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AF BIOANALYTIKERUNDERVISER HELLE GLUD BINDERUP
FREDERICIA OG KOLDING SYGEHUSE
VEJLEDER: ADJUNKT ISA NEIMANN THOMASEN

ARTIKLEN ER SKREVET SOM EN EKSAMENSOPGAVE PA DIPLOMMODULET, KLINISK
BIOKEMI VED DEN SUNDHEDSFAGLIGE DIPLOMUDDANNELSE, CVU @RESUND

Blodprover
fra primaarsektoren

Opbevaring og transport af blodprgver kan medfgre
praeanalytiske usikkerheder. Hvis fuldblod transpor-
teres og opbevares ved 20-25 °C samt centrifugeres
pa laboratoriet inden 5-6 timer efter prgvetagning,
kan kvalitetsmalet opfyldes

De biokemiske afdelinger pa landets
hospitaler analyserer dagligt rigtig man-
ge blodprever, som tages og indsendes
af de praktiserende laeger. Med den
igangvaerende centralisering i sund-
hedsvaesenet ma vi forvente en stigning
i antallet af prgver, som skal transpor-
teres til analysering.

For at minimere de praeanalytiske fejl,
der kan opsta i forbindelse med opbeva-
ring og transport af blodprgverne, er det
en fordel, at sa mange af prgverne som
muligt kan transporteres under de sam-
me betingelser. Det er gnskeligt, at
transporten forgar i primaerglas, da man
dermed udnytter fordelene ved et lukket
prevetagningssystem og nedsaetter risi-
koen for ombytning af prgve-ID eller
kontaminering af prevematerialet.

Litteraturstudier fremlagt i denne
artikel viser, at: Fuldblod, der transpor-
teres med "hospitalsbil”, opbevares op-
retstdende ved 20-25 °C, ikke udsat-
tes for rystelser og analyseres/centri-
fugeres inden for 6 timer efter prove-
tagningen, udviser ingen klinisk relevan-
te @ndringer i koncentrationen af de
mest almindelige biokemiske parametre.

Behov for at mindske fejlkilder
Praktiserende leeger i Danmark tager

arligt omkring 3 millioner blodpraver,

som sendes til analysering pa en bioke-
misk afdeling’. De analysesvar, som lae-
gerne far, er behaftet med en vis usik-
kerhed, hvoraf en stor del skyldes prae-

analytiske forhold. Det drejer sig om
forhold omkring patienten (alder, kgn,
kost, dggnvariationer m.m.), forhold i
forbindelse med prgvetagningen (stase,
glasreekkefglge m.m.) og forhold relate-
ret til behandling og opbevaring af
blodprgven forud for analysering (tem-
peratur, centrifugering, transport m.m.).
Sammenlignet med blodpraver fra hospi-
talernes sengeafsnit og ambulatorier er
der for prgverne fra laegepraksis typisk
lzengere tid mellem prgvetagning og ana-
lysering og dermed en stgrre usikkerhed
pa analyseresultaterne. Desuden kan lae-
gernes prever pavirkes af den valgte
transportform og af, hvorvidt de centri-
fugeres i laegepraksis eller gj.

Med den igangvaerende centralise-
ring i sundhedsvaesenet kan vi naeppe
forvente et fald i antallet af blodprever,
der skal transporteres forud for analy-
sering. Jeg mener derfor, at det er vig-
tigt at saette fokus péd og arbejde for at
mindske de fejlkilder, der ligger i opbe-
varing og transport af blodprgver. Jeg
vil i denne artikel se pa, hvordan vi skal
organisere transporten af blodprever
fra laegepraksis for at tilgodese flest
mulige analyseparametre.

Forhold af betydning for
analyseresultatet

Transport
Der er stor forskel pa, hvordan trans-
porten af blodprever fra legepraksis til

de enkelte hospitalslaboratorier er or-
ganiseret. Jensen et al' beskriver for-
holdene for to danske laboratoriecentre.

