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Sammanfattning 

Studiens syfte var att verifiera spektrofotometern Cary 60 UV-vis från Agilent för analys av 

bilirubin och hemoglobinderivat i cerebrospinalvätska. Värdena jämfördes med den nuvarande 

spektrofotometern Genesys 10s från Thermo Scientific.  

Sammanlagt 31 patientprover med låg och hög koncentration av bilirubin och 

hemoglobinderivat analyserades. En baslinjestabilitet utfördes där avjoniserat vatten 

analyserades 10 gånger. Utvärdering av precision utfördes genom analys av ett CSV-prov 10 

gånger. Åtta filter för kontroll av våglängds- och absorbansriktighet användes. 

Spektraskanningen utfördes inom våglängdsintervallet 350- 600 nm.  

Medelvärdet och standardavvikelsen för baslinjestabilitet för båda spektrofotometrarna var 

nära 0. För analys av precision beräknades ett CV% på 0,06%. Alla r-värden låg över 0,9. 

Värden för R2 var över 0,9 förutom för prover med låg koncentration. Bias för alla prover var 

nära noll och med gränser mellan 0,162 och -0,126. Felkällor som få antal prover kan ha 

påverkat resultaten. 

Utifrån resultaten kan slutsatsen dras att den nya spektrofotometern kan ersätta den nuvarande 

spektrofotometern. 

Nykelord: spektrofotometri, cerebrospinalvätska, bilirubin, hemoglobinderivat 

 

Summary 

Verification of the Cary 60 UV-Vis spectrophotometer for quantification of 

bilirubin and hemoglobin derivatives in cerebrospinal fluid 

The purpose of the study was to verify the spectrophotometer Cary 60 UV-Vis from Agilent 

for the analysis of bilirubin and hemoglobinderivatives in cerebrospinal fluid. The values were 

compared with those obtained using the current spectrophotometer Genesys 10S from Thermo 

Scientific. 

A total of 31 patient samples with low and high concentrations of bilirubin and 

hemoglobinderivatives were analyzed. A baseline stability test was performed in which 

deionized water was analyzed 10 times. Precision was evaluated by analyzing one CSF sample 

10 times. Eight filters were used to analyze wavelength and absorbance accuracy. Spectral 

scanning was carried out within the wavelength range of 350–600 nm. 



 

 

The mean value and standard deviation for baseline stability for both spectrophotometers were 

close to 0. For the precision analysis, a CV% of 0.06% was calculated. All r-values were above 

0.9. R² values were above 0.9 except for samples with low concentrations. Bias for all samples 

was close to zero, with limits between 0.162 and −0.126. Sources of error such as the limited 

number of samples may have affected the results. 

Based on the results it can be concluded that the new spectrophotometer can replace the current 

spectrophotometer. 

Keywords: spectrophotometry, cerebrospinalfluid, bilirubin, hemoglobin derivates. 

 

 

 

  



 

 

Innehållsförteckning 

1. Inledning 1 

2. Bakgrund 1 

2.1 Cerebrospinalvätska 1 

2.2 Klinisk betydelse av cerebrospinalvätska 2 

2.3 Bilirubin och hemoglobinderivat i cerebrospinalvätska 2 

2.4 Spektrofotometrisk analys av cerebrospinalvätska 3 

2.5 Spektrofotometerns metodprincip och funktion 3 

2.6 Precision och kvalitetssäkring 4 

3. Syfte 6 

4. Material och metod 7 

4.1 Provmaterial 7 

4.1.1 Patientprover 7 

4.2 Datainsamling 7 

4.2.1 Baslinjestabilitet 8 

4.2.5 Prover med tillsatt analyt 9 

4.3 Databearbetning 9 

5. Etiska överväganden 10 

6. Tillkännagivanden 10 

7. Resultat 11 

7.2 Våglängdsriktighet och absorbansriktighet 11 

7.3 Patientprover och prover med tillsatt analyt 11 

7.3.2 Verifiering av överensstämmelse mellan spektrofotometrarna 12 

8. Diskussion 16 

8.1 Resultatdiskussion 16 

8.1.3 Verifiering av överensstämmelse mellan spektrofotometrarna 16 

8.2 Metoddiskussion 17 

8.2.1 Felkällor 18 

8.2.2 Förslag till förbättringar 18 

9. Slutsats 19 

10. Omnämnanden 19 

11. Referenser 19 



 

 

12. Populärvetenskaplig sammanfattning 22 

13. Bilagor 22 

 



1 

1. Inledning 

För kvantifiering av bilirubin och hemoglobinderivat i cerebrospinalvätska (CSV) vid Klinisk 

Kemiska laboratoriet vid Värnamo sjukhus, används spektrofotometern Genesys 10s från 

Thermo Scientific i det dagliga analysarbetet. Instrumentet har varit i drift i över 20 år och 

behöver bytas ut för att kunna upprätthålla stabilitet i analysprocesserna. En ny 

spektrofotometer har därför införskaffats för att ersätta det befintliga instrumentet. Innan det 

nya instrumentet kan implementeras i rutindiagnostiken krävs verifiering av dess analytiska 

prestanda genom jämförelse med det nuvarande kvalitetssäkrade instrumentet. Syftet är att 

säkerställa jämförbarhet mellan resultaten från det nya instrumentet och det nuvarande 

instrumentet.  

