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Sammanfattning

Studiens syfte var att verifiera spektrofotometern Cary 60 UV-vis fran Agilent for analys av
bilirubin och hemoglobinderivat i cerebrospinalvitska. Virdena jamfordes med den nuvarande

spektrofotometern Genesys 10s fran Thermo Scientific.

Sammanlagt 31 patientprover med lag och hog koncentration av bilirubin och
hemoglobinderivat analyserades. En baslinjestabilitet utférdes ddr avjoniserat vatten
analyserades 10 ganger. Utvardering av precision utfordes genom analys av ett CSV-prov 10
ganger. Atta filter for kontroll av vAglingds- och absorbansriktighet anvindes.

Spektraskanningen utférdes inom véaglangdsintervallet 350- 600 nm.

Medelvirdet och standardavvikelsen for baslinjestabilitet for badda spektrofotometrarna var
ndra 0. For analys av precision berdknades ett CV% pa 0,06%. Alla r-vdrden lag 6ver 0,9.
Virden for R? var dver 0,9 forutom for prover med 1dg koncentration. Bias for alla prover var
nédra noll och med grianser mellan 0,162 och -0,126. Felkillor som fa antal prover kan ha

paverkat resultaten.

Utifrén resultaten kan slutsatsen dras att den nya spektrofotometern kan ersitta den nuvarande

spektrofotometern.

Nykelord: spektrofotometri, cerebrospinalvitska, 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. R? 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.
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1. Inledning

For kvantifiering av bilirubin och hemoglobinderivat i cerebrospinalvitska (CSV) vid Klinisk
Kemiska laboratoriet vid Varnamo sjukhus, anvinds spektrofotometern Genesys 10s fran
Thermo Scientific 1 det dagliga analysarbetet. Instrumentet har varit i drift 1 6ver 20 ar och
behover bytas ut for att kunna uppritthdlla stabilitet 1 analysprocesserna. En ny
spektrofotometer har déarfor inforskaffats for att ersétta det befintliga instrumentet. Innan det
nya instrumentet kan implementeras i rutindiagnostiken krévs verifiering av dess analytiska
prestanda genom jamforelse med det nuvarande kvalitetssdkrade instrumentet. Syftet ar att
sakerstélla jimforbarhet mellan resultaten frdn det nya instrumentet och det nuvarande

instrumentet.

2. Bakgrund

2.1 Cerebrospinalvitska

Cerebrospinalvitska har tva huvudsakliga funktioner (1). Den fungerar som ett vitskerum som
skyddar det centrala nervsystemet (CNS) och har en viktig roll i1 interstitialvdtskans homeostas
1 hjarnparenkymet (1). Plexus koroideus i laterala ventriklarna och tela koroidea i tredje och
fjarde ventrikeln producerar 60-75% av den totala CSV-méngden. Volymen av CSV ér ca 150
ml varav ca 125 ml finns 1 de subaraknoidala utrymmen och ca 25 ml finns 1 ventriklarna.
Cerebrospinalvitska transporteras genom vitskerummen 1 hjdrnan och absorberas till det
vendsa blodet via arakhnoidala villi, vilka dr utskott fran arakhnoidea som gar genom dura
mater (1). En tryckgradient finns mellan CSV och det vendsa blodet som mojliggor att CSV
kan floda ut fran CNS.

Den koroidala sekretionen av CSV sker 1 2 steg dir det forsta steget dr plasma som passivt
filtreras frdn de koroidala kapilldrerna till det koroidala interstitiella utrymmet. Detta sker
genom en skillnad i tryck mellan de tvd utrymmena (1). Aktiv transport av joner som till
exempel Na+ och Cl- fran det interstitiella omradet till ventrikuldra lumen &r det andra steget.

Detta sker genom det koroidala epitelet och involverar bland annat jonbdrarmembranproteiner

(D.



2.2 Klinisk betydelse av cerebrospinalvatska

Analys av cerebrospinalvitskans forekommande biomarkdrer sdsom bilirubin och
hemoglobinderivat &r viktig vid diagnostik av subaraknoidalblodning och neurologiska
sjukdomar. Detta eftersom fordndringar 1 dess koncentration av olika biomarkorer eller
forekomst av celler kan tyda p4 till exempel inflammation, metabola sjukdomar eller tumérer.
Vid neurologiska forandringar kan bade cellantal och proteinhalt i CSV oka (2). Exempelvis
kan en 6kning av albuminkoncentration tyda pa skada i blod-hjdrnbarridren. Vanligtvis i

samband med olika utredningar ska CSV undersokas mikroskopiskt for cellforekomst (2).

