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SAMMANFATTNING

Bestamning av antalet erytrocyter i cerebrospinalvétska (Csv-EPK) anvands for att
utesluta olika intrakraniella blédningar, sarskilt subaraknoidalblddning (SAB). SAB
betyder en blodning mellan pia mater och araknoidea som uppstar pa grund av ruptur
av ett aneurysm i subaraknoidalrummet. Manuell rékning av antalet erytrocyter i
cerebrospinalvétska med Birkers kammare och mikroskopi har varit den gyllene
standarden under de senaste decennierna, men den manuella metoden &r tidskravande
och kraver stor erfarenhet. Syftet med detta examensarbete var att utvardera om manuell
analys av Csv-EPK med rdaknekammare och ljusmikroskopi kan erséttas med
automatisk analys av Csv-EPK med hematologianalysatorn XN-1000 (Sysmex).
Fyrtioatta cerebrospinalvatskeprover med varierande koncentrationer av antalet
erytrocyter framstélldes genom att spada kénda koncentrationer av erytrocyter i cellfri
Csv. Framstallda Csv-prover med tillsatta erytrocyter analyserades forst pa XN-1000.
Efter detta utférdes manuell rakning av erytrocyter i Blrkers kammare. En linjar
regression uppréattades for att beskriva korrelation mellan automatiserad analys av Csv-
EPK och manuell analys av Csv-EPK. Imprecisionen avseende analys av Csv-EPK pa
XN-1000 (Sysmex) beddmdes genom inom-serie-imprecision. En mycket god
korrelation (r = 0,999) fanns mellan XN-1000 och manuell rakning. For analysresultat
inom det lagre omréde 100 - 5000 (10°/L) var korrelationen ocksé god (r = 0,997).
Variationskoefficienten var 19,8 % vid Csv-EPK pa 370 x 10°/L respektive 3,1 % vid
Csv-EPK pé 25950 x 10%/L. Kénsligheten for analys av Csv-EPK p& XN-1000 var 370 x
10%/L. Slutsatsen ar att analys av Csv-EPK pa XN-1000 kan anvandas for klinisk
diagnostik av Csv-prover. Daremot bor det noteras att XN-1000 har s&mre kanslighet
for ldga Csv-EPK vérden < 370 x 10°/L. Fér att kunna séakerstalla hog diagnostisk
kvalitet &ven pa Csv-prover med laga erytrocytantal rekommenderas en referensgrans pa
< 500 x 10%/L som praktisk cut off for kompletterande mikroskopisk rakning vid
rutinsjukvardslaboratorier.

NYCKELORD
Cerebrospinalvéatska, raknekammare, hematologianalysator, erytrocyter, Sysmex XN-
1000, subaraknoidalblédning



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 Blrkers 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 Birkers 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%/L), correlation was also good (r = 0.997).
The coefficient of variation was 19,8 % at CSF-EPC of 370 x 10%/L and 3.1 % at CSF-
EPC of 25 950 x 10°%/L. The sensitivity for analysis of CSF-EPC on XN-1000 was 370 X
10°%/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%/L. To ensure high diagnostic
quality even in CSF-samples with low erythrocyte counts are recommended a reference
limit of < 500 x 10°%/L as a practical cut off for supplemental microscopic counting in
routine healthcare laboratories.



FORKORTNINGAR

Csv — cerebrospinalvatska

SAB — subaraknoidalblodning

LP — lumbalpunktion

CVS — cerebrovaskulara sjukdomar
DT — datortomografi

EPK — erytrocytpartikelkoncentration
Csv-EPK — antal erytrocyter i cerebrospinalvatska
EDTA — etylendiamintetraéttiksyra

r — pearsons korrelationskoefficient
r? — determinationskoefficient

Mv — medelvarde

SD — standardavvikelsen

CV % - variationskoefficient i procent
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INTRODUKTION

Inledning

Rakning av celler i cerebrospinalvétska (Csv) &r av stor betydelse vid utredning av
akuta hjarnsjukdomar som till exempel meningit (hjarnhinneinflammation), encefalit
(inflammation i hjarnvévnaden) eller subaraknoidalblédning (SAB) och dven vid
beddmning av olika neurologiska sjukdomar. Rakning av erytrocyter i Csv anvands
framst for att utesluta olika intrakraniella blédningar, i forsta hand
subaraknoidalblodning (blédning i blodkarl pa hjarnans yta) (1, 2).

Vid utredning av subarkanoidalblédning genomfdérs inledningsvis en datortomografi
av hjarnan. Nar det har gatt mer an sex timmar efter symtomdebut och
datortomografi av hjarnan inte pavisar nagon blodning ska en lumbalpunktion (LP)
utforas for att upptacka sma blodningar (3). En tidig behandling har avgérande
betydelse for att forebygga risken for aterblédning och darmed undvika
komplikationer som kan leda till en bestdende hjarnskada (4). Darfor ar ett snabbt
och tillforlitligt laboratorieresultat av stor vikt for att stalla ratt diagnos i god tid.
Manuell cellrdakning i Csv med raknekammare och mikroskopi har varit den gyllene
standarden under de senaste decennierna, men den manuella metoden &r
arbetskravande och kréver stor erfarenhet (5). Dessutom kannetecknas denna metod
brist av pa precision. Bestamning av antalet erytrocyter i Csv-prover med hjélp av
automatiserade hematologianalysatorer saknar &nnu hdg kanslighet och anvands
darfor begransat vid klinisk diagnostik av cerebrospinalvatskeprover i Sverige.
Numera finns det pa marknaden en ny hematologianalysator, XN-1000 (Sysmex)
som har en forbattrad kroppsvatskeanalys jamfort med foregaende modell av
instrument och har dven férmaga att analysera leukocyter i olika kroppsvatskor,
sasom Csv, ledvétska, pleuravitska och ascitesvatska. Gallande analys av erytrocyter
i kroppsvétskor behdver instrumentets noggrannhet och kénslighet testas (1, 5).

Hjarnan

Hjarnans fysiologi

Manniskans hjarna, encefalon bestar av storhjarnan (cerebrum), mellanhjérnan
(diencefalon), hjarnstammen (truncus encephali) och lilla hjarnan (cerebellum).
Storhjarnan och mellanhjérnan bildar tillsammans framhjarnan (prosencefalon).
Hjarnstammen innefattar foérlangda margen (medulla oblongata), hjarnbryggan
(pons) och mitthjarnan (mesencefalon). | hjarnan finns dven fyra sa kallade cerebrala
ventriklar vilka ar ssmmankopplade halrum fyllda med cerebrospinalvitska (6).



Hjarnans cirkulation

Hjarnan innehaller mer &n 120 miljarder nervceller, dar varje nervcell tar emot och
formedlar signaler till mer &n 100 andra celler. Hjarnans nervceller &r helt beroende
av syre for att fa sina energibehov. Darfor ar det viktigt att blodflodet till hjarnan
halls stabilt. Hjarnan hos en vuxen individ tillfors cirka 750 mL syrerikt blod/min,
vilket utgor ungefar 15 procent av hjértats minutvolym (7).

Storhjarnans hemisfarer far sin blodférsérjning via tre artarer, arteria cerebri
anterior, a. cerebri media och a. cerebri posterior. Blodtillforsel till hjarnstammen
och lilla hjarnan sker via a.basilaris och a.vertebralis. En del av fundamentala
storhjarnan forsorjs av férgreningar som utgar direkt ur a.carotis interna. Pa
storhjarnans yta ligger ett natverk av kollateralkarl. De djupare liggande partierna av
storhjarnan och hjarnstammen tar emot blod via andartarer. Eftersom &ndartérer
saknar forbindelse med andra artarer blir de djupare partierna av hjarnan mer utsatta
for skada vid nedsatt blodtillforsel (8).

Om blodflddet till hjarnan upphdr i mer &n 30 till 40 sekunder blir man medvetslos.
Upphor blodférsarjning i mer an 3-4 minuter gar nervcellerna i nekros och skadan i
storhjarnans bark kan inte raddas (7).

Hjarnhinnor

Hjéarnan och ryggmargen téacks av tre lager av hjarnhinnor. Den yttersta av hjarnans
tre hinnor &r harda hjarnhinnan (dura mater) som beklader kraniet och ryggmérgen.
Denna hinna stabiliserar och stodjer hjarnan och ryggmaérgen (fig.1). Innanfor den
harda hinnan finns den tunna spindelvéavshinnan (araknoidea). Narmast hjarnans och
ryggmargens yta ligger karlhinnan (pia mater).
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Figur 1. Schematisk bild av hjarnhinnorna dura mater, araknoidea och pia mater som gar direkt dver
i ryggmargshinnor. Figur publicerad fran boken Ménniskokroppen Fysiologi och anatomi, med
tillstand fran Kari C Toverud, certifierad medicinsk illustrator (7).

Mellan dura mater runt ryggmérgen och ryggmaérgskanalens benvégg i ryggraden
finns ett fettrikt utrymme, epiduralrummet (7). Utrymmet mellan den harda
hjarnhinnan (dura mater) och spindelvavshinnan (araknoidea) kallas for
subduralrummet och innehaller vener (9). Mellan spindelvévshinnan och den mjuka
karlhinnan ligger en halighet kallad subaraknoidalrummet som ar fylld med Csv och
bindvéavsfibrer (7).