2. Bakgrund 

2.1 Cerebrospinalvätska 

Cerebrospinalvätska har två huvudsakliga funktioner (1). Den fungerar som ett vätskerum som 

skyddar det centrala nervsystemet (CNS) och har en viktig roll i interstitialvätskans homeostas 

i hjärnparenkymet (1). Plexus koroideus i laterala ventriklarna och tela koroidea i tredje och 

fjärde ventrikeln producerar 60–75% av den totala CSV-mängden. Volymen av CSV är ca 150 

ml varav ca 125 ml finns i de subaraknoidala utrymmen och ca 25 ml finns i ventriklarna. 

Cerebrospinalvätska transporteras genom vätskerummen i hjärnan och absorberas till det 

venösa blodet via arakhnoidala villi, vilka är utskott från arakhnoidea som går genom dura 

mater (1). En tryckgradient finns mellan CSV och det venösa blodet som möjliggör att CSV 

kan flöda ut från CNS.  

Den koroidala sekretionen av CSV sker i 2 steg där det första steget är plasma som passivt 

filtreras från de koroidala kapillärerna till det koroidala interstitiella utrymmet. Detta sker 

genom en skillnad i tryck mellan de två utrymmena (1). Aktiv transport av joner som till 

exempel Na+ och Cl- från det interstitiella området till ventrikulära lumen är det andra steget. 

Detta sker genom det koroidala epitelet och involverar bland annat jonbärarmembranproteiner 

(1). 
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2.2 Klinisk betydelse av cerebrospinalvätska 

Analys av cerebrospinalvätskans förekommande biomarkörer såsom bilirubin och 

hemoglobinderivat är viktig vid diagnostik av subaraknoidalblödning och neurologiska 

sjukdomar. Detta eftersom förändringar i dess koncentration av olika biomarkörer eller 

förekomst av celler kan tyda på till exempel inflammation, metabola sjukdomar eller tumörer. 

Vid neurologiska förändringar kan både cellantal och proteinhalt i CSV öka (2). Exempelvis 

kan en ökning av albuminkoncentration tyda på skada i blod-hjärnbarriären. Vanligtvis i 

samband med olika utredningar ska CSV undersökas mikroskopiskt för cellförekomst (2). 

Subaraknoidalblödning är ett tillstånd som uppvisar symtom som huvudvärk, illamående, 

nacksmärta, ljuskänslighet, medvetandeförlust och kramper (3). Vid misstanke om 

subaraknoidal blödning är vanligtvis den första undersökningen ofta datortomografi (CT) av 

hjärnan. Om undersökningen görs inom 6 timmar efter symtomdebut kan den upptäcka nästan 

100% av alla subaraknoidalblödningar, men efter 24 timmar sjunker den till omkring 90%. Vid 

stark misstanke om subaraknoidalblödning trots negativ CT utförs en lumbalpunktion för att 

analysera cerebrospinalvätskan (3). Det som undersöks är närvaro av bilirubin och 

oxyhemoglobin. Förekomst av dessa markörer tyder på att det har varit en blödning. Därigenom 

analys av bilirubin och oxyhemoglobin avgörande för att kunna snabbt och korrekt ställa 

diagnos och kunna börja behandla patienten inom 24 timmar (3).  

Snabb diagnostik och efterföljande behandling är avgörande för att förbättra patientens 

prognos. I samband med en blödning i CNS kommer erytrocyter in i subaraknoidala rummet 

där de lyseras, varefter det frigörs oxyhemoglobin som omvandlas till bilirubin (3). 

 

2.3 Bilirubin och hemoglobinderivat i cerebrospinalvätska 

Bilirubin är en endogen slutprodukt som bildas vid nedbrytning av hemoglobin från lyserade 

erytrocyter. I samband med att  erytrocyter bryts ned i mjälte och lever omvandlas hem först 

till biliverdin och därefter till bilirubin. Det nybildade bilirubinet är vattenlösligt och 

transporteras i blodet bundet till albumin, vilket kallas okonjugerat (indirekt) bilirubin. I levern 

omvandlas det sedan till vattenlösligt konjugerat (direkt) bilirubin som kan utsöndras via gallan 

(4).  

De viktigaste hemoglobinderivaten är oxyhemoglobin, deoxyhemoglobin, karboxihemoglobin 

och methemoglobin. Hemoglobinderivaten skiljer sig åt beroende på vilken molekyl som är 

bunden till järnet i hemgruppen eller vilket oxidationstillstånd järnet har. Dessa skillnader gör 
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att varje derivat får ett karakteristiskt absorptionsspektrum som kan identifieras med 

spektrofotometri (5).  

