
 

 

 

Fakulteten för hälso- och livsvetenskap 

Examensarbete 

 

 

 

Kan manuell analys av Csv-EPK 

ersättas med automatiserad analys 

på Sysmex XN-1000?    
 

Författare: Sura Adel Ali 

Ämne: Biomedicinsk laboratorievetenskap 

Nivå: Grundnivå 

Nr: 2016:BL2 



  
 

 
 

Kan manuell analys av Csv-EPK ersättas med automatiserad analys på Sysmex 

XN-1000?    

Sura Adel Ali 

Examensarbete i biomedicinsk laboratorievetenskap, 15 högskolepoäng 

Filosofie Kandidatexamen  

 

Handledare: Ivar Tjernberg, överläkare                       Klinisk kemi och      

 och medicine doktor                                transfusionsmedicin, Länssjukhuset  

    i Kalmar 

    SE –  391 85 Kalmar 

 

Kerstin Sandholm, Institutionen för kemi och  

universitetsadjunkt biomedicin, Linnéuniversitetet 

 SE – 391 82 Kalmar 

 

Examinator:  Maria Mattsson,    Institutionen för kemi och 

 universitetslektor  biomedicin, Linnéuniversitetet 

    SE – 391 82 Kalmar 

 

Examensarbetet ingår i Biomedicinska analytikerprogrammet, 180 högskolepoäng 

SAMMANFATTNING 

Bestämning av antalet erytrocyter i cerebrospinalvätska (Csv-EPK) används för att 

utesluta olika intrakraniella blödningar, särskilt subaraknoidalblödning (SAB). SAB 

betyder en blödning mellan pia mater och araknoidea som uppstår på grund av ruptur 

av ett aneurysm i subaraknoidalrummet. Manuell räkning av antalet erytrocyter i 

cerebrospinalvätska med Bürkers kammare och mikroskopi har varit den gyllene 

standarden under de senaste decennierna, men den manuella metoden är tidskrävande 

och kräver stor erfarenhet. Syftet med detta examensarbete var att utvärdera om manuell 

analys av Csv-EPK med räknekammare och ljusmikroskopi kan ersättas med 

automatisk analys av Csv-EPK med hematologianalysatorn XN-1000 (Sysmex). 

Fyrtioåtta cerebrospinalvätskeprover med varierande koncentrationer av antalet 

erytrocyter framställdes genom att späda kända koncentrationer av erytrocyter i cellfri 

Csv. Framställda Csv-prover med tillsatta erytrocyter analyserades först på XN-1000. 

Efter detta utfördes manuell räkning av erytrocyter i Bürkers kammare. En linjär 

regression upprättades för att beskriva korrelation mellan automatiserad analys av Csv-

EPK och manuell analys av Csv-EPK. Imprecisionen avseende analys av Csv-EPK på 

XN-1000 (Sysmex) bedömdes genom inom-serie-imprecision. En mycket god 

korrelation (r = 0,999) fanns mellan XN-1000 och manuell räkning. För analysresultat 

inom det lägre område 100 - 5000 (10
6
/L) var korrelationen också god (r = 0,997). 

Variationskoefficienten var 19,8 % vid Csv-EPK på 370 x 10
6
/L respektive 3,1 % vid 

Csv-EPK på 25950 x 10
6
/L. Känsligheten för analys av Csv-EPK på XN-1000 var 370 x 

10
6
/L. Slutsatsen är att analys av Csv-EPK på XN-1000 kan användas för klinisk 

diagnostik av Csv-prover. Däremot bör det noteras att XN-1000 har sämre känslighet 

för låga Csv-EPK värden < 370 x 10
6
/L. För att kunna säkerställa hög diagnostisk 

kvalitet även på Csv-prover med låga erytrocytantal rekommenderas en referensgräns på 

< 500 x 10
6
/L som praktisk cut off för kompletterande mikroskopisk räkning vid 

rutinsjukvårdslaboratorier.  

 

NYCKELORD 

Cerebrospinalvätska, räknekammare, hematologianalysator, erytrocyter, Sysmex XN-

1000,  subaraknoidalblödning 



 
 

 

ABSTRACT 
Determination of erythrocyte count in cerebrospinal fluid (CSF-EPC) is used to exclude 

various intracranial hemorrhage, especially subarachnoid hemorrhage (SAH). SAH 

means a bleeding between the pia mater and arachnoidea which occurs due to rupture 

of an aneurysm in the subarachnoid space. Manual counting of erythrocytes in the 

cerebrospinal fluid with Bürkers chamber and microscopy has been the gold standard 

for the past decades, but the manual method is time consuming and requires great 

experience. The purpose of this study was to evaluate if manual analysis of  CSF-EPC 

with counting chamber, and light microscopy can be replaced by automated analysis of 

CSF-EPC with Hematology Analyzer XN-1000 (Sysmex). Fortyeight cerebrospinal 

fluid samples with various concentrations of erythrocytes ware prepared by diluting 

known concentration of erythrocytes in cell-free CSF. Prepared CSF-samples with 

added erythrocytes were analyzed first on the XN-1000. Thereafter, manual counting of 

erythrocytes was performed using Bürkers counting chamber. A linear regression was 

established to describe the correlation between the automated analysis of the CSF-EPC 

and manual analysis of the CSF-EPC. Imprecision in the analysis of the CSF-EPC on 

the XN-1000 (Sysmex) was assessed by within-run imprecision. A very good 

correlation (r = 0.999) was found between the XN-1000 and manual counting. For 

results in the lower range, 100 - 5000 (10
6
/L), correlation was also good (r = 0.997). 

The coefficient of variation was 19,8 % at CSF-EPC of 370 x 10
6
/L and 3.1 % at CSF-

EPC of 25 950 x 10
6
/L. The sensitivity for analysis of CSF-EPC on XN-1000 was 370 x 

10
6
/L. The conclusion is that the analysis of Csv-EPC on XN-1000 can be used for 

clinical diagnostics of CSF- samples. However, it should be noted that XN-1000 has 

poor sensitivity for low CSF-EPC values < 370 x 10
6
/L. To ensure high diagnostic 

quality even in CSF-samples with low erythrocyte counts are recommended a reference 

limit of < 500 x 10
6
/L as a practical cut off for supplemental microscopic counting in 

routine healthcare laboratories. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 
 

 

FÖRKORTNINGAR 

 

 

Csv – cerebrospinalvätska 

SAB – subaraknoidalblödning 

LP – lumbalpunktion 

CVS – cerebrovaskulära sjukdomar   

DT – datortomografi 

EPK – erytrocytpartikelkoncentration 

Csv-EPK – antal erytrocyter i cerebrospinalvätska 

EDTA – etylendiamintetraättiksyra 

 r –  pearsons korrelationskoefficient 

r
2
 – determinationskoefficient 

Mv – medelvärde  

SD – standardavvikelsen  

CV % - variationskoefficient i procent 
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INTRODUKTION 

 

Inledning  

Räkning av celler i cerebrospinalvätska (Csv) är av stor betydelse vid utredning av 

akuta hjärnsjukdomar som till exempel meningit (hjärnhinneinflammation), encefalit 

(inflammation i hjärnvävnaden) eller subaraknoidalblödning (SAB) och även vid 

bedömning av olika neurologiska sjukdomar. Räkning av erytrocyter i Csv används 

främst för att utesluta olika intrakraniella blödningar, i första hand 

subaraknoidalblödning (blödning i blodkärl på hjärnans yta) (1, 2).  

 

Vid utredning av subarkanoidalblödning genomförs inledningsvis en datortomografi 

av hjärnan. När det har gått mer än sex timmar efter symtomdebut och 

datortomografi av hjärnan inte påvisar någon blödning ska en lumbalpunktion (LP) 

utföras för att upptäcka små blödningar (3). En tidig behandling har avgörande 

betydelse för att förebygga risken för återblödning och därmed undvika 

komplikationer som kan leda till en bestående hjärnskada (4). Därför är ett snabbt 

och tillförlitligt laboratorieresultat av stor vikt för att ställa rätt diagnos i god tid. 

Manuell cellräkning i Csv med räknekammare och mikroskopi har varit den gyllene 

standarden under de senaste decennierna, men den manuella metoden är 

arbetskrävande och kräver stor erfarenhet (5). Dessutom kännetecknas denna metod 

brist av på precision. Bestämning av antalet erytrocyter i Csv-prover med hjälp av 

automatiserade hematologianalysatorer saknar ännu hög känslighet och används 

därför begränsat vid klinisk diagnostik av cerebrospinalvätskeprover i Sverige. 

Numera finns det på marknaden en ny hematologianalysator, XN-1000 (Sysmex) 

som har en förbättrad kroppsvätskeanalys jämfört med föregående modell av 

instrument och har även förmåga att analysera leukocyter i olika kroppsvätskor, 

såsom Csv, ledvätska, pleuravätska och ascitesvätska. Gällande analys av erytrocyter 

i kroppsvätskor behöver instrumentets noggrannhet och känslighet testas (1, 5).  