Subaraknoidalblddning &r ett tillstdnd som uppvisar symtom som huvudvirk, illamaende,
nacksmérta, ljuskédnslighet, medvetandeforlust och kramper (3). Vid misstanke om
subaraknoidal blodning &r vanligtvis den forsta undersokningen ofta datortomografi (CT) av
hjdrnan. Om undersdkningen gors inom 6 timmar efter symtomdebut kan den uppticka nistan
100% av alla subaraknoidalblodningar, men efter 24 timmar sjunker den till omkring 90%. Vid
stark misstanke om subaraknoidalblodning trots negativ CT utfors en lumbalpunktion for att
analysera cerebrospinalvitskan (3). Det som undersdks &r ndrvaro av bilirubin och
oxyhemoglobin. Férekomst av dessa markdrer tyder pa att det har varit en blodning. Darigenom
analys av bilirubin och oxyhemoglobin avgdrande for att kunna snabbt och korrekt stilla

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

Snabb diagnostik och efterfoljande behandling 4dr avgorande for att forbéttra patientens
prognos. I samband med en blddning i CNS kommer erytrocyter in i subaraknoidala rummet

dér de lyseras, varefter det frigdrs oxyhemoglobin som omvandlas till bilirubin (3).

2.3 Bilirubin och hemoglobinderivat i cerebrospinalvitska
Bilirubin dr en endogen slutprodukt som bildas vid nedbrytning av hemoglobin fran lyserade

erytrocyter. I samband med att erytrocyter bryts ned i mjélte och lever omvandlas hem forst
till biliverdin och direfter till bilirubin. Det nybildade bilirubinet dr vattenldsligt och
transporteras 1 blodet bundet till albumin, vilket kallas okonjugerat (indirekt) bilirubin. I levern
omvandlas det sedan till vattenldsligt konjugerat (direkt) bilirubin som kan utsondras via gallan
).

De viktigaste hemoglobinderivaten dr oxyhemoglobin, deoxyhemoglobin, karboxihemoglobin
och methemoglobin. Hemoglobinderivaten skiljer sig at beroende pa vilken molekyl som é&r

bunden till jarnet 1 hemgruppen eller vilket oxidationstillstdnd jérnet har. Dessa skillnader gor



att varje derivat far ett karakteristiskt absorptionsspektrum som kan identifieras med

spektrofotometri (5).

2.4 Spektrofotometrisk analys av cerebrospinalvitska

Analys av CSV fungerar som ett viktigt diagnostiskt verktyg d& forekomsten av bilirubin och
hemoglobinderivat kan da pévisas med spektrofotometri. I samband med en blodning i
subaraknoidalrummet hamnar erytrocyter i CSV och borja hemolysera efter 30 minuter, vilket
gor att hemoglobinderivat frigérs i CSV och kan visas i1 en spektrofotometrisk
absorptionskurva. Omvandlingen av hemoglobinderivat till bilirubin tar ca 12 timmar efter
blodning for att bilda den méangd bilirubin som krivs for att kunna pédvisas med

spektrofotometri (6).

I samband med spektrofotometrisk ananlys av CSV ses vanligtvis en tydlig absorptionspeak
vid cirka 415 nm, som orsakas av forekomst av hemoglobinderivat. Till hoger om
hemoglobintoppen finns ofta ett bredare absorptionsband som motsvarar bilirubin. Vid
diagnostik av subaraknoidalblodning anses spektrofotometrisk analys av CSV vara mer
tillforlitlig dn visuell bedomning. Studier har visat att xantokromi, det vill séga gulaktig
missfargning av cerebrospinalvétskan orsakad av bilirubin fran nedbrutet blod, inte alltid kan
upptickas med blotta 6gat. Spektrofotometri mojliggdr ddremot en mer kénslig och objektiv

identifiering (6).

Bilirubin ér ljuskénsligt och kan brytas ner vid exponering av ljus. Dérfor rekommenderas det
att CSV prover skyddas frin ljus fore analys (3). Bilirubin och oxyhemoglobin &r stabila i upp

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

2.5 Spektrofotometerns metodprincip och funktion

Metoden spektrofotometri anvénder sig av &mnenas formaga att kunna transmittera, absorbera
eller reflektera ljus. Allt detta sker vid en specifik vdglingd for varje dmne (7). En
spektrofotometer méter ett &mnes formaga att interagera med ljus. Metoden bygger pa att ljus
som passerar genom ett prov kan transmitteras, reflekteras, spridas eller absorberas och detta
paverkar den uppmitta absorbansen (7). I samband med absorbansmétning kvantifieras
méngden ljus som det specifika dmnet absorberar. Méngden absorberat ljus dr proportionell
mot dmnets koncentration. Ju mer ljus som absorberas (hdgre absorbans), desto hogre ar

koncentrationen av dmnet (7).



