? Dei valde
bakteriestamma fordi E. coli har vore pavist i transfusjonsreaksjonar. Blodposane blei
oppbevart ved 4 °Ci 42 dagar forutan 3 timar i romtemperatur fordelt over 6x30 minutt
jamleg fra dag 14 til 35 eller 3x1 time jamleg fra dag 14 til 28. Det var ikkje oppvekst av E. coli

i lepet av lagringstida.

| 2016 inokulerte Taha et al to ulike stammer E. coli til fullblod som kvilte i romtemperatur
over natt fgr produksjon til platekonsentrat.* Ei stamme forsvann over natt (ATCC 10798)
medan den andre (CBS11001) vaks til 107 CFU/ml. Bakteriestamma som vaks var dyrka fram
fra eit tidlegare kontaminert platekonsentrat og vekst viste seg som synlege klumpar i
supernatanten i platekonsentrata. Denne studien viste at ulike stammer av E. coli oppfgrer

seg ulikt i fullblod.

Ketter et al (2019) inokulerte 1.000 CFU/m E. coli ATCC 25922 til platekonsentrat og plasma
fra aferese.*® Dei inokulerte den hgge konsentrasjonen for & sikra ngyaktige og
reproduserbare resultat. Platekonsentrat blei lagra i fem dagar ved 4 eller 21 °C. Plasma blei
oppbevart i romtemperatur. Forfattarane fann oppvekst til 10° CFU/ml innan dag 2 i
platekonsentrat og plasma lagra ved 21 °C og ingen endring i vekst i platekonsentrat lagra

ved 4 °C.
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Ulike arbeidsmetodar og resultat i tidlegare studiar
| dette kapittelet er framgangsmatar fra dei tidlegare skildra artiklane presentert, der dei har

brukt metodar og utstyr som var tilgjengelege for min studie. Det har vore brukt ulike

konsentrasjonar av E. coli i tidlegare forsgk, fra 0,03 til 1.000 CFU/ml, som vist i Tabell | pa

neste side.

Tabell 1. Konsentrasjon av E. coli-inokulat i tidlegare studiar, der bakterien har blitt

inokulert i fullblod og blodkomponentar.

Publikasjon

James et al
(1957)%8

Kahn et al
(1975)%®

Hoégman et
al (1991)%

Buchholz et
al (1994)3‘7

Wagner et al
(1995)%®

Sanz et al
(1997)%

Wagner et al
(1998)%°

Chen et al
(2008)*
Stormer et
al (2012)*

Ramirez-
Arcos et al
(2013)*
Taha et al
(2016)*

Ketter et al
(2019) %
Taha et al
(2019)%

Planlagt
inokulat
(CFU/ml)

0,03-0,4
0,2-0,4

125

1, 10 eller 100

50

10
0,1
1-15
100

0,03
0,3

100

1.000

500

Faktisk
inokulat
(CFU/ml)

IA

78-161

8,211,2
0,91+0,13
0,14+0,07

<5 og 6-15
16-50 og >51
0,04

0,5

~1

Arsak til val av
bakteriestamme

E. coli-stamma viste
oppvekst i blod fra sma
inokulat.

Fordi dei hadde vakse i
fullblod eller
platekonsentrat.

Isolert fra diagnostikk av
rutineprgvar pa
sjukehuset.

Fra kliniske isolat eller
ATCC

Klinisk isolat resistent mot
den bakteriedrepande
evna til plasma.

Fra kliniske isolat i
rutinediagnostikken.

Illustrasjon av ein
hurtigvoksande bakterie.

Relatert til transfusjons-
relatert sepsis.

Evne til 3 veksa i
platekonsentrat
oppbevart ved
romtemperatur.

Fordi E. coli har vore
implisert i
transfusjonsreaksjonar.
Bakteriestamma blei kjgpt
inn fra ATCC.

Assosiert med septisk
transfusjonsreaksjon.
ATCC 25922 (klinisk
isolat).

Arsak til val av konsentrasjon

Usannsynleg at store
mengder bakteriar kan
kontaminera blod under
tapping.

For a klara a isolera bakteriar
i platekonsentrat etter
produksjon.

1A

Data antyder at sma
mengder bakteriar finnast i
fullblod rett etter tapping.
Illustrasjon av
bakteriekontaminasjon fra
hudureining.
Konsentrasjonen gav
konsekvent bakterievekst, og
ein kunne mala effekt av
intervensjonar.

1A

1A

Illustrasjon av
kontaminasjon fra
blodgiving.

«relevant concentrations»

Kunne spora bakteriane i
platekonsentrata som blei
produsert.

Sikra ngyaktige og
reproduserbare resultat
Utfordra bakteriekapasiteten
til fullblodet og legga til rette
for vekst.
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| var studie hadde me som mal a inokulera fullblod med 30 CFU/ml, som er eit middels stort

inokulat. Me valde a bruka eit sa stort inokulat for a sikra at E. coli var pavisbare i 100 pl

prevemateriale rett etter inokulering. Det er eit teikn pa at forsgket var vellukka, og at

levande bakteriar som let seg pavisa har blitt inokulert. | tilfelle der bakteriar blir fjerna av

blodet er det og viktig a pavisa at ein har klart 3 inokulera bakteriar fgr fagocytering. Som

Tabell | visar, har berre om lag halvparten av forfattarane oppgitt faktisk inokulat i forsgka.

Framstilling av inokulat fra dei artiklane der eg fann metodar aktuelle for min studie er

skissert i Tabell Il. Andre artiklar skildra metodar med utstyr eg ikkje hadde tilgang p3, eller

inokulerte ikkje bakteriar som var i eksponentiell vekst.

Tabell 1l. Skjematisk oversikt av korleis inokulat tidlegare har blitt framstilt og som var
aktuelle for min studie.

Publikasjon

Kahn et al
(1975)%

Hégman et
al (1991)*

Wagner et al
(1995)38

Sanz et al
(1997)%

Wagner et al
(1998)%°

Inkubasjon

32 °Ci24timar pa
trypticase soy agar
skaler

E. coli inkubert over
natt pa blodagar-
skaler.

Ein koloni E. coli
inkubert i trypticase
soy-buljong ved 30 °C
under aerobe forhold.
1A

Ein koloni inkubert
aerobt i trypticase soy-
buljong ved 30 °C.

Fortynning

Fortynna koloniar i sterilt
saltvatn fgr bruk.

Fortynna i fosfat-bufra
saltvatn til ein optisk tettleik
pé 4x107 CFU/ml. Fortynna
vidare til 2.500, 250 og 25
CFU/ml.

Fortynna til 1000 CFU/ml i
saltvatn umedelbart fgr
inokulering.

Fortynna i fosfat-bufra
saltvatn til 1 McFarland
standard, som tilsvara 3x108
CFU/ml. Denne prgven blei
fortynna til endeleg
konsentrasjon.

Passelege fortynningar blei
laga i ubufra, sterilt saltvatn
rett fgr inokulasjon.

Kontrollar
Ja

Det blei tatt
kontrollar av
alle tre
inokulata ved
kvart forsgk.
Ja

Ja

Ja

Eksponentiell
vekst?

Ja

Ja

Ja

Ja

Etter ei samla vurdering valde eg a inkubera E. coli i LB-medium under aerobe forhold over

natt ved 37 °C, sentrifugera LB-mediet fgr fortynning i sterilt saltvatn til 0,5 McFarland

standard. Denne OD hadde piloten vist at tilsvara ~0,75x108 CFU/ml. Eg feretok vidare

fortynningar til 15.000 CFU/ml som var inokulasjonsfortynninga og to vidare fortynningar

som var positive kontrollar.
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Det har blitt brukt mange ulike metodar for a kvantifisera bakteriekonsentrasjonen av E. coli

i blod. | Tabell lll har eg lista opp framgangsmatar som var aktuelle for min studie.

Tabell lll. Framgangsmate bakterieteljing i tidlegare artiklar som var aktuelle for min
studie.
Publikasjon Volum Medium/skaler Inkubasjon Fortynningar Teljing
Hoégman et al 0,5 ml Blodagar-skaler 37°Ci48 Fem: 1:10- Snitt av to
(1991)* timar 1:100.000 skaler
Sanz et al 100 pul  Blodagar-skaler 37°Ci24 1A 1A
(1997)%* (900 ul) (thioglycolate timar (+ 24
buljong) timar ekstra i
negative
prevar)
Chen et al 0,5-1 ml Blodagar-skaler 35°Ci24-48 1:10- <200
(2008)* timar seriefortynna koloniar
Taha et al 100 pl  Blodagar-skaler 37°Ci24 1:10- 1A
(2019)%® timar seriefortynna

Eg valde a spreie 100 pl fullblod pa tre blodagar-skaler, inkubere dei ved 37 °C i 18-24 timar

og telje skdler med <200 koloniar. Der det var aktuelt seriefortynna eg fullblod 1:10 med

sterilt saltvatn og inkuberte minimum tre fortynningssteg (Vedlegg 15). Resultat blei oppgitt

som gjennomsnitt av tre skaler. Eg brukte skadlene med flest talte koloniar til & berekna

konsentrasjonen av E. coli i fullblod.

Det var gnskeleg a ha eit bilete av kor stor oppvekst eg kunne forventa av E. coli i fullblod

lagra ved ulike temperaturar. | Tabell IV er resultata i dei aktuelle artiklane, der

konsentrasjon er skildra, lista.

Tabell IV. Oppvekst av E. coli i ulike forsgk der bakterien har blitt inokulert i fullblod og
blodkomponentar. TNTC=Too numerous to count

Publikasjon
Kahn et al (1975)3°

Hégman et al (1991)*°

Buchholz et al (1994)3
Wagner et al (1995)38
Sanz et al (1997)%

Taha et al (2016)**
Taha et al (2019)%

Blodkomponent
Platekonsentrat

Platekonsentrat
Leukocyttredusert fullblod
Leukocytthaldig fullblod
Platekonsentrat

PRC

Platekonsentrat

PRC

Platekonsentrat
Platekonsentrat

Fullblod

Temperatur (
22 °C

4°C

22 °C

22°C
4°C

22°C
4°C

22°C
22°C
22°C

Vekst (CFU/ml)
>300 fra dag 1
1-11 dag 3

102 CFU/ml dag 2
10%° dag 2

0 dag 2

0-TNTC dag 2
0-0,1 dag 42
10%° dag 2

10? dag 42

>10° dag 2

102 dag 3

10° etter 24 timar
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Desse studiane gav viktig informasjon om vekst av E. coli, seerleg i leukocyttredusert fullblod
lagra ved romtemperatur. E. coli verkar ikkje a veksa godt i kjpletemperaturar, og det synast
ikkje a vera ngdvendig a fortynna prgvar fra kjgletemperaturar mykje. Me kunne forventa at
E. coli kunne veksa til ein konsentrasjon av 108 CFU/ml i varme temperaturar og at prgvar fra

blod lagra varmt bgr fortynnast.