 

 

Hjärnan 

 

Hjärnans fysiologi 

Människans hjärna, encefalon består av storhjärnan (cerebrum), mellanhjärnan 

(diencefalon), hjärnstammen (truncus encephali) och lilla hjärnan (cerebellum). 

Storhjärnan och mellanhjärnan bildar tillsammans framhjärnan (prosencefalon). 

Hjärnstammen innefattar förlängda märgen (medulla oblongata), hjärnbryggan 

(pons) och mitthjärnan (mesencefalon). I hjärnan finns även fyra så kallade cerebrala 

ventriklar vilka är sammankopplade hålrum fyllda med cerebrospinalvätska (6). 
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Hjärnans cirkulation 

Hjärnan innehåller mer än 120 miljarder nervceller, där varje nervcell tar emot och 

förmedlar signaler till mer än 100 andra celler. Hjärnans nervceller är helt beroende 

av syre för att få sina energibehov. Därför är det viktigt att blodflödet till hjärnan 

hålls stabilt. Hjärnan hos en vuxen individ tillförs cirka 750 mL syrerikt blod/min, 

vilket utgör ungefär 15 procent av hjärtats minutvolym (7).  

 

Storhjärnans hemisfärer får sin blodförsörjning via tre artärer, arteria cerebri 

anterior, a. cerebri media och a. cerebri posterior. Blodtillförsel till hjärnstammen 

och lilla hjärnan sker via a.basilaris och a.vertebralis. En del av fundamentala 

storhjärnan försörjs av förgreningar som utgår direkt ur a.carotis interna. På 

storhjärnans yta ligger ett nätverk av kollateralkärl. De djupare liggande partierna av 

storhjärnan och hjärnstammen tar emot blod via ändartärer. Eftersom ändartärer 

saknar förbindelse med andra artärer blir de djupare partierna av hjärnan mer utsatta 

för skada vid nedsatt blodtillförsel (8).  

 

Om blodflödet till hjärnan upphör i mer än 30 till 40 sekunder blir man medvetslös. 

Upphör blodförsörjning i mer än 3-4 minuter går nervcellerna i nekros och skadan i 

storhjärnans bark kan inte räddas (7).    

 

 

Hjärnhinnor  

Hjärnan och ryggmärgen täcks av tre lager av hjärnhinnor. Den yttersta av hjärnans 

tre hinnor är hårda hjärnhinnan (dura mater) som bekläder kraniet och ryggmärgen. 

Denna hinna stabiliserar och stödjer hjärnan och ryggmärgen (fig.1). Innanför den 

hårda hinnan finns den tunna spindelvävshinnan (araknoidea). Närmast hjärnans och 

ryggmärgens yta ligger kärlhinnan (pia mater).  
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Figur 1. Schematisk bild av hjärnhinnorna dura mater, araknoidea och pia mater som går direkt över 

i ryggmärgshinnor. Figur publicerad från boken Människokroppen Fysiologi och anatomi, med 

tillstånd från Kari C Toverud, certifierad medicinsk illustratör (7). 

 

 

 

Mellan dura mater runt ryggmärgen och ryggmärgskanalens benvägg i ryggraden 

finns ett fettrikt utrymme, epiduralrummet (7). Utrymmet mellan den hårda 

hjärnhinnan (dura mater) och spindelvävshinnan (araknoidea) kallas för 

subduralrummet och innehåller vener (9). Mellan spindelvävshinnan och den mjuka 

kärlhinnan ligger en hålighet kallad subaraknoidalrummet som är fylld med Csv och 

bindvävsfibrer (7).   

 

 

Cerebrospinalvätska 

Cerebrospinalvätska (Csv) eller likvor är en klar, färglös vätska som finns i hjärnans 

ventriklar, spinalkanalen och subaraknoidalrummet. Cirka 70 % av Csv bildas genom 

filtration av blod genom kärlnystan i plexus choroideus, som finns i hjärnans 

ventriklar, medan resten produceras av hjärnans blodkärl och ventriklarnas väggar. 

Vissa partiklar i plasma överförs till Csv genom aktiv transport. Flödet av Csv 

passerar genom hjärnans laterala ventriklar via tredje och fjärde ventrikeln, för att 

sedan dräneras ut i subaraknoidalrummet (2, 10). Cerebrospinalvätska reabsorberas 

av araknoidalvilli som sticker ut i vensinus, hålrum i dura mater, där både venöst 

blod från hjärnan och Csv från  subaraknoidalrummet samlas på vägen tillbaka till 

hjärtat (fig. 2) (7).  
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Figur 2. Cerebrospinalvätskans cirkulation. Cerebrospinalvätskan bildas i plexus choroideus som 

finns i hjärnans ventriklar och dräneras ut i subaraknoidalrummet via fjärde ventrikeln. slutligen 

reabsorberas cerebrospinalvätskan till venblodet via araknoidalvilli som sticker ut i vensinus. Figur 

publicerad från boken Människokroppen Fysiologi och anatomi, med tillstånd från Kari C Toverud, 

certifierad medicinsk illustratör (7).  

 

 

Det tar ungefär en timme för en fullständig cirkulation av Csv i 

subaraknoidalrummet runt ryggmärgen och hjärnan. I regel har en vuxen person  

omkring 150 mL Csv, där 20-30 mL ligger i ventrikelsystemet. Under ett dygn 

produceras ungefär 500-600 mL Csv, vilket innebär att Csv omsätts cirka fyra gånger 

om dagen (2, 10).  

 

Normalt är Csv cellfri och proteinmängden i Csv är endast 0,1-0,4 g/L. 

Sammansättning av elektrolyter, glukos och aminosyror är lägre i Csv än i plasma. 

Grumlighet av cerebrospinalvätskeprovet är en indikation på förekomst av blod, 

leukocyter och bakterier. Om Csv har en gulaktig färg kan detta tyda på en tidigare 

blödning i hjärnan eller hög proteinhalt. Cerebrospinalvätskans viktigaste uppgift är 

att den verkar som stötdämpare och därmed skyddar hjärnan och ryggmärgen. 

Dessutom avlägsnar Csv olika ämnen som bildas under hjärnans metabolism såsom 

laktat och koldioxid (7, 10).   
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Intrakraniella blödningar 

Intrakraniella blödningar innebär blödningar innanför skallbenet och diagnostiseras 

beroende på var de uppkommer. En blödning inuti hjärnvävnaden kallas för 

intracerebral blödning, och uppstår oftast på grund av ruptur av en arteriol. 

Blödningar kan komma ut till ventriklarna och/eller subaraknoidalrummet. 

Subaraknoidalblödningar (SAB) innebär en blödning mellan pia mater och 

araknoidea som uppstår när ett aneurysm (pulsåderbråck) i subaraknoidalrummet 

brister. En subduralblödning ligger mellan dura mater och araknoidea, som uppstår 

då en av hjärnans vener brister. Epiduralblödningar ligger mellan dura mater och 

skallbenet, och uppkommer oftast på grund av sönderslitande av en artär. Subdural- 

och epiduralblödningar uppstår oftast på grund av traumatiska skador (11, 12).  

 

 

Subaraknoidalblödning (SAB) 

Stroke eller cerebrovaskulära sjukdomar (CVS) är ett samlingsnamn för hjärnischemi 

(hjärninfarkter) och hjärnblödningar (intracerebrala och subaraknoidala) (13). Den 

allvarligaste typen av stroke är subaraknoidalblödning (SAB) vilket utgör cirka 5 % 

av strokefallen. SAB har en hög mortalitet som ligger på cirka 20 % (9, 14). Varje år 

insjuknar 6-8 personer per 100 000 invånare i SAB i de flesta västerländska 

befolkningar. SAB drabbar även relativt unga individer, då hälften av SAB-patienter 

är under 55 år. Högt blodtryck, rökning och överkonsumtion av alkohol är de 

viktigaste påverkningsbara riskfaktorerna för SAB (12).  

 

De symtom som är vanligast vid SAB är plötslig debuterande svår huvudvärk, 

nackstelhet, illamående och påverkan på medvetandet. Oftast uppstår 

subaraknoidalblödning när ett aneurysm brister på någon av artärerna på hjärnans 

basala yta. Då blödningen uppstår fylls subaraknoidalrummet innehållande Csv med 

blod som då levrar sig. Detta leder till blockering av cerebrospinalvätskeavflöde, 

varvid en intrakraniell tryckstegring utvecklas (8, 14). Ifall trycket i kraniets inre 

överskrider trycket i blodsystemet kan blodflödet till en del av hjärnan hindras, vilket 

åstadkommer total cerebral ischemi. I detta fall blir man medvetslös med en stor risk 

att dö. Ungefär 4-10 % av patienterna kan få en ny blödning, så kallad reblödning 

under första dygnet orsakad av frisläppande av en blodpropp. En reblödning medför 

en sämre prognos och risken att avlida är högre än vid första blödningen (9, 12).      