En spektrofotometer bestar huvudsakligen av en ljuskélla, en monokromator, provbehallare
och en detektor. En ljuskilla bestiende av deuteriumlampor och en vitelampa anvinds
vanligtvis som en UV-ljuskilla. For synligt ljus anvinds vanligtvis en volframlampa (7).
Funktionen av en monokromator &r att skapa monokromatisk strilning frén polykromatisk
stralning. Vagliangderna av dessa stralningar kommer att Gversattas till mycket smala band (7).
Provhéllare dr i en kyvett som oftast har en standardlangd pa 1 cm dér provet analyseras.

Funktionen av detektorn &r att registrera ljussignalerna, dvs méita absorbansen (7).

En spektraskanning innebir att mitning av absorbans sker vid ett intervall av vagldngder (ofta
350-650). Detta for att kunna identifiera alla absorptionstoppar som dr av intresse. Dessa

absorptionstoppar kan ses vid till exempel nédrvaro av bilirubin i cerebrospinalvitska (8).

For undersokning av en spektrofotometers stabilitet utfors en sa kallad méitning av en baslinje.
I samband med baslinjemitning analyseras instrumentets absorption vid olika vaglangder.
Baslinjemétning dr baserad pé absorptionsmitning av vatten det vill sdga frinvaro av ett prov.
Detta ger vanligtvis en absorbans pa noll da métningen sker dér ingen absorption av analyten
sker (9). Baslinjedrift kan orsakas av till exempel temperaturfordndringar i ljuskillan.

Baslinjedrift uppstar nér lutningen pé absorptionskurvan dr ojimn och har tydliga lutningar (9).

2.6 Precision och kvalitetssikring

Begreppet precision anvinds for att beskriva mitningars kvalitet d4 métningar paverkas av
slumpmassiga fel. Precision beskriver hur vil upprepade métningar stimmer Overens med
varandra vid analys av ett prov. Detta innebér att provet analyseras med samma metod och

under samma forhéllanden vid varje analystillfdlle (10).

Kvalitet och noggrannhet sikerstills genom att hantera tre olika huvudfaser i en analysprocess.
Detta utgdrs av preanalytiska, analytiska och postanalytiska faktorer och omfattar allt fran
provtagningen till rapporteringen av resultaten. For att uppna hog kvalitet for analyser &r det
viktigt att folja standardiserade och viletablerade rutiner som: rdtt provhantering som
insamling, mérkning, forvaring, transport och kontroller (11). Interna kontroller anvinds for
att overvaka tester och upptéicka fel, med bade positiva och negativa kontroller, dokumentation
och korrigerande atgérder vid avvikelser. Det dr av ytterst vikt att analyser dr reproducerbara
for att sdkerstélla tillforlitliga och jamforbara resultat 6ver tid och mellan laboratorier (11).

Infor inférandet av nya analyser eller utrustning, méste laboratoriet verifiera prestandan for att



sdkerstdlla att den fungerar som forvintat 1 den egna miljon. Verifiering dokumenteras i en

rapport med tydliga kriterier for vad som rdknas som godkénd prestanda (11).

Bilirubin i CSV bryts successivt ner, vilket gor att analysen blir mindre tillforlitlig ju ldngre tid
har géatt efter en subaraknoidalblodning. For att uppna hog traffsédkerhet rekommenderas det att
provtagning gors inom ett tidsfonster pd ca 12 timmar efter subaraknoidalblédning. Detta
eftersom bade for tidig och for sen analys kan ge osdkra resultat. Otillracklig eller fel
kalibrering av spektrofotometri kan ge fel i véglingdsbestimningen och didrmed felaktigt

matresultat (6).



3. Syfte

Syftet med studien var att verifiera spektrofotometern Cary 60 UV-vis fran Agilent for analys
av bilirubin och hemoglobinderivat i cerebrospinalvitska. Syftet var dven att jamfora

instrumentet med den kvalitetssdkrade spektrofotometern Genesys 10s fran Thermo Scientific.

Fragestéllning

Kan spektrofotometern Cary 60 UV-vis ersétta Genesys 10s?



4. Material och metod

Studien genomfordes pa Kliniska kemiska laboratoriet vid Varnamo sjukhus i Region

Jonkdpings lén.

Detta ér en kvantitativ experimentell studie vars syfte var att verifiera spektrofotometern Cary
60 UV-vis genom jamfOrelse av analysresultat erhédllna frdn métningar fran tvd olika

spektrofotometrar.

