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ABSTRACT  

Anemia is a serious blood disease that more than two billion suffer from worldwide. Half of 
that number consist of iron deficiency anemia, which is insufficiency of iron supply to the 
bone marrow due to empty iron store or hampered iron utilization due to inflammation. 
Therefore, requires rapid diagnosis. 

    Analysis parameter for hypochromic erythrocytes (HYPO-He) is a highly applicable 
parameter for detection of iron deficiency using Sysmex XN 2000. It measures erythrocytes 
with low hemoglobin concentration. The aim of this study was to verify whether the research 
parameter HYPO-He should be included as a diagnostic analysis for anemia at the Hudiksvall 
Clinical Chemistry Laboratory in the Gävleborg Region, Sweden. 

    The study material consisted of 34 samples, whole blood with EDTA. Two samples for in-
series-imprecision and two for sustainability control. The two control materials (low and 
normal) and samples with properly filled tubes were analyzed with Sysmex XN in the 
reticulocyte channel using the optical method, by flow cytometry with laser. 

    The results of duplicate sample on Sysmex XN showed that linear regression value R2 was 
1.0 and coefficient of variation CV was 0.83 %. During this project, similar results were 
obtained that other projects had done with different instruments and methods. According to 
the results, HYPO-He is reliable and useful for improved iron deficiency diagnostics. 
Additional studies on HYPO-He stability is recommended. 

 

KEYWORDS    

Anemia diagnosis and management, Calculation of Erythrocyte Parameters, Functional iron 
deficiency, Hemoglobin, Hematology analyzer. 
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FÖRKORTNINGAR  

- CRP: C-reaktivt protein 
- CV: Variationskoefficient  
- EDTA: Etylendiamintetraättiksyra, C10H16N2O8 
- EPK: Erytrocytpartikelkoncentration  
- Erytrocytindex: MCV, MCH och MCHC 
- EVF: Erytocytvolymfraktion, även kallas Hematokrit 
- FSC: “Forward Scatter” som ger cellstorlek 
- Hb: Hemoglobin   
- LPK: Leukocytpartikelkoncentration 
- MCH: Medelhemoglobin mängd i erytrocyterna 
- MCHC: Medelhemoglobin koncentration i erytrocyterna 
- MCV: Erytrocyternas medelvolym  
- MV = 𝑋ത: Medelvärde 
- SD = S: Standardavvikelse  
- SFL: ”Side Fluorescence Light” som ger RNA/DNA innehåll i cellen 
- TPK: Trombocytpartikelkoncentration 
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INTRODUKTION 

Anemi är en allvarlig blodsjukdom som mer än två miljarder människor lider av världen 
över1. Järnbristanemi utgör en stor del av det antalet enligt världshälsoorganisationens (WHO) 
statistik under 20042. Det är ett stort globalt problem särskilt i fattiga länder som inte har 
tillräckliga möjligheter att snabbt ställa diagnos angående anemityp. Det är viktigt att det 
finns snabba och effektiva analysmetoder för att upptäcka anemi-förekomst för att kunna ge 
patienter rätt behandling vid behov. Barn, kvinnor, gravida och blodgivare drabbas lättare än 
andra av järnbristanemi på grund av dagligkost som ibland inte räcker för att täcka det 
järnbehov som utgör en viktig del av röda blodceller struktur. 

    Anemi definieras oftast som ett värde på hemoglobin (Hb) under ett visst referensområde 
och enligt WHO klassifikation är Hb, vid anemi, mindre än 130 g/L hos män och mindre än 
120 g/L hos kvinnor3. Anemi kan uppstå av olika skäl, t ex vid brist på järn, folsyra eller B12.  

 

Blodceller består av tre huvudcelltyper som kallas erytrocyter, leukocyter och trombocyter. 
Dessa celler har samma cellursprung av stamceller i benmärgen. Mogna och friska erytrocyter 
har ingen kärna och har som uppgift att binda in syre eller koldioxid. Tack vare erytrocyter 
transporteras syre från lungorna ut till alla kroppens vävnader och koldioxid tillbaka till 
lungorna. Vid anemi kan erytrocyter ha olika storlek och innehålla för liten mängd Hb. Ju 
större brist på erytrocyter desto allvarligare symtom har man, t ex att man kan känna sig trött, 
uppleva koncentrationssvårigheter, yrsel, hjärtklappning, huvudvärk, kraftlöshet, 
sömnstörningar eller öronsus4.  

    Erytrocyter lever i genomsnitt 120 ± 20 dagar hos en frisk individ och sedan bryts de ner av 
makrofager i mjälten och levern5. Hb är ett protein uppbyggt av järn (Fe), hem och globin 
som består av två dimerer, fyra polypeptidkedjan (två α och två β)6. Lågt Hb-värde orsakar 
låga syrehalter i vävnader som i sin tur påverkar hela kroppen och försämrar den fysiska 
prestationsförmågan eftersom otillräcklig mängd syre når kroppens celler7. Den vanligaste 
anledningen till att Hb analyseras är anemifrågeställning eller för att räkna blodkropps-
konstanter, så kallat erytrocytindex (MCV, MCH, MCHC). Brist på Hb kan exempelvis bero 
på förlust av eller ökad destruktion av erytrocyter, ärftlig brist eller minskad produktion av 
erytrocyter8. Hb-koncentration kan variera och påverkas av vätskemängden i kroppen som 
kan leda till en Hb-stigning vid vätskeförlust. Hb-nivån kan även sjunka vid ansträngning och 
riklig menstruation.  

