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POVZETEK

Parameter, ki smo ga preucCevali v magistrskem delu, se je uvedel v hematolosko
laboratorijsko diagnostiko z nastopom zmogljivejSih hematoloskih analizatorjev, ki imajo
moznost poleg diferencialne krvne slike opredeliti tudi delez nezrelih celic mieloi¢ne vrste
pod imenom nezreli granulociti (IG), ki predstavljajo skupen delez promielocitov,
mielocitov in metamielocitov, najdenih v periferni krvi. Pojavijo se predvsem zaradi
reaktivnih vzrokov in malignih obolenj, njihov pojav v krvi pa je lahko tudi fizioloski. Z
izbolj$anjem moznosti natan¢nejSega dolocanja ter podajanja IG kot del krvne slike, so se
pojavile nove priloznosti preucevanja parametra ter njegovega potenciala v laboratorijski
diagnostiki. Naloga raziskave je bila ovrednotiti parameter IG, njegovo zanesljivost v
primerjavi z mikroskopskim pregledom krvnega razmaza ter njegovo diagnosticno

uporabnost raziskati na primarni zdravstveni ravni oziroma v zdravstvenem domu.

Rezultati, ki smo jih dobili, kaZejo na omejeno diagnosti¢no uporabnost parametra IG.
Ujemanje rezultatov IG, pridobljenih s hematoloSkim analizatorjem in mikroskopskim
pregledom, je bilo srednje/dobro z vrednostjo Spearmanovega koeficienta 0,598. Vrednosti
IG analizatorja v primerjavi s standardnim mikroskopskim pregledom so bile v povpre¢ju
visje za 2,43%. Popolna zamenjava mikroskopskega pregleda s parametrom IG
hematoloskega analizatorja ni sprejemljiva, lahko pa se prestavi meja deleza IG, pri kateri
bi bilo priporo¢ljivo opraviti pregled in diferenciacijo pod mikroskopom. V nasi raziskavi
smo prestavili mejo deleza IG, pri Kateri je treba opraviti mikroskopski pregled krvnega
razmaza iz prednastavljene vrednosti > 1% na > 2%, pri tem pa bi se obseg dela in Stevilo

krvnih razmazov zmanj$al za 56%.

Pridobili smo podatke o diagnozah pacientov, jih primerjali z dodatnimi parametri in
ovrednotili povezavo parametra IG s klini¢no informacijo. Ugotovili smo, da so vrednosti
IG izmerjene pri odraslih visje kot pri predSolskih otrocih. Poleg tega se obe populaciji
razlikujeta ne le po delezu IG, ampak tudi po vzrokih za pojav 1G. Pri odraslih sta bila
vzroka za pojav IG v krvi predvsem maligne bolezni in okuzbe, pri otrocih pa so poleg
drugih vzrokov prevladovale neopredeljene okuzbe. Z ROC analizo smo za vse paciente z
znanimi diagnozami za parameter IG dolocili 85% obcutljivost in 52% specifi¢nost za
zaznavo okuzb, pri mejni vrednosti analizatorja > 1%. Pri pogoju IG > 2%, pa smo pri

skoraj enaki obcutljivosti 81% dosegli visjo 67% specificnost. Primerjava ROC krivulj
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odrasle populacije za parametre IG, levkociti in CRP je pokazala najvecjo diagnosti¢no
uporabnost (AUC = 0,873) za parameter CRP z 88% obcutljivostjo in 79% specifi¢nostjo.
Pri primerjavi pacientov z delezi IG > 2% pa je imel parameter IG najvec¢jo diagnosti¢no

uporabnost za zaznavo okuzb (AUC = 0,808) z 83% obcutljivostjo in 63% specifi¢nostjo.

V nasi raziskavi se je pokazalo, da parameter IG na primarni zdravstveni ravni bistveno
bolj pomaga pri laboratorijskih odlocitvah za pregled krvnega razmaza, kot pa pri klini¢nih
odlo¢itvah. Vendar je treba poudariti, da je bilo Stevilo bolnikov z mo¢no povecanim
delezem IG majhno. Pretezni del zbranih vzorcev je bil v obmocju do 2%. Zato lahko
parameter IG sluzi kot dodatna informacija, ki v kombinaciji z drugimi diagnosti¢nimi

parametri pomaga pri postavitvi pravilne diagnoze.
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ABSTRACT

The parameter that was studied in this thesis was introduced in the hematology laboratory
diagnostics with the onset of more powerful hematology analyzers with the addition to
differential blood count to identify the proportion of immature cells called immature
granulocytes (I1G). IG represent the total count of promyelocytes, myelocytes and
metamyelocytes found in peripheral blood. They are found in the blood stream mainly due
to reactive causes and malignancies and their occurrence in the blood can also be
physiologicall. By improving the ability to better determine and deliver IG results as a
proportion of cells, new opportunities have emerged to study the parameter and its
potential in laboratory diagnostics. The task of the research was to evaluate the parameter
IG, its reliability in comparison with the microscopic examination of blood smears and its

diagnostic usefulness investigated at the level of primary health care.

The results that we have obtained indicate a limited diagnostic use of the 1G parameter.
The matching of the results of IG obtained by the hematologic analyzer and microscopic
examination was medium/well with a Spearman coefficient of 0.598. The IG values
obtained by the hematologic analyzer compared to the standard microscopic examination
were on average 2.43% higher. Replacing microscopic examination with the
haematological analyser only is not recommended and is better to set a limit of the I1G
result, at which values would be recommended to inspect the blood smear under a
microscope. In our study, we moved the IG limit for the need for a blood smear from an
existing set of values > 1% to > 2%, where the extent of work and the number of blood

smears fell by 56%.

We also acquired patient diagnosis data, compared them with additional parameters, and
evaluated the connection of the IG parameter with clinical information. We found that the
IG values obtained by hematological analyser and microscopic examination were higher in
adults than in pre-school children. In addition, both populations differ not only by the
proportion of 1G, but also by the causes of the presence of immature granulocytes in the
blood. In adults, the causes of IG were primarily malignant diseases and infections, and in
children, most of them were undefined infections. ROC analysis of the parameter IG was
also done for patients with known diagnoses. We received 85% sensitivity and 52%

specificity for the detection of infections. For the same group of measurements, under the
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condition IG > 2%, we received 81% sensitivity and 67% specificity. For the adult
population we could also compare the ROC curves for the parameters IG, leukocytes and
CRP. Comparison of ROC curves showed the highest diagnostic use for the CRP
parameter (AUC = 0.873) with a 88% sensitivity and 79% specificity. In the analysis of
patients with 1G .> 2%, however, the IG parameter had the highest diagnostic use for
detecting infection (AUC = 0.808) with a 83% sensitivity and 63% specificity.