4.1 Provmaterial

4.1.1 Patientprover
Sammanlagt 31 rutin CSV-patientprover analyserades i ramen av studien. Dessa prover
insamlades vid laboratorierna pd Vérnamo sjukhus, Linssjukhuset Ryhov och

Hoglandssjukhuset Eks;jo.
4.1.2 Prover med tillsatt analyt

Utover patientprover anvindes 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 innehdll bilirubin och blod och ett prov

inneholl endast bilirubinkontroll.

4.2 Datainsamling

Analys av precision samt vaglangd- och absorbansriktighet utférdes pé spektrofotometern Cary
60 UV-vis (Agilent, Santa Clara, USA). Baslinjestabilitet, analys av patientprover samt prover
med tillsatt analyt utfordes pad den nya spektrofotometern Cary 60 UV-vis och pé den
nuvarande spektrofotometern Genesys 10s (Thermo Scientific, Waltham, USA).

Spektraskanningen utférdes inom végliangdsintervallet 350- 600 nm.

Alla absorbanskurvor avléstes specifikt vid vaglangden 415 nm eftersom oxyhemoglobin har
sin hogsta absorbanstopp vid 415 nm. Bilirubin kan dven ge utslag vid 415 nm men den har

inte sin hdgsta topp dir utan den har sin hogsta topp vid 450—-460 nm (6).



4.2.1 Baslinjestabilitet
For analys av baslinjestabilitet anvidndes avjoniserat vatten (Milli-Q CLX 7120, Sigma-
Aldrich, Burlington, USA). Baslinjestabilitet utfordes en gang dér avjoniserat vatten

analyserades 10 ganger i foljd. En baslinje skapades varje ging innan analys av prover.
4.2.2 Precision

For utvéirdering av spektrofotometerns precision (reproducerbarhet) analyserades ett CSV-prov

10 ganger.
4.2.3 Vagliangdsriktighet och absorbansriktighet

Atta stycken optiska filter (Medelco, Mississauga, Kanada) anvindes for analys och
utvirdering av riktigheten for vaglingderna och absorbanserna. Filter 1 anvidndes for
nollstillning av spektrofotometern vid de olika vaglangderna. Filter 2 anvéndes for métning av

stroljus vid 350 nm och transmittans, vilket bor ligga under 0,1% T.

Filter 3 anvédndes for analys av véglingdsriktighet med kdnda vaglingder mellan 360,93-
536,47 nm med en osdkerhet pa 0,20 nm. Tillaten avvikelse fran filtrets avsatta virde ar +1

nm.

Filter 4-8 anvindes for analys av absorbansriktigheten for kéinda absorbansvirden mellan
0,280- 1,652 med en osédkerhet pad +0,003 for filter 4;- £ 0,005 for filter 5;- +0,009 for filter
6;- £0,012 for filter 7 och £0,016 for filter 8.

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

inte vara storre dn 2% frén det avsatta vardet.
Dessa filter fungerade som kontroller for vaglangderna och absorbanserna.
4.2.4 Analys av patientprover

Sammanlagt analyserades 31 CSV-prover 1 ramen av studien. I samband med ankomst av
provet till laboratoriet hade alla prover optiskt bedomts och klassificerats. Farglosa prover
(n=19) har Kklassificerats som prover med ldg koncentration av bilirubin och
hemoglobinderivat. Prover vars farg bedomdes som gul/rdd har klassificerats som prover med
hog koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat (n=12). For spektrofotometrisk analys
har absorbansvdrden under 0,025 klassificerats som prover med ldga koncentrationer av
bilirubin och hemoglobinderivat. Prover med absorbansvdrde pd 0,025 eller mer har

klassificerats som prover med hog koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat.



4.2.5 Prover med tillsatt analyt

Ett EDTA-blodprov som var éver 30 timmar gammalt anvéndes for att bereda prover med
tillsatt analyt 1 form av hemoglobinderivat. Provet behdvde vara 6ver 30 timmar gammalt da
cellerna behovde ha hemolyserats innan anvindning. Hemolyserat blod var nodvandigt da det

var hemoglobinderivaten i CSV som skulle analyseras.

Blodprovet centrifugerades i 5 minuter vid 1000 g och plasman pipetterades bort. Kvarvarande
blodceller spdddes med avjoniserat vatten for att lysera erytrocyterna enligt foljande
spadningar: 1:1000, 1:2000, 1:4000 och 1:8000. Dessa prover bereddes for att analysera

koncentrationen av hemoglobinderivat.