Cerebrospinalvatska

Cerebrospinalvétska (Csv) eller likvor &r en klar, farglos vétska som finns i hjarnans
ventriklar, spinalkanalen och subaraknoidalrummet. Cirka 70 % av Csv bildas genom
filtration av blod genom karlnystan i plexus choroideus, som finns i hjérnans
ventriklar, medan resten produceras av hjarnans blodkarl och ventriklarnas vaggar.
Vissa partiklar i plasma overfors till Csv genom aktiv transport. Flodet av Csv
passerar genom hjarnans laterala ventriklar via tredje och fjarde ventrikeln, for att
sedan dréneras ut i subaraknoidalrummet (2, 10). Cerebrospinalvétska reabsorberas
av araknoidalvilli som sticker ut i vensinus, halrum i dura mater, dar bade vendst
blod fran hjarnan och Csv fran subaraknoidalrummet samlas pa végen tillbaka till
hjartat (fig. 2) (7).
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Figur 2. Cerebrospinalvatskans cirkulation. Cerebrospinalvétskan bildas i plexus choroideus som
finns i hjarnans ventriklar och dréneras ut i subaraknoidalrummet via fjarde ventrikeln. slutligen
reabsorberas cerebrospinalvétskan till venblodet via araknoidalvilli som sticker ut i vensinus. Figur
publicerad fran boken Manniskokroppen Fysiologi och anatomi, med tillstand fran Kari C Toverud,
certifierad medicinsk illustrator (7).

Det tar ungefar en timme for en fullstandig cirkulation av Csv i
subaraknoidalrummet runt ryggmargen och hjarnan. I regel har en vuxen person
omkring 150 mL Csv, dar 20-30 mL ligger i ventrikelsystemet. Under ett dygn
produceras ungefar 500-600 mL Csv, vilket innebar att Csv omstts cirka fyra ganger
om dagen (2, 10).

Normalt &r Csv cellfri och proteinmangden i Csv ar endast 0,1-0,4 g/L.
Sammanséttning av elektrolyter, glukos och aminosyror ar lagre i Csv an i plasma.
Grumlighet av cerebrospinalvatskeprovet ér en indikation pa férekomst av blod,
leukocyter och bakterier. Om Csv har en gulaktig farg kan detta tyda pa en tidigare
blédning i hjarnan eller hdg proteinhalt. Cerebrospinalvatskans viktigaste uppgift ar
att den verkar som stotdampare och darmed skyddar hjarnan och ryggmargen.
Dessutom avlagsnar Csv olika amnen som bildas under hjarnans metabolism sasom
laktat och koldioxid (7, 10).



Intrakraniella blédningar

Intrakraniella blédningar innebér blodningar innanfor skallbenet och diagnostiseras
beroende pa var de uppkommer. En blédning inuti hjarnvavnaden kallas for
intracerebral blédning, och uppstar oftast pa grund av ruptur av en arteriol.
Blodningar kan komma ut till ventriklarna och/eller subaraknoidalrummet.
Subaraknoidalblédningar (SAB) innebér en blédning mellan pia mater och
araknoidea som uppstar nar ett aneurysm (pulsaderbrack) i subaraknoidalrummet
brister. En subduralblédning ligger mellan dura mater och araknoidea, som uppstar
da en av hjarnans vener brister. Epiduralblodningar ligger mellan dura mater och
skallbenet, och uppkommer oftast pa grund av sénderslitande av en artar. Subdural-
och epiduralblédningar uppstar oftast pa grund av traumatiska skador (11, 12).

Subaraknoidalblédning (SAB)

Stroke eller cerebrovaskuléra sjukdomar (CVS) &r ett samlingsnamn for hjarnischemi
(hjarninfarkter) och hjarnblédningar (intracerebrala och subaraknoidala) (13). Den
allvarligaste typen av stroke &r subaraknoidalblodning (SAB) vilket utgor cirka 5 %
av strokefallen. SAB har en hog mortalitet som ligger pa cirka 20 % (9, 14). Varje ar
insjuknar 6-8 personer per 100 000 invanare i SAB i de flesta vésterlandska
befolkningar. SAB drabbar &ven relativt unga individer, da halften av SAB-patienter
ar under 55 ar. Hogt blodtryck, rokning och dverkonsumtion av alkohol ar de
viktigaste paverkningsbara riskfaktorerna for SAB (12).

De symtom som &r vanligast vid SAB ar pl6tslig debuterande svar huvudvark,
nackstelhet, illamaende och paverkan pa medvetandet. Oftast uppstar
subaraknoidalblodning nér ett aneurysm brister pa nagon av artarerna pa hjarnans
basala yta. Da blédningen uppstar fylls subaraknoidalrummet innehallande Csv med
blod som da levrar sig. Detta leder till blockering av cerebrospinalvatskeavflode,
varvid en intrakraniell tryckstegring utvecklas (8, 14). Ifall trycket i kraniets inre
overskrider trycket i blodsystemet kan blodflddet till en del av hjarnan hindras, vilket
astadkommer total cerebral ischemi. | detta fall blir man medvetslés med en stor risk
att do. Ungefar 4-10 % av patienterna kan fa en ny blédning, sa kallad reblodning
under forsta dygnet orsakad av frislappande av en blodpropp. En reblédning medfor
en samre prognos och risken att avlida &r hogre &n vid forsta blddningen (9, 12).

Det framsta orsaken till SAB hos yngre personer &r ruptur av ett aneurysm som
uppstar pa grund av en medfodd forsvagning i vaggen av nagon artar som finns pa
undersidan av hjarnan eller pa hjarnans yta. Hos aldre personer intraffar SAB framst
pa grund av aterosclerotisk forsvagning av artarvaggen (9, 14).



Diagnostik

Vid utredning av misstankt SAB genomférs omedelbart en datortomografi (DT) av
hjarnan. Med hjalp av DT kan man pavisa hur stor blédningen ar i
subaraknoidalrummet eller i hjarnans ventriklar. Ifall datortomografi utfors de forsta
24 timmarna efter symtomdebut kan subaraknoidalt blod pavisas hos 6ver 95 % av
patienter. Efter en vecka minskar DT-sensitivitet till 50 %. Om DT av hjarnan
pavisar nagon blodning kompletteras utredningen av aneurysm ytterligare med
angiografi eller magnetkameraundersdkning. Men om datortomografin ar negativ
trots att misstanken om SAB aterstar maste en lumbalpunktion goras for att pavisa
eller utesluta forekomst av blod i cerebrospinalvatskan. For att blodet ska hinna
blanda sig med Csv bor en lumbalpunktion inte utforas tidigare &n sex timmar efter
insjuknande. Nar 12 timmar har gatt efter huvudvarksdebut kan en
nedbrytningsprodukt av hemoglobin, bilirubin pavisas i Csv med hjélp av
spektrofotometri (9, 17).

En annan metod som anvéands for att pavisa SAB ar manuell rdkning av antalet
erytrocyter i Csv (Csv-EPK) i Burkers kammare med hjélp av ljusmikroskop. For
analysen behovs cirka 100 pL Csv. Analysen bor utféras inom en timme eftersom
erytrocyterna snabbt borjar hemolyseras in vitro. Forekomst av eryrocyter i Csv kan
aven ses vid inflammatorisk process i hjarnan, samt vid s.k. stickblodning, dvs. en
blédning orsakad av nalen som anvénds vid sjalva lumbalpunktionen. Vid SAB kan
aven en forhojning av antalet vita blodkroppar ses pa grund av hjarnhinneirritation

2).

Lumbalpunktion

Eftersom ett fritt utbyte av &mnen forekommer mellan Csv och vévnadsvétska i
hjarnan kan hjarnans &mnesomsattning reflekteras i Csv, vilket utnyttjas i klinisk
diagnostik av akuta hjarnsjukdomar. Akuta analyser av Csv innefattar rakning av
erytrocyter och leukocyter, Csv-albumin, Csv-laktat och Csv-bilirubin mm.
Cerebrospinalvétskeprovet tas genom lumbalpunktion (2).

Ryggmargen hos vuxna fortsatter inte genom hela ryggradskanalens langd utan slutar
vid andra landryggskotan. Salunda innehaller ryggradskanalen i landregionen bara en
bunt av ryggmargsnervrotter, kallad for cauda equina (hastsvans) som utgar fran
ryggmargens nedre del. Runt cauda equina finns aven harda hjarnhinnan och
spindelvavshinnan som skapar ett stort subaraknoidalrum dar Csv ar belé&get. Vid
lumbalpunktion ligger patienten pa sidan, alternativt kan patienten sitta upp. Det
valda stickstéllet mellan tredje och fjarde landryggskotan eller fjarde och femte
landryggskotan markeras. Hela omradet runt stickstéallet desinfekteras. En liten nal
fors in mellan ryggkotornas taggutskott, genom den harda hjarnhinnan och
spindelvavhinnan och slutligen in i subaraknoidalrummet dar provet pa Csv kan tas.



Eftersom blodtillblandning oftast ger missvisande analysresultat rekommenderas
darfor att den forsta fraktionen av blodtillblandad Csv kastas vid kraftig
stickblodning. For analys av Csv-EPK tappas Csv i tre sterila plast-mikroror
(polypropylen, PP) med skruvlock, markta med rérets nummer i provtagningsordning
( provl, prov2, prov 3), dér varje ror fylls med minst 1 mL cerebrospinalvétska (2, 7,
18).

