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Abstrakt

Med denna studie har malet varit att ta reda pa om den automatiska cellrdknaren Sysmex
XE-5000 kan anvéandas som sallningsinstrument i samband med skistocytrakning. | blo-
det finns tre olika blodcellstyper dessa ar leukocyter, erytrocyter och trombocyter. Vid
olika sjukdomstillstand kan det forekomma olika morfologiska avvikelser hos erytrocy-
terna. En av dessa avvikelser ar skistocytos som ger sig till kanna vid till exempel trom-
botisk trombocytopen purpura och hemolytiskt uremiskt syndrom.

Syftet med studien var att jamféra den automatiska cellrdknaren Sysmex XE-5000
skistocytprocent (FRC%) med den manuella mikroskoperingens skistocytprocent. Malet
var att ta reda pa om man i rutinarbetet kunde anvénda sig av den automatiska cellrak-
narens FRC% istéllet for den manuella mikroskoperingen, som kréver erfarenhet och tid.

Studien har genomforts genom att proverna forst analyserades pa den automatiska cell-
raknaren Sysmex XE-5000 och sedan beddmdes proven i mikroskop. Den automatiska
cellrdknarens resultat och det mikroskop beddmda svaret jamfordes statistiskt.

Resultatet av studien visar att man kan anvénda den automatiska cellraknaren Sysmex
XE-5000 for att salla bort negativa resultat, med en FRC% (skistocytprocent) under 0,5.
Sysmex hade dock en tendens att dverskatta skistocytantalet och darfor bor positiva re-
sultat med en FRC% (skistocytprocent) dver 0,5 alltid mikroskoperas.

Sprak: Svenska Nyckelord: Skistocytos, automatisk
cellrdknare, erytrocytavvikelse,
metodjamforelse, FRC%
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Tiivistelma

Opinndytetyon tavoitteena oli selvittd4 voidaanko seulontavélineend skistosyyttilasken-
nan yhteydessa kdyttad automaattista solulaskijaa Sysmex XE-5000. Veresta 16ytyy kol-
mea eri verisolutyyppid, néitd ovat leukosyytit, erytrosyytit ja trombosyytit. Erilaisissa
tautitiloissa voi esiintya erilaisia poikkeavuuksia erytrosyyttien morfologiassa. YKksi
naistd poikkeavuuksista on skistosytoosi, joka ilmenee esimerkiksi tromboottisessa
trombosytopeenisessa purppurassa ja hemolyyttisessa ureemisessa oireyhtymassa.

Opinnétetyon tarkoituksena oli vertailla automaattisen solulaskijan Sysmex XE-5000:n ja
manuaalisen mikroskopoinnin skistosyyttiprosenttia (FRC %) keskendén. Tavoitteena oli
selvittdd, voisiko rutiinityossa kayttdd automaattisen solulaskijan skistosyyttiprosenttia
(FRC %), paljon kokemusta ja aikaa vaativan manuaalisen mikroskopoinnin sijaan.

Selvitys toteutettiin ensin analysoimalla naytteet automaattisella solulaskijalla Sysmex XE-
5000:11a ja sen jalkeen tarkastelemalla naytteet mikroskoopilla. Tilastollisilla menetelmilla
pystyttiin vertailemaan automaattisen solulaskijan antamia tuloksia ja manuaalisella mikro-
skopoinnilla arvioituja tuloksia.

Opinnaytetyon tulos osoittaa, ettd automaattista solulaskijaa Sysmex XE-5000 voidaan kayt-
taa negatiivisten tulosten karsinnassa, jossa FRC % (skistosyyttiprosentti) on alle 0,5. Sys-
mexilla oli kuitenkin taipumusta skistosyyttimaaran yliarvioimiseen ja siksi FRC% olleessa
yli 0,5 pitéisi aina mikroskopoida.

Kieli: Ruotsi Avainsanat: Skistosyytoosi, automaattinen
solulaskija, punasolupoikkeavuus,
menetelmavertailu, FRC%
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Abstract

With this study the main goal was to find out if the automatic cell counter Sysmex XE-
5000 can be used as a screening instrument for schistocyte count. There are three differ-
ent blood cell types in the blood, and these are leukocytes, erythrocytes and platelets. In
different disease conditions there may be different morphologic abnormalities in eryth-
rocytes. One of these abnormalities is schistocytosis, which manifests itself for example
in thrombotic thrombocytopenic purpura and hemolytic uremic syndrome.

The aim of the study was to compare the automated cell counter Sysmex XE-5000
schistocyte percentage (FRC %) with the manual microscopic schistocyte count. The
goal was to find out if the automated cell counters FRC % could be used in the routine
work instead of the manual microscopy, which requires experience and time.

The study was accomplished by first analyzing the samples on the automated cell counter
Sysmex XE-5000 and then the samples were assessed under the microscope. The results
from the automatic cell counter and the results from the microscopic assessment were
compared by statistical analysis.

The results of the study show that the automated cell counter Sysmex XE-5000 can be
used to rule out negative results, with a FRC % (schistocyte percentage) below 0.5. Sys-
mex, however, had a tendency to overestimate the schistocyte count and therefore posi-
tive results with a FRC % (schistocyte percentage) over 0.5 should always be assessed
under the microscope.

Language: Swedish Key words: Schistocytosis, automatic cell
counter, abnormal erythrocyte,
method comparison, FRC%
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1 Inledning

| Finland gors arligen miljontals blodbildsundersokningar for att kartlagga cellerna i blodet.
I Finland bestélls laboratorieundersékningarna liten blodbild med trombocyter (B-PVK+T)
och fullstandig blodbild (B-TVK). I undersékningen liten blodbild ingar delundersékning-
arna hemoglobin i blodet, hematokritvérdet, trombocytmangden, leukocytméngden, erytro-
cytmangden, erytrocyternas medelcellvolym (MCV), medelcellhemoglobin (MCH) och
erytrocyternas medelhemoglobinkoncetration (MCHC). Till den fullstandiga blodbilden hér
forutom dessa delunderskningar &dven en differentialrékning av leukocyter. I normala fall
utfors undersokningarna av en automatisk cellrdknare, men nar den automatiska cellrdknaren
inte kan klassificera blodcellerna behdvs aven en mikroskopisk bedémning av det perifera
blodutstryket (Sinisalo & Koski, 2010, s. 2857 — 2859).