 

Det främsta orsaken till SAB hos yngre personer är ruptur av ett aneurysm som 

uppstår på grund av en medfödd försvagning i väggen av någon artär som finns på 

undersidan av hjärnan eller på hjärnans yta. Hos äldre personer inträffar SAB främst 

på grund av aterosclerotisk försvagning av artärväggen (9, 14). 
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Diagnostik 

Vid utredning av misstänkt SAB genomförs omedelbart en datortomografi (DT) av 

hjärnan. Med hjälp av DT kan man påvisa hur stor blödningen är i 

subaraknoidalrummet eller i hjärnans ventriklar. Ifall datortomografi utförs de första 

24 timmarna efter symtomdebut kan subaraknoidalt blod påvisas hos över 95 % av 

patienter. Efter en vecka minskar DT-sensitivitet till 50 %. Om DT av hjärnan 

påvisar någon blödning kompletteras utredningen av aneurysm ytterligare med 

angiografi eller magnetkameraundersökning. Men om datortomografin är negativ 

trots att misstanken om SAB återstår måste en lumbalpunktion göras för att påvisa 

eller utesluta förekomst av blod i cerebrospinalvätskan. För att blodet ska hinna 

blanda sig med Csv bör en lumbalpunktion inte utföras tidigare än sex timmar efter 

insjuknande. När 12 timmar har gått efter huvudvärksdebut kan en 

nedbrytningsprodukt av hemoglobin, bilirubin påvisas i Csv med hjälp av 

spektrofotometri (9, 17).  

 

En annan metod som används för att påvisa SAB är manuell räkning av antalet 

erytrocyter i Csv (Csv-EPK) i Bürkers kammare med hjälp av ljusmikroskop. För 

analysen behövs cirka 100 µL Csv. Analysen bör utföras inom en timme eftersom 

erytrocyterna snabbt börjar hemolyseras in vitro. Förekomst av eryrocyter i Csv kan 

även ses vid inflammatorisk process i hjärnan, samt vid s.k. stickblödning, dvs. en 

blödning orsakad av nålen som används vid själva lumbalpunktionen. Vid SAB kan 

även en förhöjning av antalet vita blodkroppar ses på grund av hjärnhinneirritation 

(2).          

 

 

Lumbalpunktion   

 Eftersom ett fritt utbyte av ämnen förekommer mellan Csv och vävnadsvätska i 

hjärnan kan hjärnans ämnesomsättning reflekteras i Csv, vilket utnyttjas i klinisk 

diagnostik av akuta hjärnsjukdomar. Akuta analyser av Csv innefattar räkning av 

erytrocyter och leukocyter, Csv-albumin, Csv-laktat och Csv-bilirubin mm. 

Cerebrospinalvätskeprovet tas genom lumbalpunktion (2).  

 

Ryggmärgen hos vuxna fortsätter inte genom hela ryggradskanalens längd utan slutar 

vid andra ländryggskotan. Sålunda innehåller ryggradskanalen i ländregionen bara en 

bunt av ryggmärgsnervrötter, kallad för cauda equina (hästsvans) som utgår från 

ryggmärgens nedre del. Runt cauda equina finns även hårda hjärnhinnan och 

spindelvävshinnan som skapar ett stort subaraknoidalrum där Csv är beläget. Vid 

lumbalpunktion ligger patienten på sidan, alternativt kan patienten sitta upp. Det 

valda stickstället mellan tredje och fjärde ländryggskotan eller fjärde och femte 

ländryggskotan markeras. Hela området runt stickstället desinfekteras. En liten nål 

förs in mellan ryggkotornas taggutskott, genom den hårda hjärnhinnan och 

spindelvävhinnan och slutligen in i subaraknoidalrummet där provet på Csv kan tas. 
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Eftersom blodtillblandning oftast ger missvisande analysresultat rekommenderas 

därför att den första fraktionen av blodtillblandad Csv kastas vid kraftig 

stickblödning. För analys av Csv-EPK tappas Csv i tre sterila plast-mikrorör 

(polypropylen, PP) med skruvlock, märkta med rörets nummer i provtagningsordning 

( prov1, prov2, prov 3), där varje rör fylls med minst 1 mL cerebrospinalvätska (2, 7, 

18).        

 

 

Erytrocyter och erytropoes 

Hos fostret bildas erytrocyter, erytropoes framför allt i lever och mjälte för att sedan 

mot slutet av fosterstadiet gradvis förflyttas till benmärgen.  Hos vuxna sker bildning 

av erytrocyter huvudsakligen i platta ben såsom bröstbenet och bäckenbenet (7).  

 

Hos en vuxen individ tillverkas dagligen cirka 200 miljarder erytrocyter. Erytropoes 

sker i flera olika steg med utgångspunkt från blodbildande stamceller som då 

prolifereras och differentieras till pronormoblast, basofil normoblast, polykromatisk 

normoblast, ortokromatisk normoblast, retikulocyt och sist till mogna erytrocyter 

(fig. 3) (14, 15). 

 

 
 
Figur 3. Strukturell uppbyggnad av erytropoes, visar differentiering av pronormoblaster till mogna 

erytrocyter. Figur publicerad från boken Människokroppen Fysiologi och anatomi, med tillstånd från 

Kari C Toverud, certifierad medicinsk illustratör (7). 
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Den första morfologiskt identifierbara erytrocytprekursorn i benmärgen är den starkt 

basofila pronormoblasten. Denna pronormoblast är en stor cell vars cytoplasma 

färgas mörkt blå med May-Grünwald Giemsa färgning. Cellen har en stor rund 

avgränsad kärna med nukleolerna och kondenserad kromatin, som ligger centralt i 

cellen. I den fortsatta celldelningen och differentieringen bildas ett antal små 

normoblaster med ökande halt av hemoglobin i cytoplasma. Samtidigt blir kärnan 

mer kondenserad. Slutligen kastas den lilla pyknotiska kärnan ut ur den 

ortokromatiska normoblasten så att cellen övergår i retikulocytstadiet. Eftersom 

retikulocyter fortfarande innehåller rester av RNA kan de fortsätta syntetisera 

hemoglobin. Retikulocyter mognar ut till färdiga erytrocyter under en tid av 24-48 

timmar efter att de frisläpps i blodbanan. Från en enda pronormoblast kan det bildas 

16 färdiga erytrocyter. Normalt förekommer inga erytrocyter i Csv (16). 

Referensintervallet för antal erytrocyter i Csv är < 1 x 10
6
/L (2).  

 

Den viktigaste funktionen hos erytrocyterna är att transportera syret som  tas upp från 

lungorna till kroppens alla vävnader med hjälp av hemoglobin. Dessutom är 

erytrocyterna betydelsefulla för transporten av koldioxid som produceras av cellerna 

tillbaka till lungor och ut ur kroppen. De mogna erytrocyterna är cirkelrunda och 

bikonkava från båda sidorna med cirka 2 µm tjocklek och 7 µm i diameter. Denna 

speciella form ger erytrocyterna större yta i förhållande till volymen vilket 

underlättar diffusion av syre och koldioxid in i och ut ur cellmembranet. Eftersom 

erytrocyterna varken innehåller cellkärna eller andra cellorganeller har de inte 

förmåga att föröka sig eller bibehålla sin normala struktur under längre period, vilket 

förklarar den korta livslängden hos en erytrocyt som ligger på cirka 120 ± 20 dagar. 

För det mesta sker nedbrytning av döda och utslitna erytrocyter i mjälte. Normal 

erytrocytproduktion kräver tillgång till specifika näringsämnen såsom järn, folsyra 

och kobalamin (2, 6).  

 

Erytropoietin är ett hormon som reglerar erytropoesen i kroppen. Hormonet 

utsöndras av interstitiella celler i njurarnas kortikala vävnad. Erytropoietin stimulerar 

proliferation och differentiering av förstadierna till mogna erytrocyter. Normalt 

utsöndras erytropoietin i små mängder för att kompensera den normala förlusten av 

erytrocyterna. Vid nedsatt syrehalt i artärblodet t.ex. på grund av nedsatt 

lungfunktion eller vistelse på höga höjder minskar syretransporten till njurarna. Detta 

leder till ökad erytropoietinfrisättning och därmed ökad nybildning av erytrocyter (2, 

6) .  

 

I en normal erytrocyt finns ungefär 300 miljoner hemoglobinmolekyler (6). 

Hemoglobin är ett syrebindande protein som består av fyra globinkedjor, två 

identiska ɑ-kedjor och två identiska ß-kedjor. Var och en av dessa kedjor har en 

hemgrupp med en järnatom bunden i mitten. Varje järnatom har möjlighet att binda 
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en molekyl syre och därmed kan en hemoglobinmolekyl binda fyra syremolekyler (2, 

7).  

