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1 GRUNDLAGGANDE VETENSKAPLIGA STUDIER, VALIDERINGAR
OCH VERIFIERINGAR

1.1 Definitioner och principer

1.1.1 Grundlidggande vetenskapliga studier utfors for att visa att viss metod generellt
uppfyller férvintade krav pa cellinnehall, biokemiska och funktionella egenskaper
samt celloverlevnad efter transfusion.

1.1.2 Grundldggande ar att kvalitén hos blodkomponenter paverkas av savil val av
blodpase inklusive filter och forvaringspasar, tillsatslosningar som processteknik.
Dessa faktorer ska betraktas som en helhet. Av detta skil maste valideringar och
verifieringar 1 allt visentligt utforas enligt samma metod och med samma material,
som &r avsett att anvindas i den egna verksamheten.

1.1.3 Validering utfors for att visa att beskriven metod leder till avsett resultat i den egna
verksamheten. Valideringar ska i forsta hand utféras for metoder avsedda for
rutinméssig framstillning av blodkomponenter med forvaringstider dverstigande 24
timmar. Valideringar av ovriga komponenter bor utforas i de fall det finns speciella
skil, se Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components.
Validering inom transfusionsmedicin beskrivs generellt i Handbokens kapitel 11.
Specifika krav for blodkomponenter behandlas 1 avsnitt 4.5.

1.1.4 Verifiering kan utforas inom den egna verksamheten och kan ersitta egen validering
for att bekréfta resultat av valideringar som gjorts tidigare eller inom en annan
verksambhet.

1.1.5 Alla metoder och all utrustning, som anvénds for grundldggande vetenskapliga
studier, valideringar och verifieringar, ska vara validerade samt regelbundet
kontrolleras med intern och extern kvalitetskontroll.

1.1.6 Kvalificering av lokaler, utrustning, forvaringsutrymmen och kritiskt material for
blodkomponenter beskrivs i Handbokens kapitel 11, avsnitt 4.

1.2 Typer av undersokningar

1.2.1 Cellrdkning for karakterisering av blodkomponenters celluldra sammanséttning.

1.2.2 Forvaringsstudier i laboratoriemiljo (in vitro) baserade pa analyser som aterspeglar
cellmetabolism, cellfunktion, cellsonderfall och fordndring av ytstrukturer.

1.2.3 In vivo studier.

1.2.4 Sterilitetskontroll.

1.3 Grundliggande vetenskapliga studier

1.3.1 Grundlidggande vetenskapliga studier utfors fore introduktion av nya typer av
tillsatslosningar och nya plastmaterial i blodpasar. Studierna bor antingen finnas
publicerade i vetenskaplig tidskrift eller utforas i samarbete mellan leverantor och
utvalda verksamheter med tillricklig kompetens. Dessa resultat ska kunna
presenteras av leverantor. Samtliga undersokningar enligt punkt 1.2 ska inga.
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1.3.2 Erytrocyters viabilitet uttrycks som den andel av erytrocyterna, som aterfinns i en

1.3.3

1.3.4

14
1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.4.5

1.4.6

1.4.7

forsokspersons cirkulation efter autolog transfusion vid férvaringstidens slut. Minst 75
% av erytrocyterna maste finnas kvar ett dygn efter transfusion. Detta dr avgorande for
hur ldange en erytrocytenhet kan forvaras. Dessa in vivo studier kompletteras med
resultat fran in vitro forvaringsstudier, dér speciellt koncentration av adenosin-
trifosfat (ATP) och hemolysgrad &r viktiga parametrar.

Trombocyter efter forvaring kontrolleras med hjélp av patienttransfusionsstudier eller i
vissa fall overlevnadsstudier. Standard liknande den for erytrocyter finns @nnu inte.
Resultaten jamfors darfor med tidigare studier.

For samtliga metoder for framstidllning och forvaring av trombocyter ska in vitro
forvaringsstudier vara genomforda. Detta géller ocksa ndr nya typer av
forvaringspasar for trombocyter infors, dven om plastmaterialet tidigare dr undersokt
och godkint for forvaring av trombocyter.