Det perifera blodet bestar till stor del av erytrocyter. Erytrocyternas framsta uppgift i krop-
pen &r att transportera syre fran lungorna till resten av kroppen och samtidigt transportera
koldioxid fran kroppen till lungorna. Erytrocyterna kan variera i form, farg och storlek (Har-
mening & Jones eds, 2009, s. 96). Den erytrocytavvikelse vi kommer att ta fasta pa ar frag-
menterade erytrocyter, skistocyter. Dessa &r mekaniskt skadade erytrocyter. Begreppen frag-
menterade erytrocyter och skistocyter anvands parallellt. | respondenternas studie anvands i

fortsattningen framst begreppet skistocyt.

Skistocyter &r erytrocytfragment som kan ses i blodutstryk. Identifiering av skistocyter ar
svart och de systematiska avvikelserna bland observatorerna ar svara att eliminera, eftersom
mikroskopering av skistocyter i praktiken ar tidskrdvande och saknar standardisering. Krite-
rier for skistocyternas beddmning &r fortfarande inte slutligt faststallda (Leseve, et.al., 2011,
s. 344; Leseve, et.al., 2004, s.739; Leseve & Salignac & Lecompete, 2007, s.149)

I nulaget haller Vasa centralsjukhus laboratorieenheten for klinisk hematologi pa att ta i bruk
undersokningen 8368 E-Fragm som referensmetod for rakning av skistocyter i perifert blod-
utstryk. Vart examensarbete &r ett bestallningsarbete fran klinisk hematologi for att ta reda

pa om den automatiska cellraknaren Sysmex XE-5000 kan ersatta denna analysmetod.



2 Syfte

Syftet med vart examensarbete ar att ta reda pa om den automatiska cellrdknaren Sysmex
XE-5000 kan ersatta den manuella metoden for mikroskopering av skistocyter i blodutstryk
for analysen E-Fragm. For att undersoka detta maste respondenterna forst tar reda pa vilka
kriterier en skistocyt bor uppfylla for att raknas som skistocyt enligt den automatiska cell-
raknaren Sysmex XE-5000. Respondenterna maste dven sammanstalla kriterierna for

skistocytrakning vid mikroskopisk beddmning av perifert blodutstryk.

Om respondenterna lyckas faststélla dessa kriterier och kommer fram till att den automatiska
cellréknaren kan ersatta den nuvarande mikroskopiska bedémningen underlattas arbetet vid
klinisk hematologi. Analysprocessen forkortas da genom att tidskravande steg sasom farg-
ning av blodutstryk elimineras. Vid analys pa den automatiska cellrdknaren elimineras risken
att laboratoriepersonalen bedémer skistocyter felaktigt vid mikroskopisk bedémning av pe-
rifert blodutstryk.

Respondenternas fragestallningar ar:

Vilka kriterier bor en erytrocyt uppfylla for att bedomas som en skistocyt enligt interna-
tionella kriterier?

Vilka kriterier har den automatiska cellrdknaren Sysmex XE-5000 for att en erytrocyt skall
raknas som en skistocyt?

Kan mikroskopisk beddmning av skistocyter i perifert blodutstryk ersattas av resultatet

fran den automatiska cellraknaren Sysmex XE-5000 for rakning av skistocyter?

3 Teoretisk bakgrund

| detta kapitel tar respondenterna upp blodets bestandsdelar, erytrocyten och dess utveckling,
vikten av preanalytik vid blodprovstagning, sjalva blodprovstagningen, den automatiska
cellraknaren Sysmex XE-5000, skistocyter samt sjukdomar som kan ge upphov till denna

erytrocytavvikelse.



3.1 Blodet

Blodet ingar i kroppens blodomlopp tillsammans med tva andra enheter, hjartat och blodad-
rorna. Blodets uppgift i kroppen &r att transportera olika substanser, reglera olika processer
i kroppen och skydda manniskan fran sjukdom. Blodet ar en flytande vavnad som bestar av
blodplasma, extracellulér vétska, och fasta element (celler och cellfragment). Med en for-
delning pa cirka 45 % fasta element, bestaende till 99 % av erytrocyter och 1 % av leukocyter
och trombocyter, och cirka 55 % blodplasma. Blodplasma (plasma) bestar av cirka 91,5 %
vatten och cirka 8,5 % proteiner, dessa proteiner kallas plasmaproteiner och kan vara bland
annat albumin, fibrinogen, och antikroppar (Tortora & Derrickson, 2012, s. 728-731). Un-
gefar 92 % av plasman utgdrs av vatten. Darfor ar plasman en utmaérkt transportvag for or-
ganiska och oorganiska substanser som &r vattenldsliga, men daven for plasmaproteinerna
som ar svarlosliga i vatten. Plasmaproteinerna fungerar dven som transportérer for andra

substanser, sasom fettsyror och hormoner (Sand & Sjaastad & Haug & Bjalie, 2006, s.316).

De fasta elementen i blodet bestar av erytrocyter, leukocyter och trombocyter. Erytrocyter
och leukocyter &r hela celler medan trombocyterna &r cellfragment. Leukocyterna kan dven
vidare klassificeras in i grupper utefter deras specifika uppgift och utseende (Tortora & Der-
rickson, 2012, s.731).

De olika grupperna av leukocyter har alla sina specifika uppgifter i kroppens forsvarssystem.
Till skillnad fran erytrocyterna, som utfor sina uppgifter i blodet, anvander leukocyterna
blodet som en transportvag till stallen i kroppen dar det uppstatt en inflammation eller in-
fektion. Da en allvarlig infektion uppkommer frisatts lagrade leukocyter till blodet, sa att
antalet leukocyter snabbt och effektivt okar i blodet. Samtidigt 6kar produktionen av leuko-
cyter sa att den 6kade nivan i blodet kan uppratthallas (Sand, et.al., 2006, s.322).