 

 

Manuell räkning av antalet erytrocyter i cerebrospinalvätska (Csv-EPK) 

Bürkers kammare används för räkning av antalet erytrocyter i Csv. Kammaren 

innehåller två fält som skiljs från varandra av ett tvärgående dike. I varje fält finns ett 

inristat rutnät som indelas i nio A-rutor. En A-ruta indelas i sin tur i B-rutor som 

indelas ytterligare i E-rutor, C-rutor och D-rutor. En A-ruta innehåller 16 B-rutor där 

varje B-ruta består av 2 C-rutor, 1 D-ruta och 1 E-ruta (19) (fig. 4).  

 
Figur 4. En förstorad A-ruta. En A-ruta innehåller 16 B-rutor som i sin tur är uppdelade i C-rutor, D-

rutor och E-rutor. (bild Sura Adel Ali). 

   

 

Analysen ska genomföras senast en timme efter provtagning eftersom erytrocyterna 

snabbt börjar lysera in vitro. Cerebrospinalvätskans utseende kontrolleras visuellt 

och svaret anges som grumlig, ofärgad, gul eller röd. När manuell analys av Csv-

EPK blir komplicerad pga. för höga antal erytrocyter i Csv-provet, kan provet spädas 

med 0,9 % natriumklorid (NaCl), varvid antalet räknade erytrocyter multipliceras 

med spädningsfaktorn. Bestämning av antalet erytrocyter görs i sista röret, rör 3. Vid 

erytrocytantal mellan 0-3 x 10
6
/L räknas inte de två andra rören. Är antalet 

erytrocyter högre än 3 x 10
6
/L bör antalet erytrocyter räknas i samtliga rör. En 

droppe av välblandad Csv införs med hjälp av ett kapillärrör direkt in i kammaren 

(20).  

 

Bürkers kammare placeras på avsedd plats i ljusmikroskop och samtliga erytrocyter 

inne i rutan räknas, samt de som finns på den vänstra och övre gränslinjen. Det finns 

olika sätt att räkna antalet erytrocyter i Bürkers kammare. Antalet erytrocyter kan 

räknas i 10 A-rutor, där en A-ruta motsvarar antalet erytrocyter på 0,1 µL. Detta görs 
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genom att båda sidorna av räknekammaren fylls med provet, där 9 A-rutor räknas på 

ena sidan av kammaren och en A-ruta räknas på andra sidan av kammaren. Svaret 

anges direkt i 1 µL, som då motsvarar antalet erytrocyter x 10
6
/L. Antalet eryrtocyter 

kan även bestämmas genom att räkna 16 CD-rutor, vilket motsvarar antalet på 2/100 

µL. Antalet erytrocyter multipliceras då med faktorn 50, vilket motsvarar antalet 

erytrocyter x 10
6
/L (19, 20).  

 

 

XN-1000 (Sysmex) 

XN-1000 (Sysmex, Kobe, Japan) är en automatisk hematologisanalysator som har 

möjlighet att analysera upp till 100 prover/timme. Detta instrumentet möjliggör 

analys av humant blod med tillsats av antikoagulantia och humana kroppsvätskor. 

Endast 88 µL provmängd krävs för analysen. XN-1000 (Sysmex) innehåller en 

analysatordel där provet analyseras, en kompressor som ställer in trycket inne i 

analysatorn, samt en datastation som registrerar resultat från analyserade prover. Vid 

analys av blodprover ställs provrören in i ett rack innehållande 10 positioner som 

matas in automatiskt in i analysatordelen med hjälp av en provväxlare. Vid analys av 

kroppsvätskor ska instrumentet vara på kroppsvätskeanalysläge. Provröret blandas 

manuellt och sätts in i en provrörshållare som transporterar provet automatiskt till 

analysatordelen. Instrumentet använder sig av impedansmätning, färgbindning och 

laserspridning för att räkna, identifiera och bestämma fördelningsförhållande mellan 

olika celler i blod och kroppsvätskor (21).    

 

 

Analysprincip  

 

Csv-EPK på XN-1000 (Sysmex) 

Antalet erytrocyter i cerebrospinalvätska (Csv-EPK) kvantifieras genom elektrisk 

impedansmätning med tillämpning av hydrodynamisk fokuseringsteknik. Välblandat 

cerebrospinalvätskeprov aspireras in i hematologianalysatorn. Provet sprutas in i 

erytrocyt-trombocyt detektorn och i provkammaren blandas en del av provet med en 

spädningslösning, s.k. CELLPACK DCL/DST. På vardera sida av detektorns mätzon 

finns en elektrod som börjar leda ström när en elektrisk spänning appliceras till 

elektroder. Då en cell i en ledande vätska passerar förbi mätzonens öppning ändras 

det elektriska motståndet (impedans) vilket leder till ökad spänningsskillnad som kan 

mätas. Spänningens pulsstorlek är proportionell mot erytrocytens volym och antalet 

pulser motsvarar antalet erytrocyter i provet. Efter att provet har gått förbi mätzonens 

öppning skickas det till uppsamlingsröret och därmed hindras cellerna från att 

återvända till mätzonen (21, 22).         

 

För att förhindra att två celler går förbi mätzonens öppning parallellt utnyttjas en 

hydrodynamisk fokuserings teknik vilket betyder att runt om hela erytrocyt-
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trombocyt detektorn och mätkammaren passerar ett reagens s.k. sheath fluid av 

spädningsmedlet med en enorm hastighet. Reagenset fokuserar vätskestrålen, vilket 

gör att enbart en cell i taget kan passera genom strålens bredd och vidare genom 

mätzonens öppning (fig. 5). Erytrocyterna visas i ett storleksdistributionshistogram. 

Parametern Csv-EPK (x 10
6
/L) fastställs genom att instrumentet dividerar antalet 

pulser med analyserad provvolym (21, 22).   

 

 

 

 
Figur 5. Impedansmätning med hydrodynamisk fokuseringsteknik, mätprincip för räkning av antal 

erytrocyter i blod och olika kroppsvätskor på XN-1000. Figuren är modifierad enligt referens (21). 

 

 

 

Syfte  

Syftet med detta arbete var att utvärdera om manuell analys av Csv-EPK med 

räknekammare och ljusmikroskopi kan ersättas med automatisk analys av Csv-EPK 

med hematologianalysatorn XN-1000 (Sysmex).  
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MATERIAL OCH METOD 

 

 

Provberedning 

Normala erytrocyter erhölls från 14 insamlade avidentifierade nytagna patientprover 

innehållande venblod tagna i rör med tillsats av etylendiamintetraättiksyra (EDTA) 

på vilka erytrocytpartikelkoncentration (EPK) var beställt och analyserat.   

 

Csv-prover som redan var analyserade med manuell räkning med hjälp av 

mikroskopi och som var besvarade med 0 x 10
6
/L sammanfördes till ett rör. Även 

centrifugerade Csv (cellfria) från rutindiagnostiken på specialkemisektionen på 

laboratoriet användes. Dessa prover förvarades i kylskåpet vid 2-8 ⁰C fram till 

användning. Därefter räknades hur mycket EDTA-blod med en känd EPK som 

behövdes tillsättas till en viss volym av Csv för att få ett Csv-prov med önskad 

erytrocytpartikelkoncentration. 

 

Till Ellermanrör tillsattes en bestämd volym av cellfri cerebrospinalvätska. Till 

spädningen användes också 0,15 mol/L (0,9 %) natriumklorid (NaCl) (4,5 g NaCl + 

500 mL avjoniserat vatten) på grund av brist på Csv-prover (20). Därefter 

pipetterades en bestämd volym av EDTA-blod med en känd EPK och provet 

blandades väl. Totalt förbereddes 48 prover av ovan nämnda prover med varierande 

koncentrationer av antalet erytrocyter från 100 x 10
6 

 till 100 000 x 10
6
/L. Proverna 

analyserades först automatiskt i ett öppet kroppsvätskeläge på Sysmex XN-1000 

hematologianalysator. Varje prov analyserades två gånger och resultat på antalet 

erytrocyter i Csv erhölls. Därefter utfördes manuell räkning av erytrocyter i Bürkers 

kammare. Både automatisk och manuell analys utfördes inom en timme, eftersom 

erytrocyterna snabbt kan börja hemolysera in vitro.  

 

 

Interna kontroller 

Interna kvalitetskontroller användes för att tillförsäkra att mätmetoden fungerar på 

avsett sätt, samt för att ständigt kontrollera instrumentets tekniska analyskvalitet. De 

interna kontrollerna analyserades dagligen för att snabbt kunna upptäcka 

förekommande fel och utföra korrigerande åtgärder i rimlig tid (23). 

 

Interna kvalitetskontroller, låg kontrollblod (XN-CHECK
TM

 Body Fluidkontroll 

(BFL1), Sysmex, Kobe, Japan- Lotnr: 5068 1301, åsatt värde för erytrocyter i 

kroppsvätska, RBC-BF: 25 000 [10
6
/L] ± 9000) och normal kontrollblod (XN-

CHECK
TM

 Body Fluidkontroll (BFL2), Sysmex- Lotnr: 5068 1302, åsatt värde för 

erytrocyter i kroppsvätska, RBC-BF: 77 000 [10
6
/L] ± 19000) analyserades och blev 

godkända innan analys av proverna påbörjades. De interna kontrollerna innehöll 
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humana erytrocyter och leukocyter i konserveringsmedium som är hållbara i 30 

dagar efter öppningsdatum (24).   