Avjoniserat vatten och blod med spddningen 1:2000 spidddes med bilirubinkontroller.
Spéddningarna for bilirubinkontrollerna var 1:50, 1:33, 1:25 och 1:20. Detta anvindes for att

analysera koncentrationerna av béde bilirubin och hemoglobinderivat.

Ett prov innehéllande avjoniserat vatten och bilirubinkontroll med spédningen 1:20 bereddes

for att analysera bilirubin koncentrationen.

4.3 Databearbetning

Insamlad data bearbetades och grafer skapades med hjidlp av dataprogrammet Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) version 31 (IBM, Illinois, Usa). Det var svart att
bedoma om materialet var normalfordelat da det var fi antal prover. Berdkning av deskriptiv

statistik, korrelationsanalys samt Bland-Altman test utférdes med hjilp av SPSS.

Pearsons korrelationsanalys utfordes for att utvéardera det linjara sambandet mellan méatvirdena
erhdllna frén de 2 olika spektrofotometrarna. Bland- Altman-test utfordes for utvirdering och

bedomning av de 2 kvantitativa mdtmetodernas dverensstimmelse.

For utvirdering av precision berdknades variationskoefficienten (CV%), vilket bor vara < 2%.

Detta gjordes endast for Cary 60 UV-vis.

For utvérdering av statistisk signifikans anvindes Wilcoxon signed-rank test.



5. Etiska overviaganden

Alla patientprover som analyserades i ramen av studien var sparade CSV- prover fran Vérnamo
sjukhus, Lanssjukhuset Ryhov och Hoglandssjukhuset Eksjo. Proverna har pseudonyimserats
och ett nummer eller en bokstav har anvénts istéllet for personuppgifter. Detta gjordes i syfte
att skydda patienternas integritet, sa att proverna inte var identifierbara vid analys. En etisk

granskning gjordes (bilaga 1).

6. Tillkinnagivanden

I examensarbetet har ChatGPT (Open Al, San Francisco, USA) anvénts for grammatisk

kontroll.
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7. Resultat

7.1 Baslinjestabilitet och precision

Medelviardet (Mv) av absorbansen for baslinjestabilitet for Genesys 10s var -0,0008 A och
standardavvikelsen var 0,00063 A. For baslinjestabilitet pd Cary 60 UV vis blev medelvérdet

for absorbansen 0 A och standardavvikelsen 0 A.

For berakning av precisionen for Cary 60 UV-vis analyserades ett prov (absorbans 1,299 A)
10 ganger (bilaga 2). CV%-t for métningarna blev 0,06%.

7.2 Vagliangdsriktighet och absorbansriktighet
Dem uppmiitta resultaten for viglangdsriktighet avvek med under =1 nm frdn dem kénda
vaglangderna. Resultaten som uppmdttes for absorbansriktigheten 1ag under 2% fran den kdnda

absorbansen.

7.3 Patientprover och prover med tillsatt analyt

Medianen samt minimum- och maximumvérde beriknades for prover med 1&g respektive hog
koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat samt f6r prover med tillsatt analyt (tabell I).
Resultaten delades upp i laga och hoga vérden for att se hur spektrofotometrarna presterar i
jamforelse med varandra vid hoga och ldga varden. Absorbansvérden 6ver 0,025 A bedomdes

som hog koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat.

11



Tabell I. Medianen samt minimal- och maximalvéarden for spektrofotometrarna Genesys10s och Cary
60 UV-vis vid l4g och hog koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat samt prov med tillsatt

analyt,

Koncentration av analyt | Genesys10s

Md (min-max)

Cary60UVvis

Md (min-max)

Lag koncentration
n=19

Hog koncentration
n=12

Tillsatt analyt

n=9

0,013 (0,009-0,024)

1,006 (0,212-2,042)

0,1575 (0,027-3,000)

0,015 (0,010-0,023)

0,157 (0,031-2,828)

1,025 (0,215-2,014)

7.3.2 Verifiering av 6verensstimmelse mellan spektrofotometrarna

Korrelationsanalysen for prover med lag koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat

visade ett r-virde pa 0,929 och ett R? pi 0,863 (figur 1A). Prover med hog koncentration av

bilirubin och hemoglobinderivat uppvisade ett r-virde pa 0,999 och ett R? — virde p4 0,999

(figur 1B). Korrelationsanalysen for prover med tillsatt analyt visade ett r-varde pa 0,999 och

ett R? — virde pa 0,998 (figur 2).

A)

Korrelation mellan spektrofotometrar vid analys:

v prover med I3g koncentration bilirubin och
it

a
hemoglobinderivat

CaryB0UVvis

Genesys10s

CaryS0UVvis

B.)