Erytrocyter och erytropoes

Hos fostret bildas erytrocyter, erytropoes framfor allt i lever och mjalte for att sedan
mot slutet av fosterstadiet gradvis forflyttas till benmérgen. Hos vuxna sker bildning
av erytrocyter huvudsakligen i platta ben sasom bréstbenet och backenbenet (7).

Hos en vuxen individ tillverkas dagligen cirka 200 miljarder erytrocyter. Erytropoes
sker i flera olika steg med utgangspunkt fran blodbildande stamceller som da
prolifereras och differentieras till pronormoblast, basofil normoblast, polykromatisk
normoblast, ortokromatisk normoblast, retikulocyt och sist till mogna erytrocyter
(fig. 3) (14, 15).

Gemensam stamcell 3 h \
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Bildas i benmérgen

Polykromatisk normoblast —@

y
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Figur 3. Strukturell uppbyggnad av erytropoes, visar differentiering av pronormoblaster till mogna
erytrocyter. Figur publicerad frdn boken Manniskokroppen Fysiologi och anatomi, med tillstnd fran
Kari C Toverud, certifierad medicinsk illustrator (7).



Den forsta morfologiskt identifierbara erytrocytprekursorn i benmargen ar den starkt
basofila pronormoblasten. Denna pronormoblast ar en stor cell vars cytoplasma
fargas morkt bla med May-Griinwald Giemsa fargning. Cellen har en stor rund
avgransad karna med nukleolerna och kondenserad kromatin, som ligger centralt i
cellen. I den fortsatta celldelningen och differentieringen bildas ett antal sma
normoblaster med 6kande halt av hemoglobin i cytoplasma. Samtidigt blir kdrnan
mer kondenserad. Slutligen kastas den lilla pyknotiska karnan ut ur den
ortokromatiska normoblasten sa att cellen 6vergar i retikulocytstadiet. Eftersom
retikulocyter fortfarande innehaller rester av RNA kan de fortsatta syntetisera
hemoglobin. Retikulocyter mognar ut till fardiga erytrocyter under en tid av 24-48
timmar efter att de frislapps i blodbanan. Fran en enda pronormoblast kan det bildas
16 fardiga erytrocyter. Normalt forekommer inga erytrocyter i Csv (16).
Referensintervallet for antal erytrocyter i Csv &r < 1 x 10%/L (2).

Den viktigaste funktionen hos erytrocyterna ar att transportera syret som tas upp fran
lungorna till kroppens alla vavnader med hjélp av hemoglobin. Dessutom &r
erytrocyterna betydelsefulla for transporten av koldioxid som produceras av cellerna
tillbaka till lungor och ut ur kroppen. De mogna erytrocyterna &r cirkelrunda och
bikonkava fran bada sidorna med cirka 2 um tjocklek och 7 um i diameter. Denna
speciella form ger erytrocyterna storre yta i forhallande till volymen vilket
underlattar diffusion av syre och koldioxid in i och ut ur cellmembranet. Eftersom
erytrocyterna varken innehaller cellkarna eller andra cellorganeller har de inte
formaga att foroka sig eller bibehalla sin normala struktur under langre period, vilket
forklarar den korta livslangden hos en erytrocyt som ligger pa cirka 120 + 20 dagar.
For det mesta sker nedbrytning av doda och utslitna erytrocyter i mjélte. Normal
erytrocytproduktion kraver tillgang till specifika naringsamnen sasom jérn, folsyra
och kobalamin (2, 6).

Erytropoietin ar ett hormon som reglerar erytropoesen i kroppen. Hormonet
utsondras av interstitiella celler i njurarnas kortikala vavnad. Erytropoietin stimulerar
proliferation och differentiering av forstadierna till mogna erytrocyter. Normalt
utsondras erytropoietin i sma mangder for att kompensera den normala forlusten av
erytrocyterna. Vid nedsatt syrehalt i artarblodet t.ex. pa grund av nedsatt
lungfunktion eller vistelse pa hoga hojder minskar syretransporten till njurarna. Detta
leder till 6kad erytropoietinfrisattning och darmed 6kad nybildning av erytrocyter (2,
6) .

I en normal erytrocyt finns ungefar 300 miljoner hemoglobinmolekyler (6).
Hemoglobin &r ett syrebindande protein som bestar av fyra globinkedjor, tva
identiska a-kedjor och tva identiska B-kedjor. Var och en av dessa kedjor har en
hemgrupp med en jarnatom bunden i mitten. Varje jarnatom har mojlighet att binda



en molekyl syre och ddrmed kan en hemoglobinmolekyl binda fyra syremolekyler (2,
7).

Manuell rékning av antalet erytrocyter i cerebrospinalvatska (Csv-EPK)
Burkers kammare anvands for rakning av antalet erytrocyter i Csv. Kammaren
innehaller tva falt som skiljs fran varandra av ett tvargaende dike. | varje falt finns ett
inristat rutnat 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 innehaller 16 B-rutor dar
varje B-ruta bestar av 2 C-rutor, 1 D-ruta och 1 E-ruta (19) (fig. 4).
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Figur 4. En forstorad A-ruta. En A-ruta innehéller 16 B-rutor som i sin tur ar uppdelade i C-rutor, D-
rutor och E-rutor. (bild Sura Adel Ali).

Analysen ska genomfdras senast en timme efter provtagning eftersom erytrocyterna
snabbt borjar lysera in vitro. Cerebrospinalvatskans utseende kontrolleras visuellt
och svaret anges som grumlig, ofargad, gul eller r6d. Nar manuell analys av Csv-
EPK blir komplicerad pga. for hdga antal erytrocyter i Csv-provet, kan provet spadas
med 0,9 % natriumklorid (NaCl), varvid antalet raknade erytrocyter multipliceras
med spadningsfaktorn. Bestdmning av antalet erytrocyter gors i sista roret, ror 3. Vid
erytrocytantal mellan 0-3 x 10%/L raknas inte de tv& andra roren. Ar antalet
erytrocyter hdgre an 3 x 10%/L bor antalet erytrocyter raknas i samtliga ror. En
droppe av vélblandad Csv infors med hjélp av ett kapillarror direkt in i kammaren
(20).

Birkers kammare placeras pa avsedd plats i ljusmikroskop och samtliga erytrocyter
inne i rutan raknas, samt de som finns pa den vanstra och 6vre granslinjen. Det finns
olika sétt att rakna antalet erytrocyter i Biirkers kammare. Antalet erytrocyter kan
raknas i 10 A-rutor, dar en A-ruta motsvarar antalet erytrocyter pa 0,1 pL. Detta gors



genom att bada sidorna av rdaknekammaren fylls med provet, dar 9 A-rutor raknas pa
ena sidan av kammaren och en A-ruta raknas pa andra sidan av kammaren. Svaret
anges direkt i 1 pL, som d& motsvarar antalet erytrocyter x 10%/L. Antalet eryrtocyter
kan &ven bestammas genom att rakna 16 CD-rutor, vilket motsvarar antalet pa 2/100
uL. Antalet erytrocyter multipliceras da med faktorn 50, vilket motsvarar antalet
erytrocyter x 10%/L (19, 20).

XN-1000 (Sysmex)

XN-1000 (Sysmex, Kobe, Japan) ar en automatisk hematologisanalysator som har
mojlighet att analysera upp till 100 prover/timme. Detta instrumentet mojliggor
analys av humant blod med tillsats av antikoagulantia och humana kroppsvatskor.
Endast 88 pL provmangd kravs for analysen. XN-1000 (Sysmex) innehaller en
analysatordel dér provet analyseras, en kompressor som staller in trycket inne i
analysatorn, samt en datastation som registrerar resultat fran analyserade prover. Vid
analys av blodprover stélls provréren in i ett rack innehallande 10 positioner som
matas in automatiskt in i analysatordelen med hjalp av en provvéxlare. Vid analys av
kroppsvatskor ska instrumentet vara pa kroppsvatskeanalyslage. Provroret blandas
manuellt och sétts in i en provrorshallare som transporterar provet automatiskt till
analysatordelen. Instrumentet anvander sig av impedansmatning, fargbindning och
laserspridning for att rakna, identifiera och bestamma fordelningsforhallande mellan
olika celler i blod och kroppsvatskor (21).

Analysprincip

Csv-EPK pa XN-1000 (Sysmex)

Antalet erytrocyter i cerebrospinalvétska (Csv-EPK) kvantifieras genom elektrisk
impedansmatning med tillampning av hydrodynamisk fokuseringsteknik. Valblandat
cerebrospinalvétskeprov aspireras in i hematologianalysatorn. Provet sprutas in i
erytrocyt-trombocyt detektorn och i provkammaren blandas en del av provet med en
spadningsldsning, s.k. CELLPACK DCL/DST. Pa vardera sida av detektorns méatzon
finns en elektrod som borjar leda strém nar en elektrisk spanning appliceras till
elektroder. Da en cell i en ledande viétska passerar férbi matzonens 6ppning andras
det elektriska motstandet (impedans) vilket leder till 6kad spanningsskillnad som kan
matas. Spanningens pulsstorlek &r proportionell mot erytrocytens volym och antalet
pulser motsvarar antalet erytrocyter i provet. Efter att provet har gatt forbi matzonens
dppning skickas det till uppsamlingsroret och darmed hindras cellerna fran att
atervanda till matzonen (21, 22).