Trombocyterna bildas i benméargen fran megakaryocyterna. Trombocyterna ar cellfragment
av megakaryocyternas cytoplasma, vilket forklarar varfor trombocyterna saknar kdrna och
formagan att dela sig. Trombocyterna lamnar aldrig blodkéarlen och har en livslangd pa cirka
10 dygn, varefter de bryts ner av makrofager (Sand, et.al., 2006, s.325). Trombocyterna spe-
lar en viktig roll vid blodforlust, da de har en formaga att bilda trombocytpluggar for att
forhindra blodning. Trombocytpluggarna forseglar halen i blodkarlen och frisatter &mnen
som hjalper till vid blodkoagulering (Peate & Nair, 2015, s.13).



3.1.1 Erytrocyter

Erytrocyter, eller aven kallade roda blodkroppar, bildas i benmérgen utifran den hemapoe-
tiska stamcellen som ger upphov till alla blodceller. Dessa stamceller garanterar den konti-
nuerliga konstanta nyproduktionen av blodceller, genom bildningen av férstadier och
omogna blaster som senare delar sig och utmognas. For att klara av detta maste stamcellen
ha en sjalvfornyelseformaga for att inte ta slut och en repopulationsformaga for att fungera
optimalt (Gahrton & Juliusson, 2012, s. 21).

Erytrocyten lever i cirkulationssystemet i cirka 120 dagar, vilket betyder att cirka tre miljo-
ner erytrocyter dor och destrueras i mjalten per sekund. Detta betyder da dven att kroppen
producerar cirka tre miljoner erytrocyter per sekund for att uppratthalla balansen. Erytrocy-
terna utsétts for stort slitage i cirkulationssystemet nar dessa pressas genom kapillarer och
stots mot blodkéarlsvaggar. Erytrocyterna saknar bade DNA och RNA, vilket betyder att de
inte kan producera proteiner som reparerar cellskador. Mogna erytrocyter saknar dven cell-
karna vilket betyder att all produktion sker i benmérgen (Gahrton & Juliusson, 2012, s. 26;
Sand, et.al., 2006, s. 318).

Kroppens produktion av blodkroppar kallas hematopoes och bérjar redan i fosterstadiet. Pro-
duktionen av alla de mogna blodcellerna, erytrocyter, leukocyter och trombocyter, ar starkt
reglerad av den koncentration som redan finns. Fér denna produktion behdvs en fri tillgang
av stamceller och progenitorer samt tillvaxtfaktorer, cytokiner, som signalerar behovet av
utmognaden. Kroppens bildning av erytrocyter kallas erytropoes (Gahrton & Juliusson,
2012, s. 25; Sand, et.al., 2006, s. 318).

3.1.2 Erytropoesen och erytrocytens uppgifter

Erytrocyter saknar karna och kan darfor inte dela sig pa egen hand utan produktionen av
erytrocyter hos vuxna sker i benmargen i platta ben som revbenen, brostbenet och backen-
benet. Hos barn sker produktionen av erytrocyter i rérbenen som senare ersatts med fettvav-

nad och produktionen centreras till revbenen, bréstbenet och béckenbenet. For foster sker
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produktionen av erytrocyter huvudsakligen i mjalten och i levern, men i slutet av fostersta-
diet 6vergar produktionen till benméargen. Nybildningen av erytrocyter utgar fran en persons
kroppsvikt, det bildas cirka 3 x 10° erytrocyter per kilogram dagligen (Sand, et.al., 2006 s.
318; Gahrton & Juliusson, 2012, s. 25).

Erytrocyten utmognas fran den hemapoetiska stamcellen till common myeloid progenitor
vidare till erythroid progenitor. Under dessa skeden kan man inte urskilja erytrocyten fran
de andra cellinjerna. I n&sta mognadsskede till proerytroblast, kan man morfologiskt kdnna
igen att cellen haller pa att utvecklas till en erytrocyt. Proerytroblasten kan genom upprepad
delning ge upphov till hela 16 erytrocyter, dock dor en del celler under processen (kallas
ineffektiv erytropoes). Denna morfologiskt igenkannbara cell &r en relativt stor cell med en
volym pa 10-15 pL men i samband med celldelningen minskar storleken. Utmognaden till
nasta cellskede heter erytroblast. Denna cell kan dven indelas i tre olika utvecklingsskeden.
Dessa ar basofil erytroblast, polykromatisk erytroblast och ortokromatisk erytroblast (i kro-
nologisk ordning) (Gahrton & Juliusson, 2012, s. 25 — 26 s. 22; Rodak & Carr, 2013, s. 13;
Sand et.al., 2006, s. 317).

Under utvecklingen fran erytroblast till retikulocyt minskar cellens volym till en utmognad
erytrocyts storlek (cirka atta pL). Karnan kondenseras och kastas ut ur cellen. Retikulocy-
terna, dven kallad polykromatisk erytrocyt, har &nnu kvar ribosomalt RNA i sig och vid en
speciell fargning och mikroskopiering av cellen kan detta synas. Dock ses inte dessa hos
friska individers blodutstryk. Retiulocyterna utgdr endast en par procent av erytrocyterna i
blodbanan och dessa celler ar pa vag till mjalten for att genomga det sista utmognadssteget
innan de kommer tillbaka ut i blodbanan som mogna erytrocyter. Tiden det tar for erytrocyter
att mogna fran erytroblast &r cirka fyra till fem dagar och den mogna erytrocyten lever i cirka
120 dagar fore den destrueras i mjélten (Gahrton & Juliusson, 2012, s. 25 — 26 s. 22; Rodak
& Carr, 2013, s. 13; Sand et.al., 2006, s. 317).