In our study, it was shown that the IG parameter at primary healthcare significantly helps
in laboratory decisions for the examination of blood smear, than in clinical decisions.
However, it should be emphasized that the number of patients with a significantly
increased proportion of 1Gs was low. Most of the collected samples were in the range of up
to 2%. Therefore, the 1G parameter can serve as additional information, which in

combination with other diagnostic parameters helps to set the correct diagnosis.

KLJUCNE BESEDE

Nezreli granulociti, diferencialna krvna slika, mikroskopski pregled krvnega razmaza,

okuzba

KEYWORDS

Immature granulocytes, differential blood count, microscopic blood smear examination,

infection
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SEZNAM OKRAJSAV

KRATICA POMEN

ANC Absolutno stevilo nevtrofilcev (ang.
Absolute neutrophil count)

CRP C-reaktivni protein

DKS Diferencialna krvna slika

EOS Zgodnji nastop sepse (ang. Early onset
sepsis)

FSC Prednje sipanje svetlobe (ang. Forward
scattered light)

G-CSF Granulocitne kolonije stimulirajoci
faktor (ang. Granulocyte colony-
stimulating factor)

GM-CSF Granulocitno-makrofagne kolonije
stimulirajo¢i faktor (ang. Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)

€] Nezreli granulociti (ang. Immature
granulocytes)

IL Interlevkin

KLL Kroni¢na limfocitna levkemija

KML Kroni¢na mieloi¢na levkemija

MDS Mielodisplasti¢ni sindrom

MPKR Mikroskopski pregled krvnega razmaza

NRBC Eritroblast (ang. Nucleated red blood
cells)

PMF Primarna mielofibroza



PRV
SFL

SIRS

SOFA

SSC

TNF

Policitemija rubra vera

Stransko sipanje fluorescencne svetlobe

(ang. Side fluorescent light)

Sistemski vnetni odgovor (ang.
Systemic inflamatory response

syndrome)

Tockovnik za dokazovanje disfunkcije
organov (ang. Sequential organ failure

assesment)

Stransko sipanje svetlobe (ang. Side

scattered light)

Dejavnik tumorske nekroze (ang.

Tumor necrosis factor)




1 UVOD

Nezreli granulociti oziroma IG (ang. Immature granulocytes) je parameter, ki ga kot
relativni delez in absolutno S$teviléno koncentracijo podaja ze ve€ina hematoloskih
analizatorjev. Analizator poda skupno Stevilo oziroma delez IG, jih pa ne razvrsti v
posamezne razvojne stopnje granulocitov, ki sodijo med IG: promielociti, mielociti in

metamielociti (1).

Odkar je na voljo moznost dolo¢anja IG na hematoloskih analizatorjih, so potekale razli¢ne

Studije, Ki so preucevale njegov diagnosti¢ni pomen in uporabnost (2-5).

Parameter IG se povezuje in raziskuje predvsem kot kazalec okuzbe, tako sam kot v
kombinaciji z drugimi parametri. Pri odkrivanju bakterijskih okuzb se neprestano is¢ejo
novi kazalci, ki bi lahko opozarjali na infekcijo ter na bolj nevarna stanja kot je sepsa. Zato
se kljub ze obstojecim Se vedno iS¢ejo novi nacini, ki bi lahko imeli diagnosticen pomen
(3). Delez IG je namre¢ visji pri pacientih z okuzbo, zato bi bil lahko uporabljen kot eden
izmed pokazateljev okuzbe (4,6,7). Ker je odstotek IG Ze sedaj del avtomatske
diferencialne krvne slike na hematoloSkih analizatorjih, njegova uveljavitev kot del
rutinske preiskave ter posledi¢no klini¢na uporaba ne bi predstavljala dodatnih stroskov ter
nepotrebnih odvzemov krvi (4). Vendar pa klini¢éno uporabo avtomatskega dolocanja 1G

omejuje slabsa obcutljivost metode, kar ga naredi neprimernega kot presejalni test (3,8).



1.1 Levkocitna krvna slika

Levkocitno krvno sliko sestavljajo celice pod skupnim imenom levkociti (Slika 1). Le-ti se
naprej delijo v podvrste glede na morfologijo in funkcijo na osnovne skupine granulocitov,
limfocitov in monocitov. Parameter IG sestavljajo celice, ki sodijo v skupino granulocitov,
ime pa so dobile po granulah, ki se nahajajo v njihovi citoplazmi. Granule so znacilne
strukture v citoplazmi celic, ki se po barvanju krvnih razmazov po Pappenheimu znacilno
obarvajo. Tako najdemo v krvnih razmazih periferne krvi tri vrste razlicno obarvanih

granulocitov. To so nevtrofilni, bazofilni in eozinofilni granulociti (9).

Pri zdravih ljudeh so v periferni krvi najStevilénej$i nevtrofilni granulociti, ki igrajo
pomembno vlogo pri obrambi pred mikroorganizmi. Bazofilni in eozinofilni granulociti so
pomembnejsi pri obrambi pred paraziti ter pri reakcijah preobcutljivosti (10). Vsi
granulociti so sposobni fagocitoze, s pomoc¢jo katere unicijo tujek. Pri povecani aktivnosti
nevtrofilnih granulocitov lahko zaradi spro$¢anj razli¢nih snovi in molekul pride do
poskodbe tkiv. Pri zdravi neokuZeni osebi se v periferni krvi vzdrzuje stalna koncentracija
nevtrofilnih granulocitov. Pri okuzbi se zaradi spro$¢anj kemotakti¢nih snovi njihovo
Stevilo poveca, ob tem pa se ob specifiénih signalih aktivirajo, mnozi¢no delijo in

sprosc¢ajo iz kostnega mozga (10).

€

Limfocit

Monocit

Slika 1: Vrste levkocitov (prirejeno po 11).



1.1.1 Razvojne stopnje granulocitov

Razvoj granulocitov je proces, ki z dozorevanjem hematopoetskih mati¢nih celic poteka v
kostnem mozgu. Na proces vpliva ve¢ razli¢nih dejavnikov. Izhodi$¢na mati¢na celica je
pluripotentna in je sposobna delitve ter nadaljnjega razvoja v multipotentno mati¢no celico
micloi¢ne ali limfatiéne vrste. Granulociti izhajajo iz mati¢ne celice, usmerjene v

mieloi¢no vrsto, Ki nato z dozorevanjem preidejo do konéne oblike zrelih granulocitov (9).
Stopnje dozorevanja granulocitov obsegajo pet stopenj (9):

Mieloblast: je prva stopnja ter najmanjsa celica v dozorevanju nevtrofilnih granulocitov
(9). Velika je od 12 do 20 um, z rahlo mrezasto kromatinsko strukturo. Jedro je rahlo
ovalno ali nakazano ovalno ter vsebuje 2 do 5 manjsih jedrc. Citoplazme v celici je zaradi

vecje velikosti jedra manj, je znacilno modre barve in obic¢ajno brez zrnc (12).

