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Csv-Spektro,prelsvar SKA05616

Csv-Spektro, slutsvar SKA08502

Bakgrund, indikation och tolkning

Den huvudsakliga indikationen fér Csv-Spektrofotometri &r misstankt subarachnoidalblédning (SAB).
Vid blédningar till subaraknoidalrummet tillférs erytrocyter till likvor. Erytrocyterna lyserar i denna miljo
och det frisatts oxyhemoglobin som i sin tur enzymatiskt omvandlas till bilirubin. Samtidig forekomst av
bade oxyhemoglobin och bilirubin i likvor talar saledes for blodning till subaraknoidalrummet. For att
bilirubin ska hinna bildas i tillracklig mangd ska provtagning (lumbalpunktion) goras tidigast 12 timmar
efter symtomdebut. Provet ska ljusskyddas for att undvika nedbrytning av bilirubin i provréret. Prov
skall centrifugeras inom 30 min for att undvika att en eventuell stickblédning hemolyserar och orsakar
o6kning av oxyhemoglobin [1, 2, 3]. Vid stickblédning ses ingen motsvarande 6kning av bilirubin ef-
tersom omvandlingen till bilirubin endast sker in vivo.

Forekomst och niva av oxyhemoglobin och bilirubin i likvor bestams genom absorbansmaétning. Vid
behov kompletteras med nivabestamning av bilirubin i plasma samt albumin i likvor och plasma. Re-
sultaten sammanvags och tolkas avseende forekomst av SAB. Tolkningen utgar fran brittiska guideli-
nes [3] och gérs med stdd av mjukvara [4]. Ett preliminérsvar genereras med automatik och kan efter
tekniskt godkannande svaras ut dygnet runt. Ett medicinskt bedomt slutsvar foljer pa vardagar, dagtid.

Analysprincip

Likvors absorption av ljus mats med en spektrofotometer vid vaglangder mellan 350 - 600 nm. Oxy-
hemoglobin har ett absorbansmaximum vid 415 nm och mindre maxima vid 540 och 576 nm.
Methemoglobin (sallan forekommande, i detta sammanhang likvardigt med oxyhemoglobin) har ett
maximum vid 406 nm och ett mindre maximum vid 630 nm. Bilirubin har ett maximum kring 455 nm.
Protein har lag absorbans i det aktuella vaglangdsintervallet.

Vid tolkningen laggs en tangerande baslinje under absorbanskurvan och nettoabsorbansen for oxy-
hemoglobin (NOA, Net Oxyhaemoglobin Absorbance) resp. bilirubin (NBA, Net Bilirubin Absorbance)
berdknas som skillnaden mellan kurvan och baslinjen vid 415 resp. 476 nm (se bild nedan). NBA be-
raknas vid 476 nm snarare &n vid 455 nm for att minska ev. bidrag fran oxyhemoglobin.
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Jamte bestamning av NOA och NBA gors en vardering av kurvan avseende férekomst av en topp
(lokalt maximum) i ndrheten av 415 nm (oxyhemoglobintopp). Dessa tre parametrar (NOA, NBA och
férekomst av oxyhemoglobintopp) utgér det viktigaste underlaget for tolkningsalgoritmen. | det fall
NBA &r okat utan samtidig forekomst av 6kat NOA och oxyhemoglobintopp, s& kompletteras dessutom
med nivadbestamning av bilirubin i plasma samt albumin i likvor och plasma. Dessa tillaggsanalyser
anvéands for att vid behov korrigera NBA for bilirubin harrérande fran plasma. De anvands ocksa for att
skilja ut fall med kraftigt 6kad albuminhalt i likvor (analysen har da ofrankomligen lagre specificitet).

Tolkningen av resultaten gors i ett middleware som hamtar matresultat fran instrumenten, stodjer an-
vandaren vid tekniskt och medicinskt godkannande samt kommunicerar svar till LIMSRS. Tolknings-
stodet utgar fran algoritmen i brittiska guidelines [3] med anpassningar for lokala forhallanden med
anvandning av svenska svarstexter istéllet for engelska samt anvandning av albumin istéllet for total-
protein. Tillaggskommentarer infogas ocksa i vissa fall baserat pa uppgifter om ljusskydd och tid mel-
lan symtomdebut och lumbalpunktion [4].

Referensintervall

Varken bilirubin eller oxyhemoglobin 6kade [3].

Metodkarakteristika

Interferenser och felkallor

e For att bilirubin ska hinna bildas i tillracklig mangd ska 12 timmar ha forflutit frin symtomdebut
till lumbalpunktion. Kortare tid medfor risk for falskt negativt resultat.

e Bilirubin bryts ner under inverkan av ljus. For att undvika falskt negativt resultat ska likvor-
provet ljusskyddas.

e Vissa lakemedel kan ge absorbansokning i det aktuella vaglangdsomradet.

e For att undvika att en eventuell sticklodning hemolyserar och ger 6kat oxyhemoglobin ska
prov centrifugeras och héallas av inom 30 minuter.

o For liten provmangd ger ofdrutsdgbara resultat. Instrumentet har ingen avkanning av prov-
mangd och varnar inte.

e Kyvetten méste sitta helt rakt i hallaren, sitter den snett uppmats falskt for Iaga absorbanser
och kurvan blir brusig (taggig).

e Metoden ar mycket kanslig varfor den blanklésning som anvands maste vara helt fri fran for-
oreningar.

Matomrade

Spektrofotometern (Cary 60) har ett specificerat matomrade pa 190-1100 nm resp. +/- 4 AU. Vid ana-
lysen Csv-Spektrofotometri nyttjas matomradet 350-600 nm resp. 0-2,5 AU. Svar avges i form av en
text och innehaller inga numeriska data [6].

Méatosakerhet

Vaglangd, noggrannhet enligt instrumentspec.: +/- 0,5 nm vid 541,96 nm.

Fotometri, noggrannhet enligt instrumentspec.: +/- 0,005 vid 1 AU med NIST 930E filter [6].
Resultat fran inkorning — imprecision, totalt alla fyra orter, poolad likvor, 5 repetitioner per ort:
Vagl (nm) Abs (AU) CViot (%)

415 nm 0,890 1,1%

455 nm 0,134 2,0%

478 nm 0,094 3,6%
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Genomshnittlig diff mot Genesys 10S Vis vid analys av 20 likvorprover med varierande nivaer:
Vagl (nm) Diffmedel (AU)

415 0,001
455 0,001
476 0,000

Verifiering av tolkningsalgoritmen med jamforelse mot foregdende metod (Genesys 10S Vis och vis-
ionLITE) samt lakarbeddmning: Samtliga tolkningsfall (N=50) utan anmarkning.

Se vidare valideringsrapport for fullstandig information om verifiering av matprestanda (Cary 60) och
tolkningsalgoritm (Visnoba) [5].

Spérbarhet
1) Absorbans- och vaglangsnoggrannhet verifierade med referensfilter som dokumenteras i kalibre-
ringsbevis.

2) Via jamforelse med Genesys 10S Vis med visionLITE, sparbar bakat till Cary spektrofotometer i
Helsingborg.
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