Under mognadsprocessen fran erytroblast till erytrocyt sker den viktiga syntesen av hemo-
globin. Hos proerytroblaster och basofila erytroblaster &r RNA-syntesen som storst och upp-
hor sedan helt hos ortokromiska erytroblaster. ALA-syntetasaktiviteten, som gor att hem
produceras, ar till en borjan lag men 6kar i den polykromatiska erytroblasten och &r som
storst hos ortokromiska erytroblaster, detta samtidigt som hemoglobin produktionen nar sitt
maximum. Jarnupptaget i erytrocyterna sker till cirka en tredjedel under retikulocytstadiet
och tva tredjedelar under erytroblaststadierna och nar sitt maximum hos de ortokromiska

erytroblasterna under den intensiva hemoglobinsyntesen som sker i detta cellstadium. Det &r
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hem som reglerar bade transkriptionen av mRNA:t for globinkedjorna och ALA-syntetasak-
tiviteten vilket gor att hem och globin &r synkroniserade. Cellmembranet genomgar en om-
strukturering samtidigt som hemoglobinprocessen framskrider inuti cellen, denna omstruk-
turering ger erytrocyten dess formbarhet och sin bikonkava form som behdvs nér den tranger
sig ut ur benmargen och for att kunna na tranga perifera kapillarer (Gahrton & Juliusson,
2012, s.26; Sand et.al., 2006, s. 317).

Regleringen av erytropoesen styrs till stor del av glykoproteinet erytropoetin, Epo, som bil-
das i levern hos foster och till storsta delen i njurarna hos vuxna. Epos existens upptécktes
redan pa 1950-talet, men forst under 1980-talet kunde man borja producera artificiella mang-
der av Epo som var kliniskt anvéndbara. Epo, som é&r ett surt gykoprotein med 166 aminosy-
ror och med en molekylvikt pa cirka 34 kD, klassificeras mera som en hormon &n en cytokin.
Epo bildas av celler som finns i njurarna. Nar vévnaden stracks mindre borjar cellerna pro-
ducera mera Epo eftersom strackningen beror pa hur mycket syrgas som finns kring cellen
samt att andra hormoner kan paverkar produktionen, till exempel Gstrogener minskar pro-
duktionen och testosteron dkar produktionen av Epo. Om syretransporten till njurarna skulle
minska O6kar produktionen av Epo, vilket i sin tur okar nybildningen av erytrocyter. Fran att
njurarna borjar producera mera Epo och det kommer ut i blodomloppet tar det cirka en till
tva dagar fore man kan registrera ett okat antal erytrocyter i blodet (Gahrton & Juliusson,
2012, 5.26 — 27; Sand et.al., 2006, s. 319 — 321).

Som tidigare namnts lever erytrocyterna i cirka 120 dagar i cirkulationssystemet. Efter denna
tid har cellmembranen blivit sa skadad att den mist sin elasticitet och latt brister eller skadas
nar cellen tranger sig genom kapillarer. I mjalten har man extra tranga kapillarer och ofta
brister erytrocyterna dar. De doda erytrocyterna bryts ner av makrofager som finns i mjalten,
benmargen och levern. Makrofagerna avspjalkar jarn och globindelen, det mesta av jarnet
ateranvands till nybildningen av erytrocyter. Resten av hemgruppen ombildas till bilirubin
som levercellerna tar upp och utséndrar med gallan. Nar bilirubinet utséndrats till tarmen
omformeras det av bakterier till fargdmnen som férgar avforingen brun och urinen gul (Sand
et.al., 2006, s. 321).

Erytrocyternas framsta uppgift ar att transportera syre, O., och koldioxid, CO,, i kroppen. En
hemoglobinmolekyl innehdller fyra hemgrupper som har varsin jarnatom. Dessa jarnatomer
kan binda en syremolekyl var, en erytrocyt kan saledes transportera fyra syremolekyler. Med
hjalp av hemoglobinet i erytrocyterna transporterar cellerna O, fran lungorna ut till kroppen

och tar sedan med sig CO,, tillbaka till lungorna for utandning och erytrocyten binder nya
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syremolekyler till sig. O, binder till hemoglobinets jarn del medan CO, binder till proteinde-
len, bindningen av CO, sker lattare om O, har avgetts. Detta betyder alltsa att nar O, avges
fran hemoglobinmolekylens jarn del i kapillarer 6kar molekylens férmaga att binda CO, for
transporten tillbaka till lungorna. Det som styr 6ver hur mycket O, som transporteras ut i
kroppen &r hemoglobinkoncentrationen i blodet, hemoglobinets mattningsgrad och hjértats
minutvolym. Om erytrocyt antalet minskar forsamras aven blodets formaga att transportera
syre och om erytrocyt antalet okar blir blodet tjockare och hjartat far okad belastning (Sand
et.al., 2006, s 317 & s. 370 — 372; Hoffbrand & Moss, 2011, s. 19 — 20).

3.2 Erytrocytavvikelsen skistocytos

Skistocyter &r cirkulerande fragment av erytrocyter eller erytrocyter som mist delar av sitt
cytoplasma. Skistocyter uppkommer ofta som en foljd av mekanisk skada eller onormala
strukturer i hjartat och de stora karlen, till exempel pa grund av en hjartklaffprotes som inte
fungerar optimalt. Sadan mekanisk skada pa erytrocyternas membran uppkommer pa grund
av fibrintradar pa endotelytan och/eller en onormal turbulens i blodet (Leseve, et.al., 2004,
S. 739 — 745; Chalvatzi & Spiroglou & Nikolaidou & Diza, 2013, s. 139 — 199). Den skadade
cellen fortsétter att cirkulera i blodomloppet medan den forsoker laka sina skador, men kom-
mer s& smaningom att avlagsnas i mjalten. Skistocyter kan aven uppkomma vid brannskador
pa grund av att temperaturhéjningen skadar erytrocyternas membran. Onormalt cytoskelett
och av 6mtaligt erytrocytmembran kan dven ge upphov till skistocyter dessa kan vara gene-
tiska eller férvarvade (Zini, et.al., 2012, s. 107 — 116).