Valideringar och verifieringar

Valideringar eller verifieringar ska utforas pa samtliga blodcentraler dir metoden
anvinds. Inom en storre blodcentralsorganisation utfors validering i regel centralt
medan andra produktionsenheter inom organisationen utfor enklare verifiering for
att bekrifta att den anvinda framstillningsmetoden lokalt ger forvintade resultat.

Cellrikning for karakterisering av helblod och berorda blodkomponenters cellulédra
sammansittning ska utforas vid introduktion av ny metodik eller forandringar i
befintlig metodik. Denna kontroll ska minst ha samma innehall och omfattning som
kontroll av respektive blodkomponent under en manad (se bilaga 1 och 2).

For erytrocyter ska graden av hemolys vid forvaringstidens utging bestimmas. Ovre
grans for hemolys dr 0,8 % av totalmidngden hemoglobin.

Vid introduktion av nya typer av leukocytfilter for helblods-, erytrocyt-, plasma-
eller trombocytenheter ska leukocytriakning efter filtrering och berdkning av
kvarvarande antal celler utforas. Vid introduktion av nya typer av leukocytfilter for
helblods- och erytrocytenheter bor d@ven hemolysmiétning utforas.

For trombocytkomponenter ska pH mitas vid forvaringstidens slut. Fér trombocyt-
enheter med tillsatslosning kan negativa effekter i samband med glukosbrist
upptrida dven vid hogre pH dn det som angivits i bilaga 4. I sadana
trombocytenheter bor avsaknad av swirling jamstéllas med pH-virde under
griansvirdet.

Plasma kontrolleras avseende cellinnehall. Plasma som bendmns “farskfryst” skall
dven kontrolleras efter tining med avseende pa koagulationsfaktor VIIIc samt
proteinhalt.

Sterilitetskontroll bor utforas, i synnerhet vid introduktion av ny metodik for
framstillning av trombocytkomponenter.
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2 KOMPONENTKONTROLLER OCH KVALITETSKRAV

2.1 Definitioner och principer

2.1.1 Komponentkontroller dr avsedda for overvakning av att framstidllningsprocesser
leder till avsett resultat, d.v.s. den kvalitetsniva som faststillts vid tidigare utford
validering/verifiering. Metoder och utrustning fér komponentkontroller ska vara
validerade och regelbundet kontrolleras med intern och extern kvalitetskontroll.

2.1.2 Kvalitetskraven bestar dels av gransvirden for cellinnehall m.m. (se bilaga 4), dels
av hur stor andel av kontrollerade komponenter som ska uppfylla gransvirdeskraven
(se punkt 2.3).

2.1.3 Prov for komponentkontroll ska tas ur slumpmissigt utvalda blodkomponenter. Prov
ska tas regelbundet varje manad vid alla blodcentraler som framstéller
blodkomponenter. Se bilaga 2.

2.14 Resultat fran kontroll av komponenter som foranletts av konstaterade avvikelser ska
inte inkluderas i den statistiska bearbetningen av komponentkontrollerna.

2.2 Blodkomponenter berorda av komponentkontroll

2.2.1 Komponentkontroller ska utféras pa blodkomponenter som framstills for transfusion
eller for anvindning som ravara for likemedelstillverkning.

2.2.2  Kontroll av foljande komponenter ska utforas:

- Erytrocyter med tillsatslosning, leukocytbefriade,

- Trombocyter framstillda fran poolade littcellskoncentrat eller genom aferes,
med tillsatslosning, leukocytbefriade,

- Trombocyter framstillda genom aferes, i plasma, leukocytbefriade,

- Plasma, leukocytbefriad resp. farskfryst.

- Plasma for likemedelsframstillning enligt riktlinjer fran mottagare/fraktionerare.