Studiar av kvalitet av fullblod under lagring

Kvalitet i fullblod lagra ved og utanfor optimale forhold
Shields et al (1970) gjorde ein kvalitetsstudie med ACD-fullblod.>! Forfattarane fann ikkje

meir celledestruksjon i fullblod lagra ved 10 °C enn ved 4 °C, eller i fullblod oppvarma til 22
°Ci 16 timar. Forfattarane fann at fleire oppvarmingar til 10 og 22 °Cii fire eller 24 timar fgrte
til auka plasma-Hb. Nar oppvarming var kombinert med agitasjon, auka plasma-Hb
ytterlegare. Lagring ved 22 °Ci 24 timar f@r transfusjon fgrte til auka plasma-Hb og kalium,
mest tydeleg i fullblod lagra i 28 dagar. Det var kortare in vivo overleving av fullblod som
hadde blitt lagra ved 22 °Ci 24 timar fgr transfusjon samanlikna med fullblod som ikkje
hadde blitt oppvarma, men skilnaden var fg@rst statistisk signifikant i fullblod lagra 28 dagar

f@r transfusjon.

Hughes et al (2007) delte CPD-fullblod i to og lagra posane ved 19 eller 25 °C i tre dagar. Dei
malte dei same parametrane som eg gjorde, i tillegg til fleire andre. Forfattarane
konkluderte med at in vitro tap av platefunksjon og konsentrasjon av plasmafaktorar var
overraskande |g.>? Forfattarane meiner at resultata stgttar lagring av fullblod i 24 timar for

komponentproduksjon.

Moroff et al publiserte i 2011 ein artikkel som viste at in vivo overleving av erytrocyttar etter
35 dagari 4 °C og blodplater etter fem dagar i 22 °C ikkje blei nedsett om fullblod kvilte 24
timar i staden for atte timar i romtemperatur fgr komponentproduksjon til leukocytthaldige
PRC og platekonsentrat.>® Dette kan tyda pa at fullblod som skal bli lagra kaldt kan kvila 24
timar i romtemperatur fgr kjglelagring utan at det paverkar in vivo overleving av
erytrocyttar. Det ultimate beviset brukt i kliniske studiar for kvalitet av blodkomponentar er
viabilitet, altsa in vivo overleving etter transfusjon, der malet er >75 % gjenfunne

erytrocyttar.
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Pidcoke et al publiserte i 2013 ein artikkel der dei hadde lagra CPD-fullblod anten ved 4 eller
22 °Ci 21 dagar. Halvparten av posane blei i tillegg patogenredusert. Forfattarane fann at

fullblod lagra kaldt betre oppretthaldt hemostatisk funksjon en fullblod lagra ved 22 °C.

Meledeo et al publiserte i 2019 ein artikkel der dei samanlikna lagring av fullblod i tre ulike
tilsetjingslgysingar.>* Dei lagra ufiltrert fullblod ved 4 °C i 35 dagar. Den hemostatiske
funksjonen blei redusert i Igpet av lagringstida, men forfattarane fann liten skilnad imellom

dei tre ulike tilsetjingslgysingane.

Forskingsgruppa mi publiserte i 2018 ein artikkel der me lagra leukocyttredusert CPD-
fullblod ved 22 °C i 3 dagar og 32 °C i to timar.” Me konkluderte med at lagring i
romtemperatur fgrte til nedsett aggregeringsevne i blodplater malt med Multiplate
Analyzer, men at kort lagring ved 32 °C ikkje fgrte til nedsett kvalitet. Erfaringar fra denne
studien gjorde at me i 2020 publiserte ein ny artikkel, der me sterilkopla platesparande filter
til CPDA-1-posar.'® Dermed kunne me samanlikna kvalitet og hemostatisk funksjon under
lagring i leukocytthaldig og leukocyttredusert CPDA-1-fullblod. Me konkluderte med at
leukocyttreduksjon ikkje sette ned kvaliteten eller den hemostatiske funksjonen til fullblod

lagra inntil 35 dagar ved 4 °C.

Kaldlagra blodplater
Kaldlagra fullblod inneber kaldlagra blodplater. Getz sin oversiktsartikkel fra 2019

konkluderer med at kaldlagra blodplater kan vera meir eigna til a forbetra hemostasen til
traumepasientar enn varmlagra blodplater, sjglv om in vivo overleving blir nedsett av
kjglelagring.>> 1 2019 publiserte forskingsgruppa var ein artikkel der me viste at kaldlagring
forer til forbetra platefunksjon samanlikna med romtemperert lagring.>” 1 2020 publiserte
me ein annan artikkel der pasientar hadde blitt transfundert etter hjarte- og karoperasjonar
med platekonsentrat, som anten var varmlagra, kaldlagra inntil 7 dagar eller kaldlagra inntil
14 dagar. Me konkluderte med at platekonsentrat lagra kaldt inntil 14 dagar er funksjonelt

aktive.?®
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Hensikt med studien
Denne studien blei utfgrt for a8 undersgkja om leukocyttreduksjon og lagringstemperatur

paverkar vekst av E. coli (ATCC 25922) i CPDA-1-fullblod, og om vekst av E. coli paverkar

kvalitet- og funksjonsparameter.

Problemstillingar
Primaerutfallet i studien var om leukocyttreduksjon beskyttar fullblod mot oppvekst av E. coli

under lagring. For a8 undersgkja dette blei det fgrste forskingsspgrsmalet:

1. Kan leukocyttfiltrering fgra til mindre oppvekst av bakteriar i CPDA-1-fullblod?

Ho: Leukocyttfiltrering og ikkje-leukocyttfiltrering gir same oppvekstforhold for bakteriar i

blodposar ved same lagringstemperatur.

Ha: Leukocyttfiltrering av CPDA-1-fullblod fgrer til darlegare oppvekstforhold for bakteriar

ved same lagringstemperatur.

Sekundeerutfalla var om lagring ved hgge temperaturar fgrer til oppvekst av E. coli og om E.

coli paverkar kvalitet- og funksjonsparameter i CPDA-1-fullblod. For @ undersgkja dette blei

dei andre og tredje forskingsspgrsmala som fglgjer:

2. Har lagringstemperatur innverknad pa bakterievekst?

Ho: Det er same bakterievekst ved alle tre temperaturar.

Ha: Det er ulik bakterievekst ved dei tre temperaturane.

3. Kan laboratoriemarkgrar for kvalitet og funksjon bli paverka av bakterievekst i CPDA-1-
fullblod lagra ved ulike temperaturar?

Ho: Kvalitets- og funksjonsmarkgrar blir ikkje paverka av bakterievekst ved ulike

temperaturar.

Ha: Kvalitets- og funksjonsmarkgrar blir forverra av bakterievekst ved ulike temperaturar.

Studien blei gjennomfgrt som ein laboratoriestudie, slik artikkelen skildrar. Figur 1 viser ei

skjematisk oversikt over studien.

Posane i testarmen blei utsett for intervensjonen i forsgket vart, som var leukocyttreduksjon
gjennom eit platesparande filter. Posane i kontrollarmen blei lagra som er rutine for CPDA-1-
fullblod; utan leukocyttreduksjon. Posane i test- og kontrollarmen blei igjen delt i tre grupper

med ulik lagringstemperatur; 4, 22 eller 35 °C.
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Studien har etisk godkjenning fra Regionale komiteer for medisinsk og helsefaglig

forskningsetikk, REK nord, med referansen 2017/157. Under planlegging av studien

giennomfg@rte me ein personvernkonsekvensvurdering (Vedlegg 1) der prosjektleiar, Torunn

Apelseth, konkluderte med at me ikkje hadde behov for DPIA i denne studien.

F@r oppstart blei det inngatt ein avtale mellom MBF, AIT og MIA om analysering av

prevemateriale og produksjon av medium og blodagar-skaler (Vedlegg 2). Diversje

studiedokument ligg vedlagt, deriblant informasjonsskriv med samtykke, diverse

studieprosedyrar og —arbeidsark (Vedlegg 3-8).

Leukocytt-
reduksjon ved
filtrering
Prove
0_3

Lagring Lagring
2-6 °C 20-24 °C

Prgvar dag Prgvar
1,3,7, 14, dagl,3,7

210g35 og 14

Tapping av 450 ml
CPDA-1-fullblod

Ein time kvile ved

romtemperatur
Prove
0_3
I
1 1
Lagring Lagring
20-24°C 33-37°C
Prgvar Prgvar
dagl,3,7 dagl,3,7
ogl4 og 14

Figur 1. Skjematisk oversikt over studien med tapping, inokulasjon, behandling og

prgvetaking i studien.
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Resultat
| dette kapittelet har eg skildra resultat som ikkje er tatt med i artikkelen. Radata ligg som

Vedlegg 11 og 12, medan resultat presentert i tabellane er giennomsnitt av kvar studiearm i
kvar gruppe. Artikkelen vil bli sendt til tidsskriftet «Transfusion» for fagfellevurdering.
Vedlegg 13 skildrar retningslinjer for forfattarar som tidsskriftet har utarbeida. Merk at

artikkelen blir innsendt som «original research».

Pilot for a finna bakteriekonsentrasjon f@gr inokulasjon
For eg kunne gjennomfgra studien matte eg finna ut kva konsentrasjon E. coli faktisk hadde

ved 0,5 McFarland standard. Dette var og ein fin mate a tgrrtrena fgr den fgrste blodgivaren
blei tappa. Eg fekk overfgrt ein koloni E. coli ATCC
25922 til ei blodagar-skal pa bakteriologisk seksjon
ved mikrobiologisk avdeling. Denne stamma lagra eg
pa blodagar-skal i kjpleskap og overfgrte til ny skal
kvar veke i Igpet av studien. Ein koloni blei overfgrt
til 25 ml LB-medium og inkubert ved 37 °C og 200

rpm (311DS, Shaking Incubator, Labnet International

Inc.) i 50 ml-sentrifugergyr med korken pa glgtt for a
sikra aerobe forhold. Neste dag var Igysinga blakka  Bilete 1. Blodagar-skaler med tre ulike

. . fortynningar som alle har for mange koloniar
grunna E. coli-vekst. Korken blei lukka og rgyret til teljing (>200 koloniar).
sentrifugert ved 1900 g i 10 minutt. Ein liten del av pelleten blei fortynna i sterilt saltvatn til
OD 0,5 McFarland standard (DEN-1B McFarland Densitometer, BioSan). 1:10-
fortynningsrekke fra 1:10 til 1:10”7 blei laga ved & overfgra 0,5 ml til 4,5 ml sterilt saltvatn.
100 pl av dei tre lagaste fortynningane blei spreidd pa blodagar-skaler i triplikat. Resultat av

piloten er vist i Tabell V.

Tabell V. Resultat av pilot med 0,5 McFarland E. coli fortynna i sterilt saltvatn.

Fortynning Koloniar talt Fortynning Koloniar talt Fortynning Koloniar talt
75 4 2
1:10° 88 1:10° 9 1:107 3
73 9 1
Gjennomsnitt 78,67 Gjennomsnitt 7,33 Gjennomsnitt 2
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Sidan 1:10°-fortynninga tilsvara 787 CFU/ml, runda av til 750 CFU/ml kan me rekna tilbake
til at 0,5 McFarland tilsvara 0,75x108 CFU/ml, som er lagare enn den oppgitte
konsentrasjonen pa 1,6x108 CFU/ml. For & sikra at 15.000 CFU blei inokulert i fullblod fra
1:10*-fortynninga gjorde eg det fgrste fortynningssteget til 1:5 ved a tilsetje 1 ml
bakterievaeske i 4,5 ml sterilt saltvatn i fgrste steg, elles 1:10 ved a tilsetje 0,5 mli 4,5 mli dei

vidare stega.