Center A modtager prgver pr. post,
med "hospitalsbil” eller med rutebil. De
prever, der transporteres via rutebil, af-
leveres af laegerne i specielle kasser
opstillet ved busstoppestederne, med-
tages af buschauffgrerne og afleveres
til hospitalets portgrafdeling. Alle pro-
ver til Center A er i varierende grad ud-
sat for udendgrstemperaturer, hvilket
betyder, at arstiden spiller en betydelig
rolle i forhold til analyseusikkerheden.

Center B har udelukket denne arstids-
variation. De henter alle praksisprever
med en "hospitalsbil”, og prgverne opbe-
vares og transporteres i termostaterede
kasser ved 21 + 1 °C. Prgvernes orien-
tering under transporten (stdende/lig-
gende) og de rystelser, de udsaettes for
undervejs til laboratoriet, er andre fakto-
rer, som kan pavirke analyseresultaterne.

Van Geest-Daalderop et al.? sa stigen-
de INR-veerdier i prover, der blev udsat
for rystelser i horisontalt liggende positi-
on. Det ses af figur 2 forseg 2a, at stort
set alle prover, efter 24 timer, havde en
andring i INR pa mere end 10 %, nar
preverne havde ligget pa en “roller mix-
er”. Til sammenligning ses af forsgg 2b,
at rystelser i opretstadende position
medferte langt faerre andringer, og
forfatterne anbefaler, at prover til INR-
bestemmelse transporteres opretstaen-
de3.
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Viser andringer i kaliumkoncentrationen som felge

af temperatur og tid fer centrifugering.

De to forseg er ikke umiddelbart
sammenlignelige, da de er udfert pa tre
forskellige laboratoriecentre og ved to
forskellige temperaturer. Forsggene vi-
ser dog en tydelig tendens, som det er
let at tage hgjde for ved at transportere
blodpregverne opretstaende.

Centrifugering

Det gger holdbarheden af de fleste
analyseparametre, hvis blodprgverne
centrifugeres, og plasma/serum sepa-
reres hurtigst muligt efter prgvetagnin-
gen 2359 Dette er imidlertid dyrt, da
det kraever, at alle lzegepraksis udstyres
med centrifuger, at disse vedligeholdes,
og at laegerne honoreres for handterin-
gen af prgverne. Desuden er der risiko
for ombytning af preve-ID og for kon-
taminering, nar plasma/serum skal
overfgres til et nyt glas™.

Ved forsendelse i centrifugerede gel-
glas far man plasma/serum separeret
uden at skulle afpipettere prgvemateri-
alet, men rystelser under transporten
kan medfgre gelfragmentationer. Den
fragmenterede gel tillader passage af
trombocytter, og der ses &ndringer i
kalium og LD over tid, som fglge af
koncentrationsforskellen mellem intra-
og ekstracellulzervaesken'. Disse &n-
dringer ses ogsa i ucentrifugerede pre-
ver, og sarligt udtalt, hvis der som fogl-
ge af rystelserne er opstdet haamolyse.

Prgver til INR-bestemmelse, som
centrifugeres umiddelbart efter prove-

tagningen, og hvor plasma forbliver i
primaerglasset, er stabile ved stuetem-
peratur i 24 timer3. Hvis preverne ikke
centrifugeres, ses nedsat holdbarhed,
afhangigt af opbevaringsbetingelser,
prevetagningssystem og analyse-prin-
cip. Heil et al.” s& en nedsat holdbarhed
af PT i plasma, som blev separeret fra
de pakkede celler. Det kan veere en fol-
ge af @ndringer i pH, som skyldes tab
af hamoglobin-buffersystemet.

APTT er den af rutine-koagulations-
analyserne, som er mindst stabil. Det
skyldes isaer inaktivering af koagulations-
faktorerne V og VIII, som medfgrer en
forlaenget APTT™.