 

Det dagliga behovet av järn kan tillgodogöras från kost såsom kött, lever och skaldjur men 
även från vegetabiliska livsmedel såsom spenat, fullkornsprodukter, frön och torkad frukt med 

 
1 https://lakemedelsboken.se/kapitel/blod/anemier.html#d1_4  2017-07-04 
2 https://www.who.int/nutrition/publications/micronutrients/anaemia_iron_deficiency/9789241596107/en/ 
3 https://lakemedelsboken.se/kapitel/blod/anemier.html#d1_4  2017-07-04 
4 https://www.1177.se/Gavleborg/sjukdomar--besvar/hjarta-och-blodkarl/blodsjukdomar/blodbrist/  2016-11-18 
5 https://www.forskning.se/2008/09/11/varfor-bryts-roda-blodkroppar-ner/   2008-09-11 
6 Hae Won Kim; A. Gerson Greenburg. Hemoglobin-Based Oxygen Carriers as Red Cell Substitutes and Oxygen 
Therapeutics. Biochemistry of haemoglobin. SpringerLink. Upplaga:2013. Volym 978364240717. Sida 55-58. 
7 Carvalho, Ana Sofia; Rodriguez, Manuel S; Matthiesen, Rune. Red Blood Cells in Clinical Proteomics. 
SpringerLink. (MIMB, volume 1619). 2017:173-181. 
8 Kurt Pfeifer; Barbara Slawski. Anemia and Bleeding. Causes. Perioperative Medicine, 2011:503-512. 
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mera9. Järnförlust kan förmildras via intag av järntabletter såsom Duroferon10 eller Niferex11, 
men den behandlas bättre med intravenös behandling [1]. Absolut järnbrist uppkommer vid 
otillräcklig järntillförsel till benmärgen på grund av tomma järndepåer (i form av ferritin).  
Vissa sjukdomstillstånd som tex celiaki kan medföra ett begränsat upptag av järn i tarmen. 
Även vegankost kan medföra järnbrist på grund av otillräckligt intag av järn. Järnbrist kan 
även uppstå som följd av blödningar som uppstår vid magsår, kroniska tarmsjukdomar, 
tumörer i tarmen eller magen och även vid kraftig menstruation. Funktionell järnbristanemi är 
anemin som kan uppkomma exempelvis på grund av inflammation eller nedsatt njurfunktion 
som i sin tur kan leda till nedsatt frisättning av järn från makrofager och försvårat 
järnutnyttjande. Därtill löper blodgivare samt prematurfödda barn med låg födelsevikt eller 
med enbart amning i längre tid en högre risk att drabbas av järnbrist12. 

    Vid anemiutredningen analyseras bland annat järn, ferritin, retikulocyter och blodstatus. Att 
få ett fullständigt provsvar är tidskrävande och kostsamt, beroende på olika anledningar. 
Ibland analyseras ferritin på ett annat laboratorium, t ex skickas prover för analys av ferritin 
till Gävle sjukhuset eftersom man inte kan analysera den på Hudiksvall laboratorium eller på 
hälsocentraler. C-reaktivt protein (CRP) analyseras också vid inflammation misstanke och 
funktionell järnbrist. Sysmex XN använder flödescytometri metod med fluorescensmärkören 
och halvledande laserstråle. Analys av blodstatus med Sysmex XN inkluderar bland annat Hb, 
erytrocytpartikelkoncentration (EPK), leukocyt-partikelkoncentration (LPK), 
trombocytpartikelkoncentration (TPK), erytocytvolymfraktion (EVF), erytrocyternas 
medelvolym (MCV), medelhemoglobin mängd i erytrocyterna (MCH), medelhemoglobin 
koncentration i erytrocyterna (MCHC). Retikulocyt-profil inkluderar retikulocyter och 
retikulocyt-MCH som analyseras i retikulocyt-kanalen. Erytrocytindex är också viktig att ta 
hänsyn till vid anemier, det vill säga MCV som beräknas automatisk av kvoten mellan EVF 
och EPK, MCH som beräknas av kvoten mellan Hb och EPK och MCHC som beräknas av 
kvoten mellan Hb och EVF13. En relativt ny analysparameter för bedömning av andelen 
hypokroma erytrocyter (HYPO-He) används också för anemiutredning vid några regioner 
inom Sverige och utomlands. HYPO-He har bland annat undersökts vid utredning av anemi 
hos blodgivare och visade sig då vara en viktig analysparameter eftersom det föreligger 
kortare väntetid jämfört med biokemiska markörer [2]. 

    För att undersöka om det finns avvikelser på erytrocyter är det viktigt att göra ett manuellt 
blodutstryck för att kontrollera erytrocytmorfologi, det vill säga storlek, form, inklusioner och 
färgbarhet. Att göra ett manuellt blodutstryck är tidskrävande, kostsamt och medför 
miljöpåverkan eftersom giftiga reagens används vid färgningen. Vid studie av erytrocyt-
storlek kontrolleras manuellt huruvida normocytos (d=7-9 µm), mikrocytos (d< 7 µm), 
makrocytos (d> 9 µm) eller anisocytos (det vill säga att erytrocyter varierar i storlek) 
föreligger. Vid järnbrist minskar ferritin (järndepåerna), vilket leder till utvecklad mikrocytos 
som, på grund av erytrocyternas livslängd, kan ses som anisocytos under de första veckorna 
[3].  

    När erytrocyt-form analyseras undersöker man bland annat förekomst av schistocyter (även 
kallats fragmentocyter eller helmetceller), som ses vid arterioskleros, uremi och vid 
hemolytisk anemi. Med inklusioner menar man manuell undersökning av närvaro av 

 
9 https://www.livsmedelsverket.se/livsmedel-och-innehall/naringsamne/salt-och-mineraler1/jarn/  2019-05-16 
10 https://www.fass.se/LIF/product?userType=2&nplId=19701120000014  2018-07-25 
11 https://www.fass.se/LIF/product?userType=2&nplId=19990827000063  2019-06-19 
12 https://www.barnakuten.nu/sv/jarnbrist-och-blodbrist-eller-anemi-hos-bebisar-barn-och-ungdomar/2019-10-11 
13 Theml, Harald; Diem, Heinz; Haferlach. Color atlas of hematology: Torsten. Practical microscopic and clinical 
diagnosis. Physiology and Pathophysiology of Blood Cells: Methods and Test Procedures. Thieme MedOne 
Education 2004;2. Doi:10.1055/b-005-148949. 
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exempelvis mikroorganismer i blodutstryck; såsom malaria, kärnförande röda blodkroppar 
(NRBC), basofilpunktering med mera. Vid undersökning av färgbarhet (hemoglobininnehållet 
i erytrocyter) kan man identifiera polykromasi (variation i hemoglobininnehåll), hyperkromasi 
(högt hemoglobininnehåll) eller hypokromasi (lågt hemoglobininnehåll). Hypokromasi kan 
ses som stora ljusa mittfält i erytrocyter. 