Positive kontrollar
Sidan inokulasjonsprgven hadde ein konsentrasjon

pa 15.000 CFU/ml, kunne eg ikkje spreie 100 ul av
denne prgven pa blodagar-skal og forvente a telje
koloniar. Ved kvart forsgk laga eg to vidare
fortynningar som blei brukt som positive kontrollar

(Tabell V1), bade for a kontrollera at

inokulasjonkonsentrasjonen var korrekt, men og

Bilete 2. Blodagar-skaler med passeleg
mengd koloniar til teljing (<200).

for a sja at konsentrasjonen sank med ~1:10 i dei
to kontrollane og at det faktisk var E. coli til stades i prgven. Dei positive kontrollane hadde
eg med for kvar pose som blei inokulert, og resultatet fra 1.500-prgven blei brukt til a
estimera den inokulerte konsentrasjonen av E. coli (Tabell VI). Sidan inokulasjonsprgven var
cirka ti gonger sterkare brukte eg ti som fortynningsfaktor i Formel 1 for a rekna ut

konsentrasjon inokulert i fullblod.

Formel 1. Estimering av konsentrasjon av E. coli i fullblod.

Mengd koloniar talt (CFU) X Fortynningsfaktor
Prgvevolum (ml)

CFU/ml =
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Tabell VI. Koloniar talt i positive kontrollar og estimert inokulert konsentrasjon av E. coli
i fullblod. Estimert inokulert E. coli blei utrekna fra 1.500 CFU/ml-prgven og
fortynningsfaktor 10. Resultat er gjennomsnitt av tre talte skaler.

Estimert
Talte koloniar: Konsentrasjon:  Talte koloniar: Konsentrasjon: inokulert
1.500 CFU/ml 1.500 CFU/ml 150 CFU/ml 150 CFU/ml Volum fullblod  E. coli CFU/ml
94 940 6,7 67 450 20,9
111 1110 9,7 97 477 23,3
89 890 10 100 479 18,6
76 760 6,3 63 483 15,7
58 580 8 80 483 12,0
86,3 863 6,3 63 480 18,0
112 1120 7 70 482 23,2
96 960 13 130 482 19,9
155 1550 17,3 173 484 32,0
92,7 927 6,7 67 488 19,0
Gjennomsnitt:  Gjennomsnitt:  Gjennomsnitt:  Gjennomsnitt:  Gjennomsnitt:  Gjennomsnitt:
97,00 970,0 9,10 91,0 478,8 20,26

Resultatet av kontrollane viste at eg inokulerte ein lagare konsentrasjon av E. coli enn gnska i

ni av ti posar i lgpet av studien. Gjennomsnittleg konsentrasjon av E. coli inokulert i fullblod

-3 var 20,26 CFU/ml. Skilnaden mellom dei to
1}5‘&; : “f‘:, \ ] -t fortynningane varierte, men
O g vy R TIR =\ e \ G .
’ .. .t &« gjennomsnittlegvar reduksjonen 1:10,7 fra
\ NC, | e 4
ﬂ \\M \\5‘ : .sz >\v 1.500- til 150-fortynningsprgven. Resultata

. ‘s ‘-I' ‘. i
- = B e = I fra dei positive kontrollane stemmer med

at denne litt for store fortynninga har

skjedd i kvart steg.
Bilete 3. Dgme pa fortynningsrekker ved utsaed av
prgvemateriale fra lagra fullblodsposar.

Resultat av kvalitet- og funksjonsanalysar ikkje inkludert i artikkelen
Resultat av hematologi-, blodgass- og tromboelastografi-analysar blei ikkje skildra i detalj i

artikkelen fordi koagulering av blod med bakterievekst fgrte til manglande resultat. |
artikkelen blei difor berre resultat fra posane lagra ved 4 °C presentert. Kvalitetsanalysar er
vist i Tabell VIl og IX der gjennomsnittleg resultat i kvar arm av hematologimalingar er lista,
medan Tabell VIII og X viser gjennomsnittleg resultat for kvar arm av blodgassanalysar.
Funksjonsanalysar er vist i Tabell XI som gjennomsnittleg resultat i kvar arm av
tromboelastografianalysar. Vedlegg 13 inneheld radata for hematologi, blodgass og

funksjonsanalysane.
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Effekt av filtrering
LPK blei ikkje malt i prgvar fra testarmen etter leukocyttreduksjon, men det blei tatt prgve

for @ mala restinnhald av leukocyttar i prgve 0_3 for a sikra at filtreringa var vellukka.
Resultatet av dette er presentert i artikkelen. At LPK sank fra 4,14x10%/1 til 0,09x108/eining
viser at filteret fjerna fleire leukocyttar enn kravet pa restinnhald av leukocyttar
<1x10°%/eining. Platetalet sank mellom alle prgvetidspunkta i testarmen (Tabell VIl). Det er eit
krav at >80 % av platene er med fullblodet gjennom filteret. Tabell VI viser at platetalet etter
leukocyttreduksjon er 90,1 % av platetalet i prgve 0_2. Ingen andre hematologianalysar blei

paverka av filtreringa (Tabell VII).

Tabell VII. Hematologiresultat tappedag. Prosent hemolyse i fullblod er ein utrekna
parameter fra Hb, EVF og plasma-Hb. n=5, forutan der anna er oppgitt. Resultat er
gjiennomsnitt av malingane i kvar arm.

Analyse

(eining) Arm Dag0_0 Dag0_1 Dag 0_3 Dag0_4
Hb Kontroll 12,12 12,12 12,26 12,12
(g/dl) Test 12,40 12,38 12,40 12,18
EVF Kontroll 0,382 0,376 0,386 0,384
(2) Test 0,380 0,384 0,382 0,380
Plasma-Hb Kontroll 0,24 0,26 0,22 0,22
(g/l) Test 0,22 0,22 0,24 0,22
Hemolyse Kontroll 0,14 0,14 0,10 0,10
(%) Test 0,12 0,12 0,14 0,14
TPK Kontroll 182,0 173,4 177,8 179,4
(x10%/1) Test 167,6 161,6 160,4 144,6
LPK Kontroll 4,44 4,32 4,56 4,42
(x10%/1) Test 4,10 4,24 4,14 1A

Som vist i Tabell VIII blei ingen blodgassanalysar umiddelbart pavirka av leukocyttreduksjon.
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Tabell VIII. Blodgassanalysar utfgrt tappedagen. Resultat er giennomsnitt av malingane i
kvar arm. Analysen blei utfgrt ved 37 °C. n=5.

Analyse

(eining) Arm Dag0_0 Dag0_1 Dag0_2 Dag 0_3
pH Kontroll 7,196 7,196 7,182 7,172
() Test 7,196 7,184 7,176 7,178
pCO:2 Kontroll 10,04 10,02 10,38 10,78
(kPa) Test 10,28 10,54 10,58 10,38
pO:2 Kontroll 6,76 6,52 6,58 6,12
(kPa) Test 5,54 5,30 5,38 5,12
Base Kontroll -11,12 -11,12 -11,34 -11,34
(mmol/I) Test -10,88 -11,02 -11,34 -11,56
Kalium Kontroll 2,98 3,00 3,04 3,06
(mmol/I) Test 2,96 2,98 3,02 3,08
Glukose Kontroll 25,42 25,76 25,52 25,28
(mmol/I) Test 25,66 25,40 24,94 24,60
Laktat Kontroll 1,12 1,22 1,78 2,08
(mmol/I) Test 1,58 1,80 2,40 2,64

TEG 5000 viste endring etter filtrering i testgruppa. R-tida var lengre, K steig, vinkelen og MA
sank, men alle resultat var i normalomrada. Resultata er vist fra dag 0 til dag 35 i Tabell XI.
Figur 2 visar kurver fra to posar gjennom studien. Det er mogleg a sja effekt av filtrering som

nedsett MA pa kurvene i testarmen.

D722 °C DO_0
DO_3 DO_3
/ DO 0 D7 4°C
D7 4 °C D354 °C
D7 35 °C D7 35 °C

\ D354 °C

Figur 2. Alle TEG 5000-resultat i ein pose i kontrollarmen (venstre) og en pose i testarmen
(hggre). Dei to kurvene som skil seg ut er dei smale kurvene fra dag 35. Ein kan sja at det er
skilnad f@r og etter filtrering (kurvene blir smalare) i testarmen, men dette er utan klinisk
verdi.

Effekt av lagring
Den einaste malbare kvalitetsparameteren som er eit krav for fullblod ved utdateringsdato

er prosent hemolyse, som skal vera <0,8 % i minimum 90 % av dei kontrollerte posane.

Prosent hemolyse blir rekna ut ved Formel 2, der hematokrit tilsvarer til EVFx100.

Formel 2. Utrekning av prosent hemolyse i fullblod.

(Plasma—Hb g/dl) x (100 - hematokrit %)
Hb g/dl

Hemolyse % =
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Som vist i Tabell IX var hemoglobin stabil medan EVF steig svakt i heile lagringsperioden i 4

°C-gruppene. Begge gruppene hadde godkjend hemolyse ved slutten av lagringstida pa 35

dagar. Leukocyttalet sank til dag 7 i 35 °C-gruppa i testarmen. Dette var ikkje synlegi 4 og 22

°C-gruppene dag 7, men blei tydeleg i den vidare lagringa i 4 °C-gruppa.

Tabell IX. Hematologiresultat i Igpet av lagring ved 4, 22 eller 35 °C. Prosent hemolyse i
fullblod er ein utrekna parameter fra Hb, EVF og plasma-Hb. Resultat er gjennomsnitt av
malingane i kvar arm. n=5, forutan der anna er oppgitt.

Analyse
(eining)

Hb
(g/dl)

EVF
(1)

Plasma-Hb
(/1)

Hemolyse
(%)

TPK
(x10%/1)

LPK
(x10%/1)

Arm
(temperatur)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Kontroll (35 °C)

Dag 1
12,16
12,20
12,10
12,26
12,16
12,30
0,382
0,382
0,390
0,396
0,406
0,410
0,32
0,30
0,32
0,34
0,30
0,38
0,16
0,14
0,18
0,16
0,14
0,20
156,8
142,8
174,6
147,2
181,0
149,4
4,38
4,34
4,26

Dag 3
12,20
12,28
12,14

1A

12,16
12,25 (n=2)
0,384
0,380
0,408

1A

0,434
0,420 (n=2)
0,34

0,30

0,30

1,10

0,48

5,64

0,18

0,16

0,16

1A

0,20

0,25 (n=2)
158,8
138,2

196

1A

183,2
107,5 (n=2)
4,36

4,32

3,60

Dag 7
12,12
12,30
12,40 (n=4)
1A

12,44
12,55 (n=2)
0,388
0,390
0,435 (n=4)
1A

0,390
0,400 (n=2)
0,36

0,40

0,54

3,86

1,92

12,77 (n=3)
0,20

0,22

0,20 (n=4)
1A

1,02

2,15 (n=2)
155,4
132,0
203,8 (n=4)
1A

118,4

44,5 (n=2)
4,30

4,33 (n=4)
3,06

Dag 14
12,18
12,40

0,395
0,386

0,54
0,42

0,28
0,22

123,2
116,8

3,94

Dag 21
12,26
12,32

0,394
0,392

0,60
0,48

0,28
0,24

121,8
92,6

3,42

Dag 35
12,16
12,34

0,396
0,400

0,70
0,66

0,34
0,32

114,6
71,6

2,88

Det var ikkje mogleg a mala hemolyse ved alle prgvetidspunkta grunna koagel, men me kan

seia at plasma-Hb >1,6 g/l svarar til hemolyse > 0,8 %. Plasma-Hb var over gnska niva allereie

dag 3 i den leukocyttreduserte testarmen lagra ved 35 °C (Tabell IX). Plasma-Hb > 1,6 g/I i

begge armane ved 35 °C, men berre i testarmen ved 22 °C. | den leukocytthaldige

24



kontrollarmen var plasma-Hb >1,6 g/l i alle prgvane ved 22 °C, ogsa posen med bakterievekst

(Tabell IX og Vedlegg 13). Det var meir hemolyse i testarmen enn i kontrollarmen i dei

varmlagra gruppene. Posar med koagel hadde meir hemolyse enn posar utan koagel.