For att forhindra att tva celler gar forbi matzonens 6ppning parallellt utnyttjas en
hydrodynamisk fokuserings teknik vilket betyder att runt om hela erytrocyt-
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trombocyt detektorn och matkammaren passerar ett reagens s.k. sheath fluid av
spadningsmedlet med en enorm hastighet. Reagenset fokuserar vétskestralen, vilket
gor att enbart en cell i taget kan passera genom stralens bredd och vidare genom
maétzonens 6ppning (fig. 5). Erytrocyterna visas i ett storleksdistributionshistogram.
Parametern Csv-EPK (x 10°/L) faststalls genom att instrumentet dividerar antalet
pulser med analyserad provvolym (21, 22).

Sheath fluid
o Matzonens 6ppning

Provmunstycke : - Uppsamlingsror

000000003 6666686 66— o

Figur 5. Impedansmatning med hydrodynamisk fokuseringsteknik, métprincip for rakning av antal
erytrocyter i blod och olika kroppsvétskor pd XN-1000. Figuren 4r modifierad enligt referens (21).

Syfte

Syftet med detta arbete var att utvardera om manuell analys av Csv-EPK med
raknekammare och ljusmikroskopi kan ersattas med automatisk analys av Csv-EPK
med hematologianalysatorn XN-1000 (Sysmex).
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MATERIAL OCH METOD

Provberedning

Normala erytrocyter erholls fran 14 insamlade avidentifierade nytagna patientprover
innehallande venblod tagna i ror med tillsats av etylendiamintetraattiksyra (EDTA)
pa vilka erytrocytpartikelkoncentration (EPK) var bestallt och analyserat.

Csv-prover som redan var analyserade med manuell rékning med hjélp av
mikroskopi och som var besvarade med 0 x 10%/L sammanférdes till ett rér. Aven
centrifugerade Csv (cellfria) fran rutindiagnostiken pa specialkemisektionen pa
laboratoriet anvandes. Dessa prover forvarades i kylskapet vid 2-8 °C fram till
anvéandning. Darefter réknades hur mycket EDTA-blod med en kdnd EPK som
behovdes tillsattas till en viss volym av Csv for att fa ett Csv-prov med énskad
erytrocytpartikelkoncentration.

Till Ellermanror tillsattes en bestamd volym av cellfri cerebrospinalvétska. Till
spadningen anvéandes ocksa 0,15 mol/L (0,9 %) natriumklorid (NaCl) (4,5 g NaCl +
500 mL avjoniserat vatten) pa grund av brist pa Csv-prover (20). Darefter
pipetterades en bestdmd volym av EDTA-blod med en kédnd EPK och provet
blandades vél. Totalt férbereddes 48 prover av ovan ndmnda prover med varierande
koncentrationer av antalet erytrocyter fr&n 100 x 10° till 200 000 x 10%/L. Proverna
analyserades forst automatiskt i ett 6ppet kroppsvétskelage pa Sysmex XN-1000
hematologianalysator. Varje prov analyserades tva ganger och resultat pa antalet
erytrocyter i Csv erholls. Darefter utfordes manuell rakning av erytrocyter i Blrkers
kammare. Bade automatisk och manuell analys utférdes inom en timme, eftersom
erytrocyterna snabbt kan borja hemolysera in vitro.

Interna kontroller

Interna kvalitetskontroller anvandes for att tillforsakra att matmetoden fungerar pa
avsett satt, samt for att standigt kontrollera instrumentets tekniska analyskvalitet. De
interna kontrollerna analyserades dagligen for att snabbt kunna upptécka
forekommande fel och utfora korrigerande atgarder i rimlig tid (23).

Interna kvalitetskontroller, 13g kontrollblod (XN-CHECK™ Body Fluidkontroll
(BFL1), Sysmex, Kobe, Japan- Lotnr: 5068 1301, asatt varde for erytrocyter i
kroppsvatska, RBC-BF: 25 000 [10%/L] + 9000) och normal kontrollblod (XN-
CHECK™ Body Fluidkontroll (BFL2), Sysmex- Lotnr: 5068 1302, 4satt varde for
erytrocyter i kroppsvatska, RBC-BF: 77 000 [10°/L] + 19000) analyserades och blev
godkanda innan analys av proverna pabdrjades. De interna kontrollerna inneholl
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humana erytrocyter och leukocyter i konserveringsmedium som ar hallbara i 30
dagar efter 6ppningsdatum (24).

Reagenser

Reagenser som anvéndes for spadning av kroppsvatskor var CELLPACK DCL
(Sysmex) innehallande 0,7 % Natriumklorid; 0,2 % Tris-buffert och 0,02 % EDTA-
2K som anvandes tillsammans med CELLPACK DST (Sysmex) innehallande 15,7 %
Natriumklorid; 4,3 % Tris-buffert, samt 4,3 % EDTA-2K. Ett alkaliskt starkt
rengoringsmedel Cellclean (Sysmex) innehallande natriumhypoklorit
(klorinkoncentration 5,0 %) anvéndes for att ta bort cellrester och rester av
blodproteiner fran instrumentet (21).

Kalibrering

Kalibrator for XN-1000 (Sysmex) & XN-CAL™ Hematologikalibrator (Sysmex)
som anvands for kalibrering av parametrarna B-EPK, B-Hb och B-EVF, B-TPK, B-
LPK och RET. Hematologikalibratorn innehaller stabiliserade erytrocyter och
leukocyter fran manniska, samt en trombocyt- och karnféranade erytrocytkomponent
I ett konserverande medium. Det finns ingen specifik kalibrator for
kroppsvatskeprover (21, 24).

Kalibrering genomfors vid behov, om analysvérdena pa interna kontrollerna
forandras mycket med tiden och avviker fran de angiva kvalitetskontrollernas (QC)-
reglerna, samt vid arsservice (21).

Externa kontroller

De externa kontrollerna anvands for att sékerstélla att matningarnas riktighet fran alla
analysens metoder och instrument éverensstammer vid olika laboratorier i Sverige.
Avdelningen for Klinisk kemi i Kalmar &r med i ett nationellt
kvalitetssakringsprogram EQUALIS som genomfor externt kvalitetskontroll till det
stora flertalet metoder. En extern kvalitetskontroll analyseras 10 ganger/ar pa
Sysmex XN-1000 géllande B-Hb, Ery-MCV, Ery-MCH, Ery-MCHC, Ery-EFV och
B-EPK. Analysvarde for en analyt fran olika deltagare bér falla innanfor £2SD fran
metodmedelvarde for att externt kontrollresultatet ska bli godké&nd. Det finns ingen
specifik externt kontrollmaterial for analys av antalet erytrocyter i
kroppsvatskeprover pa Sysmex XN-1000 (24).
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Analys av Csv-EPK pa XN-1000

Daglig rengdring av XN-1000 (Sysmex) utférdes genom att ett ror med 4 mL
Cellclean stélldes in i provrorshallare, transporterades in och en automatisk skéljning
startades. Déarefter kontrollerades reagenser som behdvde bytas ut. Varje dag
analyserades interna kvalitetskontroller med en Iag niva kontroll BFL1, respektive en
normal niva kontroll BFL2 fére provanalys. Maximalt analyserades kontrollerna i
bada nivaer en gang om dagen. En automatisk bakgrunds kontroll utfordes fore
analys av cerebrospinalvatskeprover. Eventuella luftbubblor avldagsnades med en
trapinne. Varje provror analyserades tva ganger i kroppsvatskeanalyslage pa XN-
1000. Ett plast-Ellermanrér 12 x 55 mm innehallande det framstallda
cerebrospinalvétskeprovet med tillsatta erytrocyter blandades for hand genom att
réret vandes upp och ned tio ganger. Roret placerades utan lock manuellt i
provrorshallare och analysen startades manuellt. Minst 88 pL provvolym kréavdes for
varje analys. Csv-EPK analyserades genom anvandning av impedansmetoden med
hydrodynamisk fokuseringsteknik (21).

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

Mikroskopisk cellrdkning av antalet erytrocyter i Csv utférdes genom anvandning av
en engangsraknekammare av Biirkertyp i plast (DigitalBio, Korea). | varje
raknekammare infordes direkt en droppe av vélblandat prov med hjalp av en micro-
caps utgjord av en precisionskapillar av glas. Birkers kammare placerades pa avsedd
plats i ett [jusmikroskop (Zeiss Axio, West Germany) och antalet erytrocyter
raknades vid x 20 forstoring. Det tog vanligen minst 10 min fér manuell cellrdkning
av varje prov. For prover med antal erytrocyter < 1000 x 10°%/L raknades 10 A-rutor
genom att rakna 9 A-rutor i den ena sidan av raknekammaren och en A-ruta pa den
andra sidan. Svaret erholls da direkt i 1 pL vilket motsvarade antalet erytrocyter x
10°. For prover med antal erytrocyter > 1000 x 10°%/L raknades16 CD-rutor och
antalet raknade erytrocyter multiplicerades da med 50. Prover med antal erytrocyter
> 60 000 x 10%/L, spaddes 1:5 [100 pL prov + 400 pL 0,15 mol/L (0,9 %) NaCl] och
16 CD-rutor rdknades. Antalet raknade erytrocyter av spadda prover multiplicerades
med spadningsfaktorn dvs. med 5.