 

2.4 Spektrofotometrisk analys av cerebrospinalvätska 

 

Analys av CSV fungerar som ett viktigt diagnostiskt verktyg då förekomsten av bilirubin och 

hemoglobinderivat kan då påvisas med spektrofotometri. I samband med en blödning i 

subaraknoidalrummet hamnar erytrocyter i CSV och börja hemolysera efter 30 minuter, vilket 

gör att hemoglobinderivat frigörs i CSV och kan visas i en spektrofotometrisk 

absorptionskurva. Omvandlingen av hemoglobinderivat till bilirubin tar ca 12 timmar efter 

blödning för att bilda den mängd bilirubin som krävs för att kunna påvisas med 

spektrofotometri (6).  

I samband med spektrofotometrisk ananlys av CSV ses vanligtvis en tydlig absorptionspeak 

vid cirka 415 nm, som orsakas av förekomst av hemoglobinderivat. Till höger om 

hemoglobintoppen finns ofta ett bredare absorptionsband som motsvarar bilirubin. Vid 

diagnostik av subaraknoidalblödning anses spektrofotometrisk analys av CSV vara mer 

tillförlitlig än visuell bedömning. Studier har visat att xantokromi, det vill säga gulaktig 

missfärgning av cerebrospinalvätskan orsakad av bilirubin från nedbrutet blod, inte alltid kan 

upptäckas med blotta ögat. Spektrofotometri möjliggör däremot en mer känslig och objektiv 

identifiering (6). 

Bilirubin är ljuskänsligt och kan brytas ner vid exponering av ljus. Därför rekommenderas det 

att CSV prover skyddas från ljus före analys (3). Bilirubin och oxyhemoglobin är stabila i upp 

till 21 dagar vid +4°C om de skyddas från ljus men absorbansen minskar med 20% (3). 

 

2.5 Spektrofotometerns metodprincip och funktion 

Metoden spektrofotometri använder sig av ämnenas förmåga att kunna transmittera, absorbera 

eller reflektera ljus. Allt detta sker vid en specifik våglängd för varje ämne (7). En 

spektrofotometer mäter ett ämnes förmåga att interagera med ljus. Metoden bygger på att ljus 

som passerar genom ett prov kan transmitteras, reflekteras, spridas eller absorberas och detta 

påverkar den uppmätta absorbansen (7). I samband med absorbansmätning kvantifieras 

mängden ljus som det specifika ämnet absorberar. Mängden absorberat ljus är proportionell 

mot ämnets koncentration. Ju mer ljus som absorberas (högre absorbans), desto högre är 

koncentrationen av ämnet (7).  
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En spektrofotometer består huvudsakligen av en ljuskälla, en monokromator, provbehållare 

och en detektor. En ljuskälla bestående av deuteriumlampor och en vätelampa används 

vanligtvis som en UV-ljuskälla. För synligt ljus används vanligtvis en volframlampa (7). 

Funktionen av en monokromator är att skapa monokromatisk strålning från polykromatisk 

strålning. Våglängderna av dessa strålningar kommer att översättas till mycket smala band (7). 

Provhållare är i en kyvett som oftast har en standardlängd på 1 cm där provet analyseras. 

Funktionen av detektorn är att registrera ljussignalerna, dvs mäta absorbansen (7).  

En spektraskanning innebär att mätning av absorbans sker vid ett intervall av våglängder (ofta 

350–650). Detta för att kunna identifiera alla absorptionstoppar som är av intresse. Dessa 

absorptionstoppar kan ses vid till exempel närvaro av bilirubin i cerebrospinalvätska (8). 

För undersökning av en spektrofotometers stabilitet utförs en så kallad mätning av en baslinje. 

I samband med baslinjemätning analyseras instrumentets absorption vid olika våglängder. 

Baslinjemätning är baserad på absorptionsmätning av vatten det vill säga frånvaro av ett prov. 

Detta ger vanligtvis en absorbans på noll då mätningen sker där ingen absorption av analyten 

sker (9). Baslinjedrift kan orsakas av till exempel temperaturförändringar i ljuskällan. 

Baslinjedrift uppstår när lutningen på absorptionskurvan är ojämn och har tydliga lutningar (9). 

 

2.6 Precision och kvalitetssäkring 

Begreppet precision används för att beskriva mätningars kvalitet då mätningar påverkas av 

slumpmässiga fel. Precision beskriver hur väl upprepade mätningar stämmer överens med 

varandra vid analys av ett prov. Detta innebär att provet analyseras med samma metod och 

under samma förhållanden vid varje analystillfälle (10).  

Kvalitet och noggrannhet säkerställs genom att hantera tre olika huvudfaser i en analysprocess. 