Tabell X. Blodgassanalysar utfgrt pa fullblod i Igpet av lagring ved 4, 22 eller 35 °C. n=5,
forutan der anna er oppgitt. Resultat er gjennomsnitt av malingane i kvar arm. I1A=ikkje
analysert. Analysen blei utfgrt ved 37 °C.

Analyse
(eining)

pH

()

pCO2
(kPa)

pO2
(kPa)

Base
(mmol/I)

Kalium
(mmol/I)

Glukose
(mmol/I)

Laktat
(mmol/l)

Arm
(temperatur)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)

Dag 1
7,162
7,164
7,054
7,066
6,868
6,884
10,16
10,18
11,72
11,66
13,92
13,34
8,06
6,60
6,84
5,84
6,08
5,70
-12,74
-12,60
-15,10
-15,46
-20,78
-20,62
4,28
4,16
3,74
3,76
5,60
5,72
24,48
24,84
22,24
22,26
17,98
17,86
3,24
4,08
6,98
7,78
15,20
15,62

Dag 3
7,110
7,116
6,834

1A

6,672
6,740 (n=2)
10,80
10,82
14,00

IA

9,38

8,30 (n=2)
10,52
7,46

7,42

1A

5,38

5,55 (n=2)
-14,24
-13,88
-21,84

IA

-28,3
-27,50 (n=2)
6,42

6,46

5,92

IA

13,76
14,40 (n=2)
23,86
23,48
16,92

IA

10,24
11,5 (n=2)
5,14

5,44
13,84

1A

26,5 (n=2)
28 (n=1)

Dag 7
7,020
7,050
6,648 (n=4)
IA

6,694
6,810 (n=2)
11,96
11,30
10,13 (n=4)
IA

2,92

2,15 (n=2)
15,74
10,48

8,58 (n=4)
IA

4,88

8,90 (n=2)
-16,68
-16,16
-28,18 (n=4)
IA

-31,47 (n=3)
-30,30 (n=2)
9,64

9,88

10,25 (n=4)
IA

IA

IA

22,12
22,16
10,63 (n=4)
IA

6,70

8,85 (n=2)
8,42

8,44

27,97 (n=3)
IA

IA

IA

Dag 14

6,920
6,948

11,92
11,50

29,04
27,34

-20,58
-19,94

14,08
14,24

19,18
19,28

13,64
13,06

Dag 21

6,838
6,876

10,76
10,52

32,56
32,22

-23,82
-22,92

17,56
17,70

16,72
16,94

18,20
17,60

Dag 35

6,698
6,743

7,72
7,94

34,12
34,06

-28,38
-27,52

22,60 (n=4)
22,45 (n=4)

11,94
12,42

25,60
24,40
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Som vist i Tabell X sank pH, base, pCO; og glukose mykje raskare under lagring i alle 22 og 35

°C-gruppene enn i 4 °C-gruppene samstundes som laktat og kalium steig raskare.

Skilnadane i funksjonsanalysane i test- og kontrollarmen etter filtrering utjamna seg dag 7 og

35 i begge posane lagra ved 4 °C (Tabell XI). Forutan R-verdien hadde posar i kontrollarmen

lagra ved 22 °C best funksjon dag 7 og posar i begge armane lagra ved 35 °C darlegast

funksjon. Figur 2 viser korleis utviklinga i to posar, ein fra kvar studiearm, ser ut pa TEG-

kurver.

Tabell XI. Tromboelastografianalysar. n=5, forutan der anna er oppgitt. Resultat oppgitt

er gijennomsnitt av malingane i kvar arm. IA=ikkje analysert.

Analyse
(eining)

TEGR

(minutt)

TEG K
(minutt)

TEG vinkel
(a)

TEG MA
(mm)

Arm
(temperatur)
Kontroll (RT)
Test (RT)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (RT)
Test (RT)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (RT)
Test (RT)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)
Kontroll (RT)
Test (RT)
Kontroll (4 °C)
Test (4 °C)
Kontroll (22 °C)
Test (22 °C)
Kontroll (35 °C)
Test (35 °C)

Dag0_ 0O

6,66
6,64

1,64
1,68

66,68
65,42

63,40
64,78

Dag0_3

7,82
8,84

2,00
2,52

61,98
55,48

61,92
57,24

Dag 7

7,58
7,20

8,38 (n=4)
IA

6,86

8,25 (n=2)

2,10

2,32

1,53 (n=4)
1A

3,18

5,80 (n=2)

61,20
58,28
67,03 (n=4)
1A

50,96
54,30 (n=2)

61,18
58,30
65,23 (n=4)
IA

50,40
40,15 (n=2)

Dag 35

7,00
6,56

4,58
5,66

49,66
47,72

42,52
42,54
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Diskusjon

Effekt av filtrering
Som vist i Tabell VII, har ikkje inokulasjon av E. coli i fullblod rett etter tapping fort til nedsett

funksjon av filteret, korkje evna til a sleppe erytrocyttar og blodplater gjennom eller til 3
halde leukocyttar tilbake i filteret. Hemolyse ved slutten av lagringstida i 4 °C var heller ikkje
auka i testgruppa (Tabell IX), som indikerer at det ikkje er auka skade av pa

erytrocyttmembranane fra filtreringa.

Den umiddelbare funksjonseffekten pa fullblodet malt med TEG 5000 (Tabell XI) indikerer
treigare aktivering av koagulasjonen (auka R-tid), lagare fibrinogenfunksjon (nedsett alfa-
vinkel), feerre plater og ein totalt svakare koagelstyrke (nedsett MA). Funksjonsendringa i
filtrert blod var ikkje synleg pa same mate dag 7, noko som kan tyda pa stress fra filtreringa
kan paverke den fgrste malinga. Endringane var sma, som Figur 2 illustrerer. Det var fgrst
dag 7 for posar lagra ved 35 °C og dag 35 for posar lagra ved 4 °C at koagelstyrken var under

normalomradet. Dette viser kor mykje lagringstemperatur har a seia for kvalitet.

Effekt av lagring
Stabil Hb samsvarer med hemolyse i fullblodet, altsa at fa erytrocyttar har blitt nedbrote

under lagring, som vist i Tabell IX. EVF steig svakt, noko som kan skuldast at erytrocyttane
endrar form under lagring til @ bli meir sfzeriske. At leukocytt-talet sank raskast i 35 °C-
gruppene tydar pa auka celledaud ved denne temperaturen, medan fall i LPK fra dag 14 i4 °C
tyder pa ein forseinka celledaud i denne gruppa. Til samanlikning fann ikkje Pidcoke et al
(2013) nedgang i LPK i Igpet av lagring i leukocytthaldig fullblod lagra ved 4 og 22 °Ci 21
dagar.”® Dei fann stabile platetal ved 22 °C, men reduksjon ved 4 °C. Eg fann auke i TPK ved
22 °Cdag 7 og mindre fall i TPK ved 4 °C enn det dei rapporterte. Meledeo et al (2019)
samanlikna kvalitet i leukocytthaldig fullblod i tre ulike tilsetjingslgysingar lagra ved 4 °Ci 35
dagar. Dei fann same trend i LPK som eg, men ikkje like stor nedgang i TPK. Var eigen studie
fra 2020 var utfgrt pa CPDA-1-fullblod lagra kaldt. Me fann den gongen litt auka platetal i
lgpet av lagring i 35 dagar. Arsaka til at det er ulike resultat i ulike studiar kan skuldast andre
arsaker enn endringar i fullblodet. Malevariasjon i ulike hematologi-instrument, ulikt

prgvemateriale fgr analyse, ulik blanding av posane fgr prgvetaking kan vera medverkande
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arsaker. Pa AIT fyller me prgvemateriale fra blodposar pa EDTA-glas fgr hematologianalysar

for a Igysa moglege samanklistra celler fgr analyse.

Fullblod lagra ved 35 °C hadde hemolyse over 0,8 % dag 7 i begge armane, noko me ikkje
fann i kontrollarmen lagra ved 22 °C. Den leukocyttreduserte testarmen, som hadde
bakterievekst i alle posane hadde gjennomsnittleg plasma-Hb pa 3,86 dag 7, som svarar til
hemolyse over 0,8 %. Dette indikerer at bakterievekst har fgrt til auka hemolyse i posar lagra

ved 22 °C.

Endring i blodgassanalysane under lagring, vist i Tabell X, tyder pa mykje hggare
metabolisme i dei varme gruppene, som raskare fgrte til darlegare kvalitet i fullblodet.
Pidcoke et al fann same nedgangen i pH og glukose og auke i laktat som eg ved 22 °C, men
eg hadde ikkje same negative utviklinga som dei rapporterte ved 4 °C.>® Hughes et al (2007)
lagra fullblod ved 19 eller 25 °Ci 72 timar.>? Bade Hughes, Meledeo og Sivertsen fann den

same utviklinga som eg i pH, glukose og laktat.

Det var framleis funksjonsskilnadar i dei to studiearmane dag 7, men ikkje pa same mate
som rett etter filtrering (Tabell XI og Figur 2). Medan posane lagra ved 4 °Ci 35 dagar og 35
°C i 7 dagar viste teikn pa a ha mista funksjon i form av saktare dannande koagel og faerre
plater, viste ikkje posane lagra ved 22 °C same trend. Det er mogleg at prgvane mine tatt fra
4 °C-gruppa ikkje var tilstrekkeleg oppvarma fgr analysering, som har fgrt til falske lage
verdiar. Dei fire posane lagra ved 22 °Ci sju dagar hadde sterkast koagel. Dette indikerer at
platefunksjonen ikkje er utslatt i fullblod lagra i sju dagar ved 22 °C. Pidcoke et al (2013) fann
ein reduksjon i koagelstyrke i fullblod lagra ved 22 °Ci 7 dagar, medan Hughes et al (2007)
som fann vedvarande lik koagelstyrke i 72 timar. Meledeo et al og Sivertsen et al fann, som

eg, redusert koagelstyrke i lppet av.?®

Bakterievekst i kontrollgruppa fra dag 7 i to posar i 35 °C-gruppa og i tre posar fra dag 14 i 22
°C-gruppa viser og at leukocyttane har lgyst seg opp og slept ut bakteriar tidlegare i den
varmaste gruppa. Dette tyder pa at leukocyttane hadde evna til a fagocytera bakteriar innan
prevetaking dag 1. Nar eg igjen kunne pavisa bakteriar dag 7 eller dag 14 skuldast dette mest
truleg nedbryting av leukocyttane. Hégman et al skildra same fenomenet i 1991.%°

Forfattarane skreiv at det er ein fordel a leukocyttfiltrera blod fgr lagring for a hindra
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forseinka oppvekst, da det er velkjent at leukocyttar gar i opplgysing under lagring i

blodkomponentar og slepp ut celleinnhaldet.