Korrelationsstudie

Korrelation mellan analysresultat av Csv-EPK pa 48 framstéllda
cerebrospinalvatskeprover med varierande erytrocytkoncentration fran bada metoder
jamfordes genom att rita ett spridningsdiagram, utfora en enkel linjar
regressionsmodell och berékna Pearsons korrelationskoefficienten (r), samt
determinationskoefficienten (r®) i Excel 2007.
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Den linjéra regressionsmodellen hade ekvationen y = kx + m. Linjens lutning
betecknas med k, vilket star for regressionskoefficienten. Skarningspunkten (m) ar
vardet pa y da x &r lika med noll (25).

Graden av linjéart samband utvarderades med hjélp av Pearsons
korrelationskoefficient (r) vilket ar ett varde som ligger mellan -1 och +1. Om vardet
par ligger nara +1 tolkas det linjara korrelationen som starkt positivt. Ligger vardet
pa r nara -1 tolkas det linjara korrelationen som starkt negativt. Da vérdet par ligger
nara O innebér det att inget samband finns mellan variablerna x och y.
Korrelationskoefficienten (r) i kvadrat kallas determinationskoefficienten och
betecknas med r?. Determinationskoefficienten visar den andel av variationen i y som
bestdms av dndring i X, forutsatt att sambandet mellan variablerna &r linjart (25).

Ett Bland-Altmandiagram konstruerades for att visa systematiska skillnader mellan
analys av Csv-EPK pa XN-1000 (Sysmex) och manuell rakning av Csv-EPK i
forhallande till referensmetoden, dvs. den manuella metoden (24). Ett biasvarde
berdknades som medelvérde av alla parade matvardens differenser bestdmda med
bade manuell och automatisk metod pa en serie prover. Ett 95%
samstammighetsintervall (limit of agreement) berdknades med hjalp av formeln
biasvadrde £ 1,96 x medelfelet, dar medelfelet ar standardavvikelsen av alla parade
matvérdens differenser (26).

Imprecisionsstudier for analys av Csv-EPK p& XN-1000 (Sysmex)

Inom-serie-imprecision

For att bedoma metodens repeterbarhet (inom-serie-imprecision) spaddes kanda
koncentrationerna av erytrocyter i cellfritt Csv till forvantade varden av Csv-EPK pa
400 x 10°/L respektive 25000 x 10°%/L. Proverna i b&da nivaer analyserades 20 ganger
efter varandra pa XN-1000 (Sysmex). Medelvardet (Mv), standardavvikelsen (SD)
och variationskoefficienten (CV) for imprecisionen beraknades genom att anvénda
dataprogram Excel 2007. Medelvardet anger summan av samtliga métvarden
dividerade med antalet matningar. SD ar ett matt som anger hur samtliga méatvardena
avviker fran medelvérdet och anvands for att beskriva matosakerheten av en
matmetod. Ett hogt varde pa SD innebér att matvarden avviker fran medelvardet i
genomsnitt. Variationskoefficient ar ett statistisktmatt pa SD uttryckt som
procentandel av medelvardet. Ju lagre vardet pa CV ar desto hogre ar
mé&tnoggrannheten (25, 26).
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Etiska aspekter

Samtliga provmaterial som valdes till studien avidentifierades for att bevara
patientens personliga integritet. Pa Lanssjukhuset i Kalmar galler tystnadsplikt for
alla anstéllda inklusive studerande vilket innebér att personalen inte far réja uppgifter
om patientens halsotillstand eller andra personliga uppgifter for nagon annan,
forutom de som medverkar i patientens vard eller behandling. En biomedicinsk
analytiker &r skyldig att hantera och analysera provmaterial med stor omsorg och
noggrannhet, sa att korrekt analysresultat avgivas. Vid utférande av alla
laboratorietjanster bor den biomedicinska analytikern ta hansyn till att alla individer
har lika vérde och rattighet (27, 28).
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RESULTAT

Interna kontroller

Interna kvalitetskontroller, l&g kontrollblod (XN-CHECK™ Body Fluidkontroll
(BFL1) respektive normal kontrollblod (XN-CHECK™ Body Fluidkontroll (BFL2)
analyserades och blev godkéanda innan analys av proverna pabdorjades.

Jamforelse mellan metoderna

En linjar regression uppréattades for att jamfora analysresultat av Csv-EPK pa 48
framstéllda cerebrospinalvétskeprover med tillsatta erytrocyter mellan XN-1000
(Sysmex) och manuell rakning (for analysvarden fran bade metoderna, se bilaga ).
Den skattade regressionsekvationen var y = 0,9797x + 222. Da erholls
determinationskoefficienten (r°) pd 0,998 och korrelationskoefficienten (r) p& 0,999

(fig. 6).

Jamforelse mellan XN-1000 (Sysmex) och manuell rékning avseende analys av Csv-
EPK for 19 av 48 framstéllda cerebrospinalvétskeprover med tillsatta erytrocyter
med forvantade koncentrationer pa 100-5000 (10°%/L) gav ekvationen: y = 0,9685x +
29,3. Determinationskoefficienten (r?) var 0,993 och korrelationskoefficienten (r) var
0,997 (fig. 7).
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R*=0.9986
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Figur 6. Korrelation mellan analysvarden for Csv-EPK (celler x 10%/L) (n=48) analyserat p& XN-1000
(Sysmex) och genom manuell rdkning med hjalp av mikroskopi. Regressionslinjen gav ekvationen y =
0,9797x + 222. Determinationskoefficienten (r?) beraknades till 0,998 och korrelationskoefficienten
(r) beréknades till 0,999.
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Figur 7. Korrelation mellan analysvarden for Csv-EPK (celler x 10%/L) (n=19) analyserat p& XN-1000
(Sysmex) och genom manuell rékning med hjélp av mikroskopi. Regressionslinjen gav ekvationen y =
0,9685x + 29,3. Determinationskoefficienten (r’) beraknades till 0,993 och korrelationskoefficienten
(r) beréknades till 0,997.

Differensen mellan analysresultat av Csv-EPK fran XN-1000 och manuell rékning
for 48 framstallda cerebrospinalvatskeprover med varierande antalet erytrocyter lag
mellan -4150 och +2950. Biasvardet var -151 for XN-1000 (Sysmex). SD hos
biasvardet beraknades till 1055 och samstammighetsintervall (limit of agreement) lag
fran -2220 till 1916 (fig. 8) (bilaga I).
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Bland-Altmandiagram
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Figur 8. Bland-Altmandiagram visar XN-1000 systematisk avvikelse fran manuell rakning.
Differensen av analysresultat for Csv-EPK mellan XN-1000 och manuell rékning ar avsatt i y-axeln
mot analysresultat for Csv-EPK med manuell rékning i x-axeln (n=48). Samstdmmighetsintervall
(limit of agreement) 1&g fran -2220 till 1916.

Precisionsstudier for analys av Csv-EPK pa XN-1000 (Sysmex)

Inom-serie-imprecision

Inom-serie-imprecision avseende analysen Csv-EPK (XN-1000) pa framstallda
cerebrospinalvatskeprov med tillsatta erytrocyter med forvantad koncentration pa
400 x 10°/L gav ett medelvarde p& 370 x 10°%/L, SD + 73,3 och CV 19,8 % (Tabell 1)
(Bilaga I1).

Inom-serie-imprecision avseende analysen Csv-EPK (XN-1000) pa framstallda
cerebrospinalvatskeprov med tillsatta erytrocyter med forvantad koncentration pa
25000 x 10°/L gav ett medelvarde pa 25950 x 10%/L, SD + 808 och CV 3,1 % (Tabell
1) (Bilaga Il).

Tabell I. Sammanstéllning av statistiska data for inom-serie-imprecision
avseende analysen Csv-EPK péa XN-1000 utford pa tva Csv-prover
innehallande 1&g respektive hog niva av EPK. Respektive prov analyserades 20 génger efter varandra.

Asatt varde | Medelvarde (10°%/L) | SD (10°/L) | CV (%)

400 x 10%L | 370 73,3 19,8

25000 x 10°/L | 25950 808 3,1
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DISKUSSION

Syftet med detta arbete var att jamfoéra den nuvarande manuella metoden for analys
av Csv-EPK dér Biirkers kammare och mikroskopi anvands, med automatisk metod
dar analysen av Csv-EPK sker med impedansmetoden pa hematologianalysatorn XN-
1000 (Sysmex), samt att utvardera om den manuella metoden kan ersattas med den
automatiska metoden och studera konsekvenser av detta.

Eftersom analys av Csv-EPK har en central roll i diagnostiken av akuta
hjarnblodningar, framfor allt subaraknoidalblédning, ar ett snabbt analyssvar viktigt
for att stélla ratt diagnos i god tid och darmed undvika komplikationer som kan
uppsta pa grund av blédning. Den nuvarande manuella metoden ar tidskravande
samtidigt som den behdver stor rutin och vana (1, 4, 5).

Vid jamforelse mellan manuell och automatiserad analys av Csv-EPK pa 48
framstallda Csv-prover med tillsatta erytrocyter av olika koncentrationer sags en
mycket god korrelation, dér Pearssons korrelationskoefficienten (r) pa 0,999 erholls.
Overensstammelsen mellan metoderna var mycket god, da alla analysresultat foljde
den diagonala referenslinjen i spridningsdiagrammet (fig. 6) (25).