Detta utgörs av preanalytiska, analytiska och postanalytiska faktorer och omfattar allt från 

provtagningen till rapporteringen av resultaten. För att uppnå hög kvalitet för analyser är det 

viktigt att följa standardiserade och väletablerade rutiner som: rätt provhantering som 

insamling, märkning, förvaring, transport och kontroller (11). Interna kontroller används för 

att övervaka tester och upptäcka fel, med både positiva och negativa kontroller, dokumentation 

och korrigerande åtgärder vid avvikelser. Det är av ytterst vikt att analyser är reproducerbara 

för att säkerställa tillförlitliga och jämförbara resultat över tid och mellan laboratorier (11). 

Inför införandet av nya analyser eller utrustning, måste laboratoriet verifiera prestandan för att 
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säkerställa att den fungerar som förväntat i den egna miljön. Verifiering dokumenteras i en 

rapport med tydliga kriterier för vad som räknas som godkänd prestanda (11).  

Bilirubin i CSV bryts successivt ner, vilket gör att analysen blir mindre tillförlitlig ju längre tid 

har gått efter en subaraknoidalblödning. För att uppnå hög träffsäkerhet rekommenderas det att 

provtagning görs inom ett tidsfönster på ca 12 timmar efter subaraknoidalblödning. Detta 

eftersom både för tidig och för sen analys kan ge osäkra resultat. Otillräcklig eller fel 

kalibrering av spektrofotometri kan ge fel i våglängdsbestämningen och därmed felaktigt 

mätresultat (6). 
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3. Syfte 

Syftet med studien var att verifiera spektrofotometern Cary 60 UV-vis från Agilent för analys 

av bilirubin och hemoglobinderivat i cerebrospinalvätska. Syftet var även att jämföra 

instrumentet med den kvalitetssäkrade spektrofotometern Genesys 10s från Thermo Scientific.  

Frågeställning 

Kan spektrofotometern Cary 60 UV-vis ersätta Genesys 10s?  
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4. Material och metod 

Studien genomfördes på Kliniska kemiska laboratoriet vid Värnamo sjukhus i Region 

Jönköpings län.  

Detta är en kvantitativ experimentell studie vars syfte var att verifiera spektrofotometern Cary 

60 UV-vis genom jämförelse av analysresultat erhållna från mätningar från två olika 

spektrofotometrar. 

 

4.1 Provmaterial 

 

4.1.1 Patientprover 

Sammanlagt 31 rutin CSV-patientprover analyserades i ramen av studien. Dessa prover 

insamlades vid laboratorierna på Värnamo sjukhus, Länssjukhuset Ryhov och 

Höglandssjukhuset Eksjö.  

4.1.2 Prover med tillsatt analyt 

Utöver patientprover användes prover med tillsatt analyt i form av bilirubin och 

hemoglobinderivat. Dessa prover bereddes genom blandning av avjoniserat vatten, 

bilirubinkonroller (UK-NEQAS, Sheffield, Storbritannien) resp EDTA-blodprov. Fyra prover 

tillbereddes genom tillblandning av enbart blod, 4 prov innehöll bilirubin och blod och ett prov 

innehöll endast bilirubinkontroll. 

 

4.2 Datainsamling 

Analys av precision samt våglängd- och absorbansriktighet utfördes på spektrofotometern Cary 

60 UV-vis (Agilent, Santa Clara, USA). Baslinjestabilitet, analys av patientprover samt prover 

med tillsatt analyt utfördes på den nya spektrofotometern Cary 60 UV-vis och på den 

nuvarande spektrofotometern Genesys 10s (Thermo Scientific, Waltham, USA). 

Spektraskanningen utfördes inom våglängdsintervallet 350- 600 nm. 

Alla absorbanskurvor avlästes specifikt vid våglängden 415 nm eftersom oxyhemoglobin har 

sin högsta absorbanstopp vid 415 nm. Bilirubin kan även ge utslag vid 415 nm men den har 

inte sin högsta topp där utan den har sin högsta topp vid 450–460 nm (6). 
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4.2.1 Baslinjestabilitet 

För analys av baslinjestabilitet användes avjoniserat vatten (Milli-Q CLX 7120, Sigma-

Aldrich, Burlington, USA). Baslinjestabilitet utfördes en gång där avjoniserat vatten 

analyserades 10 gånger i följd. En baslinje skapades varje gång innan analys av prover. 

4.2.2 Precision 

För utvärdering av spektrofotometerns precision (reproducerbarhet) analyserades ett CSV-prov 

10 gånger.  

4.2.3 Våglängdsriktighet och absorbansriktighet 

Åtta stycken optiska filter (Medelco, Mississauga, Kanada) användes för analys och 

utvärdering av riktigheten för våglängderna och absorbanserna. Filter 1 användes för 

nollställning av spektrofotometern vid de olika våglängderna. Filter 2 användes för mätning av 

ströljus vid 350 nm och transmittans, vilket bör ligga under 0,1% T.  