Tidlegare studiar har funne ulike resultat av fagocytering under kvile i romtemperatur. Det
har blitt sett pa kvile ved seks, atte, 16 og 24 timar, medan me berre let fullblodet kvila to
timar. Det har vore ulike funn, men i dei fleste tilfella har det vore ein fordel 3 la blodet kvila
lengst mogleg for komponentproduksjon.383%4° Eg fann berre ein pose med oppvekst etter
24 timars kvile i romtemperatur. Vare resultat indikerer difor det andre har funne; lengre
kvile er ein fordel for fagocytering. Arsaka til at AIT let blodet kvila minimum to timar er for 3
la temperaturen i fullblodsposen seinka til romtemperatur og la leukocyttar fagocytera
eventuelle bakteriar. Fordi leverandgren har anbefala filtrering innan atte timar med

platesparande filter har det blitt sett som maksimumsgrense.

Me fann ikkje vekst i fullblod lagra ved 4 °C, men rask vekst ved 22 °Ci leukocyttredusert
fullblod. Dei aller fleste E. coli-stammene veks darleg ved 4 °C i fullblod, PRC og
platekonsentrat og godt i platekonsentrat ved 22 °C.3641.424548 \3re resultat stemmer
overeins med dette. Me fann varierande grad av oppvekst ved 35 °C, som kan indikera at
andre kjelder enn fagocytose hindrar oppvekst. To tidlegare studiar har lagra inokulert blod

ved 37 °C, der ein fann oppvekst ved lagring ved 37 °C og ein ikkje fann auka vekst etter to

timar i 37 °C fer kjglelagring.”48

| studiar der dei har brukt ulike stammer har dei sett ulike evner til 3 overleva i
blodkomponentar.3”4 Me brukte berre ei stamme. Dette kan forklara resultat me har fatt
som har vore ulike andre sine resultat. Grunnen til at Taha et al (2019)%® fekk eit anna
resultat enn oss ved kvile i romtemperatur var nok fordi dei hadde inokulert ein sa stor
konsentrasjon av E. coli at det ikkje var mogleg for leukocyttane a fagocytera og bakteriane

dermed fekk veksa.

Metodekritisk del
| denne pilotstudien blei det ikkje tatt med ei bakteriefri kontrollgruppe. Hadde me hatt ei

kontrollgruppe utan inokulerte bakteriar kunne me ha samanlikna resultat i posar med og
utan bakteriar for a vurdera om bakteriar har fgrt til nedsett kvalitet i fullblodet. Sidan
bakteriar blei inokulert i fullblod som skulle bli filtrert og funksjonen til filteret ikkje tillet
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filtrasjon av sma mengder blod, kunne me ikkje fjerna halvparten av blodet fgr inokulasjon.
Difor ville ei bakteriefri kontrollgruppe ha betydd dobbelt sa mange blodgivarar i studien.
Dette hadde me ikkje tid eller testkapasitet til innan rammene for ei masteroppgave. Sidan
me @gnskte a veta kva leukocyttreduksjon gjorde med eventuelle bakteriar i fullblod, kom me
fram til at det ikkje var naudsynt a dobla arbeidsmengd og tappingar. Me kan samanlikna
kvalitets- og funksjonsresultat fra denne studien med andre studiar som har blitt

gjennomfart.

Dersom det hadde latt seg gjera, burde me tatt med fleire posar i studien. Da kunne me

analysert resultata statistisk for a sja etter statistisk signifikante skilnadar.

MBF analyserte hematologi- og blodgassanalysar i studien. Avtalen me oppretta pa
ferehand, var at analysar kjgrt hos dei matte koma i Igpet av normal arbeidstid. Difor valde
eg a la blodet kvila berre to timar fgr filtrering. Dette er vanleg prosedyre pa
komponentseksjonen ved AIT, der prosedyren krev filtrering av fullblod mellom to og atte
timar etter tapping. Resultata fra studien viser at dette var for kort tid til effektiv

fagocytering av dei inokulerte bakteriane.

Bakteriestamma me valde var god & jobba med pa laboratoriet. Det var uproblematisk a laga
bakteriefortynningar i eksponentiell vekst som blei inokulert i fullblod. Eg synast det var fint
a jobba med ein bakterie eg ikkje trong vera redd for a bli smitta av. Men, om eg skulle gjort
forspket pa nytt med kjennskapen eg har no ville eg valt ei anna bakteriestamme som ikkje
koagulerer i fullblod, og valet ville nok falt tilbake pa den gram positive Staphylococcus

aureus.

Inokulatet hadde lagare konsentrasjon av E. coli enn gnska. Gjennomsnittleg estimert
inokulasjon var 20,26 CFU/ml. Sjglv med lagare konsentrasjon enn gnska klarte eg a pavisa E.
colii alle posane. Ein lzerdom fra dette forsgket var at konsentrasjonen var lagare enn
forventa, og ved eit eventuelt nytt forsgk begr eg ta det med i berekninga, slik at resultatet
blir naerare gnska konsentrasjon. Arsaka til at konsentrasjonen blei lagare enn gnska kan
vera at piloten ikkje var godt gjennomfgrt, slik at eg ikkje hadde funne korrekt konsentrasjon
av E. colived 0,5 McFarland, og dermed konsekvent underestimerte konsentrasjonen av
inokulatet. Det er like truleg at arsaka skuldast at konsentrasjonen av E. coli blei meir

fortynna i kvart steg enn planlagt, slik som vist for dei positive kontrollane i Tabell VI. Dette
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kan skuldast at pipetter med stort volum har st@rre variasjon enn pipetter med lite volum. Ei
anna arsak kan vera at bakteriar har festa seg til kvarandre, pipettespissar eller overflater i

glasa undervegs, og dermed ikkje blitt fortynna korrekt.

Fgr studien var me ikkje oppmerksame pa at

) * 5
el @ 2 2000y,
-—/’_\\7
~TERUMO CORPORATION TERUMG Eunc
ToOkRy Japan 3
Rev

oppvekst av E. coli (ATCC 25922) kunne fgra til
koagulasjon av fullblod. Ingen av
bakgrunnsartiklane eg brukte har nemnt
koagulasjon. Sjglv om det er kjend at sepsis

med E. coli gir DIC,>® hadde me ikkje forventa

at dette kunne skje i fullblodsposane under - —
Bilete 4. Leukocyttredusert pose lagra i 3 dagar
ved 22 °C, der ein kan sja lyse bakteriekoloniar
som veks oppa cellelaget og sma, mgrke koagel pa
botn av posen.

lagring. Det er skildra at
bakteriekontaminasjon av blodkomponentar
kan gi koagel og ein brukar alltid visuell
kontroll av blodkomponentar ved utlevering for & sja etter moglege koagel.?° | ein vidare
litteraturgjennomgang etter at me oppdaga koagel i posar med oppvekst fann eg at Landsem
et al (2015) publiserte ein artikkel der dei viser at E. coli (ATCC 33572) gir koagulasjon av
fullblod grunna komplementaktivering som gir produksjon av vevsfaktor i monocyttar.6! Eg
kontakta Anne Landsem ved Forskningslaboratoriet hos Nordlandssykehuset per e-post. Ho
meinte at denne mekanismen ogsa moglegvis kan forklara koagulasjon etter inkubering med
E. coli-stamma me har brukt. Likevel forklarar ikkje dette kvifor eg fekk oppvekst i posar i den
leukocyttreduserte testarmen, sidan dei manglar monocyttar som kan produsera vevsfaktor.
Derimot har eg funne to andre artiklar som skriv at E. coli paverkar TLR4, som ein finn bade
pa leukocyttar og blodplater. Matus et al (2017) skriv at E. coli 0111 induserer syntetisering
av vevsfaktor fra blodplater via TRF4-aktivering, som fgrer til koagulering.®? Wang et al
(2019) skriv at membranvesiklar utskild fra E. coli fgrer til disseminert intravaskulser

koagulasjon ved sepsis.®3

Det er sveert usikkert kor korrekt kvantifiseringa av E. coli i posar med koagel var. Eg vil anta
at mengda bakteriar var ulik i koagel og flytande blod. Sidan E. coli har sett i gong
koageldanninga er det sannsynleg at E. coli finnast innfiltra i koagela, men at mengda ikkje
var lik som i det flytande blodet. Eg vil difor tru at prgvemengda flytande blod som blei
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spreidd pa blodagar-skaler fra posar med koagel ikkje innehaldt ei representativ mengd
bakteriar for heile blodposen. Ved blanding av posane var det umogleg a Igysa opp koagela.
Eg blanda likevel posane pa lik mate som posane utan koagel, for a sikra at celler og
eventuelle bakteriar som var klistra saman eller til poseveggen var sa godt lgysa som mogleg.
Ved overfgring til prgvetakingsposen blei ulike mengder koagel med. Fgr pipettering av 100
ul fullbod til blodagar-skalene blei prgveglaset blanda i 5-10 sekund pa preveristar. Likevel
var det i mange tilfelle vanskeleg a pipettera blod utan koagel i pipettespissen, noko som

gjorde prgvetaking av fullblod med mange sma koagel til ein tidkrevjande prosess.

Avvikslogg
Den utfylte avviksloggen til studien, Vedlegg 8, skildrar alle avvik som oppstod. Det som eg

synast er dei viktigaste avvika, er der eg fortynna prgvematerialet for mykje fgr utsaed pa
blodagar-skaler. | dei tilfella eg fekk negative resultat i fortynna prgvar kan eg ikkje med
sikkerheit seia at det ikkje var bakteriar i fullblodet. Dei tilfella der eg ikkje hadde fortynna
preven godt nok, slik at eg ikkje fekk rekna ut korrekt konsentrasjon var kjedelege, men eg

fekk i det minste pavisa bakterien i fullblodet.

Ved fleire anledningar sank temperaturen under 33 °C. To posar var under 33 °C 1 time og 15
minutt, ein pose hadde eitt malepunkt under 33 °C medan to posar var under 33 °Ci eit par
timar. | Igpet av 14 dagar er dette likevel lite. Ved ein anledning var temperaturen over 24 °C

i to timar for ein pose. Ogsa dette ser eg som kort tid i Igpet av lagringstida pa 14 dagar.