Promielocit: je najvecja celica velikosti od 15 do 25 um. Kromatin je rahel ter ze ima
vidne zacetne zgostitve. Jedro je upognjeno ali rahlo zazeto in nepravilne oblike z vidnimi
jedrci. Citoplazma je modra ter je v primerjavi z mieloblastom svetlej$a in zavzema vedji

volumen celice (12). V citoplazmi so vidna azurofilna zrnca (9,12).

Mielocit: pri tej stopnji dozorevanja se ze zacno oblikovati za granulocite znacilne
granulacije, jedrca v jedru niso ve¢ vidna. Prav tako je citoplazma Ze nakazano roznata. S
pomocjo barvanja ze lahko dolo¢imo, v Katero vrsto granulocitov bo celica v nadaljevanju
dozorela. Jedro je manjse in bolj okroglo (9). To je zadnja stopnja v Kkateri se celica se
lahko deli, naslednje stopnje obsegajo le Se dozorevanje. Pri manj zrelih mielocitih je

citoplazma $e modrikasta (12).

Metamielocit: je velik 10 do 12 um (12). Imajo bolj obilno roznato citoplazmo s stevilnimi
granulacijami ter zrnci, ki obsega vecji del celice. Jedro je upognjeno v obliki podkve (9).

Kromatin je kondenziran s prisotnimi nevtrofilnimi granulacijami (12).

Palicasti nevtrofilni granulocit. med paliaste nevtrofilne granulocite priStevamo celice, Ki
ze imajo znacilno roznato obarvano citoplazmo s specifinimi zrnci ter so po velikosti ze
enaki zrelim nevtrofilnim granulocitom. Jedro je v tej razvojni stopnji Se brez zazetkov, v

obliki podkve. To stopnjo v dozorevanju granulocitov ze Stejemo med zrele granulocite

(9).



Segmentirani nevtrofilni granulocit: je zrela celica, ki je normalno prisotna v perifernem
krvnem obtoku. Jedro je razdeljeno na 3-5 segmentov, ki so med seboj povezani s
kromatinsko nitko. Citoplazma je znalilne roznate barve s Stevilnimi nevtrofilnimi

granulacijami (13).

Bazofilni granulocit: je okrogle oblike ter znacilne temnejSe barve zaradi svojih vecjih
temno vijoliGastih zrnc. Jedro je obicajno razdeljeno na le dva segmenta, Ki sta zaradi
izrazitih temnejsih granul slabse vidna. Citoplazma je prav tako izrazito temno vijoli¢na,
polna specifi¢nih granulacij. Povecano stevilo bazofilcev se lahko pojavi v nosecnosti ter

pri boleznih kot so vodene koze, norice, hipotiroza in ciroza jeter (12).

Eozinofilni granulocit: je celica velikosti od 12 do 17 um z izrazito znacilnimi
eozinofilnimi zrnci ki so oranzne barve. Jedro obi¢ajno ni segmentirano na ve¢ segmentov,
ampak sta samo dva. Povecano Stevilo eozinofilcev v krvi oziroma eozinofilija se pojavi
predvsem pri alergijskih reakcijah, okuzbah s paraziti, koznih boleznih, boleznih Zlez z

notranjim izlo¢anjem in Hodgkinovi bolezni (12).

1.2 Naloge in zna¢ilnosti granulocitov

Granulociti so celice, ki igrajo pomembno vlogo pri telesni obrambi pred okuzbami. So
celice, ki se odzovejo na vnetni odziv in na podlagi signalnih molekul migrirajo na mesto
vnetja, kjer s svojimi funkcijami okuzbo omejijo. Pri bakterijskih okuzbah se
najStevilénejSe odzovejo nevtrofilni granulociti, ki imajo sposobnost fagocitoze tujkov
(14). Stevilo celic je zelo odvisno od tevilnih dejavnikov, ki dolo¢ajo hitrost hematopoeze
v kostnem mozgu ter njihovo skladi$¢enje in sproscanje v krvni obtok. V organizmu, kjer
ni prisotnih patoloskih procesov, je proces sinteze in odstranjevanje nevtrofilcev skrbno
nadzorovan (10). Pojav, kjer je stevilo levkocitov prehodno ter za krajsi ¢as povecano v
krvnem obtoku (to je lahko znak druge bolezni), se imenuje reaktivna sprememba
levkocitne krvne slike (9).

Nevtrofilni granulociti se lahko odzovejo na zaznano vnetje ter migrirajo proti vnetnemu
dogajanju samo, ¢e so v stiku s povr§jem. Zato se ob zaznavi vnetja adherirajo ob Zilno
steno, od koder se lahko premikajo proti vnetnem dogajanju. Na svoji povrsini izrazajo
Stevilne receptorje, ki se odzivajo na razlicne molekule, ki nakazujejo na vnetje ali

prisotnost bakterij. Obstaja ve¢ faktorjev in citokinov, ki nadzorujejo tvorbo nevtrofilcev v



kostnem mozgu ter njihovo aktivacijo. Dva od teh, ki spodbujata tvorbo, sta kolonije
stimulirajoca faktorja, in sicer G-CSF in GM-CSF. Citokini, kot so dejavnik tumorske

nekroze (TNF) a ter interlevkini (IL) 6, 8 in 1, pa pripomorejo k njihovi aktivaciji (10).

Palicasti nevtrofilni granulociti se lahko v manjsem $tevilu pojavijo tudi v krvi zdravih
ljudi. Pri razli¢nih stanjih, ki so povezana z okuzbami, patoloskimi procesi ter malignimi
boleznimi, se lahko pojavijo nezrele oblike granulocitov v krvnem obtoku zgolj zaradi

odziva telesa na trenutno stanje (12).

1.3 Nezreli granulociti v periferni krvi

Odziv kostnega mozga na okuzbo se lahko zelo razlikuje. Odvisen je od razsirjenosti,
trajanja in vrste okuzbe. Pomembno je tudi, v katerem starostnem obdobju se zgodi. Pojav
nezrelih granulocitov v krvi in odziv kostnega mozga pa nista specifi¢na le za okuzbe,
ampak se lahko pojavita tudi pri drugih stanjih, ki aktivirajo kostni mozeg (15). Nezrele
celice, ki se pojavijo v krvi, so lahko razli¢nih zrelostnih stopenj, obi¢ajno pa Stevilo
posameznih celic raste s stopnjo dozorevanja. Steviléno je najve¢ zrelih segmentiranih

granulocitov, manj pali¢astih ter posamezni metamielociti, mielociti ter promielociti (16).