Filter 3 användes för analys av våglängdsriktighet med kända våglängder mellan 360,93- 

536,47 nm med en osäkerhet på ±0,20 nm. Tillåten avvikelse från filtrets avsatta värde är ±1 

nm. 

Filter 4-8 användes för analys av absorbansriktigheten för kända absorbansvärden mellan 

0,280- 1,652 med en osäkerhet på  ±0,003 för filter 4;- ± 0,005 för filter 5;- ±0,009 för filter 

6;- ±0,012 för filter 7 och ±0,016 för filter 8.  

Absorbansens riktighet analyserades vid våglängderna 511, 546 och 588 nm. Avvikelsen fick 

inte vara större än 2% från det avsatta värdet.  

Dessa filter fungerade som kontroller för våglängderna och absorbanserna.  

4.2.4 Analys av patientprover 

Sammanlagt analyserades 31 CSV-prover i ramen av studien. I samband med ankomst av 

provet till laboratoriet hade alla prover optiskt bedömts och klassificerats. Färglösa prover 

(n=19) har klassificerats som prover med låg koncentration av bilirubin och 

hemoglobinderivat. Prover vars färg bedömdes som gul/röd har klassificerats som prover med 

hög koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat (n=12). För spektrofotometrisk analys 

har absorbansvärden under 0,025 klassificerats som prover med låga koncentrationer av 

bilirubin och hemoglobinderivat. Prover med absorbansvärde på 0,025 eller mer har 

klassificerats som prover med hög koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat. 
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4.2.5 Prover med tillsatt analyt 

Ett EDTA-blodprov som var över 30 timmar gammalt användes för att bereda prover med 

tillsatt analyt i form av hemoglobinderivat. Provet behövde vara över 30 timmar gammalt då 

cellerna behövde ha hemolyserats innan användning. Hemolyserat blod var nödvändigt då det 

var hemoglobinderivaten i CSV som skulle analyseras. 

Blodprovet centrifugerades i 5 minuter vid 1000 g och plasman pipetterades bort. Kvarvarande 

blodceller späddes med avjoniserat vatten för att lysera erytrocyterna enligt följande 

spädningar: 1:1000, 1:2000, 1:4000 och 1:8000. Dessa prover bereddes för att analysera 

koncentrationen av hemoglobinderivat. 

Avjoniserat vatten och blod med spädningen 1:2000 späddes med bilirubinkontroller. 

Spädningarna för bilirubinkontrollerna var 1:50, 1:33, 1:25 och 1:20. Detta användes för att 

analysera koncentrationerna av både bilirubin och hemoglobinderivat. 

Ett prov innehållande avjoniserat vatten och bilirubinkontroll med spädningen 1:20 bereddes 

för att analysera bilirubin koncentrationen. 

 

4.3 Databearbetning 

Insamlad data bearbetades och grafer skapades med hjälp av dataprogrammet Statistical 

Package for the Social Sciences (SPSS) version 31 (IBM, Illinois, Usa). Det var svårt att 

bedöma om materialet var normalfördelat då det var få antal prover. Beräkning av deskriptiv 

statistik, korrelationsanalys samt Bland-Altman test utfördes med hjälp av SPSS.  

Pearsons korrelationsanalys utfördes för att utvärdera det linjära sambandet mellan mätvärdena 

erhållna från de 2 olika spektrofotometrarna. Bland- Altman-test utfördes för utvärdering och 

bedömning av de 2 kvantitativa mätmetodernas överensstämmelse. 

För utvärdering av precision beräknades variationskoefficienten (CV%), vilket bör vara ≤ 2%.  

Detta gjordes endast för Cary 60 UV-vis. 

För utvärdering av statistisk signifikans användes Wilcoxon signed-rank test. 
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5. Etiska överväganden 

Alla patientprover som analyserades i ramen av studien var sparade CSV- prover från Värnamo 

sjukhus, Länssjukhuset Ryhov och Höglandssjukhuset Eksjö.  Proverna har pseudonyimserats 

och ett nummer eller en bokstav har använts istället för personuppgifter. Detta gjordes i syfte 

att skydda patienternas integritet, så att proverna inte var identifierbara vid analys. En etisk 

granskning gjordes (bilaga 1). 

 

6. Tillkännagivanden 

I examensarbetet har ChatGPT (Open AI, San Francisco, USA) använts för grammatisk 

kontroll.  
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7. Resultat 

7.1 Baslinjestabilitet och precision 

Medelvärdet (Mv) av absorbansen för baslinjestabilitet för Genesys 10s var -0,0008 A och 

standardavvikelsen var 0,00063 A. För baslinjestabilitet på Cary 60 UV vis blev medelvärdet 

för absorbansen 0 A och standardavvikelsen 0 A. 

För beräkning av precisionen för Cary 60 UV-vis analyserades ett prov (absorbans 1,299 A) 

10 gånger (bilaga 2). CV%-t för mätningarna blev 0,06%.  