 

Hypokromasi och hyperkromasi kan även analyseras med Sysmex XN och benämns då 
HYPO-He respektive HYPER-He. Instrumentet definierar hypokroma erytrocyter som har 
MCH mindre än 17 pg [3] och hyperkroma erytrocyter som har MCH mer än 49 pg14. HYPO-
He anges i procent som står för andel erytrocyter som har MCH mindre än 17 pg av totalt 
EPK. Enligt Sysmex ligger referensintervallet för HYPO-He mellan 0,1-1,5 %. 

    Obalansen mellan järnbehovet och järnintag leder till minskat antal erytrocyter vilket 
orsakar anemi med hypokroma erytrocyter och mikrocytos. Andel hypokroma erytrocyter kan 
även analyseras med Siemens ADVIA 2120i (teknik utvecklad av Bayer), som använder en 
liknande teknik som Sysmex XN men med analyskod ”HYPO”, och bör då ligga under 2,5 % 
för normalt hemoglobininnehåll15 och ett värde på 10 % pekar på funktionell järnbrist16.  

    I en studie jämfördes olika biokemiska och hematologiska analysmarkörer för anemi 
(retikulocyt-hemoglobininnehåll (CHr), HYPO, ferritin, transferrin, transferrinmättnad och 
koncentrationen av lösliga transferrinreceptorer (sTfR)) hos 442 patienter med olika typer av 
anemier samt 154 icke-anemiska personer. Syftet var att utvärdera i vilken grad dessa 
markörer kan skilja funktionell järnbristanemi från anemi vid kronisk sjukdom. Man kom 
fram till att bland annat HYPO, som är en direkt indikator för funktionell järnbrist, är ett bra 
verktyg för diagnostisering av funktionell järnbrist som följd av järnbegränsad erytropoes, i 
jämförelse med de indirekta biokemiska analyserna [4]. Analysparametern HYPO-He kan 
även användas för att skilja mellan järnbristanemi och thalassemi17 [5]. 

 

Vid analys av HYPO-He med Sysmex XN 2000 analyseras 200 prover per timme, vilket 
medför stor tidsbesparing för laboratoriepersonal och innebär att patienter snabbare kan få sitt 
provsvar och då även snabbare behandling. Vid analys med Sysmex XN larmar även systemet 
vid analysfel. Regelverk stoppar avvikande resultat om de ligger långt utanför 
referensintervall och måste kontrolleras och godkännes manuellt. På detta sätt upptäcks akuta 
provsvar som tillhör kritiska patologiska resultat (så kallat larmlista) och kan då rapporteras 
till beställaren direkt.  

   Generellt kan felaktiga provsvar erhållas som t ex kan bero på felaktig patientidentifiering, 
provtransport, hantering och bearbetning18 samt dålig omrörning av provröret vid 
provtagning, eftersom blodet måste blandas väl med EDTA för att tillåta det antikoagulerande 
materialet att stoppa koagulationsprocessen. Patientprover hanteras i olika steg under hela 
analysprocessen, därför kan olika slumpmässiga fel ske under tiden. Preanalytiska fel är 

 
14 https://www.sysmex-mea.com/n/academy/knowledge-centre/sysmex-parameters/hypo-he/hyper-he.html 
15 https://www.sahlgrenska.se/for-dig-som-ar/vardgivare/laboratoriemedicin/analyslista/hypokroma-erytrocyter/  
2019-06-02 
16 Agnes Gränse, Jämförelse mellan markörer för funktionellt järnstatus på Siemens Advia 2120 och Sysmex 
XN-1000, Biomedicinsk laboratorievetenskap, grundnivå, 2014:BL7, Linnéuniversitetet, Kalmar Växjö. 
17 https://www.sysmex-mea.com/n/academy/knowledge-centre/sysmex-parameters/hypo-he/hyper-he.html 
18 Satyavati V. No preanalytical errors in laboratory testing: a beneficial aspect for patients. Indian J Clin 
Biochem. 2012;27(4):319-321. 
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vanligt förekommande och kan innebära felaktigt val av rörtyp eller olämplig provlagring19. 
På grund av detta är det viktigt att upptäcka preanalytiska fel så snabbt som möjligt eftersom 
provet då måste tas om.  

     

Analysparametern HYPO-He används inom flera regioner i Sverige och även utomlands, men 
inte i Region Gävleborg. Anemipatienter gynnas inte av denna analysparameter eftersom den 
inte används, trots att analysen redan utförs på alla blodprover som analyseras i 
retikulocytkanalen på Sysmex XN 2000. Genom att analysera HYPO-He kan man prioritera 
prover som erhåller ett högt värde för att göra blodutstryck samt att analysera järn och ferritin 
vid behov. Anemiutredning kan förbättras om HYPO-He inkluderas inom anemianalyser. 
Generellt finns inte en enskild analys som används för att utreda anemier utan snarare ett 
flertal som tillsammans används vid diagnostisering av anemi beroende på patientanamnes, 
bland annat blodstatus med erytrocytindex, retikulocyter, järn, ferritin och kobalaminer. I 
denna studie användes olika analyser för att utreda funktionell järnbrist och absolut järnbrist t 
ex inflammatoriska markören CRP samt järnstatus det vill säga ferritin och järn som 
analyserades med Cobas 6000 (Roche, Tyskland) och Hb, EPK och EVF som analyserades 
med Sysmex XN (Kobe, Japan). Dessutom beräknades erytrocytindex automatiskt med 
Sysmex XN utifrån andra mätta parametrar det vill säga EPK, EVF och Hb. 