Overensstammelsen mellan metoderna avseende analys av Csv-EPK pa 19 av 48
framstallda Csv-prover med tillsatta erytrocyter av lagre koncentrationer (100-5000
[x10°/L]) var ocksd god med korrelationskoefficienten (0,997) néra 1 (fig. 7). En
studie publicerad 2011 visade &ven liknande resultat, da en jamforelse gjordes mellan
manuell mikroskopi och automatiserad hematologianalysator Advia 2120i (Siemens)
avseende analysen Csv-EPK. Det erhélls en hég korrelation (n = 103, r = 0,97) for
Csv-prover med erytrocytantal < 10 000 x 10%/L. Korrelationen var ocksa god (r =
0,95) for Csv-prover med lagt erytrocytantal < 250 x 10%/L (1). | en annan studie
publicerad 2012 erhélls &ven en hdg korrelation med en determinationskoefficient
(r?) p& 0,99 for antalet erytrocyter i Csv mellan 1000 - 100 000 (10%/L), d&r en
jamfdrelse gjordes mellan manuell mikroskopi och XN-1000 (5).

Bland-Altmandiagram visade hur skillnaden mellan manuell rdkning och automatisk
rakning (y-axeln) for analysen Csv-EPK beror av det sanna méatvardet (x-axeln). De
flesta analysvarden i diagrammet 1ag under y-axelns nollinje, vilket innebér att
differenserna mellan resultaten ar mestadels negativ, dvs. manuell rdkning tenderar
att ge hogre analysvarden dn XN-1000 (Sysmex). Biasvarde (medelavvikelse) pa 151
indikerar att manuell rdkning med mikroskopi i genomsnitt raknar 151 mer antal
erytrocyter &n XN-1000 (Sysmex). Den 6vre och nedre gransen for grad av
overensstammelse mellan metoderna lag fran -2220 celler till 1916 celler.
Gransvarden visar inom vilket intervall de 95 % av analysresultatets spridning kan
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forvantas ligga nar dverensstammelse &r god mellan metoder. Dessutom visade bias
plot att tva analysresultat gav ett bias dver gransen for ingen differens medan tre
analysresultat gav ett bias under gransen for ingen differens (fig. 8) (26, 29).

Inom-serie-imprecision for analysen Csv-EPK pa XN-1000 resulterade i ett CV pa
19,8 % for framstallt Csv-prov pa lag niva (370 x 10°%/L) och ett CV pa 3,1 % for
framstallt Csv-prov pa hog niva (25950 x 10°%/L). Ett Iagt varde pd CV % indikerar en
hog precision (25). Ett CV pa 3,1 % for Csv-prov med hog niva EPK (25950 x
10°%/L) tyder darfor pd en god precision. Ett CV pa 19,8 % for Csv-prov med &g niva
EPK (370 x 10°%/L) anses vara acceptabelt for rakning av l&ga antal erytrocyter, vilket
tyder pa att precisionen ar rimlig (Bilaga I1) (30).

Kvantifieringsgrans (LOQ) definieras som den l&gsta koncentration av en analyt som
kan kvantifieras korrekt med en precision pa 20 % CV mellan ett antal analyser (30).
Eftersom inom-serie-precision for framstallt Csv-prov med EPK p& 370 x 10°/L
resulterade i ett CV pa 19,8 %, skulle denna niva kunna anvandas som
kvantifieringsgrans.

Pa avdelningen for klinisk kemi och transfusionsmedicin pa Lanssjukhuset i Kalmar
utfordes studier av totalimprecision for analys av EPK i kroppsvétskor pa XN-1000
(Sysmex) under april 2014. Totalimprecision genomférdes genom att analysera de
interna kontrollerna BFL1 och BFL2 i tva nivaer (lag och normal) 6 ganger per dag i
fem dagar. Totala antalet analyser blev 30 replikat for respektive kontroll.
Medelvardet, SD, och CV for imprecisionen berédknades. | denna studie utférdes inte
totalimprecision for analysen Csv-EPK pa XN-1000 (Sysmex) eftersom
cerebrospinalvatskeprovet maste vara farskt och analyseras inom minst en timme.
Imprecisionen fér kontroll BFL1 utryckt som CV var 3,4 %. Medelvérde lag pa
26817 x10°/L och SD p& 911. Imprecisionen fér kontroll BFL2 resulterade i ett CV
pd 2,2 %, medelvérde p& 81283 x 10°/L och SD pé 1757 (ej publicerad data). Dessa
varden visade att precisionen var acceptabel pa bade lag och hdg koncentration av
kontrollerna vid olika matforhallande t.ex. variation i tid, kalibrering och reagens.

I en studie publicerad 2014 var total-serie-imprecion lagre an 4,1 % (CV) och det
totala felet var lagre an 19,4 % (CV) for analysen Csv-EPK i ett analysomrade
mellan 745 - 11 350 /uL pa XE-5000 (Sysmex), vilket uppvisade ldgre imprecision
an manuell rdkning med Burkers kammare (31).

Detektionsgrans (LOD) &r den lagsta analytkoncentration i provet som kan detekteras
med en rimlig statistisk sakerhet (2). Detektionsgréans for antal erytrocyter i
cerebrospinalvatska (Csv) varierar beroende pa vilken analysmetod som instrumentet
anvander. Enligt en studie som utférdes i region Skane for att utvardera mojlighet att
rakna celler i Csv och andra kroppsvatskor pa Sysmex hematologianalysatorn (XN-
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serier: 1000, 2000, 9000), bestamdes en acceptabel detektionsgréns for analysen Csv-
EPK till 300 x 10%/L, vilket motsvarar ungefar 10 pL bldning i
cerebrospinalvatskerummet. Om analysvérdet pA Csv-EPK &r lagre 4n 300 x 10°%/L
kommer resultat att besvaras med < 300 x 10%/L, medan om analysvardet &r hogre an
300 x 10°/L besvaras resultatet med heltal. Studien visade dven att instrumentet kan
ge falskt forhdjda antal erytrocyter i Csv vid forekomst av fragmenterade erytrocyter,
dar erytrocyternas topp (RBC-topp) i storleksdistributionshistogram kommer att se
onormal ut. I rutin infordes darfér manuell rakning med mikroskopi da RBC-toppen
(R-MFV, Most Frequent Volume) ligger utanfor normala grénser (32, 33).

Pa Kopenhamns universitetssjukhus genomfardes en studie for att bestimma
detektionsgransen (LOD) for analysen Csv-EPK pa XN-2000. Detta gjordes genom
att 5 cerebrospinalvatskeprover innehallande laga antal erytrocyter (< 500 x 10°/L)
valdes ut, varav varje prov analyserades 10 ganger, medelvérdet och SD beréaknades.
En godkénd detektionsgrans for antal erytrocyter berdknades genom formeln 0 + 5
SD till 264 x 10°%/L, men trots det anvandes detektionsgransen pa 300 x 10°%/L for
antal erytrocyter, vilket ansags mer kliniskt acceptabelt (34).

Vid vissa sjukdomar, sdsom leukemi, kan dven ett mycket lagt antal erytrocyter i Csv
innebé&ra en okad risk for spridning av sjukdomen till centrala nervsystemet. Darfor
ar detektion av laga antal erytrocyter av stor betydelse for att bedéma om patienten
behover extra behandling med kemoterapi. For patienter med leukemi ar Csv-EPK
normalt pd < 3 x 10%/L. Darfor infordes en svarsrutin i Képenhamn som handlar om
att prover fran avdelningar barnonkologi, onkologi och hematologi med Csv-EPK <
300 x 10%/L analyserat p& Sysmex-XN, skall raknas med manuell mikroskopi for att
kunna detektera Iaga antal erytrocyter (34).

Enligt en studie bestdmdes en acceptabel funktionell kanslighet for analys av EPK i
olika kroppsvatskor p& Sysmex XE-5000 till 600/uL (600 x 10%/L) i enlighet med att
ett CV pa 20 % ar en godtagbar precision for laga antal erytrocyter (35). | annan
studie bestamdes den funktionella analytiska kénslighetsgransen till 725/uL (725 x
10°%/L) for antal erytrocyter i Csv analyserad p& Sysmex XE-5000 vid ett CV < 20 %,
medan for antal erytrocyter mellan 363 till 544/uL var CV <30 % (31).

Analys av cerebrospinalvatskeprover pa kroppsvatskeanalyslage pa XN-1000
(Sysmex) visade sig ha 100 % sensivitet och 97,6 % specificitet pa att pavisa
abnormiteter i Csv, enligt en studie. Med 100 % sensivitet innebér att alla patienter
mot sjukdomen i ifraga kommer att bli korrekt diagnostiserade som sakert sjuka
medan en specificitet pa 97,6 % indikerar att 97,6 % av de som inte har sjukdomen
kommer att diagnostiseras som sakert friska, men 2,4 % av de som gjorde testet
kommer att fa ett falskt positiv resultat (2, 5).
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Det lagsta métbara analysvérdet for antal erytrocyter i Csv och andra vatskor som
XN-1000 kan méta &r 100 x 10°/L, men denna detektionsgransen saknar hog
precision och kan inte anvandas for att ge sakra analysresultat. Om analysvarden pa
Csv-EPK &r lagre eller hogre 4n 50 x 10°%/L rapporteras resultatet som 0 x 10°/L eller
100 x 10°%/L. Detektionsgrans for antal erytrocyter i Csv och andra kroppsvétskor
som leverantéren for Sysmex rekommenderar, & 1000 x 10°/L, vilket anses vara
relativt hogt. Enligt studier i region Skane och K6penhamn, samt analysdata for
inom-serie-imprecision i denna studie kan funktionell sensivitet for analysen Csv-
EPK bestimmas till > 370 x 10%/L.