Korrelation mellan spektrofotometrar vid analys av prover med hig koncentration bilirubin och

hemoglobinderivat

Genesys10s

Figur 1. Korrelationen mellan spektrofotometrarna Genesys 10s och Cary 60 UV vis vid analys av
cerebrospninalvitska med A.) 14g koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat (n= 19) och B.)
prover med hog koncentration bilirubin och hemoglobinderivat (n=12).
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Korrelationsanalysen for prover med tillsatt analyt visade ett r-viirde pa 0,999 och ett R? —

varde pa 0,998 (figur 2)

Korrelation mellan spektrofotometrar vid ananlys av prover med tillsatt analyt

Cary60UVvis

00 50 1,00 1,50 2,00 2,50

Genesys10s

Figur 2. Korrelationen mellan spektrofotometrarna Genesys 10s och Cary 60 UV vis vid analys av
prover med tillsatt analyt (n=9).

Bland-Altman- analys utférdes pa prover med lag (n=19) och hog (n=12) koncentration av
bilirubin och hemoglobinderivat och prover med tillsatt analyt (n=9). For prover med lag
koncentration av bilirubin och hemoglobinderivat berdknades medelvirdet av differensen
mellan absorbansvirdena vara -0,0013, 6vre grinsen=0,00121 och nedre grinsen= -0,00381
(figur 3). For prover med hog koncentration bilirubin och hemoglobinderivat berdknades
medelvirdet av differensen mellan absorbansvérdena vara 0,0178, ovre gransen=0,1616 och
nedre griansen= -0,126 (figur 4). For prover med tillsatt bilirubin och hemoglobinderivat
berdknades medelviardet av differensen mellan absorbansviardena vara -0,0238, Ovre

gransen=0,030 och nedre grinsen= -0,078 (figur 5)
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Bland- Altman- analys fér prover med lag koncentration bilirubin och hemoglobinderivat
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Figur 3. Skillnaden mellan absorbansvardena(diff) for proverna med l4g koncentration bilirubin och
hemoglobinderivat mellan spektrofotometrarna (y-axeln) och medelvirdet for absorbansvérdena (x-
axeln) for respektive prov (n=19).

Bland-Altman-analys fér prover med hég koncentration bilirubin och hemoglobinderivat
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Figur 4. Skillnaden mellan absorbansvardena(diff) for proverna med hog koncentration bilirubin och
hemoglobinderivat mellan spektrofotometrarna (y-axeln) och medelvérdet for absorbansvérdena (x-
axeln) for respektive prov (n=12).
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Bland-Altman-analys fér prover med tillsatt bilirubin och hemoglobinderivat
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Figur 5. Skillnaden mellan absorbansvirdena(diff) for proverna med tillsatt analyt mellan
spektrofotometrarna (y-axeln) och medelvérdet for absorbansvirdena (x-axeln) for respektive prov
(n=9).

Vid Wilcoxon signed-rank test var p-vérdet for prover med lag koncentration 0,001, p-vérdet
for prover med hog koncentration var 0,722 och p-virdet for prover med tillsatt analyt var

0,038.
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8. Diskussion

Studiens syfte var att verifiera spektrofotometern Cary 60 UV vis for analys av bilirubin och
hemoglobinderivat i cerebrospinalvitska. Detta gjordes genom jdmforelser med den
kvalitetssdkrade spektrofotometern Genesys 10s for att sidkerstilla tillforlitliga matningar 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 pa 0,06%. Ett CV pa
under 10% rdknas generellt sdtt som acceptabelt (12). For Genesys 10s indikerar
baslinjestabiliteten ldg variation, vilket tyder pa god instrumentell stabilitet. Ddremot saknas
en direkt utvirdering av reproducerbarheten for Genesys 10s genom upprepade provmétningar,
vilket begrinsar mdjligheten att fullt ut jimfora precisionen mellan instrumenten. Den
observerade skillnaden 1 baslinjestabilitet och den dokumenterade precisionen for Cary 60 UV-
vis kan bidra till de variationer som observerades i metodjamforelsen, sdrskilt vid liga

koncentrationer ddr smé absoluta skillnader far storre relativ betydelse.
8.1.2 Viaglangdsriktighet och absorbansriktighet

Vid analys av filter for viglingds- och absorbansriktighet, vilka anvéndes som kontroller, 1ag
samtliga uppmitta virden inom de acceptabla granserna. Detta innebar att kontrollerna var
godkénda och indikerar att spektrofotometern uppvisar god riktighet. Dadrmed kan instrumentet
anses kunna leverera tillforlitliga métningar av bade vaglangd och absorbans, vilket dr en viktig

forutsattning for korrekt kvantifiering av bilirubin och hemoglobinderivat.
8.1.3 Verifiering av overensstimmelse mellan spektrofotometrarna