 

7.2 Våglängdsriktighet och absorbansriktighet 

Dem uppmätta resultaten för våglängdsriktighet avvek med under ±1 nm från dem kända 

våglängderna. Resultaten som uppmättes för absorbansriktigheten låg under 2% från den kända 

absorbansen.  

 

7.3 Patientprover och prover med tillsatt analyt 

Medianen samt minimum- och maximumvärde beräknades för prover med låg respektive hög 

koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat samt för prover med tillsatt analyt (tabell I). 

Resultaten delades upp i låga och höga värden för att se hur spektrofotometrarna presterar i 

jämförelse med varandra vid höga och låga värden. Absorbansvärden över 0,025 A bedömdes 

som hög koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat. 
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Tabell I.  Medianen samt minimal- och maximalvärden för spektrofotometrarna Genesys10s och Cary 

60 UV-vis vid låg och hög koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat samt prov med tillsatt 

analyt, 

Koncentration av analyt Genesys10s 

Md (min-max) 

Cary60UVvis 

Md (min-max) 

Låg koncentration 

n= 19 

0,013 (0,009–0,024) 

 

0,015 (0,010–0,023) 

Hög koncentration 

n=12 

0,1575 (0,027–3,000) 

 

0,157 (0,031–2,828) 

 

Tillsatt analyt 

n=9 

1,006 (0,212–2,042) 1,025 (0,215–2,014) 

 

 

7.3.2 Verifiering av överensstämmelse mellan spektrofotometrarna 

Korrelationsanalysen för prover med låg koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat 

visade ett r-värde på 0,929 och ett R2 på 0,863 (figur 1A). Prover med hög koncentration av 

bilirubin och hemoglobinderivat uppvisade ett r-värde på 0,999 och ett  R2 − värde på 0,999 

(figur 1B). Korrelationsanalysen för prover med tillsatt analyt visade ett r-värde på 0,999 och 

ett R2 − värde på 0,998 (figur 2). 

A.)                                                                        B.) 

 

 

Figur 1. Korrelationen mellan spektrofotometrarna Genesys 10s och Cary 60 UV vis vid analys av 

cerebrospninalvätska med A.) låg koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat (n= 19) och B.) 

prover med hög koncentration bilirubin och hemoglobinderivat (n=12). 
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Korrelationsanalysen för prover med tillsatt analyt visade ett r-värde på 0,999 och ett R2 −

värde på 0,998 (figur 2) 

 

 

Figur 2. Korrelationen mellan spektrofotometrarna Genesys 10s och Cary 60 UV vis vid analys av 

prover med tillsatt analyt (n=9). 

 

Bland-Altman- analys utfördes på prover med låg (n=19) och hög (n=12) koncentration av 

bilirubin och hemoglobinderivat och prover med tillsatt analyt (n=9). För prover med låg 

koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat beräknades medelvärdet av differensen 

mellan absorbansvärdena vara -0,0013, övre gränsen=0,00121 och nedre gränsen= -0,00381 

(figur 3). För prover med hög koncentration bilirubin och hemoglobinderivat beräknades 

medelvärdet av differensen mellan absorbansvärdena vara 0,0178, övre gränsen=0,1616 och 

nedre gränsen= -0,126 (figur 4). För prover med tillsatt bilirubin och hemoglobinderivat 

beräknades medelvärdet av differensen mellan absorbansvärdena vara -0,0238, övre 

gränsen=0,030 och nedre gränsen= -0,078 (figur 5) 
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Figur 3. Skillnaden mellan absorbansvärdena(diff) för proverna med låg koncentration bilirubin och 

hemoglobinderivat mellan spektrofotometrarna (y-axeln) och medelvärdet för absorbansvärdena (x-

axeln) för respektive prov (n=19). 

 

 

 

Figur 4. Skillnaden mellan absorbansvärdena(diff) för proverna med hög koncentration bilirubin och 

hemoglobinderivat mellan spektrofotometrarna (y-axeln) och medelvärdet för absorbansvärdena (x-

axeln) för respektive prov (n=12). 
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Figur 5. Skillnaden mellan absorbansvärdena(diff) för proverna med tillsatt analyt mellan 

spektrofotometrarna (y-axeln) och medelvärdet för absorbansvärdena (x-axeln) för respektive prov 

(n=9). 

 

Vid Wilcoxon signed-rank test var p-värdet för prover med låg koncentration 0,001, p-värdet 

för prover med hög koncentration var 0,722 och p-värdet för prover med tillsatt analyt var 

0,038.  
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8. Diskussion 

Studiens syfte var att verifiera spektrofotometern Cary 60 UV vis för analys av bilirubin och 

hemoglobinderivat i cerebrospinalvätska. Detta gjordes genom jämförelser med den 

kvalitetssäkrade spektrofotometern Genesys 10s för att säkerställa tillförlitliga mätningar vid 

kvantifiering av bilirubin och hemoglobinderivat.  