 

 

Reagenser  

Reagenser som användes för spädning av kroppsvätskor var CELLPACK DCL 

(Sysmex) innehållande 0,7 % Natriumklorid; 0,2 % Tris-buffert och 0,02 % EDTA-

2K som användes tillsammans med CELLPACK DST (Sysmex) innehållande 15,7 % 

Natriumklorid; 4,3 % Tris-buffert, samt 4,3 % EDTA-2K. Ett alkaliskt starkt 

rengöringsmedel Cellclean (Sysmex) innehållande natriumhypoklorit 

(klorinkoncentration 5,0 %) användes för att ta bort cellrester och rester av 

blodproteiner från instrumentet (21). 

 

 

Kalibrering 

 Kalibrator för XN-1000 (Sysmex) är XN-CAL
TM 

Hematologikalibrator (Sysmex) 

som används för kalibrering av parametrarna B-EPK, B-Hb och B-EVF, B-TPK, B-

LPK och RET. Hematologikalibratorn innehåller stabiliserade erytrocyter och 

leukocyter från människa, samt en trombocyt- och kärnföranade erytrocytkomponent 

i ett konserverande medium. Det finns ingen specifik kalibrator för 

kroppsvätskeprover (21, 24). 

 

Kalibrering genomförs vid behov, om analysvärdena på interna kontrollerna 

förändras mycket med tiden och avviker från de angiva kvalitetskontrollernas (QC)-

reglerna, samt vid årsservice (21). 

 

 

Externa kontroller 

De externa kontrollerna används för att säkerställa att mätningarnas riktighet från alla 

analysens metoder och instrument överensstämmer vid olika laboratorier i Sverige. 

Avdelningen för Klinisk kemi i Kalmar är med i ett nationellt 

kvalitetssäkringsprogram EQUALIS som genomför externt kvalitetskontroll till det 

stora flertalet metoder. En extern kvalitetskontroll analyseras 10 gånger/år på 

Sysmex XN-1000  gällande B-Hb, Ery-MCV, Ery-MCH, Ery-MCHC, Ery-EFV och 

B-EPK.  Analysvärde för en analyt från olika deltagare bör falla innanför ±2SD från 

metodmedelvärde för att externt kontrollresultatet ska bli godkänd. Det finns ingen 

specifik externt kontrollmaterial för analys av antalet erytrocyter i 

kroppsvätskeprover på Sysmex XN-1000 (24).  
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Analys av Csv-EPK på XN-1000 

Daglig rengöring av XN-1000 (Sysmex) utfördes genom att ett rör med 4 mL 

Cellclean ställdes in i provrörshållare, transporterades in och en automatisk sköljning 

startades. Därefter kontrollerades reagenser som behövde bytas ut. Varje dag 

analyserades interna kvalitetskontroller med en låg nivå kontroll BFL1, respektive en 

normal nivå kontroll BFL2 före provanalys. Maximalt analyserades kontrollerna i 

båda nivåer en gång om dagen. En automatisk bakgrunds kontroll utfördes före 

analys av cerebrospinalvätskeprover. Eventuella luftbubblor avlägsnades med en 

träpinne. Varje provrör analyserades två gånger i kroppsvätskeanalysläge på XN-

1000. Ett plast-Ellermanrör 12 x 55 mm innehållande det framställda 

cerebrospinalvätskeprovet med tillsatta erytrocyter blandades för hand genom att 

röret vändes upp och ned tio gånger. Röret placerades utan lock manuellt i 

provrörshållare och analysen startades manuellt. Minst 88 µL provvolym krävdes för 

varje analys. Csv-EPK analyserades genom användning av impedansmetoden med 

hydrodynamisk fokuseringsteknik (21).  

 

 

Manuell räkning av antalet erytrocyter i Csv (Csv-EPK)  

Mikroskopisk cellräkning av antalet erytrocyter i Csv utfördes genom användning av 

en engångsräknekammare av Bürkertyp i plast (DigitalBio, Korea). I varje 

räknekammare infördes direkt en droppe av välblandat prov med hjälp av en micro-

caps utgjord av en precisionskapillär av glas. Bürkers kammare placerades på avsedd 

plats i ett ljusmikroskop (Zeiss Axio, West Germany) och antalet erytrocyter 

räknades vid x 20 förstoring. Det tog vanligen minst 10 min för manuell cellräkning 

av varje prov. För prover med antal erytrocyter < 1000 x 10
6
/L räknades 10 A-rutor 

genom att räkna 9 A-rutor i den ena sidan av räknekammaren och en A-ruta på den 

andra sidan. Svaret erhölls då direkt i 1 µL vilket motsvarade antalet erytrocyter x 

10
6
. För prover med antal erytrocyter > 1000 x 10

6
/L räknades16 CD-rutor och 

antalet räknade erytrocyter multiplicerades då med 50.  Prover med antal erytrocyter 

> 60 000 x 10
6
/L, späddes 1:5 [100 µL prov + 400 µL 0,15 mol/L (0,9 %) NaCl] och 

16 CD-rutor räknades. Antalet räknade erytrocyter av spädda prover multiplicerades 

med spädningsfaktorn dvs. med 5.  

 

 

Korrelationsstudie  

Korrelation mellan analysresultat av Csv-EPK på 48 framställda 

cerebrospinalvätskeprover med varierande erytrocytkoncentration från båda metoder 

jämfördes genom att rita ett spridningsdiagram, utföra en enkel linjär 

regressionsmodell och beräkna Pearsons korrelationskoefficienten (r), samt 

determinationskoefficienten (r
2
) i Excel 2007. 
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 Den linjära regressionsmodellen hade ekvationen y = kx + m. Linjens lutning 

betecknas med k, vilket står för regressionskoefficienten. Skärningspunkten (m) är 

värdet på y då x är lika med noll (25).  

 

Graden av linjärt samband utvärderades med hjälp av Pearsons 

korrelationskoefficient (r) vilket är ett värde som ligger mellan -1 och +1. Om värdet 

på r ligger nära +1 tolkas det linjära korrelationen som starkt positivt. Ligger värdet 

på r nära -1 tolkas det linjära korrelationen som starkt negativt. Då värdet på r ligger 

nära 0 innebär det att inget samband finns mellan variablerna x och y. 

Korrelationskoefficienten (r) i kvadrat kallas determinationskoefficienten och 

betecknas med r
2
. Determinationskoefficienten visar den andel av variationen i y som 

bestäms av ändring i x, förutsatt att sambandet mellan variablerna är linjärt (25).  

 

Ett Bland-Altmandiagram konstruerades för att visa systematiska skillnader mellan 

analys  av Csv-EPK på XN-1000 (Sysmex) och manuell räkning av Csv-EPK i 

förhållande till referensmetoden, dvs. den manuella metoden (24). Ett biasvärde 

beräknades som medelvärde av alla parade mätvärdens differenser bestämda med 

både manuell och automatisk metod på en serie prover. Ett 95% 

samstämmighetsintervall (limit of agreement) beräknades med hjälp av formeln 

biasvärde ± 1,96 x medelfelet, där medelfelet är standardavvikelsen av alla parade 

mätvärdens differenser (26).   

 

 

Imprecisionsstudier för analys av Csv-EPK på XN-1000 (Sysmex) 

 

Inom-serie-imprecision  

För att bedöma metodens repeterbarhet (inom-serie-imprecision) späddes kända 

koncentrationerna av erytrocyter i cellfritt Csv till förväntade värden av Csv-EPK på 

400 x 10
6
/L respektive 25000 x 10

6
/L. Proverna i båda nivåer analyserades 20 gånger 

efter varandra på XN-1000 (Sysmex). Medelvärdet (Mv), standardavvikelsen (SD) 

och variationskoefficienten (CV) för imprecisionen beräknades genom att använda 

dataprogram Excel 2007. Medelvärdet anger summan av samtliga mätvärden 

dividerade med antalet mätningar. SD är ett mått som anger hur samtliga mätvärdena 

avviker från medelvärdet och används för att beskriva mätosäkerheten av en 

mätmetod. Ett högt värde på SD innebär att mätvärden avviker från medelvärdet i 

genomsnitt. Variationskoefficient är ett statistisktmått på SD uttryckt som 

procentandel av medelvärdet. Ju lägre värdet på CV är desto högre är 

mätnoggrannheten (25, 26).   
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Etiska aspekter 

Samtliga provmaterial som valdes till studien avidentifierades för att bevara 

patientens personliga integritet. På Länssjukhuset i Kalmar gäller tystnadsplikt för 

alla anställda inklusive studerande vilket innebär att personalen inte får röja uppgifter 

om patientens hälsotillstånd eller andra personliga uppgifter för någon annan, 

förutom de som medverkar i patientens vård eller behandling. En biomedicinsk 

analytiker är skyldig att hantera och analysera provmaterial med stor omsorg och 

noggrannhet, så att korrekt analysresultat avgivas. Vid utförande av alla 

laboratorietjänster bör den biomedicinska analytikern ta hänsyn till att alla individer 

har lika värde och rättighet (27, 28).   
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RESULTAT 

 

Interna kontroller  

Interna kvalitetskontroller, låg kontrollblod (XN-CHECK
TM

 Body Fluidkontroll 

(BFL1) respektive normal kontrollblod (XN-CHECK
TM

 Body Fluidkontroll (BFL2) 

analyserades och blev godkända innan analys av proverna påbörjades. 