Ifglge Salvagno et al.’ er de &ndrin-
ger, der ses i ucentrifugerede prgver
efter 6 timers opbevaring ved 4 °C el-
ler stuetemperatur, dog stadig klinisk
acceptable.

Temperatur

Jensen et. al.” undersggte 21 biokemi-
ske parametre, heriblandt nogle af dem,
som hyppigt rekvireres fra laegepraksis,
som f.eks. natrium, kalium, creatinin,
LD, ALT, GGT, CRP, basiske fosfatase,
bilirubin og albumin. De fandt, at kali-
um, fosfat, alanin aminotransferase
(ALT), B-glutamyl-transferase (GGT) og
laktat dehydrogenase (LD) er de mest
temperaturfglsomme, men at alle para-
metre, med undtagelse af fosfat, er sta-
bile i fuldblod opbevaret ved 20-25 °Cii
op til 6 timer for centrifugering. Fosfat

viste sig at vaere meget ustabil, og for-
fatterne anbefaler, at prover til analyse
af fosfat tages pa hospitalet. En mulig
forklaring pa @ndringerne i fosfat kan
veaere hydrolyse af cellulzert organisk
fosfat vha. basiske fosfatase.

| et andet studie undersagte Stahl og
Brandslund stabiliteten af 27 biokemiske
parametre, opbevaret ucentrifugeret ved
temperaturer mellem 17 og 25 °C. De
fandt, at kun kalium udviste klinisk rele-
vante andringer som fglge af tempera-
turen i 8-12 timer?. Stahl og Brands-
lund? s& ikke den samme ustabilitet af
fosfat som Jensen et al.”, men observe-
rede dog et fald i koncentrationen efter
8 timer. Denne forskel kan skyldes, at
hvor Jensen et al.” benyttede blodprg-
ver fra 406 patienter, som selv havde
ops@gt egen praktiserende lage, sa
omfattede Stahl og Brandslunds? un-
dersggelse kun prgver fra 5 raske for-
segspersoner. 5 forsggspersoner er et
meget lille antal til en undersagelse.
Dertil kommer, at der kan veaere stor
forskel pa, hvordan blodprever fra raske
0g syge pavirkes af omgivelserne, hvil-
ket er en svaghed ved studiet.

Af figur 1 ses, at kaliumkoncentrati-
onen er mest stabil ved ca. 20 °C, og at
det ved denne temperatur ikke er ngd-
vendigt at centrifugere prgverne de
forste 8 timer efter prgvetagningen?.
(Se figur 1 ovenfor)
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Figuren viser den procentvise andel af
patienter med en andring i INR pa mere
end 10 %

1a-c i ucentrifugerede prever ved hen-
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holdsvis 4 °C, stuetemp. og 37 °C.

2ai prever som har ligget pa en “roller
mixer” (imitation af transport)

2b-c er mikset vertikalt og er opbevaret
ved henholdsvis 4 °C og 37 °C

3ai centrifugerede prover (ikke afpipet-

terede)
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Figur 3'° Gennemsnitlige kaliumkoncentrationer fra indlagte/prak-

sis-patienter.

Sinclair et al."® undersggte arstidsvaria-
tioner i kaliumkoncentrationen pa prg-
ver fra henholdsvis indlagte patienter
og patienter fra laegepraksis. Resultatet
ses af figur 3, som viser store arstids-
afhangige udsving pa preverne fra lze-
gepraksis, udsving, som tilskrives tem-
peraturen under transporten, da der ik-
ke ses tilsvarende udsving pa prgverne
fra de indlagte patienter.

(Se figur 3 og 4 ovenfor)

Figur 4 viser den procentvise andel af
praksisprgver med henholdsvis hypo-
og hyperkalizami (<3,0 mmol/| eller
>6,0 mmol/l) hen over en 24 maneders
periode’™. Det ses, at antallet af patien-
ter, der far konstateret en klinisk rele-
vant &ndring i kalium, svinger meget
hen over dret. Dette kan vaere meget
kritisk for patienterne og f.eks. forarsa-
ge forstyrrelser i hjerterytmen.