Virden for R? bor ligga dver 0,9 (13). Prover med hdg koncentration och prover med tillsatt
analyt 14g 6ver 0,9 men inte prover med ldg koncentration. Ett R? -viirde pa 0,863 for prover
med lag koncentration ger en oforklarad variation pa 13,7 %. Detta dr ett hogre vérde jamfort
med en variation pa under 10 % (13). Dessa resultat innebar mindre tillforlitlighet nir det géiller

analys av prover med lag koncentration.

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

hade négon statistik signifikans. Antalet prover kan 1 vissa fall paverka p-virdet (14). Ju fler
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prover desto mindre risk for slumpmaissiga fel (14). I detta fall ar det fa prover, vilket gor att

p-vérdet kan ge osdkra resultat.

Bias for alla prover var néra noll och med grénser mellan 0,1616 och -0,126, vilket tyder pa

god overensstimmelse med minimala skillnader 1 métvirdena.

Bland-Altman-analysen for prover med hog koncentration visade en lag relativ bias mellan
metoderna, vilket indikerar god dverensstimmelse avseende den genomsnittliga skillnaden.
Trots att limits of agreement var relativt breda i absoluta termer, motsvarade detta en mindre
variation i forhédllande till matvéirdenas storlek. Detta innebér att den relativa precisionen &r

battre vid hogre koncentrationer.

En okad spridning observerades dock vid de hogsta koncentrationerna, vilket tyder pd viss
heteroskedasticitet och en koncentrationsberoende variation mellan metoderna. Trots detta
bedoms metoderna vara kliniskt jamforbara vid hoga koncentrationer, dd den relativa
variationen dr begriansad och sannolikt inte paverkar kliniska beslut i samma utstrickning som

vid laga nivaer.

8.2 Metoddiskussion

Dem patologiska patientproverna som analyserades under studien hade forvarats i frysen i -
80°C i cirka 2 ar. Det diskuterades om detta eventuellt kunde vara ett problem men efter att ha
jamfort viardena som uppmattes pa Lanssjukhuset Ryhov for 2 ar sedan och dem uppmétta

véirdena under studien visade det sig att resultaten stimmer dverens med varandra.

Detta tyder pé att bilirubin och hemoglobinderivat héller sig stabila i denna forvaringsmiljo
samt skyddade mot solljus. Det har dven pavisats i en tidigare studie att bilirubin haller sig

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

For att sikerstélla ett standardiserat arbetssétt har alla prover hanterats pa samma sétt oavsett
om koncentrationen bilirubin och hemoglobinderivat ér lag eller hog. Bade dem patologiska
patientproverna och proverna med ldg méngd bilirubin och hemoglobinderivat fick tina upp i
20 minuter, da dem varit frysta. Alla prover fick dven vagga 1 3 minuter efter upptiningen. Dem
forvarades under en kartong under bdde upptiningen och bearbetningen av proverna for att

skydda dem mot solljus.

Till en borjan bereddes proverna med tillsatt analyt endast med avjoniserat vatten 1 stillet for
cerebrospinalvitska. For att sdkerstdlla att avjoniserat vatten med bilirubin eller blod ar

representerbart for patologiska cerebrospinalvitskeprover, sé gjordes dven spikade prover med
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csv dér bilirubin eller blod gradvis tillsattes och analyserades. Detta for att en tydlig topp skulle
synas vid 415 nm. Efter att detta gjordes kunde det sédkerstéllas att avjoniserat vatten kan
anvindas i stéllet for cerebrospinalvétska for prover med tillsatt analyt. Det gjordes endast for
att visa att resultaten dverensstimmer och en topp uppstar vid 415 nm oavsett om CSV eller

avjoniserat vatten anvéands. Detta innebdr att datan fran CSV med tillsatt analyt inte sparades.

I slutet av det laborativa arbetet kontrollerades alla absorbanskurvor for att konstatera om det
fanns tydliga absorbanstoppar eller inte for dem patologiska proverna och dem spikade
proverna. Det konstaterades dven att det inte fanns nédgra tydliga toppar for patientproverna

med 1ag mangd bilirubin och hemoglobinderivat.