 

Jämförelse mellan metoderna 

En linjär regression upprättades för att jämföra analysresultat  av Csv-EPK på 48 

framställda cerebrospinalvätskeprover med tillsatta erytrocyter mellan XN-1000 

(Sysmex) och manuell räkning (för analysvärden från både metoderna, se bilaga I). 

Den skattade regressionsekvationen var y = 0,9797x + 222. Då erhölls 

determinationskoefficienten (r
2
) på 0,998 och korrelationskoefficienten (r) på 0,999 

(fig. 6).  

 

Jämförelse mellan XN-1000 (Sysmex) och manuell räkning avseende analys av Csv-

EPK för 19 av 48 framställda cerebrospinalvätskeprover med tillsatta erytrocyter 

med förväntade koncentrationer på 100-5000 (10
6
/L) gav ekvationen: y = 0,9685x + 

29,3. Determinationskoefficienten (r
2
) var 0,993 och korrelationskoefficienten (r) var 

0,997 (fig. 7). 

 

 

 
 

Figur 6. Korrelation mellan analysvärden för Csv-EPK (celler x 10
6
/L) (n=48) analyserat på XN-1000 

(Sysmex) och genom manuell räkning med hjälp av mikroskopi. Regressionslinjen gav ekvationen y = 

0,9797x + 222. Determinationskoefficienten (r
2
) beräknades till 0,998 och korrelationskoefficienten 

(r) beräknades till 0,999. 
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Figur 7. Korrelation mellan analysvärden för Csv-EPK (celler x 10
6
/L) (n=19) analyserat på XN-1000 

(Sysmex) och genom manuell räkning med hjälp av mikroskopi. Regressionslinjen gav ekvationen y = 

0,9685x + 29,3. Determinationskoefficienten (r
2
) beräknades till 0,993 och korrelationskoefficienten 

(r) beräknades till 0,997. 

 

 

Differensen mellan analysresultat av Csv-EPK från XN-1000 och manuell räkning 

för 48 framställda cerebrospinalvätskeprover med varierande antalet erytrocyter låg 

mellan -4150 och +2950. Biasvärdet var -151 för XN-1000 (Sysmex). SD hos 

biasvärdet beräknades till 1055 och samstämmighetsintervall (limit of agreement) låg 

från -2220 till 1916 (fig. 8) (bilaga I).  
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Figur 8. Bland-Altmandiagram visar XN-1000 systematisk avvikelse från manuell räkning. 

Differensen av analysresultat för Csv-EPK mellan XN-1000 och manuell räkning är avsatt i y-axeln 

mot analysresultat för Csv-EPK med manuell räkning i x-axeln (n=48). Samstämmighetsintervall 

(limit of agreement) låg från -2220 till 1916. 

 

 

Precisionsstudier för analys av Csv-EPK på XN-1000 (Sysmex) 

 

Inom-serie-imprecision 

Inom-serie-imprecision avseende analysen Csv-EPK (XN-1000) på framställda 

cerebrospinalvätskeprov med tillsatta erytrocyter med förväntad koncentration på 

400 x 10
6
/L gav ett medelvärde på 370 x 10

6
/L, SD ± 73,3 och CV 19,8 % (Tabell I) 

(Bilaga II).   

 

Inom-serie-imprecision avseende analysen Csv-EPK (XN-1000) på framställda 

cerebrospinalvätskeprov med tillsatta erytrocyter med förväntad koncentration på 

25000 x 10
6
/L gav ett medelvärde på 25950 x 10

6
/L, SD ± 808 och CV 3,1 % (Tabell 

I) (Bilaga II). 

 

 

Tabell I. Sammanställning av statistiska data för inom-serie-imprecision  

avseende analysen Csv-EPK på XN-1000 utförd på två Csv-prover  

innehållande låg respektive hög nivå av EPK. Respektive prov analyserades 20 gånger efter varandra. 

 

Åsatt värde Medelvärde (10
6
/L) SD (10

6
/L) CV (%) 

400 x 10
6
/L 370 73,3 19,8 

25000 x 10
6
/L 25950 808 3,1 
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DISKUSSION  

 

Syftet med detta arbete var att jämföra den nuvarande manuella metoden för analys 

av Csv-EPK där Bürkers kammare och mikroskopi används, med automatisk metod 

där analysen av Csv-EPK sker med impedansmetoden på hematologianalysatorn XN-

1000 (Sysmex), samt att utvärdera om den manuella metoden kan ersättas med den 

automatiska metoden och studera konsekvenser av detta. 

 

Eftersom analys av Csv-EPK har en central roll i diagnostiken av akuta 

hjärnblödningar, framför allt subaraknoidalblödning, är ett snabbt analyssvar viktigt 

för att ställa rätt diagnos i god tid och därmed undvika komplikationer som kan 

uppstå på grund av blödning. Den nuvarande manuella metoden är tidskrävande 

samtidigt som den behöver stor rutin och vana (1, 4, 5).  

 

Vid jämförelse mellan manuell och automatiserad analys av Csv-EPK  på 48 

framställda Csv-prover med tillsatta erytrocyter av olika koncentrationer sågs en 

mycket god korrelation, där Pearssons korrelationskoefficienten (r) på 0,999 erhölls. 

Överensstämmelsen mellan metoderna var mycket god, då alla analysresultat följde 

den diagonala referenslinjen i spridningsdiagrammet (fig. 6) (25).  

 

Överensstämmelsen mellan metoderna avseende analys av Csv-EPK på 19 av 48 

framställda Csv-prover med tillsatta erytrocyter av lägre koncentrationer (100-5000 

[x10
6
/L]) var också god med korrelationskoefficienten (0,997) nära 1 (fig. 7). En 

studie publicerad 2011 visade även liknande resultat, då en jämförelse gjordes mellan 

manuell mikroskopi och automatiserad hematologianalysator Advia 2120i (Siemens) 

avseende analysen Csv-EPK. Det erhölls en hög korrelation (n = 103, r = 0,97) för 

Csv-prover med erytrocytantal < 10 000 x 10
6
/L. Korrelationen var också god (r = 

0,95) för Csv-prover med lågt erytrocytantal < 250 x 10
6
/L (1). I en annan studie 

publicerad 2012 erhölls även en hög korrelation med en determinationskoefficient 

(r
2
) på 0,99 för antalet erytrocyter i Csv mellan 1000 - 100 000 (10

6
/L), där en 

jämförelse gjordes mellan manuell mikroskopi och XN-1000 (5). 

 

Bland-Altmandiagram visade hur skillnaden mellan manuell räkning och automatisk 

räkning (y-axeln) för analysen Csv-EPK beror av det sanna mätvärdet (x-axeln). De 

flesta analysvärden i diagrammet låg under y-axelns nollinje, vilket innebär att 

differenserna mellan resultaten är mestadels negativ, dvs. manuell räkning tenderar 

att ge högre analysvärden än XN-1000 (Sysmex). Biasvärde (medelavvikelse) på 151 

indikerar att manuell räkning med mikroskopi i genomsnitt räknar 151 mer antal 

erytrocyter än XN-1000 (Sysmex). Den övre och nedre gränsen för grad av 

överensstämmelse mellan metoderna låg från -2220 celler till 1916 celler. 

Gränsvärden visar inom vilket intervall de 95 % av analysresultatets spridning kan 
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förväntas ligga när överensstämmelse är god mellan metoder. Dessutom visade bias 

plot att två analysresultat gav ett bias över gränsen för ingen differens medan tre 

analysresultat gav ett bias under gränsen för ingen differens (fig. 8) (26, 29).     

 

Inom-serie-imprecision för analysen Csv-EPK på XN-1000 resulterade i ett CV på 

19,8 % för framställt Csv-prov på låg nivå (370 x 10
6
/L) och ett CV på 3,1 % för 

framställt Csv-prov på hög nivå (25950 x 10
6
/L). Ett lågt värde på CV % indikerar en 

hög precision (25). Ett CV på 3,1 % för Csv-prov med hög nivå EPK (25950 x 

10
6
/L) tyder därför på en god precision. Ett CV på 19,8 % för Csv-prov med låg nivå 

EPK (370 x 10
6
/L) anses vara acceptabelt för räkning av låga antal erytrocyter, vilket 

tyder på att precisionen är rimlig (Bilaga II) (30).  