Det var to tilfelle av ureiningar pa
blodagar-skalene ved avlesing. Ein gong
kom ureininga fra annan bakterie. Eg
fann tre koloniar fordelt pa tre skaler
med ulik fortynning av pr@gvemateriale.
Den dagen har eg notert at eg brukte
hanskar under arbeid i
sikkerheitsbenken, utan at eg hugsar

kvifor. Vanlegvis brukte eg berre

Bilete 5. Ureining av ein ukjent koloni pa to ulike
blodagar-skaler. Ureininga er sma, kvite koloniar medan

ved behandling av bakteriefortynninga E. coli-koloniar er stgrre og gule.

desinfiserte hanskar pa tappedagen,
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til og med inokulering. | dette tilfellet har truleg hanskebruk fgrt til at noko, for eksempel
glaset med sterilt saltvatn, eller opninga til t-ausene brukt til  spreie prgvemateriale, har
blitt ureina. Ved eit anna tilfelle fekk eg ein kraftig ureining pa ei av tre skaler. Den dagen var
det koagel i den ufortynna prgven, som i mange tilfelle fgrte til vakuum i pipettespissen og
plutseleg sprut av prgvemateriale opp i pipettespissen. Denne dagen vil eg tru at spruten
nadde sjglve pipetta, og har fgrt til ureining inni ein pipettespiss. Pipetta blei reingjort,

desinfisert og kontrollert fgr ny bruk.

Ved to anledningar har sentrifugeringa av prgvar tatt fra posane blitt utfgrt utanom
prosedyren. Ein gong blei sentrifugeringa utfgrt forseinka og ein gong blei prgvane
sentrifugert ved 10.000 g i 10 minutt i staden for 2.500 g i 15 minutt. Plasma-Hb var ikkje

paverka i nokon av tilfella.

TEG-analyse blei sett opp forseinka ein gong. | studien prgvde eg a analysera TEG
umedelbart etter prgvetaking for a hindra endringar i prgveglaset, seerleg dag 0, . Eg trur
ikkje at ein time i prgveglas har ein effekt pa analysen som ikkje allereie har kome etter ei
veke lagra i blodpose. Ein gong blei feil kanal starta pa data, slik at analysen gjekk i koppen
utan at det blei registrert pa data. Starta rett kanal pa data og stoppa den feile etter 1,3
minutt. Sidan kurva ikkje hadde endra seg pa denne tida, la eg til tida som blei kgyrd pa feil
kanal til R-tida til denne prgven i databasen. Dette fgrte truleg til £0,2 minutt feil i

databasen, som ikkje har innverknad pa resultatet av studien

Det hyppigaste avviket er i dei tilfella koagel i blodposane gjorde at hematologi- og
blodgassanalysar ikkje blei utfgrt. Dette gjaldt atte posar i testarmen dag 3 og 7der ein pose i
tillegg var sa koagulert dag 7 at eg ikkje kunne pipettera blod i det heile, og ein pose i
kontrollarmen dag 7. | staden for a laga eitt avvik per prgvetidspunkt, samla eg desse i tre
avvik. P3 eitt tidspunkt var ein pose sa koagulert at eg ikkje klarte a pipettera prgvemateriale

fra posen, slik at eg heller ikkje kunne ta prgve til bakterievekst.

| Ippet av studien f@rte eg opp lothnummer brukt pa eit eige skjema (Vedlegg 10). Dersom det oppstod
endringar i resultat som kunne skuldast utstyr eller reagens som eg brukte var det viktig a ha ei
fullstendig oversikt over kor tid utstyr var tatt i bruk, og kor tid det ikkje lengre var i bruk. Heldigvis

blei det ikkje ngdvendig a vurdera om endringar skuldast utstyr eller reagens brukt.
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Vidare studiar
Vidare studiar bgr undersgkja kor lenge det er optimalt at fullblod kviler ved romtemperatur

for kjplelagring, i forhold til bakterievekst. Vare resultat indikerer at fullblod bgr kvila lengre
enn to timar. Av praktiske omsyn ein bgr tenka pa er at komponentproduksjonslaboratorium
sjeldan har dggndrift, slik at det er naturleg a vurdera atte og 24 timars kvile, slik det har blitt
gjort i tidlegare kvalitetsstudiar.

Sidan E. coli (ATCC 25922) koagulerer ved vekst i fullblod er det naturleg a velja andre
bakteriestammer som ikkje fgrer til koagulering, slik at prevematerialet held seg meir
homogent.

For alle prgvetidspunkt fram til dag 7 i tillegg til dag 14, 21 og 35 for posar lagra ved 4 °C,
sentrifugerte og frgys eg ned plasma til cytokin-analysar som ligg lagra ved -70 °C i
biobanken «In vitro kvalitet av fullblod og blodkomponenter». Dette materialet kan gi
verdifull informasjon. Det kan vera interessant @ mala IL-1B og TNF-a fordi dei kan seia noko
aktivering av leukocyttar og blodplater, og dermed produksjon av vevsfaktor som kan ha

aktivert E. col.5163

Konklusjon
Resultata vare indikerer at leukocyttar ikkje klarer a fagocytera E. coli fra fullblod oppbevart i

romtemperatur innan to timar etter tapping, men at leukocyttreduksjon etter 24 timars kvile
ved 20-24 °C fgr kaldlagring meir effektivt hindrar oppvekst av E. coli.
Synlege koagel i fullblod kan skuldast kontaminering av E. coli. Dette visar at optisk kontroll

av blodposar fgr utlevering eller transfusjon er viktig.

Praktisk bruk av funn i studien
Eg fann at det var ein fordel & ha leukocyttar i fullblod som blei lagra varmt for & hindra

oppvekst av E. coli. Ved kjglelagring var det ingen skilnad i bakterievekst i dei to
studiearmane, som indikerer at leukocyttar ikkje paverkar bakterievekst ved 4 °C . Det kan
difor vera ein fordel at blod som blir tappa i vandrande blodbankar ikkje blir
leukocyttredusert.

AIT bgr vurdera a la CPDA-1-fullblod kvila over natt fgr kjglelagring. Eg vil og anbefala at

kviletida til CPD-fullblod fgr leukocyttreduksjon via filtrering blir vurdert.
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Abstract
BACKGROUND
Collection of non-leukoreduced citrate-phosphate-dextrose-adenine (CPDA-1) whole blood is

performed in civilian and military walking blood banks. Due to environmental conditions,
blood collected outside a blood bank may have increased risk of bacterial contamination.
This study was conducted to examine the effects of leukocyte reduction and storage

temperature on growth of Escherichia coli (ATCC® 25922™) in CPDA-1 whole blood.

METHODS AND MATERIAL
450 mL CPDA-1 whole blood from ten group O donors was inoculated with E. coli. Test units

were leukoreduced with a platelet-sparing filter two hours after inoculation. Control units
remained unfiltered. Three hours after donation, whole blood was split into three bags and
stored at 2-6°C, 20-24°C or 33-37°C. Bacterial growth was quantified immediately, two and
three hours after inoculation, on days 1, 3, 7 and 14 for all storage temperatures, and

additionally on days 21 and 35 for storage at 2-6°C.

RESULTS
Whole blood was inoculated with mean 20.26 (range 12.0-32.0) colony-forming units per mL

(CFU/mL) E. coli. After leukoreduction through the platelet-sparing filter mean 9.32 CFU/mL
(range 0.0-33.3) E. coli remained in the whole blood. Leukocytes in the control arm were
able to phagocyte E. coli within 24 hours at 20-24°C and 33-37°C in nine of ten bags.

However, a slow self-sterilization occurred during storage in both arms at 2-6°C.

CONCLUSIONS
Our findings indicate that leukocytes are not able to phagocyte E. coli within two hours after

donation, while storage at 20-24°C for 24 hours leads to fewer bags with E. coli-

contamination. Subsequent storage at 2-6°C will reduce growth of E. coli.
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INTRODUCTION

All blood cellular components, including whole blood, used in Norway are leukoreduced (LR)
according to regulatory requirements. Whole blood is LR with platelet sparing filters. Local
standard operating procedures allow for leukoreduction by filtration between two and eight
hours after donation and before refrigeration. The rational for the holding time is that during
the rest period, the leukocytes in whole blood is expected to phagocyte contaminating
bacteria before removal from the blood by filtration. After filtration, whole blood is stored at
2-6°C until transfusion. Based on quality data regarding red cell storage, citrate-phosphate-
dextrose-adenine (CPDA-1) could be a better storage solution because it allows for longer
storage,? but this additive solution is yet not present in a commercially available bag

connected to a platelet-sparing filter.

Norwegian blood banks are hospital based. Blood is collected in GMP-approved blood
donation facilities. In addition to serving the civilian hospitals, some blood banks are
appointed to support the Norwegian military forces. As the supply chain may be challenging,
it is necessary to establish safe systems for obtaining blood at site of injury. Under such
circumstances, safe procedures covering the whole process from donor selection to
transfusion have been implemented. Whole blood donated in a walking blood bank is
intended for immediate use to maintain blood pressure and tissue oxygenation in the

bleeding patient until surgical intervention is available.



However, in addition to immediate use, whole blood collected in a walking blood bank may
also be stored refrigerated or if this possibility is not available, at room temperature. Thus,

the issue of bacterial contamination is of great importance for patient safety.

The by far most applied method for leukoreduction in blood banks is removal by filtration.
Based on hemovigilance data from many countries over decades, this is a safe procedure not
increasing the risk of bacterial infections in the recipients. Blood collected in a walking blood
bank is not LR. When personnel, often with limited training, collect blood in a walking blood
bank where normal hygiene procedures cannot be accomplished, there is a higher risk of

bacterial contamination in the donated blood.

In this study, | aimed to explore the effects of leukoreduction and storage temperature on
bacterial growth in CPDA-1 whole blood. As a primary outcome, | investigated whether
leukoreduction of whole blood protects against growth of E. coli during storage. As a
secondary outcome, | examined whether storage at high temperatures lead to increased

growth of E. coli and if E. coli affects function and quality of CPDA-1 whole blood.

MATERIALS AND METHODS

Study design and ethics

This laboratory study was performed at the Department of Immunology and Transfusion
Medicine at Haukeland University Hospital between September 2019 and March 2020. The
regional committees for medical and health research ethics approved the study (REC id:
2017/157). All donors gave written informed consent to participate in the study before

donation.



Preparation of CPDA-1 whole blood

We collected 450 mL O RhD positive whole blood into bags with 63 mL CPDA-1 (PB-
1CD456M5S, Terumo BCT) from ten blood donors (four female and six male). Immediately
after collection and baseline sampling, the whole blood was inoculated with 1 mL 15,000

colony-forming units (CFU) Escherichia coli (ATCC® 25922™).

Preparation of inoculum

Before each whole blood donation, | incubated one colony of E. coliin 25 mL Luria-Bertoni
medium at 200 rpm (311DS, Shaking Incubator, Labnet International Inc.) for 12-18 hours at
37°C and aerobic conditions. To make a pellet of E. coli in exponential growth, the tube was
centrifuged at 1900 g (Kubota 8700, Kubota Corporation) in room temperature for 10
minutes. The pellet was resuspended in sterile saline (9 mg/mL NaCl, B. Braun) until ODsoo
(DEN-1B McFarland Densitometer, BioSan) and further diluted to 15,000 CFU/mL. A 1 mL-
sample of the diluted E. coli was kept on ice until inoculation. To calculate the inoculation
concentration and confirm the presence of E. coli in the inoculate, a 10-fold dilution of the

inoculation sample was quantified as described below.