223 Kontroller (cellrdkning och 6vriga bestimningar) som ska utforas pa
blodkomponenter dr specificerade i bilaga 1.

2.2.4  Omfattning av provtagning och redovisning av resultat, se bilaga 2.

2.2.5 Provtagning och utforande av mitningar, se bilaga 3.

2.2.6 Anvisningar for berdkningar, se bilaga 5.

2.2.7 Kontroller av 6vriga blodkomponenter bor utforas i de fall det finns speciella skil,
se ”Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components”.

2.2.8 Forutom ovan namnda punkter ska dven kontroll utforas sa att koagel, missfargning
eller grumlighet inte forekommer 1 blodenheterna.

23 Standardkrav

2.3.1 Gillande gransvirden for blodkomponenter framgar av bilaga 4.
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2.3.2 Av kontrollerade blodenheter skall minst 75 % uppfylla géllande krav betraffande

gransvirden. For leukocytbefriade blodenheter giller dock att 90 % ska uppfylla
kravet pa <1x10° leukocyter per blodenhet.

REFERENSER

Socialstyrelsens foreskrifter om blodverksamhet SOSFS 2009:28 och SOSFS
2011:10.

Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components, European
Committee on Blood Transfusion, senaste upplagan.

Technical Manual, American Association of Blood Banks, senaste upplagan.

Referens for bilaga 5, punkt 10: Gulliksson H, Eriksson L, Hogman CF, Payrat JM:
Buffy-coat-derived platelet concentrates prepared from half-strength citrate CPD

and CPD whole-blood units. Comparison between three additive solutions: In vitro
studies. Vox Sanguinis 1995;68:152-159.
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Bilaga1l Cellrikning och ovriga bestimningar

De uttagna proven anvinds for cellrikning och 6vriga bestaimningar enligt féljande:

Blodkomponent | Vikt/ |Erytro- | Hb Hemo- |Leuko- | Trombo- |pH F VIIIc | Protein-
Volym | cyter lys cyter cyter 37°C halt

Erytroc_)./tef med X X X X

tillsatslosning,

leukocytbefriad

Trombocyter, X X X Xk

i plasma,

leukocytbefriad

Trombocyter X X X X+

med

tillsatslosning,

leukocytbefriad

Plasma,

leukocytbefriad X X X X

Plasma,

farskfryst X X X X X X

Ovriga Beroende pa typ av komponent. Rekommendationer avseende provtagning av ovriga

komponenter blodkomponenter; se ”Guide to the preparation, use and quality assurance of blood

components”, utgiven av European Committee on Blood Transfusion.

Hb = hemoglobin

* vid foérvaringstidens utgang
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Bilaga2 Omfattning av provtagning och redovisning av resultat

1 PROVTAGNING FOR KVALITETSKONTROLL

1.1 Allmént

1.1.1  Varje blodcentral och varje produktionsenhet inom en blodcentralsorganisation ska
utfora kvalitetskontroll pa framstidllda blodkomponenter (komponentkontroll).
Provtagningen ska spridas ut under aret sa att det varje manad testas ungefiar samma
antal blodenheter.

1.1.2 Om helblod himtas fran flera tappningsenheter, ska ett representativt antal
blodenheter fran de olika tappningsenheterna inga i kvalitetskontrollen.
Provtagningen ska spridas ut sa att blodkomponenter framstéllda av all berord
personal och med all utrustning ingar, samt sa att blodenheter framstéllda under olika
arbetspass ocksa ingar. I 6vrigt ska blodenheter for provtagning viljas slumpmaissigt.

1.2 Rekommenderat antal enheter for provtagning per produktionsenhet

1.2.1  For att erhélla en fran statistisk synpunkt tillfredsstillande representativ bild av cell-
innehall m.m. i framstillda blodkomponenter, bor under ett ar omkring 200 enheter
(15 — 20 per manad) av varje komponenttyp undersokas.

1.2.2 Om mer dn 20 000 blodenheter av viss komponenttyp framstills arligen, bor minst
1 % av dessa blodenheter kvalitetskontrolleras.

Om férre @n 2000 blodenheter av viss komponenttyp framstélls arligen, bor minst 100
blodenheter undersokas per ar; minst 6 per manad.