 

Kvantifieringsgräns (LOQ) definieras som den lägsta koncentration av en analyt som 

kan kvantifieras korrekt med en precision på 20 % CV mellan ett antal analyser (30). 

Eftersom inom-serie-precision för framställt Csv-prov med EPK på 370 x 10
6
/L 

resulterade i ett CV på 19,8 %, skulle denna nivå kunna användas som 

kvantifieringsgräns. 

 

På avdelningen för klinisk kemi och transfusionsmedicin på Länssjukhuset i Kalmar 

utfördes studier av totalimprecision för analys av EPK i kroppsvätskor på XN-1000 

(Sysmex) under april 2014. Totalimprecision genomfördes genom att analysera de 

interna kontrollerna BFL1 och BFL2 i två nivåer (låg och normal) 6 gånger per dag i 

fem dagar. Totala antalet analyser blev 30 replikat för respektive kontroll. 

Medelvärdet, SD, och CV för imprecisionen beräknades. I denna studie utfördes inte 

totalimprecision för analysen Csv-EPK på XN-1000 (Sysmex) eftersom 

cerebrospinalvätskeprovet måste vara färskt och analyseras inom minst en timme. 

Imprecisionen för kontroll BFL1 utryckt som CV var 3,4 %. Medelvärde låg på 

26817 x10
6
/L och SD på 911. Imprecisionen för kontroll BFL2 resulterade i ett CV 

på 2,2 %, medelvärde på 81283 x 10
6
/L och SD på 1757 (ej publicerad data). Dessa 

värden visade att precisionen var acceptabel på både låg och hög koncentration av 

kontrollerna vid olika mätförhållande t.ex. variation i tid, kalibrering och reagens.  

 

I en studie publicerad 2014 var total-serie-imprecion lägre än 4,1 % (CV) och det 

totala felet var lägre än 19,4 % (CV) för analysen Csv-EPK i ett analysområde 

mellan 745 - 11 350 /µL på XE-5000 (Sysmex), vilket uppvisade lägre imprecision 

än manuell räkning med Bürkers kammare (31). 

 

Detektionsgräns (LOD) är den lägsta analytkoncentration i provet som kan detekteras 

med en rimlig statistisk säkerhet (2). Detektionsgräns för antal erytrocyter i 

cerebrospinalvätska (Csv) varierar beroende på vilken analysmetod som instrumentet 

använder. Enligt en studie som utfördes i region Skåne för att utvärdera möjlighet att 

räkna celler i Csv och andra kroppsvätskor på Sysmex hematologianalysatorn (XN-
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serier: 1000, 2000, 9000), bestämdes en acceptabel detektionsgräns för analysen Csv-

EPK till 300 x 10
6
/L, vilket motsvarar ungefär 10 µL blödning i 

cerebrospinalvätskerummet. Om analysvärdet på Csv-EPK är lägre än 300 x 10
6
/L 

kommer resultat att besvaras med < 300 x 10
6
/L, medan om analysvärdet är högre än 

300 x 10
6
/L besvaras resultatet med heltal. Studien visade även att instrumentet kan 

ge falskt förhöjda antal erytrocyter i Csv vid förekomst av fragmenterade erytrocyter, 

där erytrocyternas topp (RBC-topp) i storleksdistributionshistogram kommer att se 

onormal ut. I rutin infördes därför manuell räkning med mikroskopi då RBC-toppen 

(R-MFV, Most Frequent Volume) ligger utanför normala gränser (32, 33).  

 

På Köpenhamns universitetssjukhus genomfördes en studie för att bestämma 

detektionsgränsen (LOD) för analysen Csv-EPK på XN-2000. Detta gjordes genom 

att 5 cerebrospinalvätskeprover innehållande låga antal erytrocyter (< 500 x 10
6
/L) 

valdes ut, varav varje prov analyserades 10 gånger, medelvärdet och SD beräknades. 

En godkänd detektionsgräns för antal erytrocyter beräknades genom formeln 0 + 5 

SD till 264 x 10
6
/L, men trots det användes detektionsgränsen på 300 x 10

6
/L för 

antal erytrocyter, vilket ansågs mer kliniskt acceptabelt (34).  

 

Vid vissa sjukdomar, såsom leukemi, kan även ett mycket lågt antal erytrocyter i Csv 

innebära en ökad risk för spridning av sjukdomen till centrala nervsystemet. Därför 

är detektion av låga antal erytrocyter av stor betydelse för att bedöma om patienten 

behöver extra behandling med kemoterapi. För patienter med leukemi är Csv-EPK 

normalt på < 3 x 10
6
/L. Därför infördes en svarsrutin i Köpenhamn som handlar om 

att prover från avdelningar barnonkologi, onkologi och hematologi med Csv-EPK < 

300 x 10
6
/L analyserat på Sysmex-XN, skall räknas med manuell mikroskopi för att 

kunna detektera låga antal erytrocyter (34).  

 

Enligt en studie bestämdes en acceptabel funktionell känslighet för analys av EPK i 

olika kroppsvätskor på Sysmex XE-5000 till 600/µL (600 x 10
6
/L) i enlighet med att 

ett CV på 20 % är en godtagbar precision för låga antal erytrocyter (35). I annan 

studie bestämdes den funktionella analytiska känslighetsgränsen till 725/µL (725 x 

10
6
/L) för antal erytrocyter i Csv analyserad på Sysmex XE-5000 vid ett CV < 20 %, 

medan för antal erytrocyter mellan 363 till 544/µL var CV ≤ 30 % (31). 

 

Analys av cerebrospinalvätskeprover på kroppsvätskeanalysläge på XN-1000 

(Sysmex) visade sig ha 100 % sensivitet och 97,6 % specificitet på att påvisa 

abnormiteter i Csv, enligt en studie. Med 100 % sensivitet innebär att alla patienter 

mot sjukdomen i ifråga kommer att bli korrekt diagnostiserade som säkert sjuka 

medan en specificitet på 97,6 % indikerar att 97,6 % av de som inte har sjukdomen 

kommer att diagnostiseras som säkert friska, men 2,4 % av de som gjorde testet 

kommer att få ett falskt positiv resultat (2, 5).    
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Det lägsta mätbara analysvärdet för antal erytrocyter i Csv och andra vätskor som 

XN-1000 kan mäta är 100 x 10
6
/L, men denna detektionsgränsen saknar hög 

precision och kan inte användas för att ge säkra analysresultat. Om analysvärden på 

Csv-EPK är lägre eller högre än 50 x 10
6
/L rapporteras resultatet som 0 x 10

6
/L eller 

100 x 10
6
/L. Detektionsgräns för antal erytrocyter i Csv och andra kroppsvätskor 

som leverantören för Sysmex rekommenderar, är 1000 x 10
6
/L, vilket anses vara 

relativt högt. Enligt studier i region Skåne och Köpenhamn, samt analysdata för 

inom-serie-imprecision i denna studie kan funktionell sensivitet för analysen Csv-

EPK bestämmas till ≥ 370 x 10
6
/L.  

 

Att helt övergå från manuell analys av Csv-EPK till automatisk analys med XN-1000 

skulle innebära att Csv-prover med antal erytrocyter under 100 x 10
6
/L skulle 

besvaras med 0 x 10
6
/L och därmed kan man inte detektera små intrakraniella 

blödningar, samt mindre stickblödningar. 

  

På de klinisk kemiska laboratorierna i Kalmar, Oskarshamn och Västervik utfördes 

1052 manuella analyser av Csv-EPK under 2014. Cirka 83 % av Csv-prover innehöll 

erytrocyter under 100 x 10
6
/L medan 89 % av Csv-prover innehöll antal erytrocyter 

under 370 x 10
6
/L (ej publicerad data).  

 

För att ge snabbare analysresultat av Csv-EPK skulle det vara bra om analysen Csv-

EPK först utfördes på XN-1000. En tänkbar diagnostikrutin baserad på resultaten i 

denna studie är att initialt utföra analys av Csv-EPK med XN-1000 och komplettera 

med manuell räkning i mikroskop på de prover som har Csv-EPK < 370 x 10
6
/L, 

med förutsättning att både automatiserad och manuell analys av Csv-EPK kan utföras 

inom en timme. Baserat på utfallet av Csv-prover 2014 i Kalmar län skulle en sådan 

rutin innebära att man slipper göra en manuell räkning på 11 % av Csv-proverna, 

dvs. 114 prover (fig. 9). Om en högre detektionsgräns på 400 x 10
6
/L väljas skulle 

man slippa göra en manuell räkning på 10 % av Csv-proverna, dvs. 107 prover. 