    Syftet med denna studie var att verifiera analysparametern HYPO-He för Sysmex XN 2000 
på laboratoriet för klinisk kemi i Region Gävleborg. Därtill att utreda hållbarheten för prover 
för analys av HYPO-He. 

 

MATERIAL OCH METOD 

Material: 

Studiematerial  

Studiematerialet bestod av helblod från 34 patienter provtagna i EDTA-rör, där två blodprover 
(Q1 och Q2) användes för att undersöka inom-serie-imprecision, och två blodprover (ett med 
normalt och ett med högt HYPO-He) användes för att kontrollera hur HYPO-He påverkas vid 
längre förvaring. Proverna samlades in under sju veckor vid rutinmässig provtagning. 

 

Etik   

Studiematerialet utgjordes av nytagna blodprover från patienter vid rutinmässig provtagning, 
vilket betyder att patienterna endast lämnade prov vid ett tillfälle. Proverna avidentifierade 
efter rutinanalysen, därför respekterades patient integritet. Denna studie är en del i 
kvalitetssäkring och därför krävdes inget etiskt tillstånd.  

 

 

 

 
19 Vallin, Siri. Stability of serum analytes depending on pre-centrifugation time and platelet count in three types 
of sample collecting tubes; DiVA; 2014-06-24. 
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Utrustning och kemikalier 

HYPO-He analyserades i helblod samt i kontroll-material (Sysmex XN-CHECK, L1 och L2) 
med Sysmex XN 2000 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) i retikulocytkanalen med den 
optiska metoden. Reagens som användes i analysen var Cellpack DFL (Sysmex) 1,5 L 
(Tricine buffer 0,17 %) och färgningsreagens Fluorocell RET (Sysmex) 12 mL (Polymethine 
0,03 %, metanol 7,9 %, ethylene glycol 92,0 %). Dessutom användes Cellclean (Sysmex).  

 

Metod: 

Utförande 

Under samtliga dagar utfördes dagligt underhåll av instrumentet samt analys av kontroller L1 
XN-CHECK (på morgon) och L2 XN-CHECK (eftermiddag). Innan analys stod 
kontrollmaterial i 20 min för att uppnå rumstemperatur och rullades sedan mellan 
handflatorna i 15 s. Därefter hölls kontrollen mellan tummen och pekfingret och vändes upp 
och ner 20 gånger. Hållbarheten för L1 och L2 kontroller är sju dagar efter behållaren 
öppnats. Kontroller av samma lotnummer användes dock under hela studien.  

    Blodstatus och retikulocyter ska analyseras inom 24 h efter provtagning enligt 
metodbeskrivning av Region Gävleborg. För att undersöka inom-serie-imprecision 
analyserades två olika patientprover (Q1 och Q2) utan anmärkning 17 gånger vid samma 
analystillfälle. Varje dag under fem dagar undersöktes mellan-serie-imprecision genom 
upprepad analys (n=4) av kontrollmaterial L1 och L2, sedan beräknades medelvärde (MV), 
standardavvikelse (SD = S) samt variationskoefficient (CV %) (Tabell 1). Korrekt hantering 
av patientprover är helt avgörande för att få rätt resultat då t ex ett gammalt blodprov kan leda 
till uppvisade förändringar av hemoglobinkoncentrationen som i sin tur kan påverka värdet 
för HYPO-He. Av den orsaken analyserades inga prover som var äldre än 24 h och helst inte 
äldre än 4 h i denna studie. 

 

För att verifiera parametern HYPO-He analyserades 30 blodprover i två omgångar (Omg.1 
och Omg.2) för dubbel prov-imprecision med serienummer (fingerade LID-nummer). 
Analysen skedde med Sysmex XN 2000 (2XN1) i retikulocytkanalen med den optiska 
metoden genom flödescytometri med halvledande laser. Provrör tilläts uppnå rumstemperatur 
och blandas noga, därefter beställdes och analyserades samma prov två gånger, direkt efter 
varandra. Analys av HYPO-He beställdes manuellt enligt Sysmex metodbeskrivning; först 
kontrollerades en LED-lampa som skulle lysa grönt för att kunna börja, sedan valdes 
analysläge ”Whole Blood” i dialogrutan. Vid ”Manuell Analys” kontrollerades ”Read ID, 
RET, Cap Open och Aspiration Sensor” för att kunna analysera HYPO-He. Provserienummer 
skrevs vid ”Read ID”, en bock sattes på ”RET” medan ”Cap Open och Aspiration Sensor” 
lämnades omarkerad. Efter det placerades provrören i provrörshållaren och analysen 
påbörjades genom att trycka på start-knappen. Rörhållaren gled in, aspirationen av provet 
utfördes och när det var klart gled rörhållaren ut. Ordinarie provsvar flyttas automatiskt från 
instrumentet till Extended IPU-dator och vidare till mjukvaran CGM ANALYTIX, medan 
resultaten för denna studie avlästes från instrumentet eftersom ingen remiss eller beställning 
fanns på dem. Provsvar skrevs ut genom att märka LID nummer raden på instrument skärmen, 
sedan ”OutPut” och trycka på ”Report GP”. 

    Olika typer av visualisering av data kan ses vid analys med Sysmex XN, t ex fliken 
”Graph” som visar samtliga analysparametrar av blodstatus och spridningsdiagram som 
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används för att visa spridning på celler inom två axlar ”Forward Scatter” (FSC) och ”Side 
Fluorescence Light” (SFL). 

Ytterligare en studie genomfördes för att undersöka om värdet för HYPO-He minskade över 
tid. Detta utfördes genom att analysera två olika blodprover, ett med normalt HYPO-He och 
ett med högt HYPO-He. Dessa två blodprover förvarades sedan vid rumstemperatur under 8 h 
och därefter vid 4 ºC i ytterligare 16 h.  