Om férre @n 400 blodenheter av viss komponenttyp framstills arligen, bor minst 50
blodenheter undersokas per ar; minst 4 per manad.

Om férre @n 50 blodenheter av viss komponenttyp framstélls arligen, bor alla
blodenheterna undersokas.

2 GRANSKNING OCH REDOVISNING AV RESULTAT

2.1.1  Resultaten fran komponentkontrollerna granskas fortlopande av ansvarig(a) for
kontrollerna. Resultaten sammanstills och granskas regelbundet av medicinskt
ansvarig ldkare eller ansvarig person. Resultaten bor redovisas och kommenteras
infor berdrd personal.

2.1.2  Resultat av kvalitetskontroller bor sammanstillas arsvis och kan anvéndas i
verksamhetsrapporter och liknande for att ur kvalitetssynpunkt beskriva den egna
verksamheten.

2.1.3  Resultat av kvalitetskontroller ska f6ljas fortlopande sa att atgirder kan vidtas om
resultaten inte uppfyller gidllande krav (se punkt 2.3.2 och bilaga 4). Resultatens
medelvirde och spridning bor foljas fortlopande for att mojliggora upptickt och
korrigering av fordndringar, som skulle kunna orsaka avvikelser fran géllande
kvalitetskrav.
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Bilaga 3 Provtagning och utforande av métningar

1.1

1.2
1.2.1

1.2.2

1.3

1.3.1

1.3.2

14
1.4.1

1.4.2

2.1

TIDPUNKT FOR PROVTAGNING

Allmant

Provtagning for kontroll av cellinnehall m.m. bor i regel utforas vid
komponentframstillning. I nagra fall tas prov vid forvaringstidens utgang — se nedan.

Provtagning pa erytrocytenheter

Prov fran erytrocytenheter, i vilka méngden kvarvarande leukocyter ska riknas, bor
tas i anslutning till blodkomponentframstéllning och filtrering och innan
blodenheterna placeras i blodkyl. Nedkylningen paverkar speciellt granulocyter och
trombocyter negativt.

Hemolysprov tas normalt vid forvaringstidens utgang.

Provtagning pa trombocytenheter

Prov ur trombocytenheter kan ibland ge falskt laga vérden for
trombocytkoncentration. Detta beror pa att trombocyter i skiftande grad bildar
aggregat i samband med framstédllning. Det kan dérfor ibland vara en fordel att ta
prov vid ett senare tillfille, t.ex. nagra timmar efter framstillning eller nésta dag.

Prov {or pH-bestimning for kvalitetskontroll av trombocyter tas normalt vid
forvaringstidens utgang.

Provtagning pa plasmaenheter

Prov for cellrikning fran plasmaenheter som ska frysas maste tas i samband med
framstillningen, eftersom kvarvarande blodceller forstors vid infrysningen.

Vid kontroll av koagulationsfaktor VIII (F VIIIc) i Plasma, farskfryst, tas prov fran
samma plasmaenhet dels 1 samband med framstéllningen, dels efter infrysning-tining.
Andel F VIIIc i den tinade plasman anges i procent av den firska plasmans halt av

F VlIlc.

METODIK FOR PROVTAGNING

Allmant

Provtagningen ska ge ett representativt prov och utforas utan risk for bakteriell
kontamination av blodenheten. Detta kriver noggrann omblandning av innehallet i
blodpase och dverforingsslang samt kontroll av att 6verféringsslangen inte har
skadats och att ev. sterilsvetsfog ir tét.

Tva provtagningssitt kan rekommenderas: med provtagningspase eller ur
overforingsslang.
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2.2 Provtagning med provtagningspase

221

222

23
23.1

232

3.1

3.1.1

Utforande:
- anslut provtagningspasen med sterilkopplingsteknik i de fall denna inte redan
ingar i forberedda passystem
- blanda innehallet i blodpasen noggrant

- fyll provtagningspasen med innehall fran blodpasen och blanda innehallet
forsiktigt men noggrant

- kontrollera provtagningspasen med avseende pa eventuellt lickage

- upprepa vid behov denna procedur for att sdkerstélla att ett representativt prov
erhallits

- aterfor huvuddelen av innehallet i provtagningspasen till blodpasen, spara endast
tillracklig méingd for bestimning

- avskilj provtagningspasen med svets och granska svetsfogen.