1.3.1 Vzroki za pojav IG v periferni krvi

Vzroki za pojav IG so lahko razli¢ni. IG so lahko prisotni zaradi fizioloSkih vzrokov pri
nosec¢nicah in dojenckih ali ob ve¢jih naporih. V periferni krvi se pojavijo tudi ob Stevilnih
patoloSkih procesih, kot so okuzba in maligna obolenja, ki povzrocijo odziv kostnega
mozga ter pojav IG v periferni krvi. Pri zdravih posameznikih IG najdemo le naklju¢no. S
Studijo, ki je vkljuc¢ila 2400 vzorcev, so dolocili okvirno referen¢no obmocje za IG
dolo¢ene s hematoloskim analizatorjem. Za otroke starosti pod 10 let je bila zgornja
referen¢na vrednost 0,3%, za osebe nad 10 let pa 0,9%. Ugotovili so tudi, da je
najpogostejsi vzrok za pojav 1G v krvi pri populaciji pod 10 let okuzba (spodnja in zgornja
dihala in gastroenteritisi), medtem ko so v populaciji nad 10 let najpogoste;jsi vzrok pojava
IG v krvi hematoloSke maligne bolezni, kot so kroni¢na mieloi¢na levkemija (KML),
kroni¢na limfati¢na levkemija (KLL) in mielodisplasti¢ni sindrom (MDS), farmakoloska

terapija (glukokortikoidi, kemoterapija), obsezne okuzbe in nosec¢nost (17).



Poleg povecanega stevila celic ter pomika v levo pri okuzbah s pomoc¢jo mikroskopskega
pregleda krvnega razmaza v granulocitih opazimo tudi toksi¢ne granulacije, Déhlejeva

telesca ter vakuolizacijo (15).

Pri hujsih okuzbah, Se posebej pri sepsi, Soku ali hipoksiji, se lahko v krvi pojavijo tudi
nezrele oblike eritrocitov — eritroblasti (NRBC, ang. Nucleated red blood cells) (15).

Nezreli granulociti se pojavijo obicajno skupaj s povecano Steviléno koncentracijo
nevtrofilnih granulocitov (ang. Absolute neutrophil count — ANC). V studiji, kjer so
vrednotili parameter IG pri bolnis$ni¢nih pacientih, so izbrali paciente, ki so imeli v krvi >
2% 1G ter normalno stevilo ANC. 28,6% pacientov je imelo povisane IG kot posledica
akutne infekcije. Drugi vzroki so bili $e: akutni patoloski procesi, kot npr. pooperativno
obdobje ter akutna in kroni¢na izguba krvi ali odpoved ledvic. Vsa ta stanja so povezana z
reakcijo akutne faze, pri kateri se sprostijo kemotakti¢ni dejavniki ter citokini, Ki
stimulirajo kostni mozeg, kar povzro¢i prisotnost manj zrelih celic v krvnem obtoku. 84%

vzorcev je imelo povisan C-reaktivni protein (CRP) (2).

Vzroki v $tudiji se delno prekrivajo z vzroki, ki so zajeti v preglednici spodaj (18).

Preglednica I: VVzroki za pojav IG v krvi (18).

Fizioloski in farmakoloski

Neonatalno obdobje, nose¢nost, po porodu

Mobilizacija granulocitov kot posledica fizicnega napora, epilepticnega napada

Zdravljenje z rastnimi dejavniki (G-CSF, GM-CSF)

Reaktivni

Bakterijska okuzba

Tkivni infarkt

Obseznejse posSkodbe tkiv (nesrece, operacije, opekline)

Akutno vnetje

Akutna krvavitev, hipoksija




Neoplasti¢ne spremembe

Mieloproliferativne bolezni

Mielodisplasticni sindrom

Mielofibroza

1.3.2 Vloga IG pri prepoznavanju okuzb

Pri hujsih bakterijskih okuzbah se torej v krvi pojavijo tudi manj zrele celice granulocitov,
kot so paliCasti granulociti ter njihove predhodne razvojne stopnje. Pri pojavu IG v
periferni krvi govorimo o pomiku v levo, kar je znacilno za hujse oblike okuzb, ki lahko
vodijo tudi do sepse. Pri okuzbah pa se lahko zaradi izérpanja zalog nevtrofilnih

granulocitov pojavi tudi nevtropenija (9).

Pri hematoloskih kazalcih imajo diagnosti¢en pomen za prepoznavo okuzb skupno stevilo
levkocitov, ANC in delez IG. Levkociti, nevtrofilni granulociti ter 1G so pri pacientih s
sepso in septiénim Sokom znacilno visji kot pri zdravih (19). Delez IG je boljsi napovedni
kazalec infekcije kot levkociti (7) ter podoben kot ANC (2). V kombinaciji z levkociti so
IG enako uéinkovit napovedni dejavnik kot kombinacija levkocitov s CRP. Predlagana je
bila tudi moznost nadomestitve IG s CRP pri kriticno bolnih pacientih. Napovedna
vrednost IG ter CRP kot samostojna pokazatelja infekcije je bila podobna. Dodatek kazalca
IG k levkocitom ter CRP je povecal napovedno vrednost za okuzbo. Povezava parametrov
bi bila primerna ze na zacetku pri zgodnji izkljucitvi infekcije, kot tudi po 72-ih urah za

napoved ali ponovno izkljucitev okuzbe (7).

Parameter IG je bil proucevan kot napovedni dejavnik tudi pri prepoznavanju sepse. Delez
IG je bil znacilno visji pri okuzenih kot pri neokuZenih pacientih (3,5,6), vendar pa
obcutljivost in specificnost parametra za locevanje okuzenih ter neokuZenih pacientov in

za prepoznavo pacientov s pozitivnimi hemokulturami ni bila zadostna (3).

1.3.3 Vloga IG pri prepoznavanju sepse

Sepsa je stanje, pri katerem se vnetje, ki je posledica okuzbe, ne odvija samo lokalno,
ampak na ravni celotnega organizma ter postane sistemsko. Kaze se kot vazodilatacija,

povecCana prepustnost zZilne stene ter aktivacija levkocitov, vendar v SirSem okolju zato



prizadene celotno telo. Zaradi sistemskega odziva na vnetje lahko pride do okvare
delovanja razli¢nih organov. Tak$no stanje se imenuje sistemski vnetni odgovor — SIRS

(ang. Systematic inflammatory response syndrome) (9).

Leta 1992 so bili oblikovani kriteriji, od katerih morata biti izpolnjena dva od Stirih, da

lahko stanje opredelimo kot SIRS:
Preglednica I1: Kriteriji za SIRS (9).

Telesna temperatura > 38 °C ali < 36 °C

Tahipneja > 20 min~! ali hiperventilacija CO, < 4,27 kPa (32 mmHg)

Sréni utrip: <90 /min

Levkocitoza > 12 x 10%/L, levkopenija < 4 x 10°/L ali ve¢ kot 10% pali¢astih

nevtrofilcev v periferni krvi

Prav tako so takrat bili tudi definirani izrazi, kot so sepsa, SIRS, huda sepsa in septi¢ni Sok
(20).