 

8.1 Resultatdiskussion 

8.1.1 Baslinjestabilitet och precision 

Sammantaget visar Cary 60 UV-vis mycket god precision med ett CV på 0,06%. Ett CV på 

under 10% räknas generellt sätt som acceptabelt (12). För Genesys 10s indikerar 

baslinjestabiliteten låg variation, vilket tyder på god instrumentell stabilitet. Däremot saknas 

en direkt utvärdering av reproducerbarheten för Genesys 10s genom upprepade provmätningar, 

vilket begränsar möjligheten att fullt ut jämföra precisionen mellan instrumenten. Den 

observerade skillnaden i baslinjestabilitet och den dokumenterade precisionen för Cary 60 UV-

vis kan bidra till de variationer som observerades i metodjämförelsen, särskilt vid låga 

koncentrationer där små absoluta skillnader får större relativ betydelse. 

8.1.2 Våglängdsriktighet och absorbansriktighet 

Vid analys av filter för våglängds- och absorbansriktighet, vilka användes som kontroller, låg 

samtliga uppmätta värden inom de acceptabla gränserna. Detta innebar att kontrollerna var 

godkända och indikerar att spektrofotometern uppvisar god riktighet. Därmed kan instrumentet 

anses kunna leverera tillförlitliga mätningar av både våglängd och absorbans, vilket är en viktig 

förutsättning för korrekt kvantifiering av bilirubin och hemoglobinderivat. 

8.1.3 Verifiering av överensstämmelse mellan spektrofotometrarna 

Värden för R2 bör ligga över 0,9 (13). Prover med hög koncentration och prover med tillsatt 

analyt låg över 0,9 men inte prover med låg koncentration. Ett R2 -värde på 0,863 för prover 

med låg koncentration ger en oförklarad variation på 13,7 %. Detta är ett högre värde jämfört 

med en variation på under 10 % (13). Dessa resultat innebar mindre tillförlitlighet när det gäller 

analys av prover med låg koncentration. 

Resultaten vid Wilcoxon signed-rank test visade att endast prover med hög koncentration inte 

hade någon statistik signifikans. Antalet prover kan i vissa fall påverka p-värdet (14). Ju fler 
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prover desto mindre risk för slumpmässiga fel (14). I detta fall är det få prover, vilket gör att 

p-värdet kan ge osäkra resultat. 

Bias för alla prover var nära noll och med gränser mellan 0,1616 och -0,126, vilket tyder på 

god överensstämmelse med minimala skillnader i mätvärdena. 

Bland-Altman-analysen för prover med hög koncentration visade en låg relativ bias mellan 

metoderna, vilket indikerar god överensstämmelse avseende den genomsnittliga skillnaden. 

Trots att limits of agreement var relativt breda i absoluta termer, motsvarade detta en mindre 

variation i förhållande till mätvärdenas storlek. Detta innebär att den relativa precisionen är 

bättre vid högre koncentrationer. 

En ökad spridning observerades dock vid de högsta koncentrationerna, vilket tyder på viss 

heteroskedasticitet och en koncentrationsberoende variation mellan metoderna. Trots detta 

bedöms metoderna vara kliniskt jämförbara vid höga koncentrationer, då den relativa 

variationen är begränsad och sannolikt inte påverkar kliniska beslut i samma utsträckning som 

vid låga nivåer. 

8.2 Metoddiskussion  

Dem patologiska patientproverna som analyserades under studien hade förvarats i frysen i -

80°C i cirka 2 år. Det diskuterades om detta eventuellt kunde vara ett problem men efter att ha 

jämfört värdena som uppmättes på Länssjukhuset Ryhov för 2 år sedan och dem uppmätta 

värdena under studien visade det sig att resultaten stämmer överens med varandra. 

 Detta tyder på att bilirubin och hemoglobinderivat håller sig stabila i denna förvaringsmiljö 

samt skyddade mot solljus. Det har även påvisats i en tidigare studie att bilirubin håller sig 

stabila om dem är kylda/frysta och skyddande mot solljus (3). 

För att säkerställa ett standardiserat arbetssätt har alla prover hanterats på samma sätt oavsett 

om koncentrationen bilirubin och hemoglobinderivat är låg eller hög. Både dem patologiska 

patientproverna och proverna med låg mängd bilirubin och hemoglobinderivat fick tina upp i 

20 minuter, då dem varit frysta. Alla prover fick även vagga i 3 minuter efter upptiningen. Dem 

förvarades under en kartong under både upptiningen och bearbetningen av proverna för att 

skydda dem mot solljus.  

Till en början bereddes proverna med tillsatt analyt endast med avjoniserat vatten i stället för 

cerebrospinalvätska. För att säkerställa att avjoniserat vatten med bilirubin eller blod är 

representerbart för patologiska cerebrospinalvätskeprover, så gjordes även spikade prover med 
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csv där bilirubin eller blod gradvis tillsattes och analyserades. Detta för att en tydlig topp skulle 

synas vid 415 nm. Efter att detta gjordes kunde det säkerställas att avjoniserat vatten kan 

användas i stället för cerebrospinalvätska för prover med tillsatt analyt. Det gjordes endast för 

att visa att resultaten överensstämmer och en topp uppstår vid 415 nm oavsett om CSV eller 

avjoniserat vatten används. Detta innebär att datan från CSV med tillsatt analyt inte sparades. 