Forekomsten av skistocyter i blodet anses avvikande. Dock kan skistocyter dven ses hos
friska individer, men den genomsnittliga procenten ligger pa 0,10-0,20 % (Leseve et.al.,
2007, s. 149-151). Nyfddda kan dven normalt ha en hdgre procent skistocyter, upp till 1,4—
1,9 %, och prematurer har i allméanhet &nnu hogre procent skistocyter, upp till 4,9-5,5 %
(Zini et.al., 2012, s. 107 — 116). Skistocyter i blodet kan tyda pa en majlig trombotisk mikro-
angiopati (TMA) men aven pa andra tillstand sasom mekanisk hemolytisk anemi till foljd av
hjartklaffssjukdom eller en felfungerande hjartklaffprotes, komplikationer vid graviditet och

forlossning (preeklampsi och eklampsi), branskador, metastatisk cancer, megaloblastisk
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anemi, sepsis, disseminerad intravasal koagulation (DIC) (Huh & Chung & Chae, 2013,
s.543) och antifosfolipidsyndrom (CAPS) (Vieregge et.al., 2013).

International Council for Standardization in Hematology (ICSH) har bildat en arbetsgrupp,
the Schistocyte Working Group, som getts i uppgift att utforma rekommendationer for mik-
roskopiering av skistocyter. Enligt ICSH ar skistocyter alltid mindre an intakta erytrocyter
och foljande fragment rdknas: triangelformade erytrocyter, halvmaneformade, hjalmfor-
made erytrocyter (helmet cells) med en amputerad zon, keratocyter och mikrosfarocyter.
Dock raknas mikrosfarocyter endast om foregaende skistocytformer kan observeras, dessa
raknas alltsa inte om de &r ensamt forekommande eller enda forekomsten som hittas i utstry-
ket (Zini, et.al., 2012, 5.107 — 116).

Foljande celler raknas som skistocyter. Sma erytrocytfragment med varierande utseende som
kan vara triangelformade som har skarpa vinklar eller utskott och raka kanter (se figur 1)
eller halvmaneformade (mindre an sickleceller) som har en rund kontur och &r ofta for-
vrangda. Dessa sma fragment fargas ofta morkare vid fargningen men kan dven ibland vara

bleka till fargen som ett resultat av forlust hemoglobin vid cellfragmentationen.

R

Figur 1. Pilen visar pa en triangelformad skistocyt (Zini, et.al., 2012).

Hjalmformade erytrocyter (helmet cell) med en eller ibland dubbel amputerad ljusare zon
och en rak kant som ofta har spetsiga utskott (se figur 2). Skadade celler storre &n sma erytro-
cytfragment som har tva eller flera utskott som separeras av ett konkavt halvcirkelformat
segment av membranet, &ven kallade keratocyter (se figur 2). Dessa celler har uppkommit
genom att perifera pseudovakuoler funnits i erytrocyten och brustit och pa grund av detta

har keratocytens kannetecknande horn uppkommit.



_,'(:

Figur 2. Den dvre pilen visar pa en keratocyt och den nedre pilen visar pa en

hjalmformad skistocyt (Zini, et.al., 2012).
Sma kompakta runda erytrocyter med stark fargning kallas mikrosfarocyter eller sfa-
roskistocyter (se figur 3). Dessa celler saknar en ljusare zon i mitten. Cellerna uppkommer
efter en bristning i membranen som leder till membranytan minskar i forhallande till cy-
toplasmavolymen. Mikrosfarocyterna kan ses i utstrykets svans da 6vriga skistocyter har en
tendens att bli runda vid utstrykningen. Dock ska mikrosfarocyter endast raknas om det dven
hittas de andra typerna av skistocyter pa blodutstryket (Zini et.al., 2012, s. 107 — 116).

‘ >

Figur 3. Pilarna visar pa tva mikrosfarocyter (Zini, et.al., 2012).
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3.3 Forekomst av skistocyter vid olika tillstand

Skistocyter kan ses i blodutstryk hos patienter med sjukdomar eller tillstand som leder till
vaskuldra endotelcellsskador, sdsom trombotisk mikroangiopati (TMA), hemolytiskt ure-
miskt syndrom (HUS), trombotisk trombocytopen purpura (TTP) och stamcellstransplantat-
ion som tas upp narmare nedan. Enligt Abe et al.:s studie (2009, s. 257 — 262) har man
normalt en FRC% pa 0,04 medan man vid olika sjukdomstillstand har en signifikant 6kning.
Till exempel ligger FRC% medeltalet pa ~2,49 vid TMA, pa ~2,40 vid stamcellstransplan-
tation och pa ~4,91 vid TTP.

3.3.1 Skistocyter och stamcellstransplantation

Det ar vanligt att man hittar skistocyter i det perifera blodutstryket efter man genomgatt en
stamcellstransplantation, man hittar vanligen skistocyter i blodutstryket under sex veckor
efter benmargstransplantationen. Efter en stamcellstransplantation finns risk att fa olika
foljdsjukdomar, till exempel trombotisk mikroangiopati, dessa har man kunnat associera
med hogt antal skistocyter efter transplantationen samt svarighetsgraden av féljdsjukdomen
(Leseve et.al., 2011, s. 343 — 353).

Leseve et al.(2011, s. 343 — 346) har gjort en studie med 195 patienter som genomfort stam-
cellstransplantation under fem ars tid. De mikroskoperade blodutstryk av patienterna minst
tva ganger i veckan. Studien visade att 93 % av de 125 patienter som genomgatt allo-gen
stamcellstransplantation och fatt stamceller frdn en annan givare hade véarden 6ver 0,5 % tva
manader efter transplantationen samt att atminstone 97 % av patienterna hade skistocyter i
blodet. Patienterna med hematologiska cancerformer hade &ven hdgre skistocytprocent &n

patienter med tumorer.
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3.3.2 Trombotisk trombocytopen purpura och hemolytiskt uremiskt syndrom

Termen trombotisk mikroangiopati (TMA) anvénds framst for sjukdomsgruppen trombotisk
trombocytopen purpura (TTP) och hemolytiskt-uremiskt syndrom (HUS). Ibland anvéands
termerna TTP och HUS som ett gemensamt begrepp for att beskriva samma tillstand pa
grund av de manga gemensamma dragen. Gemensamt for dessa tillstand ar en dkad fore-
komst av von Willebrandsfaktorn, som har en trombocytaktiverande egenskap. Detta beror
pa ett bortfall av serum-metalloproteinaset ADAMTS13 som har som uppgift att klyva
enorma multimerer av von Willebrandsfaktorn. Dessa stora multimerer binder lattare till
trombocyterna an de mindre multimererna och foljden kan bli att blodproppar bildas. Om
enzymet ADAMTS13 saknas cirkulerar de stora VWF-multimererna i plasma. Detta ar den
centrala mekanismen vid uppkomst av TTP/HUS (Gharton & Juliusson, 2012, s.229 — 230
& s. 319 — 320; Rahman, et.al., 2013, s.141 — 146).