Leta 2016 pa so bile uvedene nove smernice, ki definirajo podrocje prepoznave in
klasifikacije sepse in septicnega Soka. Termina SIRS in huda sepsa v prenovljeni definiciji

sepse nista ve¢ potrebna in ju zato ne uporabljamo ve¢ (21).

Sepsa je definirana kot nenadzorovan sistemski vnetni odziv, s pridruzenim
odpovedovanjem organov, ki je posledica okuzbe. Odpovedovanje organov Se razvrsti s
pomocjo vrednotenja SOFA kriterijev (ang. Sequential [Sepsis-related] organ failure
assesment). Rezultat SOFA ni namenjen spremljanju stanja pacienta, ampak se uporablja le
za klini¢no opredelitev prisotnosti sepse. Disfunkcijo organa lahko prepoznamo kot akutno
spremembo v skupnem sestevku SOFA > 2 tocki in je povezan z ve¢ kot 10% bolnis$ni¢no

smrtnostjo (21).

Septi¢ni Sok je posledica sepse, ki jo Kljub ustreznemu nadomeséanju tekoc¢in spremlja
nizek krvni tlak (< 90 mmHg), vrednost laktata > 2 mmol/L z odsotnostjo hipovolemije ter

s prisotno odpovedjo organov. Ob nastopu septicnega Soka se smrtnost poveca na 40%
(21).



Priblizno 30% pacientov v intenzivnih enotah s sepso nima pozitivnega mikrobioloskega
rezultata, ki bi okuzbo potrdil (22). Del lazno negativnih rezultatov hemokultur lahko
pripiSemo predhodni uporabi antibiotikov (23). I1G so bili kljub temu visji pri pacientih, ki
so imeli pozitivne hemokulture, kot pa pri tistih z negativnimi (3,4). 43% pacientov s
pozitivnimi hemokulturami je imelo v krvnem obtoku > 1% IG, pri pacientih z negativnimi
hemokulturami pa je bil delez IG > 1% prisoten le pri 24% (3). V prvih 48 urah po pojavu
klini¢nih znakov zve€ani IG dobro lo¢ijo med okuZenimi in neokuZenimi pacienti z
obcutljivostjo 89,2% in specificnostjo 76,4%, kar kaZe na njegovo diagnosti¢no vrednost
predvsem kot zgodnji oznacevalec sepse (6). Za odraslo populacijo pacientov je bila mejna
vrednost IG za zaznavanje sepse dolocena pri 3,2%. Premik meje med 4% in 5% pa bi

vodil v preve¢ zgresenih primerov (24).

Pri pacientih na intenzivnih enotah so ugotovili, da so tisti, ki so umrli v roku enega tedna,

imeli v krvi vi§je vrednosti mielocitov in metamielocitov (5).

Tudi na populaciji novorojenékov v neonatalnih enotah so prepoznali pomen IG kot
oznacevalca za sepso (8,25,26). Delez IG se je razlikoval pri pacientih z zgodnjim
nastopom sepse (ang. early onse sepsis - EOS), ki je bil 1,3%, v primerjavi s kontrolno
skupino, ki je imela vrednost 0,5% (26). Pri populaciji novorojenckov je bilo dokazano, da
je delez IG boljsi napovedni dejavnik infekcije kot skupno Stevilo levkocitov (25). Kljub
slabi obcutljivosti je bila ugotovljena povezava med vi§jimi vrednostmi IG ter pozitivnimi
hemokulturami hospitaliziranih nedonoSenih novorojenckov, ki so starej$i od 7 dni. Ti
novorojencki imajo 3-krat ve¢jo verjetnost za pozitivno hemokulturo, ¢e so bili pri
mikroskopskem pregledu krvnega razmaza prisotni IG, ali ¢e je bil na hematoloskem

analizatorju izmerjen delez IG > 0,5% (8).

1.3.4 1G pri novotvorbah krvi in drugih organov

Med pogostejSe vzroke za prisotnost nezrelih granulocitov v venski krvi pri odraslih
osebah so maligne krvne bolezni (17). Najpogostejse maligne bolezni, pri katerih se v
krvnem obtoku pojavijo IG, so kroni¢ne mieloproliferativne bolezni (KML, prava
policitemija (PRV), primarna mielofibroza (PMF)) in MDS (9).

Kroni¢ne mieloproliferativne bolezni so klonske bolezni, pri katerih je zvecano nastajanje

krvnih celic z znaki dozorevanja. Pri KML so prisotne vse stopnje dozorevanja, Ki



vkljucujejo tudi IG, kljub temu pa prevladujejo v krvi zreli nevtrofilni granulociti. Pri PRV
je povecano nastajanje celic rdece vrste, za PMF pa je znacilno razra$canje vezivnega tkiva
v kostnem mozgu, pojav nezrelih celic granulocitne vrste v periferni krvi pa vpliva na

neugodno napoved poteka bolezni (9).

Levkocitoza je lahko posledica in kazalec razvoja malignega tumorja, pojav nezrelih
granulocitov v Krvi pa bolj ob¢utljiv zgodnji kazalec mieloi¢ne proliferacije, ki je posledica
tumorja. Pojav IG se pri teh bolnikih povezuje z imunosupresivnim uc¢inkom, ki posledi¢no
pripomore k tumorski angiogenezi in njegovemu razvoju (27). Zaradi tega se iS¢ejo nove
taréne terapije, ki bi prepregile levkocitozo ter pojav IG v krvnem obtoku. Ceprav so IG
povezani z razvojem tumorja, pa nima vsak pacient z maligno boleznijo tudi poviSanih IG
(28).

1.4 Nezreli granulociti in mikroskopski pregled krvnega razmaza

Mikroskopski pregled krvnega razmaza (MPKR) je preiskava, ki se izvaja na vseh ravneh
zdravstvene dejavnosti ter ima pomembno vlogo pri odkrivanju krvnih bolezni ter drugih

patoloskih stanj in okuzb (12).

Je preiskava, pri kateri je zelo pomembno preiskovalevo znanje ter sposobnost presoje, saj
so rezultati odvisni od ve¢ dejavnikov. Zato bi bila izvedba MPKR natancnejSa, ¢e bi
preparat pregledalo ve¢ razli¢nih oseb z ustreznim znanjem. Vsak laboratorij ima izdelana
merila, na podlagi katerih se naredi mikroskopska diferencialna krvna slika. Ta merila so
sestavljena iz vrednosti parametrov ali opozoril hematoloskega analizatorja. Njihovo
izpolnjevanje nakazuje na moznost bolezenskega procesa ali nezanesljivosti rezultatov ter

na potrebo po pregledu krvnega razmaza (13).