8.2.1 Felkillor

Vid analys av prover med en gul eller rod nyans uppmitte Cary 60 UV-vis laga
absorbansvirden under 0,025. Genesys 10s visade absorbansvirden 6ver 0,025 vilket tyder pa
ett patologiskt prov. Spektrofotometrarna gav olika absorbansvirden di deras strdlgdngar
ligger olika hogt upp 1 instrumentet. Detta gjorde att prover i Genesys10s hamnade 1 korrekt
lage, sa ljuset kunde ga igenom prover men inte i Cary 60 UV-vis eftersom stralgangen lag
hogre upp. Det resulterade 1 att ingen absorption av provet méttes dé kyvetten 1&g for 1agt ner.
Problemet lostes genom att hoja provet till ett l4ge dir stralgdngen ligger sa att ljuset kan

passera genom provet.

Nar CSV-proverna skulle analyseras sa overfordes provet till en kyvett. Denna kyvetten kan
ha statt framme i rumstemperatur i ljus under en liangre period eftersom vissa prover behovde
analyseras flera gdnger. Detta dr inte ldmpligt da specifikt bilirubin dr ljuskénsligt (3). Detta
innebdr att pd den spektrofotometern som proverna analyserades pa forst kan ha gett andra

virden jamfort med spektrofotometern som anviandes senare.

8.2.2 Forslag till forbittringar

For att ytterligare forbattra arbetet 1 framtiden skulle urvalet ha behovt vara storre da urvalet
var ganska litet i denna studie. Detta gjorde att statistiken som till exempel Bland-Altman var
svérare att tolka dd det var ganska fd prover och det rickte med att ett prov lag utanfor

acceptabla grinserna for att det skulle paverka resultatet markbart.

18



9. Slutsats

Resultatet visar pd god reproducerbarhet for baslinjestabilitet for bdda spektrofotometrarna
med medelvirden och standardavvikelser nédra noll. Analys av precision visade pa ett [agt CV%
pa 0,06%. R-vérdena lag alla dver 0,9 vilket tyder pa mycket stark positiv korrelation mellan
dem tva spektrofotometrarna. R? -virdena 13g dver grinsen 0,99 forutom for prover med lag
koncentration som hade ett virde pa 0,863 vilket tyder pa 13,7 % oforklarad variation. Bias for
alla prover var néra noll och med grianser mellan 0,1616 och -0,126. Felkdllor som kan ha

paverkat resultaten dr fa antal prover.

Vidare bedoms det att spektrofotometern Cary 60 UV-vis kan inforas i rutinverksamhet och

ddrmed ersitta Genesys 10s.
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12. Popularvetenskaplig sammanfattning

Cerebrospinalvitska &r en klar vitska som finns kring ryggmérgen och hjarnan. En av dess
uppgifter dr att skydda det centrala nervsystemet. Det kan uppsta blodningar i hjdrnan som gor
att blod kommer ut i cerebrospinalvétskan. Bilirubin och hemoglobinderivat d&r &mnen som
frislapps vid nedbrytning av roda blodkroppar i blodet. Dessa kan upptickas med en
spektrofotometer som maéter absorbansen av ett prov. Absorbansen dr proportionell mot provets
koncentration.

Syftet med studien var att underséka om spektrofotometern Cary 60 UV-vis kan ersitta
laboratoriets nuvarande spektrofotometer vid analys av bilirubin och hemoglobinderivat i
cerebrospinalvitska. Prover med ldg och hdg koncentration har anvénts samt har
spektrofotometerns forméga att uppmata liknande virden vid upprepande métningar av samma
prov undersokts.

Resultaten visade ett tydligt samband mellan de tva spektrofotometrarna och att de maéter
liknande virden vid analys av samma prov. De tva instrumenten visar god dverensstimmelse
med varandra.

Utifran resultaten kan slutsatsen dras att den nya spektrofotometern kan ersétta den nuvarande

spektrofotometern

13. Bilagor
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att de e kan identifieras efterdt (Inklushee smd forutsittningar for s& kallad

bakkinges sdentfikation)? g D
21 Om anomymisering ir utiovat, finas rutiner for att sakersthlls detta? ® 0O
22 tns det tydliga rutiner Bir att siikerstidlla hantering av insamiat datamaterial = O

onligt GOPR?

23 Finns gt skl 311 erbjuca deltagarna att £ ta del av examensarbetels D D
resultat?

Ovansthende frigor under dol B 5r noga g gdrgna, ingsendigt b de och disk de med handled

W

oo

R

anonmen  \arnamo, 21/5- 2024

Underskrift Student Undersirift Handledare

Maria Al fvh MUDT)Q /L Hon

Underskeift Examinator
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_ standardavvikelse

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

medelvarde

x 100=

0,00078
1,2979

x 100= 0,06%
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