Att helt verga fran manuell analys av Csv-EPK till automatisk analys med XN-1000
skulle innebéra att Csv-prover med antal erytrocyter under 100 x 10°%/L skulle
besvaras med 0 x 10%/L och darmed kan man inte detektera sma intrakraniella
blédningar, samt mindre stickblodningar.

Pa de klinisk kemiska laboratorierna i Kalmar, Oskarshamn och Vastervik utférdes
1052 manuella analyser av Csv-EPK under 2014. Cirka 83 % av Csv-prover innehéll
erytrocyter under 100 x 10%/L medan 89 % av Csv-prover innehdll antal erytrocyter
under 370 x 10°/L (ej publicerad data).

For att ge snabbare analysresultat av Csv-EPK skulle det vara bra om analysen Csv-
EPK forst utfordes pa XN-1000. En téankbar diagnostikrutin baserad pa resultaten i
denna studie &r att initialt utféra analys av Csv-EPK med XN-1000 och komplettera
med manuell rakning i mikroskop pa de prover som har Csv-EPK < 370 x 10°/L,
med forutsattning att bade automatiserad och manuell analys av Csv-EPK kan utforas
inom en timme. Baserat pa utfallet av Csv-prover 2014 i Kalmar lan skulle en sadan
rutin innebdra att man slipper géra en manuell rakning pa 11 % av Csv-proverna,
dvs. 114 prover (fig. 9). Om en hdgre detektionsgrans pa 400 x 10°%/L véljas skulle
man slippa gora en manuell rakning pa 10 % av Csv-proverna, dvs. 107 prover.
Anvinds annu hogre detektionsgrans p& 500 x 10°, skulle en manuell rakning pa 9,7
% av Csv-proverna slippa goras, dvs. 102 prover.
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Csv-EPK=370x10%L
Csv-EPK=370x10%L

Figur 9. Andelen av alla Csv-prover med analysresultat av Csv-EPK under 370 x 10°/L (89 %), samt
over 370 x10%/L (11 %) utforda pa klinisk kemi laboratorier i hela Kalmar lanet under 2014.

Analys av Csv-EPK é&r snabbare pa XN-1000 (Sysmex) jamfort med manuell analys.
I denna studie tog det cirka 2 minuter for en automatisk bakgrundskontroll innan
analys av Csv-EPK pa XN-1000 (Sysmex) pabdrjades, samt 1,5 min for sjdlva
analysen, medan det tog cirka 12 min for manuell analys av Csv-EPK. Enligt detta
skulle man hinna géra bade automatiserad och manuell analys av Csv-EPK for Csv-
provet < 370 x 10°/L inom bara 15,5 minuter.

En tdnkbara felkdlla som skulle kunna ha inverkan pa analysresultat &r s.k. “carry-
over” eller “kontamination” av analysutrustning. Vid carry-over kan ett prov
innehallande lag koncentration av en analyt fa ett falskt forhojt analysvarde om den
analyseras direkt efter ett prov innehallande hog koncentration av samma analyt. For
att undvika problemet med carry-over utférs pa XN-1000 en automatisk skdljning
mellan varje analys av kroppsvatskeprover. Om ett kroppsvatskeprov som analyseras
pa XN-1000 ger ett for hogt matvarde for en analyt utfors en automatiskt
bakgrundskontroll. Om parametrarnas méatvarde éverskrider angivna gransvarden for
bakgrundskontrollen utfors en extra skoljning. Enligt en studie var carry-over under
0,05% mellan varje analys av Csv-prover pa XN-1000 (Sysmex) (2, 5).

Det &r av vikt att cerebrospinalvatskeprover analyseras inom minst en timme da
erytrocyterna snabbt borjar lysera i Csv pa grund av laga halter av albumin och
lipider. Om Csv-prover analyseras efter en timma kan analysen ge falskt for laga
antal erytrocyter (5). En vetenskaplig studie visade att anvandning av ett provrér med
tillsats av ett seruminnehallande medium kan gora cellerna mer stabila i Csv-provet
och darmed forhindrar celldod vilket kan forlanga hallbarhet av provet i upp till 24
timmar efter provtagning (36). Falskt for laga antal erytrocyter kan aven erhallas om
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Csv-provet innehaller sma erytrocyter (mikrocytara), vilket ar en tankbar felkalla.
Vid lumbalpunktion kan stickblédning forekomma da man observerar visuellt att
blodtillblandning i cerebrospinalvétskeprovet ar ojamn. For att undvika risken for
falskt positiv subaraknoidalblodning tas cerebrospinalvétskeprovet i tre olika ror med
1 mL Csv i varje ror, dar rakning av antalet erytrocyter utfors pa alla rér. Om en
stickblddning foreligger avtar antalet erytrocyter gradvis mellan réren, medan vid
SAB dr antal erytrocyter relativt konstanta i alla ror. Andra felkallor som kan
paverka analysresultat &r ofullstandig blandning av Csv fére provanalys, samt
forekomst av oljiga eller feta foreningar i Csv-provet som kan forsamra analysen pa
grund av 0kad grumlighet i provet (2).

Kostnaden for analys av Csv-EPK skulle bli lagre om provet analyseras pa XN-1000
istallet for manuell mikroskopi, eftersom analysen ingar i
cerebrospinalvatskeparametrar som redan analyseras pa XN-1000 och darmed kan
extra kostnader for Burkers kammare uteslutas.

Slutsats

Syftet med detta arbete var att utvardera om manuell analys av Csv-EPK med
réknekammare och ljusmikroskopi kan ersattas med automatisk analys av Csv-EPK
med hematologianalysatorn XN-1000 (Sysmex). Korrelationen mellan metoderna var
stark bade for lagre och hogre analysvarden pa Csv-EPK. Precisionen for analys av
Csv-EPK pa XN-1000 (Sysmex) var god. Enligt resultat fran denna studie skulle
analys av Csv-EPK p& XN-1000 kunna anvéndas for klinisk diagnostik av Csv-
prover. Daremot bor det konstateras att det ar fortfarande nédvéndigt att utfora
manuell analys av Csv-EPK, om Csv-provet analyserat pa XN-1000 visade ett Csv-
EPK < 370 x 10%/L. For att kunna sakerstalla hdg diagnostisk kvalitet 4ven p& Csv-
prover med 1&ga antal erytrocyter skulle en referensgrans pa 500 x 10%/L kunna
anvéandas som en praktisk brytpunkt.

-25-



TACK

Jag skulle vilja tacka min handledare Ivar Tjernberg for stort engagemang och
vagledning under projektets gang.

Ett stort tack till Kerstin Sandholm, intern handledare for all handledning och stéd
jag har fatt i skrivande.

Jag vill aven tacka personalen pa avdelningen for klinisk kemi i Kalmar, speciellt
Katrin Andersson for stod med det praktiska arbetet.

Sist vill jag tacka min mamma, storasyster och lillebror for ert stod och ekonomisk
hjalp under hela studietiden.

-26 -



REFERENSER

10.

11.

12.

Automatiserad cellrdkning i likvor. [cited 2015-05-02]; Available from:
http://www.lakartidningen.se/Functions/OldArticleView.aspx?articleld=1
7047.

Nilsson-Ehle P, Sdderlund MB, Theodorsson E. Laurells Klinisk Kemi i
Praktisk Medicin. 9:e uppl. ed. Lund: Studentlitteratur; 2012.

http://www.socialstyrelsen.se/pressrum/debattartiklar/starktstodfornyarikt
linjerfordiagnostikavsubaraknoidalblodning 2015-05-02

http://www.internetmedicin.se/page.aspx?id=1354 2015-05-02

Fleming C, Brouwer R, Lindemans J, de Jonge R. Validation of the body
fluid module on the new Sysmex XN-1000 for counting blood cells in
cerebrospinal fluid and other body fluids. Clin Chem Lab Med. 2012
Oct;50(10):1791-8.

P.Widmaier E, Raff H, T.Strang K. Vander's Human Physiology: The
Mechanism of the Body Function. 12th ed. New York: McGraw-Hill
Higher Education; 2011.

Sand O, Sjaastad @V, Haug E, Bjalie JG. Manniskokroppen: Fysiologi
och anatomi. 2:a uppl. Stockholm: 2007.

Lindgarde F, Thulin T, Ostergren J (red.). Karlsjukdomar: Vaskular
medicin. 3 uppl. Ostergren J, Lund: Studentlitteratur AB; 2009.

E, Ericson T. Medicinska sjukdomar. 4:e upplagan. Lund:
Studentlitteratur; 2012.

Swaminathan R. Handbook of Clinical Biochemistry. 2:a upplagan.
London: World Scientific Publishing Company; 2011

Naidech AM. Intracranial Hemorrhage. American Journal of Respiratory
and Critical Care Medicine. 2011:3-6.

Gottsater A, Lindgren A, Wester P. Stroke och cerebrovaskulér sjukdom.
2:1 upplagan. Lund: Studentlitteratur AB; 2014.

-27-


http://www.lakartidningen.se/Functions/OldArticleView.aspx?articleId=17047
http://www.lakartidningen.se/Functions/OldArticleView.aspx?articleId=17047
http://www.socialstyrelsen.se/pressrum/debattartiklar/starktstodfornyariktlinjerfordiagnostikavsubaraknoidalblodning
http://www.socialstyrelsen.se/pressrum/debattartiklar/starktstodfornyariktlinjerfordiagnostikavsubaraknoidalblodning
http://www.internetmedicin.se/page.aspx?id=1354

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

http://www.lakemedelsboken.se/e6 hja cerebrovaskulara 2013fm10.htm
I?search=&iso=false&imo=false&npllid=null&id=e6_3 [Internet].
[cited 2015-05-10].