 

Metodprincip  

Blodprovet sugs in och späds automatiskt med Cellpack DFL som består av tricine som har 
hög negativ laddning. Tricine håller cellerna i lösning och hindrar att de klumpa ihop sig.  
Fluorocell RET färgningsreagens binder in till retikulocyter och trombocyter, men även till 
RNA och DNA i kärnförande röda blodkroppar (NRBC) och leukocyter. 
Fluorescensmärkören binder specifikt in till nukleinsyror och celler transporteras genom en 
smal flödescell. En halvledande laserstråle belyser provet och urskilja celler på tre olika sätt i 
RET spridningsdiagram20, det vill säga FSC som ger cellstorlek, SFL som ger RNA/DNA-
innehåll i cellen och ”Side Scatter” (SSC) som är sidospridning av ljus och ger information 
om cellinnehållet (kärnan, granulat).  

 

Statistik och bearbetning  

Microsoft Excel användes för bearbetning och utifrån studieresultaten beräknades MV, SD 
samt CV %. Därtill beräknades linjär regression korrelation (R2) med resultaten för de 30 
patientprover som analyserades i två omgångar (Omg.1 och Omg.2). CV % beräknades även 
för dessa. 

 

RESULTAT  
Under denna studie analyserades 30 blodprover med EDTA tillsats. Dessa blodprov 
analyserades två gånger vid samma tillfälle. Ytterligare två blodprover (Q1 och Q2) 
analyserades varje timme under de första åtta timmarna (Figur 1) och slutligen efter 16 h. 
Kontrollerna L1 och L2 (Sysmex XN-CHECK) analyserades för att beräkna MV, SD, CV % 
och anledningen för detta att undersöka inom- och mellan-serie-imprecision (Tabell 1). De 
proverna analyserades på Sysmex XN 2000 (2XN1) på retikulocytkanalen med den optiska 
metoden på Hudiksvall laboratoriet. 

 

 

 

 

 

 

 
20 http://www.sysmex.se/academy/knowledge-centre/measurement-technologies/fluorescence-flow-
cytometry.html 
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Tabell 1: För HYPO-He beräknade medelvärden (MV), standardavvikelser (SD) och 
variationskoefficienter (CV) för inom-serie-imprecision (Q1 och Q2 blodprover) som 
analyserades 17 gånger vid samma analystillfälle, och för mellan-serie-imprecision (Sysmex 
XN-CHECK, L1 och L2) vid olika koncentrationsnivåer genom upprepad analys (n=4) det 
vill säga att analysera varje kontroll (L1 och L2) fyra gånger per dag under fem dagar vid de 
båda nivåerna. 

 

HYPO-He (%) MV SD CV % 

Q1 2,42 % 0,08 3,35 
Q2 11,31 % 0,14 1,21 
L1 1,90 % 0,11 6,05 
L2 0,92 % 0,05 5,69 

 

 

För de 30 analyserade blodproverna varierade HYPO-He från normalt (0,1 %) till extremt 
högt (69,4 %) och täckte på så sätt in ett berett område av HYPO-He-värden. Antal prover 
som slog lågt, högt och normalt på järnstatus analyser och HYPO-He kan ses i (Tabell 2). CV 
för duplicerade prover låg på 0,83 % och den linjära korrelationen (R2) låg på 1,0. 
Studieprover uppfyllde Sysmex krav på precision < 25 % eller inom ± 1,0 HYPO-He enligt 
XN series (XN-2000) Bruksanvisning21.  

    Utifrån den analysdata som erhölls inom ramen för denna studie misstänktes olika 
patientfall (Tabell 2), det vill säga tio normalfall, nio patienter med järnbristanemi, nio med 
funktionell järnbristanemi, en med misstänkt thalassemi samt ett fall som inte kunde tolkas. 
Man kom fram till att alla patienter som hade både låga Hb och järn samtidig hade högt 
HYPO-He värde.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
21 Sysmex Corporation, Kobe, Japan. Automated Hematology Analyzer XN series (xn-1000) Bruksanvisning, 
22:e upplagan, datum för senaste revision: 09/2017, språkkod: sv. 
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Tabell 2: Antal prover av 30 analyserade som visade lågt, högt och normalt resultat enligt 
referensintervall på Region Gävleborg det vill säga CRP (< 5 mg/L), MCV (82–102 fL), 
MCH (28–35 pg), Hb (K: 117–153 g/L, M: 134–170 g/L), Ferritin (30–350 µg/L), Fe (9,0–
34,0 µmol/L) samt HYPO-He (0,1–1,5 %) enligt Sysmex. Fet text menar att detta fall 
diskuterats under diskussion.  

 

Patientfall HYPO-He Hb MCV MCH CRP Ferritin Fe 

1 normal normal hög normal normal hög normal 
2 normal normal normal normal normal normal normal 
3 normal normal normal normal normal normal normal 
4 normal normal normal normal normal normal normal 
5 normal låg normal normal hög normal normal 
6 normal låg låg låg hög hög låg 
7 normal normal normal normal hög normal normal 
8 normal normal normal normal normal normal normal 
9 normal normal normal normal normal låg normal 

10 hög låg låg låg normal låg låg 
11 hög låg normal normal normal normal normal 
12 hög låg låg låg normal låg låg 
13 hög låg normal normal hög normal låg 
14 hög låg låg låg normal låg låg 
15 hög låg låg låg normal hög hög 
16 hög låg normal låg hög normal låg 
17 hög normal låg låg normal normal låg 
18 hög låg låg låg normal låg låg 
19 hög normal låg låg hög hög normal 
20 hög låg normal normal hög hög (normal) 
21 hög låg låg låg hög normal låg 
22 hög låg låg låg hög låg låg 
23 hög låg normal normal hög normal låg 
24 hög låg låg låg normal låg låg 
25 hög låg normal låg normal låg låg 
26 hög låg låg låg hög låg låg 
27 hög låg låg låg normal låg låg 
28 hög låg låg låg normal låg låg 
29 normal normal normal normal normal normal normal 
30 normal normal normal normal normal normal normal 