Pomemben vidik pri dolocanju IG s hematoloskim analizatorjem je tudi ujemanje
rezultatov deleza 1G z MPKR. Predstavljeno je bilo, da je zaradi vecjega Stevila
diferenciranih celic dolocanje IG natan¢nejSe S hematoloskim analizatorjem, kot pa s
pomocjo mikroskopskega pregleda (29). Zaradi razli¢nih nac¢inov delovanja analizatorjev,
ki doloc¢ajo delez IG, je za vsakega posebej treba preveriti ujemanje delezev IG z MPKR.
Pri primerjavi deleza IG med dvema modeloma hematoloskih analizatorjev istega

proizvajalca in MPKR so dolo¢ili koeficient korelacije ki znasa 0,83 oziroma 0,80 (29, 30).
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Predlagali so delno zamenjavo ro¢ne metode s hematoloskim analizatorjem predvsem
zaradi podcenjevanja Stevila IG pri MPKR (29). Primerjava vrednosti IG dolocenih s
hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-3000 ter MPKR je pokazala, da je bila v
povpreéju izmerjena vrednosti IG na hematoloSkem analizatorju 2,5% visja, kot pa pri
MPKR (30). Druga studija je dolocila za 35% ve¢ji delez IG izmerjenih z analizatorjem

Sysmex XE-5000, kot pa pri mikroskopskem pregledu (31).
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2 NAMEN DELA

Namen raziskave bo najprej analiticno celovito ovrednotiti diagnosticni parameter 1G.
Dolocili bomo povezavo med vrednostmi doloCenimi s hematoloskim analizatorjem
Sysmex XN-1000 ter MPKR ter doloc€ili mejno vrednost IG in smiselnost njene vkljucitve
v kriterije za MPKR. To bomo storili s primerjavo deleza nezrelih IG, ki ga izda
hematoloski analizator, z delezem nezrelih granulocitov, ugotovljenih z MPKR. Dolo¢ili
bomo korelacijo med metodama pri zaznavanju IG ter dolocili analiti¢no obcutljivost in

specificnost parametra IG.

Dolocili bomo tudi mejno vrednost IG na hematoloskem analizatorju, ki bi lahko
nadomestila obstojeco prednastavljeno mejno vrednost > 1% IG za MPKR. Pri tem bomo
ovrednotili, kako bi vplivala sprememba mejne vrednosti pri Kkriterijih za MPKR na obseg
dela ter stevilo MPKR. Pomemben podatek pri spreminjanju kriterijev za MPKR je Stevilo

pacientov, ki bi bili zaradi spremenjenih vrednosti spregledani.

Drugi del naloge pa bo ovrednotenje parametra IG s staliS$¢a njegove uporabnosti pri
obravnavi bolnika na primarni zdravstveni ravni. To Zelimo dose¢i predvsem s celovitim
pogledom na zanesljivost parametra:

e kaj bi njegova uvedba kot del izvida spremenila pri obravnavi bolnika,

e kaksSna je njegova diagnosti¢na vrednost ter predvsem,

e ali bi parameter pomagal zdravnikom pri razlo¢evanju med okuzbo in drugo

boleznijo.

Ovrednotili bomo diagnosti¢ni pomen IG pri sprejemanju klini¢nih odlocitev, predvsem pri
prepoznavi okuzb. Za to bomo poleg izvida od napotenega zdravnika pridobili klini¢no
informacijo o pacientu, oziroma ¢e je bila pri pacientu s povecanim deleZzem IG okuzba

tudi klini¢no potrjena.
Izbrali bomo paciente s povecanim delezem 1G > 1% ter pridobili se podatke o CRP pri

vseh, Kjer je bila preiskava naroc¢ena. Delez IG bomo primerjali tako z rezultati o Stevilu

levkocitov kot tudi z vrednostjo CRP, kjer je bila le-ta dolocena.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Obravnavani vzorci

V raziskavo smo vkljucili 152 vzorcev pacientov, ki so prisli k osebnemu zdravniku od
marca 2016 do aprila 2017 zaradi najrazli¢nejsih tezav. Na podlagi klini¢ne slike so bile s
strani zdravnikov narocene preiskave, med njimi tudi kompletna krvna slika z
diferencialno krvno sliko ter pri 91 pacientih tudi dolocitev CRP. Ker smo zbrali vecino
podatkov pacientov, ki spadajo v predsolsko populacijo (do 6 let), ali pacientov, ki so ze
odrasli in spadajo v enoto druzinske medicine, smo se odlocili skupino vseh pacientov
razdeliti v dve skupini: pacienti, Ki so stari < 6 let ter pacienti, ki so starejsi od 6 let (Slika
2). 47 vkljucenih pacientov je bilo mlajsih otrok (< 6 let), 105 pacientov pa je bilo starejsih
od 6 let (do 94 let). 58 jih je bilo moskega spola, 94 pa zenskega. Vsi vzorci so bili odvzeti
v enoti za odvzem krvi in analizirani Se isti dan v Laboratoriju za klini¢no kemijo

Zdravstvenega doma Celje.
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Slika 2: Stevilo vzorcev po starostnih skupinah.

A) Starostne skupine odraslih pacientov; B) Starostne skupine predsolskih otrok.
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3.1.1 Analiza vzorcev

Vse rutinske vzorce venske ali kapilarne krvi, ki so bili odvzeti v epruveti z dodatkom
antikoagulanta K3;-EDTA ali K,-EDTA, smo najprej analizirali na hematoloskem
analizatorju Sysmex XN-1000 ter nato na podlagi predhodno postavljenih kriterijev za
izdelavo in pregled krvnega razmaza izbrali vse vzorce > 1% I1G. Vsem vzorcem, ki so
vsebovali po analizi na hematoloskem analizatorju > 1% IG, smo izdelali in pobarvali
krvni razmaz s panopticnim barvanjem po Pappenheimu in jih pregledali pod

mikroskopom.

Skoraj vsi narejeni krvni razmazi so bili zaradi razlicnih subjektivnih dejavnikov ter
razli¢nih sposobnosti presoje pregledani in ovrednoteni pod mikroskopom s strani dveh

laboratorijskih delavcev.

Vrednost CRP smo pridobili le v primeru, ¢e je bil narocen rutinsko skupaj s diferencialno
krvno sliko s strani zdravnika ter sta bili preiskavi na isti napotnici. Kri je bila odvzeta v
epruvete brez dodanega antikoagulanta, koagulirana kri je bila centrifugirana ter
pridobljeni serum pripravljen za analizo. CRP je bil dolo¢en na biokemijskem analizatorju
Modular P800 (Roche Diagnostics) v Laboratoriju za klini¢no kemijo Zdravstvenega doma

Celje.

Vsi vzorci polne krvi za preiskavo diferencialne krvne slike so bili analizirani ter njihov
krvni razmaz pripravljen v roku Stirih ur od odvzema. Serumski vzorci za biokemijske

preiskave so bili analizirani na dan odvzema.