Hedner LP. Invartesmedicin. 10:e upplagan. Lund: Studentlitteratur;
2010.

Gahrton G, Juliusson G. Blodets sjukdomar- larobok i hematologi. 1:a
upplagan. Lund: Studentlitteratur AB; 2012.

Hoffbrand AV, Moss P. Essential Haematology. 6: e upplagan. UK:
Wiley-Blackwell; 2011

Diagnostisk lumbalpunktion. [cited 2015-05-10]; Available from:
http://www.lakartidningen.se/Functions/OldArticleView.aspx?articleld=1
0445.

Diagnostiskt centrum i Kalmar 1an, Csv-Erytrocyter provl [Internet].
2015-08-20. Available from:
http://www.klinkem.ltkalmar.se/Provtagningsanvisningar/Analys.aspx?sA

nalyslD=4787

Handhavandebeskrivning for Blrkers raknekammare, 2004-06-24,
Klinisk kemi och transfusionsmedicin, Lanssjukhuset i Kalmar.

Metodbeskrivning for celler i cerebrospinalvatska (Csv-celler) med
manuell teknik, mikrospkopering, 2012-12-17, Klinisk kemi och
transfusionsmedicin, L&nssjukhuset i Kalmar.

Sysmex XN-1000, Bruksanvisning, Sysmex Corporation 2010-2013.
Programversion: 00-13, reviderad februari 2013.

http://www.sysmex.se/academy/knowledge-centre/measurement-
technologies/dc-sheath-flow-detection-method.html [Internet]. [cited
2015-05-13].

http://www.swedac.se/PageFiles/1130/DOC_01_31.pdf [cited 2015-05-
14].

Handhavandebeskrivning for Sysmex XN-1000, 2014-05-12, Klinisk
kemi och transfusionsmedicin, L&nssjukhuset i Kalmar.

-28 -


http://www.lakemedelsboken.se/e6_hja_cerebrovaskulara_2013fm10.html?search=&iso=false&imo=false&nplId=null&id=e6_3
http://www.lakemedelsboken.se/e6_hja_cerebrovaskulara_2013fm10.html?search=&iso=false&imo=false&nplId=null&id=e6_3
http://www.lakartidningen.se/Functions/OldArticleView.aspx?articleId=10445
http://www.lakartidningen.se/Functions/OldArticleView.aspx?articleId=10445
http://www.klinkem.ltkalmar.se/Provtagningsanvisningar/Analys.aspx?sAnalysID=4787
http://www.klinkem.ltkalmar.se/Provtagningsanvisningar/Analys.aspx?sAnalysID=4787
http://www.sysmex.se/academy/knowledge-centre/measurement-technologies/dc-sheath-flow-detection-method.html
http://www.sysmex.se/academy/knowledge-centre/measurement-technologies/dc-sheath-flow-detection-method.html
http://www.swedac.se/PageFiles/1130/DOC_01_31.pdf

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Ejlertsson G. Statistik for halsovetenskaperna. 2:1 upplaga. Lund:
Studentlitteratur AB; 2012.

Bjork J. Praktisk statistik for medicin och halsa. 1:a upplaga. Stockholm:
Liber AB; 2011.

Vardhandboken, sekretess [Internet]. [cited 2015-05-16]. Available from:
http://www.vardhandboken.se/texter/sekretess/oversikt/

Etiska riktlinjer for Biomedicinska analytiker [Internet]. [cited 2015-05-
17]. Available from:
https://www.vardforbundet.se/Documents/Trycksaker%20-
%?20egna/Nationella/Foldrar%20Broschyrer/Etiska%20riktlinjer%20for%
20biomedicinska%20analytiker 9607.pdf

Zimmermann M, Ruprecht K, Kainzinger F, Heppner FL, Weimann A.
Automated vs. manual cerebrospinal fluid cell counts: a work and cost
analysis comparing the Sysmex XE-5000 and the Fuchs-Rosenthal

manual counting chamber. Int J Lab Hematol. 2011 Dec;33(6):629-37.

Armbruster DA, Pry T. Limit of blank, limit of detection and limit of
quantitation. Clin Biochem Rev. 2008 Aug;29 Suppl 1:549-52.

Liang X, Chen J, Xiao X, YuY, Li W, Zhang Z. Automated cell analysis
of cerebrospinal fluid with XE-5000. Clin Lab. 2014;60(11):1785-93.

Streimer C. [Internet]. [cited 2015-06-06]. Available from:
http://www.equalis.se/media/126651/camilla-streimer-kroppsvaetskor-
equalis-2015.pdf

Andrad metodik och svarsrutin for Csv-Celler [Internet]. [cited 2015-06-
06]. Available from:
http://www.skane.se/sv/Webbplatser/Labmedicin_Skane/Verksamhetsom
raden/Klinisk-kemi/Arkiv/2014/Andrad-metodik-och-svarsrutin-for-Csv-
Celler/

Grome M. Body Fluids at Cobenhagen university Hospital [Internet].
[cited 2015-06-06]. Available from:
http://www.equalis.se/media/126647/margit-grome_analys-av-
kroppsvaetskor.pdf

-29 -


http://www.vardhandboken.se/texter/sekretess/oversikt/
https://www.vardforbundet.se/Documents/Trycksaker%20-%20egna/Nationella/Foldrar%20Broschyrer/Etiska%20riktlinjer%20for%20biomedicinska%20analytiker_9607.pdf
https://www.vardforbundet.se/Documents/Trycksaker%20-%20egna/Nationella/Foldrar%20Broschyrer/Etiska%20riktlinjer%20for%20biomedicinska%20analytiker_9607.pdf
https://www.vardforbundet.se/Documents/Trycksaker%20-%20egna/Nationella/Foldrar%20Broschyrer/Etiska%20riktlinjer%20for%20biomedicinska%20analytiker_9607.pdf
http://www.equalis.se/media/126651/camilla-streimer-kroppsvaetskor-equalis-2015.pdf
http://www.equalis.se/media/126651/camilla-streimer-kroppsvaetskor-equalis-2015.pdf
http://www.skane.se/sv/Webbplatser/Labmedicin_Skane/Verksamhetsomraden/Klinisk-kemi/Arkiv/2014/Andrad-metodik-och-svarsrutin-for-Csv-Celler/
http://www.skane.se/sv/Webbplatser/Labmedicin_Skane/Verksamhetsomraden/Klinisk-kemi/Arkiv/2014/Andrad-metodik-och-svarsrutin-for-Csv-Celler/
http://www.skane.se/sv/Webbplatser/Labmedicin_Skane/Verksamhetsomraden/Klinisk-kemi/Arkiv/2014/Andrad-metodik-och-svarsrutin-for-Csv-Celler/
http://www.equalis.se/media/126647/margit-grome_analys-av-kroppsvaetskor.pdf
http://www.equalis.se/media/126647/margit-grome_analys-av-kroppsvaetskor.pdf

35. Paris A, Nhan T, Cornet E, Perol JP, Malet M, Troussard X. Performance
evaluation of the body fluid mode on the platform Sysmex XE-5000
series automated hematology analyzer. Int J Lab Hematol. 2010
Oct;32(5):539-47.

36. de Graaf MT, van den Broek PD, Kraan J, Luitwieler RL, van den Bent
MJ, Boonstra JG, et al. Addition of serum-containing medium to
cerebrospinal fluid prevents cellular loss over time. J Neurol. 2011
Aug;258(8):1507-12.

-30 -



Bilaga I. Resultat avseende analys av Csv-EPK pa XN-1000 (Sysmex), genom manuell
rékning med hjalp av mikroskopi och Birkers kammare, samt differensen av
analysresultat for Csv-EPK mellan XN-1000 och manuell rakning.

Tabell . Analysvérden avseende Csv-EPK - for 48 framstéllda cerebrospinalvatskeprover med tillsatta
erytrocyter erhallna vid analys med manuell mikroskopi, automatiskt med XN-1000 — (2 replikat, samt
medelvarde av dessa). Analysvardet pa Csv-EPK bestdmda genom mikroskopering visas i stigande skala.
I tabellen visas dven differensen mellan analysresultat av csv-EPK fran XN-1000 och manuell rakning for
48 framstéllda cerebrospinalvatskeprover med varierande antalet erytrocyter.

Prov XN-1000 (Sysmex) | XN-1000 (Sysmex) Differens
Manuell rékning Analys 1 Analys 2 Medelvérde av XN-1000
analysresultat -
pa XN-1000 (Sysmex) | manuell
Csv-EPK (x10%/L)| Csv-EPK (x10%L)| Csv-EPK (x10°/L) rakning
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 I1. Analysvérden for inom-serie-imprecision pa XN-1000 (Sysmex).
Imprecisionsstudie utfordes pa tva cerebrospinalvatskeprover innehallande erytrocyter
av kanda koncentrationer i tva nivaer (hdg och lag). Utraknade medelvarde, SD och
CV% ar markerade med fetstil.

Csv-prov 1, (EPK x 10%/L) | Csv-prov 2, (EPK x 10°/L)
(lag niva) (hog niva)
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
Medelvarde = 370 Medelvarde= 25950
SD=73,3 SD= 808
CV =19,8% CV=3,1%
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