Med denna metod &r det littare att erhalla ett representativt prov och proceduren ger
mindre risk for bakteriell kontamination in provtagning ur overforingsslang.

Provtagning ur overforingsslang

Utforande:
- for ned slangens innehall i blodpasen med hjélp av rulltang
- hall inloppet till slangen stingt med hjélp av rulltangen
- blanda innehallet i blodpasen forsiktigt men noggrant
- Oppna inloppet till slangen sa att denna fylls med innehall fran blodpasen
- upprepa proceduren tillrackligt manga ganger for att siakerstilla att ett
representativt prov erhallits

- avskilj en bit av slangen med svets, granska svetsfogen och det avskilda
slangstycket avseende skador och eventuellt lickage.

Svarigheten att erhalla ett representativt prov nédviandiggor upprepad tomning och
fyllning av provtagningsslangen. Rulltangen kan orsaka skador pa slangen, vilket kan
orsaka bakteriekontamination i blodenheten. Dérfor maste 6verforingsslangen
noggrant granskas efter provtagningen.

MATNINGAR

Cellrikning och hemoglobinbestimning

Utrustning och metoder som anvénds for komponentkontroll kontrolleras vid intern
och extern kvalitetskontroll.

For bestimning av cellkoncentration, cellantal och hemoglobinkoncentration bor en
helautomatisk cellrdknare anvindas.
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3.1.2 Det ar viktigt att cellkoncentrationerna vid métning dr anpassade till cellrdknarens

3.2

3.3
3.3.1

332

34
34.1

34.2

3.5

linjdara méatomrade. Helautomatiska cellridknare dr oftast instillda for rikning av celler
i helblod varfor t.ex. rdkning av trombocyter i trombocytenheter kan, beroende pa
cellrdknarnas olika mitteknik, ge olika resultat for samma prov. Detta maste beaktas
vid val och standardisering av cellrdknare.

Bestimning av hemolys

Laga nivaer av fritt hemoglobin i erytrocytenheters supernatant kan mitas med
automatisk utrustning eller med “"Low Hemocue”.

Bestamning av laga halter kvarvarande celler

For ridkning av laga koncentrationer av leukocyter anvénds flodescytometer eller
Nageotte-kammare.

For rakning av laga koncentrationer av erytrocyter anvands flodescytometer eller
Biirkerkammare.

Som sallningstest kan testremsa for urin anvéindas efter validering/verifiering.

Bestamning av pH

pH i trombocytkomponenter bor bestdimmas 1 utrustning for blodgasanalys.
Viktigt &r att provhantering och métning sker under anaeroba férhallanden sa att
koldioxid inte forsvinner fran provet, vilket kan paverka pH-vardet.

Som sallningstest och som ersittning for kontroll av pH i utdaterade enheter kan
kontroll av swirling anvéndas efter validering/verifiering.
Ovriga bestiimningar

Bestamning av F VIIIc utfors vid koagulationslaboratorium och proteinhalt vid
kliniskt kemiskt laboratorium. Provtagning, provhantering och provtransport sker
enligt laboratoriets anvisningar.
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Bilaga4 Grinsvirden

Blod- Erytro- | Hb Hemo- | Leuko- | Trombo- |pH** F Protein-
komponent cyter lys cyter cyter 22°C VIllc | halt
Erytrocyter >40g | <08 % | <1x10°

med /enhet /enhet

tillsatslosning,

leukocytbefriad

Trombocyter, <1x10° | >240x10° | >6,4

i plasma, /enhet /enhet*

leukocytbefriad

Trombocyter <Ix10° | >240x10° | >6,4%%*

med /enhet /enhet*

tillsatslosning,

leukocytbefriad

Plasma, <6x10’ <Ix10° | <20x10’

leukocytbefriad /L /enhet /L

Plasma, <6x10° <0,1x10° | <50%x10° >70% |>50g /L
farskfryst /L /L /L kvar

Hb  =hemoglobin

* Antal trombocyter per enhet dr enbart en rekommendation till skillnad fran 6vriga gransvirden.