Karaktéristiskt for TTP &r att det bildas intravaskuldra mikrotromber. Mikrotromberna bildas
nar trombocyterna adhererar och aggregerar. Som en f6ljd av bristen pA ADAMTS13, upp-
star utfallning av fibrintradar i mirkocirkulationen. Pa grund av detta trasas erytrocyterna
sénder och skistocyter eller erytrocytfragment uppstar. Darfor ar skistocyter i blodutstryket
narmast ett krav for diagnosen TTP. Dock ar mikrosfarocyter ovanliga fynd vid TTP. Men
aven ett litet antal skistocyter i blodutstryket &r viktigt att lagga marke till, speciellt vid ofor-
klarlig anemi och trombocytopeni, da det kan vara en indikation pa TTP. Mikroangiopatisk
hemolytisk anemi (MAHA) ar ocksa ett kliniskt tecken pa TTP, men dven trombocytopeni
pa grund av 6kad destruktion, njurpaverkan, neurologiska symptom samt feber (Gharton &
Juliusson, 2012, s.229 — 230 & s. 319 — 320).

TTP é&r ett kritiskt tillstand som kan vara hereditart eller forvarvat till foljd av t.ex. lakeme-
delsbehandling, graviditet eller infektioner (framst orsakade av bakterierna E.Coli och
Shigella-arter). Man har aven kunnat se ett samband med HIV-infektion. Detta tillstand &r
allvarlig och obehandlat finns risk for bestdende skador och en hog dodlighet. Tillstandet
behandlas ofta med stora mangder plasma (Gharton & Juliusson, 2012, s.229 — 230 & s. 319
- 320).

HUS liknar TTP mycket, men tillstandet &r vanligast hos barn. Det framsta symptomet &r
njurskada, men &ven mikroangiopatisk hemolys samt trombocytopeni. De utlésande fak-
torerna tros vara de samma som vid TTP, men mdjligtvis &r tarminfektioner en vanligare
utlésande faktor vid HUS. Behandlingen ar densamma som vid TTP. TTP/HUS kan ibland
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ses som komplikation efter stamcellstransplantation (Gharton & Juliusson, 2012, 5.230 & s.
320).

3.4 Preanalytik infor blodprovstagning

Preanalytik &r numera ett vanligt begrepp inom laboratoriediagnostiken. Eftersom kvaliteten
pa de vanligaste matningarna numera ar valdigt god, har man boérjat lagga storre fokus pa de
preanalytiska faktorerna. Med begreppet preanalytiska faktorer menas faktorer som kan pa-
verka provet sa att koncentrationen av den komponent som analyseras ar annorlunda vid
matningen an vad den egentligen &r hos patienten (Nilsson-Ehle & Berggren Soderlund &
Theodorsson, 2012, s. 11 och s. 27).

Det finns manga variabler som kan paverka resultatet av ett blodprov. Provtagning, hante-
ring, forvaring och transport utgér den preanalytiska fasen, men aven fysiologiska variabler
sa som kon och alder kan ha stor inverkan pa resultatet. De preanalytiska variablerna kan i
stort sett delas in i tre grupper: fysiologiska variabler, provtagning och variabler som kan
stora eller paverka méatningen. Till de fysiologiska variablerna hor bland annat kon, alder,
tidpunkt, livsstil, graviditet och menstruation. Till de preanalytiska variablerna vid provtag-
ning hor till exempel. patientidentifiering, kroppsstéllning, markning av provror, anvandning
av stas och fasta. Preanalytiska variabler som kan stora eller paverka matningen ar t.ex.
lipemi, hemolys och antikroppar (Narayanan, 2000, s.429 — 447; Nilsson-Ehle, et.al., 2012,
s.11 &s. 25 - 27).

3.4.1 Patientforberedelse

Provresultaten jamfors med tidigare provresultat eller referensintervall. Darfor ar det viktigt
att man foljer samma tillvagagangssatt for att sakerstélla jamforbara och tillforlitliga resultat.
Patienten bor vara korrekt forberedd for de bestallda blodproven. Till exempel fasta och vila
ar vanliga forberedelser. Patienten rekommenderas &ven vila i sittande stallning i 15 minuter

fore provtagning, for att stabilisera koncentrationen av &mnen i blodet. Till exempel kan
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koncentrationen av proteiner och lipider minska med 5 — 15 % om provet tas av en sénglig-
gande patient (Bdlenius, 2014, s.10; Nilsson-Ehle, et.al., 2012, s.14 — 15).

Patientidentifikation kan innefatta sjalva identifikationen men aven markning av provror och
hantering av remisser. Patientidentifikation &r en valdigt viktig preanalytisk faktor, eftersom
misstag vid alla skeden av identifikationen kan leda till liknande konsekvenser, det vill sdga
felaktiga eller missade diagnoser, forvéaxling av patienter, felaktiga behandlingar eller till
och med doden (Bolenius, 2014, s.11). Provtagningen bor alltid borja med en identifikation
av patienten. Patienten uppger namn och personnummer sjalv, men kan dven identifieras via
identifikationsarmband. 1 vissa fall kan &ven slaktingar identifiera patienten. Identiteten jam-
fors med remissernas patientuppgifter (Bolenius, 2014, s.11 — 12; Tuokko & Rautajoki &
Lehto, 2008, s.10). Enligt Bolenius (2014, s. 11 — 12) star felmarkning av réren fér 50-65
% av alla identifikationsproblem. Riktlinjerna for nér proven ska mérkas varierar mycket.
Provrdren bor mérkas i nara anslutning till patienten (Matikainen & Miettinen & Wasstrom,
2010, s. 63 - 72).