Används ännu högre detektionsgräns på 500 x 10
6
, skulle en manuell räkning på 9,7 

% av Csv-proverna slippa göras, dvs. 102 prover. 
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Figur 9. Andelen av alla Csv-prover med analysresultat av Csv-EPK under 370 x 10
6
/L (89 %), samt 

över 370 x10
6
/L (11 %) utförda på klinisk kemi laboratorier i hela Kalmar länet under 2014. 

 

 

Analys av Csv-EPK är snabbare på XN-1000 (Sysmex) jämfört med manuell analys. 

I denna studie tog det cirka 2 minuter för en automatisk bakgrundskontroll innan 

analys av Csv-EPK på XN-1000 (Sysmex) påbörjades, samt 1,5 min för själva 

analysen, medan det tog cirka 12 min för manuell analys av Csv-EPK. Enligt detta 

skulle man hinna göra både automatiserad och manuell analys av Csv-EPK för Csv-

provet < 370 x 10
6
/L inom bara 15,5 minuter. 

 

En tänkbara felkälla som skulle kunna ha inverkan på analysresultat är s.k. ”carry-

over” eller ”kontamination” av analysutrustning. Vid carry-over kan ett prov 

innehållande låg koncentration av en analyt få ett falskt förhöjt analysvärde om den 

analyseras direkt efter ett prov innehållande hög koncentration av samma analyt. För 

att undvika problemet med carry-over utförs på XN-1000 en automatisk sköljning 

mellan varje analys av kroppsvätskeprover. Om ett kroppsvätskeprov som analyseras 

på XN-1000 ger ett för högt mätvärde för en analyt utförs en automatiskt 

bakgrundskontroll. Om parametrarnas mätvärde överskrider angivna gränsvärden för 

bakgrundskontrollen utförs en extra sköljning. Enligt en studie var carry-over under 

0,05% mellan varje analys av Csv-prover på XN-1000 (Sysmex) (2, 5).  

 

Det är av vikt att cerebrospinalvätskeprover analyseras inom minst en timme då 

erytrocyterna snabbt börjar lysera i Csv på grund av låga halter av albumin och 

lipider. Om Csv-prover analyseras efter en timma kan analysen ge falskt för låga 

antal erytrocyter (5). En vetenskaplig studie visade att användning av ett provrör med 

tillsats av ett seruminnehållande medium kan göra cellerna mer stabila i Csv-provet 

och därmed förhindrar celldöd vilket kan förlänga hållbarhet av provet i upp till 24 

timmar efter provtagning (36). Falskt för låga antal erytrocyter kan även erhållas om 
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Csv-provet innehåller små erytrocyter (mikrocytära), vilket är en tänkbar felkälla. 

Vid lumbalpunktion kan stickblödning förekomma då man observerar visuellt att 

blodtillblandning i cerebrospinalvätskeprovet är ojämn. För att undvika risken för 

falskt positiv subaraknoidalblödning tas cerebrospinalvätskeprovet i tre olika rör med 

1 mL Csv i varje rör, där räkning av antalet erytrocyter utförs på alla rör. Om en 

stickblödning föreligger avtar antalet erytrocyter gradvis mellan rören, medan vid 

SAB är antal erytrocyter relativt konstanta i alla rör. Andra felkällor som kan 

påverka analysresultat är ofullständig blandning av Csv före provanalys, samt 

förekomst av oljiga eller feta föreningar i Csv-provet som kan försämra analysen på 

grund av ökad grumlighet i provet (2).  

 

Kostnaden för analys av Csv-EPK skulle bli lägre om provet analyseras på XN-1000 

istället för manuell mikroskopi, eftersom analysen ingår i 

cerebrospinalvätskeparametrar som redan analyseras på XN-1000 och därmed kan 

extra kostnader för Bürkers kammare uteslutas. 

 

 

Slutsats  

Syftet med detta arbete var att utvärdera om manuell analys av Csv-EPK med 

räknekammare och ljusmikroskopi kan ersättas med automatisk analys av Csv-EPK 

med hematologianalysatorn XN-1000 (Sysmex). Korrelationen mellan metoderna var 

stark både för lägre och högre analysvärden på Csv-EPK. Precisionen för analys av 

Csv-EPK på XN-1000 (Sysmex) var god. Enligt resultat från denna studie skulle 

analys av Csv-EPK på XN-1000 kunna användas för klinisk diagnostik av Csv-

prover. Däremot bör det konstateras att det är fortfarande nödvändigt att utföra 

manuell analys av Csv-EPK, om Csv-provet analyserat på XN-1000 visade ett Csv-

EPK < 370 x 10
6
/L. För att kunna säkerställa hög diagnostisk kvalitet även på Csv-

prover med låga antal erytrocyter skulle en referensgräns på 500 x 10
6
/L kunna 

användas som en praktisk brytpunkt. 
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Bilaga I. Resultat avseende analys av Csv-EPK på XN-1000 (Sysmex), genom manuell 

räkning med hjälp av mikroskopi och Bürkers kammare, samt differensen av 

analysresultat för Csv-EPK mellan XN-1000 och manuell räkning. 
 

Tabell . Analysvärden avseende Csv-EPK - för 48 framställda cerebrospinalvätskeprover med tillsatta 

erytrocyter erhållna vid analys med manuell mikroskopi, automatiskt med XN-1000 – (2 replikat, samt 

medelvärde av dessa). Analysvärdet på Csv-EPK bestämda genom mikroskopering visas i stigande skala. 

I tabellen visas även differensen mellan analysresultat av csv-EPK från XN-1000 och manuell räkning för 

48 framställda cerebrospinalvätskeprover med varierande antalet erytrocyter.      

  

Prov 

Manuell räkning 

XN-1000 (Sysmex) 

Analys 1 

XN-1000 (Sysmex) 

Analys 2 Medelvärde av  

analysresultat  

på XN-1000 (Sysmex) 

 

Differens 

XN-1000 

– 

manuell 

räkning Csv-EPK (x10
6
/L) Csv-EPK (x10

6
/L) Csv-EPK (x10

6
/L) 

1 80 0 100 50 -30 

2 128 200 200 200 72 

3 343 400 400 400 57 

4 359 300 400 350 -9 

5 535 500 500 500 -35 

6 647 600 700 650 3 

7 786 700 800 750 -36 

8 999 1000 1100 1050 51 

9 1450 1500 1500 1500 50 

10 1639 1500 1600 1550 -89 

11 1813 1700 2000 1850 37 

12 3100 3000 2700 2850 -250 

13 3450 3400 3500 3450 0 

14 3950 3800 3400 3600 -350 

15 4150 4200 4400 4300 150 

16 4400 4700 4200 4450 50 

17 4500 4500 4500 4500 0 

18 4850 4900 4900 4900 50 

19 5200 4500 4900 4700 -500 

20 5900 5000 6100 5550 -350 

21 7100 7000 7000 7000 -100 

22 8400 8400 7800 8100 -300 

23 9000 8700 8900 8800 -200 

24 9900 9400 9800 9600 -300 

25 10200 10200 9700 9950 -250 

26 10900 10500 10900 10700 -200 

27 12000 12500 14100 13300 1300 

28 12150 11500 11800 11650 -500 

29 12850 12700 12500 12600 -250 

30 13000 13000 13200 13100 100 

31 13700 13200 13800 13500 -200 



 

 

 

32 15200 14500 15600 15050 -150 

33 15700 15700 15700 15700 0 

34 16700 16500 17600 17050 350 

35 17400 18000 17000 17500 100 

36 18000 18100 18300 18200 200 

37 19200 19000 19300 19150 -50 

38 20000 19800 20300 20050 50 

39 24000 24000 25600 24800 800 

40 32100 31800 31500 31650 -450 

41 35100 35600 34400 35000 -100 

42 40000 43200 42200 42700 2700 

43 51000 54000 53900 53950 2950 

44 63000 60000 60400 60200 -2800 

45 74500 74000 72400 73200 -1300 

46 81500 82200 78700 80450 -1050 

47 94500 89300 91400 90350 -4150 

48 97500 95300 95000 95150 -2350 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Bilaga II. Analysvärden för inom-serie-imprecision på XN-1000 (Sysmex). 

Imprecisionsstudie utfördes på två cerebrospinalvätskeprover innehållande erytrocyter 

av kända koncentrationer i två nivåer (hög och låg). Uträknade medelvärde, SD och 

CV% är markerade med fetstil.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Csv-prov 1, (EPK x 10
6
/L) 

(låg nivå) 

Csv-prov 2, (EPK x 10
6
/L) 

(hög nivå) 

400 25500 

400 25200 

400 24500 

400 25400 

400 25100 

400 24400 

200 26300 

500 26300 

300 26300 

400 25900 

300 25200 

500 26600 

400 26600 

400 26300 

400 26400 

300 26200 

300 26100 

300 26000 

400 27400 

300 27300 

n=20 n=20 

Medelvärde = 370 Medelvärde= 25950 

SD= 73,3 SD= 808 

CV =19,8% CV=3,1% 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Linnéuniversitetet 
Kalmar Växjö 

Lnu.se 

 