”Guide to preparation, use and quality assurance of blood components, 17" edition 2013” anger
grinsvirde 200 x 10° trombocyter/enhet. Det tidigare grinsvirdet 240 x 10° trombocyter/enhet
bor dock tills vidare behallas i avvaktan pa erfarenheter efter anvéndning av det nya ligre

gransvirdet.

**  pH mitt vid 37 °C korrigeras till 22 °C med +0,1 enhet for trombocyter i tillsatslosning,
resp. med +0,2 for trombocyter i plasma.

sksksk

For trombocytenheter med tillsatslosning kan negativa effekter upptrida dven vid hogre pH.

I sadana enheter bor avsaknad av swirling jamstillas med pH-vérde under gransvérdet.
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Bilaga 5 Exempel pa berdkningar

1 Blodenhetens volym (mL) =

[Vikt blodpase innehallande blodkomponent (g)] - [Vikt tom blodpase (g)]
[Densitet blodkomponent (g/mL)]

2 Cellvolym av erytrocyter (mL) = [blodenhetens volym (mL)] x [EVF]
3 Volym av ovanvitska (mL) = [blodenhetens volym (mL)] - [cellvolym (mL)]

2 Antal leukocyter per blodenhet

1 leukocytbefriade blodenheter (x 10%enh.) =
= [LPK (x 106/L)] x [blodenhetens volym (mL)] x 0,001

5 Antal trombocyter per blodenhet (x 10°/enh.) =
= [TPK (x 109/L)] x [blodenhetens volym (mL)] x 0,001

6  Innehall av hemoglobin per enhet (g/enh.) =
= [Hemoglobin (g/L)] x [blodenhetens volym (mL)] x 0,001

7 Densitet hos olika bestandsdelar i blod:
(Referens: Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components,
17" edition 2013, tabell 4-1 5.111)

Densitet (g/mL), medelvirde
Plasma 1,03
Trombocyter 1,06
Monocyter 1,06
Lymfocyter 1,07
Neutrofiler 1,08
Erytrocyter 1,10
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8 Berikning av densitet hos olika blodkomponenter:

10

[Densitet blodbestandsdel (g/mL) x andel]+[Densitet tillsatslosning (g/mL) x andel]

Berikningarna nedan dr baserade pa uppgifter om densitet hos olika bestandsdelar i blod
(enligt punkt 7) samt densitet 1,00 g/mL hos tillsatslosningar for erytrocyter och
trombocyter (PAS).

For trombocytpreparationerna anses trombocyternas andel inte bidra visentligt till den
totala densiteten. Berdkningen &r baserad pa suspensionsmediet.

Beriknad densitet (g/mL).
Erytrocyter med tillsatslosning, 1.06
EVF ca 60 % ’
Trombocyter i plasma 1,03
Trombocyter med tillsatslosning, 1.01
20-40 % plasma + 60-80 % PAS ’

Berikning av hemolys:

Hemolys i procent beriknas som méngden fritt hemoglobin i supernatanten i
forhallande till blodenhetens hela hemoglobininnehall:

Hb i supernatant (g/L) x (1 - EVF) x 100
Hb i hela blodenheten (g/L)

Hemolys =

Omrikning av pH fran 37 °C till 22 °C:
Trombocyter i plasma: +0,2
Trombocyter med tillsatslosning: +0,1

For trombocyter i plasma:
Korrigering har gjorts med 15 x 0,015=0,225, vilket avrundas till 0,2, dvs. korrigering
med 0,015/°C for temperaturskillnaden mellan 37 °C och 22 °C.

For trombocyter i tillsatslosning:
Korrigering har gjorts med 15 x 0,006=0,09, vilket avrundas till 0,1, dvs. korrigering
med 0,006/°C for temperaturskillnaden mellan 37 °C och 22 °C.
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