 

Hållbarhetsstudien som utfördes på två blodprover visade att minskning av HYPO-He började 
efter 2 h och HYPO-He %, för det normala provet, sjönk från 0,4 % till 0,3 % under 8 h det 
vill säga med en 25 %-ig minskning vid förvaring i rumstemperatur (Figur 1). HYPO-He låg 
stabilt vid 0,3 % efter ytterligare förvaring i 16 h vid 4 oC. För provet med högt HYPO-He 
sjönk HYPO-He % från 3,8 % till 2,3 % under åtta h, det vill säga värdet sjönk med 40 % vid 
förvaring i rumstemperatur (Figur 1). Efter ytterligare 16 h förvaring vid 4 oC hade HYPO-He 
sjunkit ytterligare (till 1,6 %), alltså med totalt nästan 60 %. Det skulle betyda att både det 
höga och normala provet minskade med 25-40 % under första åtta timmar, samt att prov med 
hög HYPO-He bryts ned med nästa 60 % vid längre förvaring efter ytterligare 16 h. 
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Figur 1: Minskning av HYPO-He % över tid för prov med högt analysvärde (blåa linjen) och 
normalt analysvärde (orangea linjen). HYPO-He analyserades varje timme under de första 
åtta timmarna då prov förvarades vid rumstemperatur. Prov analyserades slutligen även efter 
ytterligare 16 h förvarat kylt (4 oC). X-axeln visar tid i förvaring vid rumstemperatur (h), Y-
axeln visar HYPO-He koncentration (%). HYPO-He, för provet med högt värde, gick från 3,8 
% till 2,3 %, dvs. minskade med 40 %. HYPO-He %, för provet med normalt värdet sjönk 
från 0,4 % till 0,3 %, dvs. minskade med 25 % vid förvaring i rumstemperatur. 

 

DISKUSSION 

Syftet med detta arbete var att verifiera analysparametern HYPO-He på Sysmex XN 2000 
inom Region Gävleborg. Dessutom att kontrollera HYPO-He hållbarheten. HYPO-He skulle 
vara en kompletterande analys till de analyser man idag utför vid utredning av anemi. 

    Något som talar för att inkludera analys av HYPO-He på Sysmex XN är att det inte krävs 
ytterligare reagens utöver de som redan används vid analys av Retikulocyter och Ret-MCH i 
Sysmex’s retikulocytkanal (2XN1). I själva verket utförs denna analys alltid vid 
retikulocytanalys, men analyssvaren används ej. Det vill säga är det en näst intill kostnadsfri 
analysparameter som kan utnyttjas tillsammans med värden för MCV, MCH och MCHC. Det 
bör också tilläggas att MCH och MCHC är måttligt noggranna när det gäller att diagnostisera 
tomma järndepåer hos barn och ungdomar där normala värden inte utesluter tomma 
järndepåer hos anemiska patienter [6]. I dessa fall skulle värdet för HYPO-He ge en tydligare 
bild.  

 

Enligt läkemedelsboken ger alla tillstånd med järnbegränsad erytropoes förhöjd andel 
hypokroma erytrocyter22. Järnbristanemi indelas i två grupper; absolut järnbrist som beror på 
begränsning av erytropoesen eller intag av järn, samt funktionell järnbrist som ses vid 
samtidig inflammation och beror på nedsatt frisättning av järn från makrofager och försvårat 

 
22 https://lakemedelsboken.se/kapitel/blod/anemier.html 2017-07-04 
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järnutnyttjande. Erytrocyter som är normocytära eller mikrocytära kan ses vid både 
järnbristanemi och funktionell järnbristanemi, eftersom erytrocyter bildas under olika 
omsättningar under 120 dagar livslängden, kan t ex en patient med en pågående blödning ha 
normalt MCV på ett aktuellt blodprov trots att patienten lider av järnbrist.  

 

För att diagnostisera funktionell järnbristanemi krävs flera laboratorieanalyser såsom Hb och 
järn som sjunker, ferritin som stiger vid inflammation (ibland normal) och CRP som ökar. 
CRP, Erytrocyters sänkningsreaktion (SR) och S-Kreatinin ökar också vid nedsatt 
njurfunktion. Mikrocytära erytrocyter uppkommer minst efter fyra veckor av tomma 
järndepåer, vilket betyder att om MCV är lågt så tömdes järndepåer för minst fyra veckor 
sedan. T ex hade en patient i denna studie (patientfall 25) högt HYPO-He (9,0 %), lågt Hb (49 
g/L), lågt MCH (25,8 pg), men normalt MCV (87,4 fL). Dessutom var järn och ferritin 
mycket låga; Fe (2,0 µmol/L) och Ferritin (9,0 µg/L). I detta fall misstänktes att patienten 
hade en kraftig blödning, på grund av lågt Hb, alternativt en långvarig anemi på grund av de 
tomma järndepåerna. Ingen inflammation misstänktes eftersom CRP var normalt. I detta fall 
ansågs HYPO-He vara en känslig analysparameter och orsaken till detta att den påverkades 
snabbt vid typiskt järnbristanemi.  

 

En patient (patientfall 18) hade låga värden på Hb (91 g/L), MCV (68 fL), MCH (20,5 pg), Fe 
(2,3 µmol/L) samt Ferritin (6,0 µg/L) och högt HYPO-He (11,2 %). Det fanns ingen 
misstanke på inflammation på grund av normalt CRP. Utifrån dessa resultat misstänktes 
patienten ha lidit av järnbristanemi för mer än fyra veckor sedan och anledningen till det är att 
MCV var lågt. I detta fall var HYPO-He ett bra index på låga Hb och järn.  