Storage and sampling of CPDA-1- whole blood

After two hours rest at room temperature, the units in the test arm (n=5) were LR with a
platelet-sparing filter (Imuflex WB-SP, BB*LGQ456E6, Terumo BCT), whereas units in the
control arm (n=5) remained unfiltered. After three hours, the units were gently mixed and
transferred to three final storage bags (Teruflex, BB*T015CM, Terumo BCT) which were kept
at 2-6°C (4°C) for 35 days and at 20-24°C (22°C) or 33-37°C (35°C) for 14 days. The units were
sampled by sterile welding of a Teruflex bag to the storage bags. The bags were gently mixed

before an appropriate volume was removed. The sampling time points were as follows: Days



1, 3, 7 and 14 for all storage temperatures and additionally on days 21 and 35 for bags

stored at 4°C.

Laboratory investigations

To ensure that there were no complications from other bacteria already present in the
whole blood, | performed bacterial controls immediately after donation and before
inoculation with E. coli. A 3-way stopcock (Discofix® C, B. Braun Melsungen AG) was sterile-
welded to the whole blood bag and 10 mL whole blood was transferred aseptically to
aerobic (BacT/ALERT FA Plus, bioMérieux SA) and anaerobic (BacT/ALERT FN Plus,
bioMérieux SA) culture bottles, which were incubated at 36°C for 7 days (BacT/ALERT® 3D

60, bioMeérieux SA).

Quantification of E. coli was performed by pipetting and dispersing 100 uL whole blood onto
blood agar plates in triplicate. Where appropriate based on odour, clots and previous
results, | diluted the samples in 10-fold increments with sterile saline and dispersed at least
three dilution steps. The blood agar plates were incubated at 37°C for 18 to 24 hours. Plates
with <200 colonies were counted. Mean of three plates was used to calculate CFU/mL E. coli

in whole blood.

Residual WBC (rWBC) was counted by flow cytometry (BD Leucocount Kit/BD FACSCanto I,
BD Biosciences) after leukoreduction of the test units. Hematology and blood gas parameters
were measured at all sample points, except day 14 for bags stored at 22 and 35°C. If visible
clots were detected, these tests were not analyzed because the clots would block capillaries
in the instruments. Hemoglobin (HBG), haematocrit (HCT), platelet count (PLT) and
leukocyte count (WBC) were analyzed in K2EDTA on a hematology analyzer (Cell-Dyn

Sapphire, Abbott Diagnostics). Plasma-hemoglobin (plasma-HGB) was measured using a



photometer (HemoCue Plasma/Low Hb, HemoCue AB). pH, p0O2, pCO2, potassium, glucose
and lactate were measured on a blood gas analyzer (ABL825 FLEX, Radiometer Medical ApS).
Viscoelastic hemostatic properties were measured by thromboelastography (TEG 5000,
Haemonetics Corporation) immediately after donation, at three hours and on day 7. Bags
stored at 4°C were additionally measured on day 35. Briefly, 1 mL of whole blood was
activated with 40 pL of kaolin of which 340 uL was transferred to a plain cup containing 20
uL of 0.2 M CaCl; to overturn the effect of citrate. The analysis ran until 30 minutes after
reaching MA. The parameters recorded from TEG analysis were time to first clot formation
(R), time from R until the clot reached 20 mm (K), rate of clot formation (a), and maximum
clot strength (MA).

Visual inspection

From day 1, | performed a visual inspection of the blood bags to investigate if there were any
changes occurring. Clotting and the color of whole blood were evaluated. After the initial

observations, | gently mixed the bags to get a second judgement of the blood qualities.

Statistical analysis

SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 26.0. Armonk, NY: IBM Corp.) was used to
store the database and perform statistical analyses. Due to the low number of whole blood
bags in this study, | only performed descriptive analyses, which are presented as mean

(range).

RESULTS

450 mL CPDA-1 whole blood from ten group O blood donors was inoculated with 20.26

(12.0-32.0) E. coli calculated from the positive controls of the inoculation samples. Samples



taken immediately after inoculation of E. coli confirmed recovery of the inoculated E. coli in

all bags with a recovered E. coli concentration of 11.67 CFU/mL (3.3-26.7).

Effect of leukoreduction on growth of E. coli

After two hour rest at room temperature, E. coli was still detectable in nine of ten units with
13.00 CFU/mL (0.0-23.3, n=10). Five units in the test arm were then LR through a platelet-
sparing filter, which did not remove E. coli from the whole blood. When measured three
hours after inoculation, the LR and the non-leukoreduced (nLR) arm had a concentration of
9.32 CFU/mL (0.0-33.3, n=5) and 13.34 CFU/mL (3.3-26.7, n=5) respectively (Table 1).
Further, a rWBC concentration of 0.09x108/unit (0.0-0.3) was detected in four units in the
test arm after leukoreduction. The fifth unit had bacterial growth due to a delay in analysis,

which led to a measuring error.

Effect of storage temperature on growth of E. coli
Refrigerated storage at 4°C inhibited growth of E. coli in both arms. All bags stored at 4°C
had detectable growth at least one of the first seven days, while none of the bags had

detectable growth on days 14, 21 and 35 (Table 2).

The bags in the LR arm stored at 22°C had 2.10x10° CFU/mL (2.0x103-8.0x10°)E.coli from day
1, reaching 6.20x108 CFU/mL (4.0x108-7.0x102) on day 14 (Table 2). In the nLR arm, only one
bag had detectable growth on day 1, later reaching 2x108 CFU/mL on day 14. Four of the five
bags in the control arm had detectable growth on day 14 (Table 2). One bag had visible clots

on day 14 but no detectable growth in a 1:10° dilution.

Three of five bags in the LR arm stored at 35°C had bacterial growth from day 1, while two
bags had no detectable growth throughout storage for up to 14 days (Table 2). No nLR bags

stored at 35°C had detectable growth on days 1 and 3. There was, however, detectable



growth from day 7 in two of five bags. One of the bags with detectable growth on day 7 was
completely coagulated on day 14, which made sampling impossible. One bag had visible

clots on day 14, but no detectable growth with a dilution of 1:103.

Visual inspection

All bags with exponential growth of E. coli provided visible clots from day 3 onwards,
contrasting no visible clots on day 1 (lllustration 1). One bag in the control arm had no visible
clots despite an E.coli concentration of 7.0x10° CFU/mL on day 14. This bag had no

detectable growth on day 7.

The storage bags used in this study were gas permeable and | found that erythrocytes in
bags stored at 4°C became more and more vibrantly red, which coincided with an increase in
pO: levels from mean 7.3 kPa on day 1 to 34.1 kPa on day 35 (n=10). Whole blood stored at
22°C and 35°C became darker in color, which coincided with stable pO2 but not with
detectable bacterial growth. Visual inspection of the bags before mixing did not always show
hemolysis that had occurred since the last sampling. In seven bags with mean plasma-HGB of
0.47 g/L (range 0.4-0.6) at the previous sample-point and no visible hemolysis before mixing,

| found plasma-HGB levels above accepted limits with mean 5.71 g/L (range 2.2-15.1).

Five bags stored at 35°C, three in the LR arm and two in the nLR arm, had visible air bubbles
in the bag on day 3. The three bags in the test arm had extensive growth, while the two bags

in the control arm had no detectable bacterial growth.

There was a distinct smell from bags with bacterial growth, which corresponded to the

extent of bacterial growth.



The effects of E.coli on functional and quality control markers

Samples for functional test and quality control analysis were taken on day one from all bags,
but from day three, all bags with exponential growth of E. coli had clots of differing sizes,
which made analysis in automated analyzers impossible. Only bacterial quantification and
plasma-HGB was performed on the clotted samples. Table 3 shows hematology and blood

gas results from the bags stored at 4°C. The results are presented as mean of each arm.

DISCUSSION

Escherichia coli (ATCC® 25922™) is a strain of bacteria used in many laboratory
experiments.37 It has a rapid growth rate, is activated, but not killed by complement, does
not produce verotoxin and is coagulase negative.® The bacterium enabled us to examine
bacterial growth in whole blood bags with and without leukoreduction, since E. coli, as

observed in our data, do not absorb to the filter during leukoreduction.

Effect of leukoreduction on growth of E. coli

Our results indicate that a rest period of two hours before leukoreduction is insufficient for
phagocytosis of inoculated E. coli by leukocytes in whole blood. A longer resting period at
22°C would probably facilitate phagocytosis® and thereby product sterility as the
phagocytosed bacteria are removed during filtration.'° Sanz et al (1995) showed that
prolonged storage of whole blood at room temperature for 16 hours yielded fewer E. coli
than whole blood held for six hours.! This is indicated in our results, where 80% of the non-
filtered bags had undetectable growth after 24 hours at 22°C while 10% had undetectable
growth after two hours. A slight decline in detectable bacteria was observed in the LR arm
immediately after filtration, probably due to some removal by the filter. Moroff et al (2011)

showed that in vivo survival in platelets stored for five days and red cells stored for 35 days



was similar when whole blood was held at room temperature for 8 or 24 hours before

component preparation.*?

For the nLR bags stored at 4°C, | observed a peak in growth on day 1, which may be a result

of continued growth before the temperature dropped after room temperature storage.'34

Effect of storage temperature on growth of E. coli

During storage at 4°C, there was no difference in bacterial growth in the two study arms
except for the transitory incline on day 1 in the nLR arm. After day 7, E. coli was
undetectable in all bags stored at 4°C. This phenomenon with auto-sterilization has been
described previously for packed red cells contaminated with E. coli”*> as well as a
bacteriostatic effect in platelet concentrates stored at 4°C for three and five days.”*¢ Braude
et al (1955) found that only some strains of E. coli survived in citrated blood stored at 4-8°C
for 20 days.'” As long as whole blood is stored at 4°C there is no difference in bacterial

growth by E. coliin LR and nLR bags.

There was a delay in bacterial growth in nLR whole blood stored at 22 or 35°C. This is in
accordance with previous literature reporting that leukocytes can phagocyte E. coli in whole
blood at 22 and 35°C.*® However, the phagocytosis is temperature-dependent,’® and our
results suggest that the phagocytosis is better preserved at 35°C as compared to 22°C and
4°C. At 35°C, two of five bags in both arms did not have detectable growth during storage.

However, storage at 35°C is not advisable due to the reduced quality of whole blood.