3.2 Analizne metode za doloé¢itev IG

3.2.1 Hemogram z diferencialno krvno sliko na analizatorju Sysmex XN-1000

3.2.2 Reagenti in kontrole

Za ustrezno delovanje hematoloskega analizatorja je treba vsak dan pred zacetkom dela
najprej analizirati kontrole, ki so Ze komercialno pripravljene. Z njimi preverimo
ustreznost delovanja aparata. V primeru odstopanj, ki so dolo¢ena za vsak parameter
posebej, je treba po standardnih operacijskih postopkih ustrezno ukrepati. Kontrole za

analizator Sysmex XN-1000 so na voljo na treh ravneh. Treba jih je hraniti v hladilniku na
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temperaturi od 2 °C do 8 °C, pred uporabo pa jih je treba segreti na sobno temperaturo ter

dobro in previdno premesati.

Reagenti se lahko uporabljajo pri temperaturi od 15 °C do 30 °C, shranjujejo pa jih pri 2
°C do 35 °C, le SULFOLYSER se hrani pri 1 °C do 30 °C ter CELLCLEAN AUTO pri 1
°C do 25 °C. Porabiti jih je treba v okviru opredeljenega predvidenega roka uporabe in
uporabljati skladno s pisnimi navodili. Z reagenti je treba ravnati previdno, da se prepreci

nastanek zra¢nih mehurckov (32).

Seznam reagentov za hematoloski analizator Sysmex-XN 1000, ki se uporabljajo v

Laboratoriju za klini¢no kemijo ZD Celje je naveden v preglednici V (32).

Preglednica I11: Reagenti hematoloSkega analizatorja Sysmey XN-1000.

Reagent

Uporaba

CELLPACK DCL

CELLPACK DFL

SULFOLYSER

Lysercell WNR

Lysercell WDF

Lysercell WPC
Fluorocell WNR

Fluorocell WDF

Fluorocell RET
CELLCLEAN AUTO

Merjenje Stevila in velikosti eritrocitov ter trombocitov,
dolocanje koncentracije hemoglobina, nosilna tekoc¢ina za

detektor FCM

Uporablja v kombinaciji z reagentom Fluorocell RET ali
Fluorocell PLT

Doloc¢anje koncentracije hemoglobina

liza eritrocitov, dolocanje levkocitov, bazofilcev,

eritroblastov

liza eritrocitov, doloCanje nevtrofilcev, limfocitov,

monocitov in eozinofilcev
liza eritrocitov, zazna nenormalne ali nezrele celice

barvanje celic z jedrom, dolo¢anje levkocitov, bazofilcev
in NRBC

liza eritrocitov, doloCanje nevtrofilcev, limfocitov,

monocitov in eozinofilcev
barvanje retikulocitov, dolocanje trombocitov

mocno alkalno ¢istilo za Cis¢enje
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Analiza vzorcev

Sysmex XN-1000 je hematoloski analizator, katerega delovanje temelji na
hidrodinami¢nem fokusiranju, preto¢ni citometriji s z laserjem in dolo¢anju hemoglobina z
metodo natrijevega lavrilsulfata (32). Principi dolocanja celic in merjenja se razlikujejo ter
potekajo v sedmih razli¢nih kanalih, ki so: WNR, WDF, RET, PLT-F, WPC, HGB,
RBC/PLT. V vsakem kanalu se dolo¢ajo posamezni parametri, ki se zdruzijo v koncen

rezultat (33). Za analizo je potrebnih 88 uL vzorca (34).

Vzorec se na zacetku alikvotira ter razdeli v razlicne kanale, kjer potekajo analize. Za
zaznavo levkocitov, retikulocitov, NRBC in diferencialne krvne slike se uporablja metoda
fluorescenéne pretocne citometrije (35). Ta je kljuéna tudi pri dolo¢anju deleza IG. Glavni
princip metode je potovanje vzorca skozi ozko pretocno celico. Pred tem se vzorec razredci
ter oznaci s specificnem flourescen¢nim barvilom, ki se veze na nukleinsko kislino. Krvne
celice potujejo mimo rdecega diodnega laserja z valovno dolzino 633 nm, kjer pride do
sipanja svetlobe. Prednje sipanje svetlobe-FSC (ang. Forward-scattered light) ujame
fotodioda, stransko sipanje svetlobe-SSC (ang. Side-scattered light) in stransko sipanje
fluorescenéne svetlobe-SFL (ang. Side-fluorescence light) pa sprejmeta fotopomnozevalki
(Slika 3). Intenziteta FSC doloca velikost krvne celice, SSC podaja informacijo o notranji
strukturi, SFL pa prikaze stopnjo obarvanosti ter s tem koli¢ino prisotne DNA in RNA v
celici (32,36).

Stransko sipanje stransko sipanje svetlobe-S8C
fluorascenéne svetlobe -

SFL

prednje sipanje
svatloba-FSC

Laserski zarek
A=633nm

Slika 3: Prikaz metode fluorescen¢ne pretocne citometrije (prirejeno po 38).
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Dolocitev vrednosti nezrelih granulocitov

Kanal WDF se uporablja za razvrs¢anje levkocitov v posamezne skupine celic ter s tem
poleg 5-delne diferencialne krvne slike omogoca tudi dolo¢itev parametra IG na podlagi
SSC in SFL sipanja. Za potek analize je treba najprej dodati reagent, ki lizira celice
(Lysercell WDF), ter reagent ki se veze ter obarva DNA in RNA (Fluorocell WDF).
Diferenciacija se izvede na podlagi granulacije (SSC) ter vsebnosti nukleinskih Kislin
(SFL). lzrise se dvodimenzionalni razsevni diagram, na katerem predstavlja X o0s
granuliranost ter Y os vsebnost nukleinskih kislin. Visjo intenziteto fluorescence se zazna

pri celicah, ki so manj zrele zaradi njihove visoke vsebnosti RNA (32,33).

Podrogje, ki je prikazano kot delez IG, lezi na desni zgornji polovici razsevnega diagrama.
Njegov polozaj prikazuje vecjo granuliranost in visjo fluorescenco, ki sta posledici

nezrelosti celic (Slika 4).

Nezreli granulociti

Slika 4: Razsevni diagram kanala WDF (prirejeno po 39).
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3.2.3 Mikroskopski pregled krvnega razmaza

Kriteriji za mikroskopsko dolocitev diferencialne krvne slike

Mikroskopski pregled krvnega razmaza se naredi ter ovrednoti pod mikroskopom v
primeru odstopanj od dolocenih vrednosti ali prisotnih opozoril. Standardov, ki bi dolocali
posamezne vrednost $e ni, obstajajo pa priporocila, na podlagi katerih si lahko laboratoriji
postavijo svoje kriterije za MPKR (13).

