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B-Trombocyter NPU03568
Trc-MPV NPU03562
B-IPC NPU29504
Trc-IPF NPU26796

Bakgrund, indikation och tolkning

Matning av trombocythalten (B-Trombocyter) ingar i utredning av saval koagulations- som
hematologiska sjukdomar, men aven i samband med cytostatikabehandling och utredning av
blodningstillstand. Vid rakning av trombocyter méats dven medeltrombocytvolymen (Trc-MPV) vilken
ger en uppfattning om trombocyternas storlek. Dock svart att mata tillforlitligt. Unga trombocyter (aven
benamnda retikulerade) ar storre an mogna trombocyter och innehaller RNA. B-IPC (immature platelet
concentration) och Trc-IPF (immature platelet fraction), d.v.s. hur mycket denna fraktion utgér av den
totala méngden trombocyter, ar analyser annu inte helt etablerade i klinisk rutin men som kan vara av
varde vid utredning av en sankt trombocythalt (trombocytopeni) och fér att monitorera benméargens
formaga att producera trombocyter.

Trombocytopeni kan bero pa nedsatt produktion i benméargen, tkad perifer forbrukning, ckad
destruktion eller andrad férdelning av trombocyterna. Vid 6kad perifer konsumtion kommer normal
benmarg att svara med 6kad produktion [8].

Nedsatt produktion kan bl a ses vid toxisk paverkan (lakemedel, kemikalier, cytostatika), aplastisk
anemi, mognadsdefekter (MDS) eller undantrangning av den normala hematopoesen av maligna
processer som vid leukemi, myelom eller metastaserande tumorer. Brist p& vitamin B12 och/eller folat,
men aven infektionssjukdomar kan leda till en mattlig trombocytopeni. Okad perifer destruktion ses
framfor allt i samband med idiopatisk trombocytopen purpura (ITP), men kan aven ses vid SLE och i
samband med en del lakemedel. Okad férbrukning kan ses vid disseminerad intravasal koagulation
(DIC). Efter stora traumata som t ex kirurgiska ingrepp ses en 6vergdende mattlig trombocytopeni.
Andrad foérdelning av trombocyterna ses framfor allt vid splenomegali [8].

Trombocytos (6kning av trombocythalten) ses vid inflammatoriska tillstdnd, men dven évergdende
efter trauma eller efter splenektomi. Trombocytemi betecknar ocksé en ¢kad trombocythalt, men da
framfor allt vid myeloproliferativa syndrom [8].

Normal eller séankt Trc-IPF indikerar en nedsatt produktion i benméargen [14-15,19]. Forhéjd Tre-IPF
tyder p& en 6kad perifer konsumtion och indikerar att benmargen svarar adekvat pa en sankt
trombocytniva. B-IPC kan vara av varde efter blod-/trombocyt-transfusion da Trc-IPF inte ar tillforlitligt.
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Analysprincip
Impedansmetod (PLT-I, analys i RBC/PLT kanal), se figur 1.
Figur 1 [16]

2.8.1 RBC/PLT Analysis
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(1% dispense)
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EDTA-blod (4uL) spads med CELLPACK DCL/DST (2mL). Provet injiceras i RBC/PLT detectorn dar
vatskestralen fokuseras med s.k. sheath fluid s att bara en cell ryms i strélens bredd, se figur 2. |
RBC/PLT detectorn dndras det elektriska motstandet varje gang en cell passerar mellan tva elektroder
eftersom en cell i en ledande vatska fungerar som en isolator. Detta ger upphov till en elektrisk puls
som kan raknas och storleksbestammas. Antal pulser indikerar partikelantalet och pulsens storlek ar
proportionell mot cellvolymen. Registrering sker i storleksdistributionshistogram, se figur 3.

B-Trombocyter (x 10%L)berdaknas som antalet pulser mellan en nedre (2-6 fl) och en 6vre
(12-30 fl) diskriminator [1], dividerat med den analyserade volymen.

Trc-MPV (fL), MPV (Mean Platelet Volume) berdknas utifrin impedans och antal enligt féljande: Varje
puls raknas och pulsstorleken (Ph) ackumuleras. Vic = Ph * K dar K & en omvandlingsfaktor mellan
impedans och volym. Summan av pulsvolymerna dividerat med antalet pulser = MPV

Figur 2
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Optisk metod (PLT-O, analys i Ret kanal efter fargning med polymetin), se figur 4.
Figur 4 [16]
2.8.7 RET Analysis

RET analysis

Whole blood; 5L
(6" dispense/
5 dispense for FCM) FCM detector block
CELLPACK-DFL: 1TmL Laser powar: 10mW
Fluorocel-PET: 20pL s '
Reaction time: 27 4sec i & |
Temperature: 41 cdegrees C | | gy "‘_

Probe

(T ]
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Reaction chamber  Charging: TmL Dilution ratio:
Sample (5" charging) 1:204
tube Measurement time:
2.9sec

Measurement volume:

EDTA-blod (5uL) spads med CELLPACK DFL (1mL). Fluorocell RET (20pl) tillsatts for fargning av
nukleinsyror med ett fluoroscerande fargamne, polymetin, vid 41°C i 27,4 sekunder. Provet injiceras i
flodescellen dar vatskestralen fokuseras med s.k. sheath fluid sa att bara en cell ryms i strélens bredd.
| flodescellen med rod halvledarlaser (635nm) gors tre matningar varje gang en cell passerar
laserljuset. Dels mats ljusspridningen framat (forward scatter, FSC) och at sidan (side scatter, SSC).
Dels mats fluorescens vinkelratt fran laserstralen (side fluorescens, SFL), se figur 5. FSC d.v.s.
cellens skugga ger information om cellstorlek. SFL ger information om cellernas innehdll av RNA.
Resultaten presenteras i scattergram med olika storlek pa axlarna for retikulocyter och trombocyter,
figur 6. Trombocyter skiljs ut fran andra blodceller genom skillnader i storlek och lag
fluorescensintensitet [1]. Antal (#) och andel (%) retikulocyter, antal erytrocyter och antal trombocyter
kan réknas ut.
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Figur 5

Semiconductor laser (633 nm)

Figur 6

RET scattergram
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Flodescytometri med halvledarlaser i PLT-F kanalen efter fargning med Oxazine, se figur 7.
Figur 7 [16]
2.8.5 PLT-F Analysis
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EDTA-blod (5uL) spads med CELLPACK DFL (1mL). Fluorocell PLT (20ul) tillsatts for fargning av
nukleinsyror med ett fluoroscerande fargdmne, oxazine, vid 41°C i 10 sekunder. Provet injiceras i
flodescellen dar vatskestralen fokuseras med s.k. sheath fluid sa att bara en cell ryms i stralens bredd.
| flodescellen med rod halvledarlaser (635nm) gors tre matningar varje gang en cell passerar
laserljuset. Dels mats ljusspridningen framat (forward scatter, FSC) och at sidan (side scatter, SSC).
Dels mats fluorescens vinkelratt fran laserstralen (side fluorescens, SFL). FSC d.v.s. cellens skugga
ger information om cellstorlek. SFL ger information om trombocyternas innehall av RNA. Trombocyter
presenteras i scattergram och skiljs fran andra blodceller genom sin storlek och fluorescensintensitet,
se figur 8. Arean med hog fluorescensintensitet separeras som omogen trombocytfraktion (IPF) s.k.
retikulerade trombocyter [14, 15]. Den kansliga fluorescensdetektionen gor att PLT-F kanal kan
anvands speciellt for laga trombocyter[1, 2].

Figur 8
PLT-F scattergram

FSC: Forward scattered light

SFL : Side fluorescent light
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Referensintervall

B-Trombocyter

Vuxna [3]

Kvinnor: 165 — 387 x 109/L
Man: 145 — 348 x 109/L
Barn [12]

1 - 6 dagar: 80 — 350 x 10°%/L
6 - 14 dagar: 80 — 450 x 10%L
2 - 4 veckor: 80 — 550 x 10%L

1 -3 méanader: 100 - 550 x 10°%L
3-12 ménader: 130 — 550 x 10°/L
1-18ar: 125 — 340 x 109/L

Trc-MPV [11]
Vuxna: 94-126fL

Trc-IPF [14,19]
Vuxna: 1,1-6,1%

B-IPC
Saknas

Metodkarakteristika

Interferenser och felkallor

Falskt for laga trombocyter vid trombocytaggregat, pseudotrombocytopeni, och stora trombocyter.
Falskt for hdga trombocyter vid microerytrocyter, fragmenterade erytrocyter, fragmenterade leukocyter
och kryoglobuliner [4].

Matomrade

B-Trombocyter: 0 - 5000 x 10%L [4]

Detektionsgréans

3 x10%L [4]
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Matoséakerhet

Imprecision vid inkdrning av Sysmex XN-10, varen 2012.

.o XN-L, Ksd | XN-R, Ksd XN-L, Lu XN-R, Lu

Metod Enhet Niva CV (%) CV (%) CV (%) CV (%) antal
PLT-I 34 9,2 8,8 9,3 9,3 30
PLT-O x 109/L 55 4,1 4,5 30
PLT-F 42 2,9 16
PLT-I 202 2,4 2,1 3,0 3,0 30
PLT-O x 109/L 207 4,9 4,2 30
PLT-F 208 3,3 16
PLT-I 505 1,3 1,7 2,1 1,8 30
PLT-O x 109/L 510 2,0 2,7
PLT-F 519 1,5 16
Trc-IPF 19,2 2,6 16
Trec-IPF % 20,2 3,3 16
Trc-IPF 19,5 3,4 16
Imprecision 180104-180301 (lot 7345)
Trec-IPF % 19,4 2,3 52
Trc-IPF 20,2 3,6 52
B-IPC 15,9 7,4 52
Bipc | X1 | 509 38 52
Sparbarhet

Som referensmetod for faststéllande av kalibratorvarde (XN CAL och XN-CAL PF) anvands ICSH
Expert panel pa cytometri och ISLH Clin Pathol 2001,115,460-464 [9]. Faststallt fran RBC/PLT-
forhallandet utfort av fluorescensflodescytometri med trombocyter markta med monoklonala
antikroppar [9].

Ackreditering
B-Trombocyter ar ackrediterad.
Trc-MPV, B-IPC och Trc-IPF ar ej ackrediterade.
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