Figur 4'° Den procentvise andel af praksisprever med kaliumkonc.

<3,0 mmol/l eller >6.0 mmol/I

Af figur 1, 3 og 4 ses tydeligt, at kali-
umkoncentrationen stiger ved faldende
temperaturer og falder ved stigende
temperaturer. Disse udsving skyldes
den temperaturafhangige Na+K+-AT-
Pase-aktivitet, og prever til bestem-
melse af kalium ber derfor opbevares
ved ca. 20 °C, hvor transporten af kali-
um ind og ud af cellerne er i
balance*1°.

Ifglge van Geest-Daalderup et al.® kan
prover til INR-bestemmelse opbevares
ucentrifugerede ved 4 °C eller ved
stuetemperatur. Hgjere temperaturer
(37 °C) nedsaetter holdbarheden.
Froom et al.# fandt, at prever opbeva-
ret ved stuetemperatur i 24 timer gav
anledning til en rimelig konstant stigning i
INR pd 6 %. Opbevaring ved 4 °C gav in-
gen &ndring i den gennemsnitlige INR-
veaerdi, men man sa stigende INR hos

nogle patienter og faldende INR hos an-
dre. Forfatterne anbefaler derfor, at
prover til INR-bestemmelse opbevares
ucentrifugerede ved stuetemperatur, og
at analyseresultatet efterfelgende kor-
rigeres med en faktor 0,94 (faktoren vil
naturligvis afhange af forholdene for
det enkelte laboratorium).

Heil et al.’ fandt ogsa en bedre
holdbarhed af PT ved stuetemperatur
og begrunder det med, at faktor VIl er
ustabil under kolde betingelser.

Tid

Nar blodprgver transporteres/opbeva-
res som fuldblod, er nogle af de bioke-
miske parametre holdbare i maksimalt
6-8 timer. @nskes en laengere holdbar-
hed, ma pregverne centrifugeres, og
plasma overfgres til et nyt glas, hvoref-
ter det ikke lengere er fglsomt for
hverken tid eller temperatur’®.




Ford og Berg® undersggte stabiliteten
af Roché kinetiske Jaffa metode til
creatininbestemmelse, en metode, som
0gsd er meget udbredt i Danmark. De
fandt en stabil creatininkoncentration i
ucentrifugerede prgver i op til 8 timer,
men en signifikant stigning (p<0,001)
efter 16 timer. Ved analysering af afpi-
petterede prover eller ved brug af en
enzymatisk analysemetode (Ortho Vi-
tros) fandt man ingen signifikante a&n-
dringer i creatininkoncentrationen.

Boyanton og Blick® fandt ogsa signifi-
kante stigninger i creatinin malt med den
kinetiske Jaffa metode, men farst efter
24 timer, hvor koncentrationen var ste-
get med 110 % i plasma og 60 % i se-
rum.

CLSI - Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (tidligere NCCLS) anbe-
faler, at prever til bestemmelse af PT/
INR analyseres inden 24 timer efter
prevetagning. Flere studier bekraefter,
at der i op til 24 timer ikke ses klinisk
relevante andringer i den gennemsnitli-
ge PT/INR-vaerdi®12,

Van Geest-Daalderop et al.? under-
segte zndringer i INR som falge af tid og
temperatur ved at male pa 20 patienter
pa hvert af to laboratoriecentre. Center
1, som brugte citratglas i plastik af maer-
ket "Monovette” og thromboplastinet
"Hepato Quick” pa STA Rack, fandt langt
mindre andringer i INR end center 2,
som brugte citratglas i plastik af maerket
“Venoject I, thromboplastinet “Recom-
biplastin” pa Electra 1600 C.