Kronisk inflammation och kraftig infektion samt pneumoni kan förhöja värdet för ferritin 10-
20 gånger över det normala. CRP och ferritin är akutfasproteiner som stiger vid 
inflammatoriska tillstånd. CRP stiger snabbt och därför är det en viktig markör vid akutfall, 
medan ferritin stiger något senare, men även under längre tid. Värden för järn och ferritin är 
goda indikatorer på järnstatus, men de är kostsamma och tidskrävande att erhålla. Vid ett fall 
(patientfall 20) uppvisade patienten högt CRP (30 mg/L) och dessutom högt ferritin (1548 
µg/L), vilket pekade på inflammation. Patienten hade samtidigt lågt Hb (93 g/L), högt HYPO-
He (4,5 %) och normala MCV och MCH, samt normalt, dock vid nedre gränsen, gällande Fe 
(11,6 µmol/L). Detta tyder på att den förhöjda nivån av ferritin berodde på inflammation och 
patienten misstänktes lida av funktionell järnbristanemi och HYPO-He var en god markör för 
detta. Anledningen att patienten led av funktionell järnbristanemi i denna typ av fall var att 
kroppensceller (makrofager) försöker att skydda järn som används av mikroorganismer 
(bakterier) för att överleva vid inflammation tillstånd. På så sätt sparas och skyddas järn och 
det underlättar för kroppen att snabbare återhämta sig.  

 

Alla studieprover som hade normalt Hb, MCV och MCH (11 prover) uppvisade även normalt 
HYPO-He. Prover med låga värden för både Hb och MCV uppvisade lågt järn och högt 
HYPO-He, utom när det gällde en patient (patientfall 15) som hade högt HYPO-He (6,5 %) 
och högt Fe (39,7 µmol/L) samt mycket högt ferritin (1360 µg/L) trots att Hb var lågt (82 g/L) 
och MCV var lågt (79,7 fL). I detta fall misstänktes ingen inflammation på grund av normalt 
CRP (3,4 mg/L), utan i stället misstänktes thalassemi som, enligt Socialstyrelsen23, måste 

 
23 https://www.socialstyrelsen.se/stod-i-arbetet/ovanliga-diagnoser/thalassemi/  2018-06-18 
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behandlas med läkemedel (kelerare) för att öka utsöndring av järn. Sådana patienter får 
livshotande komplikationer av järninlagring efter några blodtransfusioner. Trots detta var 
HYPO-He en känslig analysmarkör på anemin och anledning till detta var att den i detta fall 
var hög.  

    Att ha god kännedom om patientanamnes och övriga analysresultat underlättar för att ställa 
rätt diagnos. I de fall då patienten lider av blödning, hemolys, mjältförstoring, malignitet eller 
är gravid spelar detta stor roll vid anemiutredningen. En fullständig anamnes och klinisk 
undersökning är det första steget i anemiutredning24. Eftersom det i denna studie inte fanns 
tillgång till patientinformation eller journal var det svårt att göra en anemibedömning för att 
veta om det rörde sig om en järnbristanemi eller en annan typ av anemi. T ex gällande en 
patient (patientfall 11) som hade lågt Hb (112 g/L), högt HYPO-He (2,0 %) och normalt järn 
och ferritin, kunde ingen bedömning göras huruvida patienten har behandlats med 
järntabletter eller om annan sjukdom föreligger.  

 

Resultat från analys av blodprover kan påverkas av förvaring (tid och temperatur). Det är 
tydligt att nivån HYPO-He minskar med förvaringstid i provet med högt värde, men 
provhållbarheten för denna analys måste utredas ytterligare, med ett mycket större antal 
prover. Att kontrollera hållbarheten och provförvaring för övriga analysparameterar är också 
viktigt. Enligt en studie där provstabilitet undersöktes för 81 olika prover kom man fram till 
att de flesta av de analyserade proverna var stabila upp till 24 h, men i vissa fall påverkades en 
del antingen på grund av rörtyp eller temperatur. T ex var det bäst att förvara prover som 
skulle analyseras med avseende på MCV och MCH vid 4 oC [7]. Dessutom hjälper det inte att 
förvara blodprover vid 4-8 oC för att analysera HYPO-He eftersom erytrocyter svullnar under 
lagring, vilket bekräftats i en annan studie som undersökte bland annat HYPO-He stabilitet 
[8]. Sysmex XN skiljer mellan hypokroma erytrocyter och hyperkroma erytrocyter via MCH-
värdet, därför är det viktigt att ta hänsyn till förvaring vid analys av HYPO-He.  

    Generellt är det svårt att kontrollera hela analysprocessen. Det är ofta flera personer 
inblandade i de preanalytiska steget och därför sker även de flesta fel som kan påverka 
slutresultat just här, på grund av detta bör alla vård personal samarbeta med varandra för att 
undvika fel som kan som möjligt. Huruvida patienten ätit eller ej påverkar t ex resultat av 
järnanalys. Dessa prover bör tas på morgonen på grund av kraftig dygnsvariation enligt 
provtagningsanvisning på järn metodbeskrivning i Region Gävleborg.  

    I detta arbete undersöktes 30 patientprov med beställd analys av Hb, CRP, Fe och ferritin, i 
syfte att utreda järnbristanemi. HYPO-He analyserades även för dessa prover. Det hade varit 
önskvärt att undersöka ett större antal prover, men under studietiden var det få patienter som 
passade in i denna profil. För att analysera Fe, ferritin och CRP behöver man blod taget i Li-
heparinrör och för analys av Hb, MCH, MCV och HYPO-He krävs blod taget i EDTA-rör, 
men flera patienter lämnade bara ett av dessa rör.   

 

Tidigare studie25 som utförts för att jämföra analysparametern hypokroma erytrocyt (HYPO) 
hos Siemens ADVIA 2120 och HYPO-He på Sysmex XN har visat att de två metoderna 
använder olika sätt att mäta hypokroma erytrocyter, vilket gjorde dem svåra att jämföra. 