The LR whole blood stored at 22°C had seemingly no protection against bacterial
proliferation since all five bags showed exponential growth from day 1. However, nLR whole
blood was able to phagocyte E. coli in four of five bags and keep the bacteria undetectable

for a period. However, when the leukocytes disintegrated and bacteria again were released



into the whole blood, E. coli proliferated and detectable growth were observed on day 14.
For the fifth nLR bag stored at 22°C, in which bacterial growth was demonstrated already on
storage day 1, the WBC count was 3.2x10°/L, lower than in the other four bags (range 3.7-
6.3x10%/L). As | do not have data on the concentration of different leukocyte subsets, | can
only speculate that the whole blood of some donors may be incapable of executing

phagocytosis at a sufficient level.?°

Visual inspection

Visual inspection of all blood components before release is an important part of a quality
control system.?! Bacterial contamination may lead to discoloration and hemolysis, which
may be detectable by visual inspection.?? Sealed segments of tubing attached to the bag may
be used to assess the bag for changes in colour.??> When whole blood bags are stored
upright, red cells sediment, and the supernatant should, under ideal conditions be a clear
yellow. Visual inspection of our bags before sampling did not always show discoloration in
the supernatant. However, the change in color was visible in centrifuged tube samples and in
the supernatant after the bags had been mixed and the cells had sedimented anew. A
possible way of visually detecting hemolysis of whole blood could be to turn the bags over
once daily and then keep them upright to make sedimentation reveal the true color of

plasma before issuing.?32*

Red cells in bags stored at 35°C became darker in color than bags stored at 22°C regardless

of detectable bacterial growth, indicating that bacterial growth was not the leading cause of
discoloration of the cells in this study, rather an increasing plasma-HGB and stable pO,. Red
cells in bags stored at 4°C became vibrantly red during storage with simultaneous increasing

pO; levels.



Clot formation is known to accompany bacterial contamination of red cell concentrates.?> A
result of bacterial growth at 22°C and 35°C was extensive coagulation of the whole
blood.?®?” There was, however, a window period where bacterial growth was detected by
testing without any visual signs of infection. No bags had visible clots before day 3, while
nine bags stored at 22 and 35°C had detectable growth of E. coli on day 1. One of these bags
had 2.4x107 CFU/mL, which is associated with serious transfusion reactions and possible

fatality.?#2° On day 3, nine of ten bags had clinically significant concentrations of E. coli.

The effects of E.coli on functional and quality control markers

The low number of bags in our study prevents statistical comparative analyses. However, as
seen in Table 3, whole blood stored at 4°C did not have hemolysis >0.8% at end of storage in
either arm. As expected with the short lifespan of leukocytes, there was a declining number
in the nLR arm. The LR arm had fewer platelets at the end of storage, which may have
started at filtration, where | found a 10% (4, 21) loss. Sivertsen et al (2020) found similar

results in cold-stored leukoreduced CPDA-1 whole blood.?

Limitations of our study

The sampling volume of 100 uL whole blood in triplicate for bacterial quantification has its
limits. However, it is common practice.3%3! In bags with low concentration of bacteria, there
is a possibility of false negative results. In our study, two bags with detectable bacteria
immediately after inoculation but no detectable bacteria three hours after inoculation had
detectable E. coli at a later time-point, which confirm false negative results in bags with few

colony-forming units.



| could only collect samples for laboratory investigation from whole blood without clots.
Since five LR bags stored at 22 and three LR bags stored at 35°C developed clots, | missed

almost all samples after day 1 in the test arm.

Conclusions

LR by filtration two hours after donation did not protect whole blood from growth of E. coli,
as the bacteria passed the filter simultaneously as bactericidal protection from leukocytes
was removed. There was less growth of E. coli in nLR whole blood at 22°C and 35°C.
However, during storage at 4°C a slow self-sterilization occurred. Our findings indicate that
postponed filtration will better protect against bacterial contamination. | found more
platelets and no reduced quality in nLR whole blood stored at 4°C compared to LR. Further

studies should be performed to find the ideal time to transfer whole blood into cold storage.
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Tables

Table 1. Estimated and detected growth of E. coli in CPDA-1 whole blood on donation day.
Quantification of E. coli was performed by dispersing 100 uL whole blood onto blood agar
plates in triplicate. The blood agar plates were incubated at 37°C for 18 to 24 hours. Plates
with <200 colonies were counted. Mean of three plates was used to calculate CFU/mL E. coli

in whole blood.

Estimated  Immediately Three hour rest
inoculation  after Two hour rest or filtration
inoculation

20.9 26.7 233 10.0
Non-leukoreduced 18.6 33 20.0 10.0
control arm 12.0 10.0 20.0 33

23.2 20.0 16.7 26.7

32.0 10.0 6.7 16.7
Mean 21.34 14.00 17.34 13.34

233 6.7 3.3 3.3
Leukoreduced test 15.7 6.7 10.0 10.0
arm 18.0 10.0 233 333

19.9 13.3 0.0 0.0

19.0 6.7 6.7 0.0

Mean 19.18 8.68 8.86 9.32




Table 2. Estimated and detected growth of E. coli in CPDA-1 whole blood during storage at 4,
22 and 35°C. Quantification of E. coli was performed by dispersing 100 uL whole blood onto
blood agar plates in triplicate. Where appropriate, | diluted the samples in 10-fold
increments with sterile saline and dispersed at least three dilution steps. The blood agar
plates were incubated at 37°C for 18 to 24 hours. Plates with <200 colonies were counted.
Mean of three plates was used to calculate CFU/mL E. coli in whole blood.

* Three bags had no detectable growth in the dilutions used at that sample point.

1 Four bags had >200 colonies on the blood-agar plates with the dilutions used. | was unable

to estimate the correct concentration of bacteria in these samples.

T Two bags had no detectable growth in the dilutions used. However, due to clots in the bags |

suspect false negative results.

Storage at4°C Day1 Day 3 Day 7 Day 14 Day 21 Day35
66.7 30.0 6.7 0.0 0.0 0.0
Non- 0.0 3.3 0.0 0.0 0.0 0.0
leukoreduced  50.0 16.7 3.3 0.0 0.0 0.0
control arm 43.3 6.7 6.7 0.0 0.0 0.0
26.7 20.0 20.0 0.0 0.0 0.0
Mean 37.54 15.34 7.34 0.00 0.00 0.00
0.0 16.7 6.7 0.0 0.0 0.0
Leukoreduced 3.3 3.3 0.0 0.0 0.0 0.0
test arm 233 20.0 3.3 0.0 0.0 0.0
0.0 13.3 0.0 0.0 0.0 0.0
16.7 0.0 3.3 0.0 0.0 0.0

Mean 9.06 10.66 2.66 0.00 0.00 0.00




Storage at Day 1 Day 3 Day 7 Day 14
22°C

0.0* 0.0 0.0 3.6x10’
Non- 0.0 0.0 0.0 2.0x10°t
leukoreduced 0.0 0.0 0.0 0.0t
control arm 0.0 0.0 0.0 7.0x10°

1.4x103 5.0x10° 4.4x10’ 2.5x108
Mean 3.58x10> 1.01x10°> 8.73x10° 6.85x10’

2.0x103t  1.4x108 2.3x108 6.4x108
Leukoreduced  3.3X10*  3.9x10’ 1.9x108 6.8x108
test arm 8.0x10° 3.6x10° 1.1x108 4.0x108

1.9x10% 3.3x10° 1.8x108 6.7x108

2.0x10° 2.7x107 1.9x108 7.0x108
Mean 2.10x10° 4.25x107 1.82x10® 6.20x10°%
Storage at Day 1 Day 3 Day 7 Day 14
35°C

0.0* 0.0 0.0 0.0t
Non- 0.0 0.0 0.0 0.0
leukoreduced 0.0 0.0 2.0x103t NA
control arm 0.0 0.0 0.0 0.0

0.0 0.0 1.8x10% 1.2x10°
Mean 0.00 0.00 4.42x10® 3.91x10%




Leukoreduced

testarm

Mean

2.0x10%t
1.0x10%
0.0*

0.0
2.4x107

7.94x10°

4.5x108

9.7x10’

0.0

0.0

4.3x108

1.94x108

8.7x108

6.2x108

0.0

0.0

7.8x10.08

4.54x10.0

6.3x108

3.5x108

0.0

0.0

6.2x108

3.20x108




Table 3. Results of blood gas analysis and hematology analyses on whole blood stored at 4°C

from day 1 to end of storage day 35. pH, pCO2, pO2, potassium, glucose and lactate were

measured on a blood gas analyzer (ABL825 FLEX, Radiometer Medical ApS). Hemoglobin

(HBG), haematocrit (HCT), platelet count (PLT) and leukocyte count (WBC) were analyzed in

K2EDTA on a hematology analyzer (Cell-Dyn Sapphire, Abbott Diagnostics). Plasma-

hemoglobin (plasma-HGB) was measured using a photometer (HemoCue Plasma/Low Hb,

HemoCue AB). Hemolysis was calculated from HGB, HCT and plasma-HGB.

Analysis Arm Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Day 21 Day35
pH Control 7.162 7.110 7.020 6.920 6.838  6.698

Test 7.164 7.116 7.050 6.948 6.876  6.743
pCO; Control 10.16 10.80 11.96 11.92 10.76  7.72
(kPa) Test 10.18 10.82 11.30 11.50 10.52 7.94
pO: Control 8.06 10.52 15.74 29.04 3256  34.12
(kPa) Test 6.60 7.46 10.48 27.34 32.22  34.06
Potassium Control 4.28 6.42 9.64 14.08 17.56 22.60 (n=4)
(mmol/L) Test 4.16 6.46 9.88 14.24 17.70  22.45 (n=4)
Glucose Control 24.48 23.86 22.12 19.18 16.72 11.94
(mmol/L) Test 24.84 23.48 22.16 19.28 16.94 12.42
Lactate Control 3.24 5.14 8.42 13.64 18.2 25.6
(mmol/L) Test 4.08 5.44 8.44 13.06 17.6 24.4
HGB Control 12.16 12.20 12.12 12.18 12.26 12.16
(g/dL) Test 12.20 12.28 12.30 12.40 12.32 12.34
HCT Control 0.382 0.384 0.388 0.395 0.394  0.396



(1) Test 0.382 0.380 0.390 0.386 0.392  0.400
Plasma- Control 0.32 0.34 0.36 0.54 0.60 0.70
HGB Test 0.30 0.30 0.40 0.42 0.48 0.66
(g/L)

Hemolysis Control 0.16 0.18 0.20 0.28 0.28 0.34
(%) Test 0.14 0.16 0.22 0.22 0.24 0.32
PLT Control 156.8 158.8 155.4 123.2 121.8 114.6
(x10°/L) Test 142.8 138.2 132.0 116.8 92.6 71.6
WBC Control 4.38 4.36 4.30 3.94 3.42 2.88

(x10%/L)




Table 4. Viscoelastic hemostatic properties measured by thromboelastography (TEG 5000,
Haemonetics Corporation) immediately after donation (0_0), after three hours hold (0_3)
and on day 7 and day 35 in bags stored at 4°C. Bags in the test arm were leukoreduced by
filtration between day 0_0 and 0_3. The parameters recorded were time to first clot
formation (R), time from R until the clot reached 20 mm (K), rate of clot formation (a), and

maximum clot strength (MA).

Analysis  Sample point Day0O 0 Day0 3 Day7 Day 35

Temperature RT RT 4°C 4°C
TEGR Control 6,66 7,82 7.58 7.00
Test 6,64 8,84 7.20 6.56
TEG K RT control 1.64 2.00 2.10 4.58
RT test 1.68 2.52 2.32 5.66
TEG a RT control 66.68 61.98 61.20 49.66
RT test 65.42 55.48 58.28 47.72
TEG MA  RT control 63.40 61.92 61.18 42.52

RT test 64.78 57.24 58.30 42.54




[llustrations

Illustration 1. Visible clot in whole blood stored at 22°C for three days.