Som det ses af figur 2, fandt center 1,
at prgverne er stabile i 24 timer ved 4 °C
eller stuetemperatur, hvorimod prever
til analysering i center 2 hgjst ma vaere
6 timer gamle, ndr man vurderer, at en
andring i INR pd 10 % er klinisk rele-
vant. Der er altsad god grund til, at det
enkelte laboratorium undersgger for-
holdene for netop deres kombination af
prgvetagningssystem, reagens og ana-
lyse-udstyr, inden holdbarheden af INR-
preverne fastlaegges.

(Se figur 2 til venstre)

K3-EDTA-blod til antalsbestemmelse af
erytrocytter, leukocytter og trombocyt-
ter er stabilt i 48 timer ved stuetempe-
ratur. Der er derimod stor forskel pa en
automatiseret differentiering af leuko-
cytter efter henholdsvis 4 og 48 timer.
Der ses et fald i antallet af neutrofile
granulocytter og monocytter og en stig-
ning i lymfocytter og eosinofile granulo-
cytter’. Ifglge Narayanan® er holdbarhe-
den af EDTA-blod, hvorpa der gnskes en
5-parts differentialtzlling, maksimalt 6
timer ved stuetemperatur for de fleste
hamatologiudstyr. Dette skyldes morfo-

logiske andringer i specielt de neutrofile
granulocytter, som bl.a svulmer op, mi-
ster granulering af cytoplasma og far va-
cuoler i kerne og cytoplasma. Det anbe-
fales, at blodudstrygninger til manuel
differentialtaelling praepareres 1-3 timer
efter prgvetagning.

Den optimale Igsning

Jensen et al.” fastsatte et kvalitetsmal

for 21 biokemiske parametre, som gik

ud p3a, at 95 % af analyseresultaterne
skulle ligge inden for +2 SD fra en

"0-prgve”. O-prgven blev centrifugeret

og afpipetteret i la2gepraksis inden for

45-60 minutter efter prgvetagningen.

De fandt, at kvalitetsmalet blev op-

fyldt, nér prgverne:

- sendes som heparinfuldblod i pri-
maerglas (for at sikre identitet og
undgéd kontaminering)
opbevares og transporteres opret-
stdende ved 20-25 °C
centrifugeres pa laboratoriet inden
5-6 timer efter prgvetagning.

For at opfylde kravene til den maksima-

le opbevaring inden centrifugering an-

befaler forfatterne, at preverne afhen-
tes fra laegepraksis to gange dagligt.

Disse fund bekraeftes af Stahl og
Brandslund?, som fandt, at de 27 un-
dersggte parametre var stabile i ucen-
trifugeret heparinblod i 8-12 timer ved
20-21 °C. Den lengere holdbarhed i
deres forsgg kan skyldes, at de kun be-
nyttede blodprever fra raske forsegs-
personer.

Salvagno et al.’? anbefaler, at prever
til rutine koagulationsanalyserne opbe-
vares ucentrifugerede i maksimalt 6 ti-
mer ved stuetemperatur eller 4 °C. De
a&ndringer, man fandt i dette tidsrum,
vurderes at veere klinisk acceptable. Heil
et al.”" og Froom et al.* fandt bedst
holdbarhed af koagulations-analyserne
ved stuetemperatur.

For haematologiske rutineprgver er
holdbarheden 6 timer ved stuetempe-
ratur, hvis der gnskes en maskinel
5-parts-differentialtzlling®’. Da det
kan vaere ngdvendigt at udfgre en ma-
nuel kontrol af differentialtzllingen, bar
en udstrygning praepareres inden 1-3
timer efter prevetagningen.

Det er med andre ord klinisk forsvar-
ligt at sende "alle” praksisprgver samlet
ved 20-25 °C, hvis preverne kan ana-
lyseres/centrifugeres inden for 6 timer
efter prgvetagning. Nogle analysepara-
metre har naturligvis en laengere hold-
barhed, og nogle kunne med fordel ana-
lyseres og/eller centrifugeres hurtigere,
men under navnte betingelser tilgode-
ses flest muligt af de mest anvendte
rutineanalyser. ¢
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