 
24 Nilsson-Ehle P.; Berggren Söderlund M.; Theodorsson E.; Laurells Klinisk Kemi i praktisk medicin, 9:e 
upplagan, Studentlitteratur, Poland 2017. 
25 Agnes Gränse, Jämförelse mellan markörer för funktionellt järnstatus på Siemens Advia 2120 och Sysmex 
XN-1000, Biomedicinsk laboratorievetenskap, grundnivå, 2014:BL7, Linnéuniversitetet, Kalmar Växjö. 



15 
 

Anledning till detta är att parametern HYPO beror av Hb-koncentrationen i erytrocyter 
(MCHC), medan HYPO-He beror av Hb mängden i erytrocyter (MCH). Därtill borde HYPO 
analyseras inom två tim. Självklart har olika metoder eller instrument olika referensintervall 
vilket även det gör denna jämförelse svår.  

    Andelen hypokroma erytrocyter undersöks även hos njursjuka. För att dessa patienters 
behandling med rekombinant erytropoietin ska fungera får järnbrist ej föreligga och Hb bör 
därför ligga över 11 g/dl, enligt internationella riktlinjer. För att undersöka möjligheten att 
tidigt upptäcka järnbrist hos patienter utfördes en studie med patienter med kronisk 
njursjukdom (CKD). Blodprover från 200 patienter analyserades med avseende på CHr och 
procent hypokroma erytrocyter (%HYPO) (som då endast gick att analysera med ADVIA från 
Siemens) och retikulocyt-hemoglobin-ekvivalent (RET-He) och RBC-He (analyserat med 
Sysmex) och resultaten visade att andelen hypokroma erytrocyter är en mer lämplig metod än 
RBC-He [9].   

 

En studie utförd med Sysmex XE-5000 för att utvärdera % HYPO-He och medel-retikulocyt-
hemoglobininnehåll (RET-He) vid utredning av järnbrist och järnbristanemi, med ett antal 
biokemiska tester som referens [10]. Dessutom undersöktes provhållbarheten där 20 
blodprover förvarades vid rumstemperatur och 20 blodprover i kyl, varefter proverna 
analyserades efter 2, 5, 8, 10, 24 h. Studien visar att HYPO-He är en känslig och användbar 
parameter för att identifiera järnbristanemi, men att RET-Hb var något bättre. Dessutom 
rekommenderar de analys av blod inom 5 h efter provtagning [10], alltså något längre 
förvaringstid jämfört med vad vi kom fram till i denna studie (Figur 1). 

     

En ytterligare studie på Sysmex XE-5000 utfördes med studiematerial av 390 olika patienter 
(90 friska, 124 med järnbristanemi, 78 med CKD och 98 med thalassemi). Analysen utförde i 
retikulocytkanalen med den optiska metoden genom flödescytometri. Huvudsyftet var att 
kontrollera referensintervall för olika analyser bland annat HYPO-He, järn, ferritin, Hb, MCV 
och MCH vid olika typer av anemi och att undersöka deras tillförlitlighet vid störningar av 
järnmetabolism. Den studien visar att HYPO-He är en känslig analysparameter för att 
upptäcka små förändringar i hemoglobininnehåll i erytrocyter. Dessutom underlättar den att 
upptäcka järnförändringar snabbt oavsett patient kön [11].  

 

Blodgivare är oerhört viktiga, men tyvärr drabbas de ibland av järnbristanemi vid regelbunden 
blodgivning. En given blodenhet på 450 mL helblod orsakar en järnförlust på 236 mg. Det 
krävs ca 56 dagar för att återhämtas sig från detta utan järntabletter. I en studie där 170 blod-
givare deltog, i syftet att bestämma noggrannheten för HYPO-He på Sysmex XN 9000, kom 
man fram till att Hb nivån inte var en bra indikator på järnstatus, utan att HYPO-He lämpade 
sig mycket bättre [2]. Detta berodde på en måttlig negativ korrelation mellan HYPO-He och 
ferritin, som visade höga värden på känsligheten 82,9 % och specificiteten 96 %. Hög 
känslighet betyder lågt antal patienter som är falska negativ (falsk frisk), hög specificitet 
betyder lågt antal patienter som är falsk positiv (falsk sjuk). I denna studie analyserades 
HYPO-He inom 2 h eftersom den påverkades av förvaringstid vilket överensstämmer med de 
resultat vi kom fram till under detta arbete. Studien fokuserade på HYPO-He, järn och ferritin, 
men inte på CRP. Man såg att HYPO-He inte påverkades av inflammation, infektion eller 
blodgivning, till skillnad från ferritin. Dessutom erhölls analyssvar för HYPO-He snabbare 
och analysen är även billigare än den för järn och ferritin [2]. Utifrån ovan nämna studier är 
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HYPO-He en bra parameter att utgå från vid anemiutredning. Anledning till detta att den 
flödescytometriska metoden som Sysmex XN använder är snabbare och har bättre precision 
jämfört med exempelvis manuell bedömning vid blodutstryck.  

 

Slutsatsen för detta arbete med syftet att verifiera analysparametern HYPO-He på Sysmex XN 
2000 blev att analys av HYPO-He både är billig och pålitlig då den väl återspeglar status på 
rådande järndepåer. Därtill är den användbar för att diagnostisera hypokroma erytrocyter och 
bidrar till en bättre diagnostik av järnbrist. Resultat från denna studie uppfyllde tillverkarnas 
krav på precision. Korrelationen mellan HYPO-He Omg.1 och Omg.2 var mycket bra, till 
detta var beräknat CV för upprepade prov även bra. Alla studieprover med både lågt Hb och 
järn hade också högt HYPO-He. HYPO-He skulle kunna underlätta anemiutredning om den 
infördes i verksamheten som en diagnostisk analys. Ytterligare studier för att analysera ett 
större antal prover och utreda provhållbarheten vid analys av HYPO-He rekommenderas.  
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