I slutet av det laborativa arbetet kontrollerades alla absorbanskurvor för att konstatera om det 

fanns tydliga absorbanstoppar eller inte för dem patologiska proverna och dem spikade 

proverna. Det konstaterades även att det inte fanns några tydliga toppar för patientproverna 

med låg mängd bilirubin och hemoglobinderivat. 

8.2.1 Felkällor 

Vid analys av prover med en gul eller röd nyans uppmätte Cary 60 UV-vis låga 

absorbansvärden under 0,025. Genesys 10s visade absorbansvärden över 0,025 vilket tyder på 

ett patologiskt prov. Spektrofotometrarna gav olika absorbansvärden då deras strålgångar 

ligger olika högt upp i instrumentet. Detta gjorde att prover i Genesys10s hamnade i korrekt 

läge, så ljuset kunde gå igenom prover men inte i Cary 60 UV-vis eftersom strålgången låg 

högre upp. Det resulterade i att ingen absorption av provet mättes då kyvetten låg för lågt ner. 

Problemet löstes genom att höja provet till ett läge där strålgången ligger så att ljuset kan 

passera genom provet. 

När CSV-proverna skulle analyseras så överfördes provet till en kyvett. Denna kyvetten kan 

ha stått framme i rumstemperatur i ljus under en längre period eftersom vissa prover behövde 

analyseras flera gånger. Detta är inte lämpligt då specifikt bilirubin är ljuskänsligt (3). Detta 

innebär att på den spektrofotometern som proverna analyserades på först kan ha gett andra 

värden jämfört med spektrofotometern som användes senare.  

8.2.2 Förslag till förbättringar 

För att ytterligare förbättra arbetet i framtiden skulle urvalet ha behövt vara större då urvalet 

var ganska litet i denna studie. Detta gjorde att statistiken som till exempel Bland-Altman var 

svårare att tolka då det var ganska få prover och det räckte med att ett prov låg utanför 

acceptabla gränserna för att det skulle påverka resultatet märkbart. 
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9. Slutsats 

Resultatet visar på god reproducerbarhet för baslinjestabilitet för båda spektrofotometrarna 

med medelvärden och standardavvikelser nära noll. Analys av precision visade på ett lågt CV% 

på 0,06%. R-värdena låg alla över 0,9 vilket tyder på mycket stark positiv korrelation mellan 

dem två spektrofotometrarna. R2 -värdena låg över gränsen 0,99 förutom för prover med låg 

koncentration som hade ett värde på 0,863 vilket tyder på 13,7 % oförklarad variation. Bias för 

alla prover var nära noll och med gränser mellan 0,1616 och -0,126. Felkällor som kan ha 

påverkat resultaten är få antal prover. 

Vidare bedöms det att spektrofotometern Cary 60 UV-vis kan införas i rutinverksamhet och 

därmed ersätta Genesys 10s. 
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12. Populärvetenskaplig sammanfattning 
 

Cerebrospinalvätska är en klar vätska som finns kring ryggmärgen och hjärnan. En av dess 

uppgifter är att skydda det centrala nervsystemet. Det kan uppstå blödningar i hjärnan som gör 

att blod kommer ut i cerebrospinalvätskan. Bilirubin och hemoglobinderivat är ämnen som 

frisläpps vid nedbrytning av röda blodkroppar i blodet. Dessa kan upptäckas med en 

spektrofotometer som mäter absorbansen av ett prov. Absorbansen är proportionell mot provets 

koncentration.  

Syftet med studien var att undersöka om spektrofotometern Cary 60 UV-vis kan ersätta 

laboratoriets nuvarande spektrofotometer vid analys av bilirubin och hemoglobinderivat i 

cerebrospinalvätska. Prover med låg och hög koncentration har använts samt har 

spektrofotometerns förmåga att uppmäta liknande värden vid upprepande mätningar av samma 

prov undersökts. 

Resultaten visade ett tydligt samband mellan de två spektrofotometrarna och att de mäter 

liknande värden vid analys av samma prov. De två instrumenten visar god överensstämmelse 

med varandra.  

Utifrån resultaten kan slutsatsen dras att den nya spektrofotometern kan ersätta den nuvarande 

spektrofotometern 
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2. Precision Cary 60 UV-vis: CV (%)=
𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎𝑣𝑣𝑖𝑘𝑒𝑙𝑠𝑒

𝑚𝑒𝑑𝑒𝑙𝑣ä𝑟𝑑𝑒
x 100= 

0,00078

1,2979
x 100= 0,06% 