3.4.2 Provtagning och hantering

Preanalytiska faktorer vid provtagning ar till exempel provrér som inte fylits tillrackligt, fel
sorts provror och en felaktig anvéndning av stas. Stas anvénds for att géra venerna mer
synliga och lattare att lokalisera. Stasen ska 6ppnas sa fort som mojligt efter lyckad ven-
punktion, dock ska stasen inte vara atspand langre &n en minut. En for lang stasning kan
paverka provresultaten, till exempel kan en 6kning i kalium- och albuminnivaerna ses (B6-
lenius, 2014, s.12; Nilsson-Ehle, et.al., 2012, s.15).

Efter provtagningen bor man ta i beaktande flera preanalytiska faktorer. Till exempel koa-
gulering, vandning/blandning av blodprov, felaktig forvaring och felaktig eller fordrojd cent-
rifugering av blodprov &r nagra av faktorerna som kan paverka blodprovets kvalitet och dug-
lighet. Att anvanda ratt ror med rétt tillsatser for analysen i fraga ar viktigt. Denna informat-
ion framgar oftast i det lokala laboratoriets foreskrifter. R6r med tillsatser ska alltid vandas
efter provtagningen, cirka 5-10 ganger. Dock kan fér manga vandningar av blodprovet 6ka

risken for hemolys, medan ingen blandning Okar risken for koagulering. Efter provtagning
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bor provroren sta vertikalt. Hur provet ska hanteras, forvaras och transporteras beror pa ana-
lysen och tillsatserna i provroret och detta bor man kontrollera fran laboratoriets provtag-
ningsforeskrifter fore provtagning (Bdlenius, 2014, s.12 — 13; Nilsson-Ehle, et.al., 2012, s.
14 — 16; Tuokko, et.al., 2008, s. 10 — 12).

3.5 Blodprovstagning

Venprovtagning &r det vanligaste séttet att ta blodprov. | Finland tas blodproven oftast av
utbildad laboratoriepersonal, medan de i andra lander, till exempel i Sverige, kan tas av ut-
bildade sjukskoterskor. Det viktigaste ar dock att blodproven tas av utbildad och kompetent

personal, sa att man far blodprov av sa bra kvalitet som majligt (Bélenius, 2014, s.8).

Fore paborjande av provtagning bor provtagaren kontrollera att nddvandigt material finns
tillgangligt. Det material som behdvs for provtagning ar remiss, provtagningsror, nal och
eventuell nalhallare, stas, handskar, desinfektionsmedel, kompress, plaster/tejp samt karl for
riskavfall. Nar patienten kallats in i rummet kontrolleras patientens identitet samt om pati-
enten foljt nagra speciella foreskrifter for provtagningen. Patienten bor sitta bekvamt i en
stol med armstdd, eller eventuellt ligga bekvamt om provet tas pa till exempel avdelning.
Provtagaren desinfekterar handerna och tar pa sig handskar, samt tar fram nodvandigt
material och faster nalen i nalhallaren om den inte ar formonterad. Patientens arm placeras
latt sluttande nedat sa att armen halls pa plats och venerna blir synligare. Eventuell stas ap-
pliceras och man letar efter lampligt punktionsstélle genom att kdnna efter med pek- eller
langfinger. Vid svarigheter att hitta Iamplig ven kan armen/handryggen varmas, eller ocksa
kan man be patienten att latt knyta handen (Skov-Poulsen, 2015; Tuokko, et.al., 2008, s. 37
— 46; Matikainen, et.al., 2010, s. 63 — 72)

Vid val av punktionsstalle tittar man i forsta hand pa de ytliga venerna i armbagsvecket. Av
dessa dr de vener som finns i mitten av vecket de mest Iampliga, det vill s&ga vena mediana
cubiti och vena cephalica, pa grund av att de &r stora, ytliga vener som ofta ar synliga. Pa
detta omrade ar dessutom risken att punktera en artar eller nerv liten. Om lamplig ven inte
hittas i armbagsvecket kan dven vener pa handryggen anvandas. | figur 4 presenteras vener
pa handryggen och i armbagsvecket (Skov-Poulsen, 2015; Tuokko, et.al., 2008, s. 42 — 44;
Matikainen, et.al., 2010, s. 65-66).
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Figur 4. Vener for blodprovstagning i armbagsvecket och pa handryggen. (Vardhand-
boken, 2015)

Det ar dock viktigt att undvika venpunktion fran drriga, brannskadade, infekterade och
svullna omraden. Venpunktion ska aven undvikas fran en arm med infusion eller dropp, fran
arm pa den sida av kroppen déar en mastektomi gjorts, fran extremitet som opererats eller
gipsats samt fran extremitet med nagon from av propp (Tuokko, et.al., 2008, s. 42 — 44;
Matikainen, et.al., 2010, s. 65 — 66).

Da lamplig ven hittats putsas huden med desinfektionsmedel. D& huden torkat avlagsnas
nalens skydd. Venen halls pa plats genom att provtagaren spanner huden med ett finger en
bit nedanfor punktionsstallet. Venen punkteras med nalens 6ppning vand uppat i cirka 30
graders vinkel. Nalen halls pa plats genom att provtagaren stoder sin hand mot patientens
arm. Da venen punkterats kan roret foras in i hallaren sa att roret borjar fyllas med blod. Sa
fort roret borjar fyllas med blod bor stasen 6ppnas. Da roret ar fyllt tas det ur hallaren och
blandas/vands 5-10 ganger om det innehaller tillsats och nésta ror kan sattas i hallaren. Nar
sista roret tagits ur hallaren kan nalen dras ur punktionsstéllet. Provtagaren haller da en kom-
press redo vid punktionsstallet och trycket pa da nalen ar ute. Provtagaren eller patienten
tycker darefter pa punktionsstallet nagra minuter for att minska risken for blodning och bla-
marke. Provtagaren gor sig darefter av med avfallen enligt lokala anvisningar, tar av sig
handskarna och desinfekterar hdnderna. Provtagaren kontrollerar &ven att patientens blod-
ning slutat samt att patienten mar bra (Skov-Poulsen, 2015; Tuokko, et.al., 2008, s. 47 — 48;
Matikainen, et.al., 2010, s. 70 — 73).
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Nar man vill underséka helblod tas blodprov i ror som innehaller tillsats som forhindrar
koagulering. Vid hematologiska analyser anvands EDTA-rér som innehaller etylendiamin-
tetraattiksyra, EDTA, som antikoagulans. EDTA binder kalcium i blodet och férhindrar pa
sa satt koagulering. Av antikoagulanterna bevarar EDTA bast blodcellernas form och stor-
lek, och darfor lampar sig EDTA-blod bast for blodcellsrakning (Matikainen, et.al., 2010,
S.76).

3.6 Anvisningar for perifert blodutstryk

Vid perifert blodutstryk tas blodprovet i EDTA-ror eller kapillart direkt fran fingertoppen
eller fran halen. Blodutstryken ska dras och fargas inom tva till tre timmar efter blodprov-
stagningen for att uppna basta kvalitet. Material som behdvs for blodutstryk ar rena objekt-
glas, garna av hog kvalitet, att dra ut blodstryket pa och ett utstrykningsglas, med slipade
kanter for att inte séndra cellerna. Utstrykningsglaset anvénds som verktyg medan man stry-
ker ut blodet pa objektglaset. Man droppar en droppe, cirka tre millimeter i diameter, pa
objektglasets ena &nda och sedan tar man utstrykningsglaset och stryker ut droppen i en 30—
45-gradig vinkel. N&r man gor preparatet drar man tillbaka utstrykningsglaset dver droppen
sa att den far sprida ut sig ordentligt, sen fér man utstrykningsglaset lugnt och i jamn takt
mot andra anden av det liggande objektglaset och s& har man ett blodutstryk. Objektglaset
lufttorkas omedelbart efter utstrykningen (Rodak & Carr, 2013, s. 2 — 4).

Sjalva storleken pa bloddroppen som man applicerat pa glaset har stor betydelse, om man
har satt for stor droppe blir utstryket for langt och/eller for tjockt medan utstryket blir for
kort och/eller fér tunt om man har satt for liten droppe. Aven hastigheten man drar ut med
spelar roll, drar man for langsamt far man en dalig spridning av leukocyterna genom att man
far med sig de storre cellerna sdsom monocyterna och granulocyterna placerar sig i slutet
och i kanterna av utstryket (Rodak & Carr, 2013, s. 2 —4).

Kriterier for ett bra perifert blodutstryk ar: utstryket blod fyller tva tredjedelar till tre fjarde-
delar av glaset, svansen av utstryket har en fin mjukrund form. De laterala &ndorna av ut-
stryket ska vara synliga, pa utstryket ska inte finnas hal, oregelbundenheter eller rander. Nar
man haller upp glaset mot ljus ska svansen av utstryket paminna om en regnbage och hela
bloddroppen ska vara utstruken, se figur 5 (Rodak & Carr, 2013, s. 2 —4).
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Figur 5. Utstryket dverst visar ett optimalt utstryk. Utstryk A-H visar
oacceptabla utstryk (Rodak & Carr, 2013, s. 2 — 4).

Fargning av perifert blodutstryk gors for att kunna identifiera blodcellerna och kunna hitta
morfologiska celler lattare med hjélp av mikroskop. Det finns olika fargningsmetoder, de
vanligaste metoderna for blodutstryk ar Wright eller Wright-Giemsa. Dessa metoder inne-
haller bade eosin och metylenbla farg och kallas darfor polykroma fargningar. Cellerna fixe-
ras vid glaset med hjalp av metanol som finns i fargningsserien. Den metylenblaa fargen &r
basisk och fargar sura cellkomponenter blaa, sisom RNA. Eosinfarg ar sur och fargar basiska
cellkomponenter roda, sasom hemoglobin och eosinofilt granula. Under fargningen spelar
pH en viktig roll, det &r vid pH 6,4 den egentliga fargningen av cellkomponenterna sker
(Rodak & Carr, 2013, s. 2 —4).
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Vid Vasa centralsjukhus anvéands fargningsmetoden May-Grunwald Giemsa (MGG) (Ruha-
nainen, R., 2013). May-Griinwald innehaller fargerna eosin och metylenblatt samt 85-pro-
centig metanol, vid denna fargningsetapp fargas cellernas cytoplasma och granula. Giemsa
innehaller fargerna azuerosin och metylenblatt samt 50-procentig metanol och glycerol, vid
denna fargningsetapp féargas cellkarnan (Avantor™ Performance Materials., 2012, s.161 —
162).

Ett optimalt fargat glas foljer dessa kriterier: de roda blodkropparna ska ha en farg mellan
rosa till laxrdd, cellkdrnan ska ha en lila farg, granulan i cytoplasman hos neutrofila ska ha
en farg mellan lavendel till lila, granulan i cytoplasman hos basofila ska ha en féarg mellan
morkbla till svart, granulan i cytoplasman hos eosinofila ska ha en farg mellan rod till orange
och omradet mellan cellerna ska vara farglost, rent och flacklost utan farg (Rodak & Carr,
2013,s.2-4).

Vid mikroskopiska rakning av celler ar det viktigt att man gor differentialrdkningen och
identifieringen av cellerna pa ratt omrade av utstryket. Med det differentialrakningsbara om-
radet avses omradet pa glaset dar erytrocyterna har en fin spridning och lagger sig bredvid
varandra, dar det &r mojligt att identifiera cellerna. Cellerna har en tendens att mista sin
ursprungliga form i svansen av utstryket och kan da identifieras fel (Leseve, et.al., 2004, s.
739 — 745; Zini, et.al., 2012, s.107 — 1