Preglednica 1V: Kriteriji Laboratorija ZD Celje za pregled krvnega razmaza pri
odstopanju Stevil¢nih vrednosti v hemogramu.

Analit Spodnja meja Zgornja meja
Trombociti (10° /L) <100 > 1000
Levkociti (10° /L) <3,0 > 30,0
Nevtrofilci (10° /L) <1 > 20
Limfociti (10° /L) - >5

Monociti (10°/L) - >1,5
Eozinofilci (10° /L) - >1,5
Bazofilci (10° /L) - >0,3

IG (%) - > 1%

MPKR naredimo tudi na osnovi dolo¢enih opozoril, ki jih izda hematoloski analizator.
Upostevati je treba tudi znano zgodovino podatkov za posameznega pacienta ter na podlagi

teh ustrezno ovrednaotiti potrebo po MPKR (13).

Pripomocki za pripravo krvnega razmaza

- Kadicke za barvanje

- Predmetna stekla

- Krovna stekla

- Nosilci za barvanje preparatov
- Ura
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- Stevec za Stetje celic
- Imerzijsko olje
- Svetlobni mikroskop

- Plasti¢ni nastavek za oblikovanje kapljice

Reagenti za barvanje krvnih razmazov

- Raztopina May-Griinwald (Merck) (eozin in metilensko modrilo v metanolu)

- Raztopina Giemsa (Merck) (eozin in dva derivata metilenskega modrila - azur I in
azur 1l v metanolu)

- Fosfatni pufer s pH =6,8

- Destilirana voda

Fosfatni pufer je pripravljen iz mati¢ne raztopine, ki jo dopolnimo z destilirano vodo.
Matic¢na raztopina je sestavljena iz dveh raztopin. Prva raztopina vsebuje 9,1 g KH,PO,
raztopljenega v destilirani vodi, druga raztopina pa vsebuje 9,5 g Na,HPO,, ki je prav tako
raztopljen v destilirani vodi. Mati¢na raztopina se pripravi iz dveh zgoraj omenjenih
raztopin tako, da vzamemo 630 mL prve raztopine ter 370 mL druge. Delovno raztopino pa
pripravimo iz mati¢ne tako, da v 1000 mL bucki razred¢imo 50 mL mati¢ne raztopine in

dopolnimo z 950 mL destilirane vode (13).

Izdelava in barvanje krvnih razmazov

Krvni razmaz pripravimo iz krvi, odvzete z antikoagulantom K;-EDTA ali K,-EDTA, v
roku $tirih ur od odvzema. Izdelamo ga tako, da kapljo krvi kanemo na konec predmetnega
stekelca ter se dotaknemo kaplje krvi s pomo¢jo krovnega stekelca, da se razpotegne ter
razporedi po vsej Sirini stekelca (Slika 5). Pod kotom 30-45° potegnemo v nasprotni smeri
vzdolz predmetnega stekelca. Ob potegu krovnega stekelca Cez povrSino objektnega
stekelca se kaplja krvi enakomerno razporedi ter se na koncu rahlo zaokrozeno zakljuci.

Skupna dolzina krvnega razmaza naj bi bila 3-4 cm (13).

Pravilno narejen krvni razmaz ima velik pomen pri nadaljnjem mikroskopskem
diferenciranju krvnih celic, saj je pomembno, da so celice enakomerno razporejene po
povrsini. Krvne razmaze gledamo v delu, kjer se celice ne prekrivajo ter niso prevec
narazen. Narejene krvne razmaze pred fiksacijo in barvanjem ozna¢imo ter posu$imo na
zraku (13,16).
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Slika 5: lzdelava krvnega razmaza.

Ko se krvni razmazi posu$ijo na zraku, so pripravljeni za barvanje. Za barvanje
hematoloskih krvnih razmazov se najpogosteje uporablja panopti€no barvanje po
Pappenheimu, ki vkljuéuje fiksacijo ter barvanje celic. Pri tem uporabljamo dve raztopini,

May-Griinwald in Giemsa (13).

Po suSenju na zraku se krvni razmazi v nosilcu v kadi¢ki s pokrovom potopijo v May-
Griinwaldovo raztopino za 5 minut. Sledi prenos razmazov v drugo kadicko, kjer je
mesSanica May-Griinwaldove raztopine in fosfatnega pufra v razmerju 1:1. Po 1 min v
drugi kadicki pa je kot zadnji korak fiksacije in barvanja $e prenos nosilca v raztopino
Giemse v fosfatnem pufru (1:10), Kjer jih pustimo barvati se 20 min. Na koncu se fiksirani

in pobarvani razmazi sperejo s fosfatnim pufrom ter posusijo na zraku (13).

Pregled in vrednotenje krvnih razmazov

Izdelani in pobarvani krvni razmazi se po susenju pogledajo pod mikroskopom. Prvi korak
je makroskopska ocena, Sele nato jih pogledamo pod mikroskopom najprej pri mali (100 x)
ter potem pri veliki povecavi (1000 x). Z menjavanjem povecav najprej ocenimo pripravo

razmaza ter porazdelitev celic, nato pa jih diferenciramo.

Po oceni na mali povecavi, pregledamo razmaze s pomocjo imerzijskega olja Se pri veliki
povecavi. Pri tem si izberemo primerno mesto v repu razmaza, kjer se eritrociti ne
prekrivajo ter niso prevec narazen. V primernem obmocju zaénemo diferencirati levkocite
po sistemu »cik-cak«. Za ovrednotenje krvnega razmaza je treba pogledati vsaj 100

levkocitov. Pri MPKR je treba preveriti vrednosti celic iz izpisa iz hematoloskega
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analizatorja ter pogledati prisotnost opozoril. Rezultate mikroskopskega krvnega razmaza

izrazamo v relativnih (%) vrednostih glede na 100 prestetih levkocitov (13).

3.2.4 Dolocanje vnetnega parametra CRP na biokemijskem analizatorju

Pri zbiranju pacientov z I1G > 1% je imelo med 152 zbranimi vzorci 91 pacientov narocen
CRP. Tega smo dolo¢ili na avtomatskem biokemijskem analizatorju Modular P800 (Roche
Diagnostics). Koncentracijo CRP smo dolo¢ili z imunoturbidimetri¢cno metodo. Anti-CRP
monoklonska protitelesa, vezana na mikrodelce lateksa, reagirajo z antigenom v vzorcu.
Nastane kompleks antigen-protitelo, pri ¢emer pride do aglutinacije, ki jo vrednotimo

turbidimetri¢no.

Reagent
Tq® CRP L3 (Roche Diagnostics), shranjevanje na 2-8 °C

Standard
C.f.a.s. Proteins (Roche Diagnostics)

Kontrole
- PreciControlClinChem Multi 1 (Roche Diagnostics)
- PreciControlClinChem Multi 2 (Roche Diagnostics)

3.3 Statistiéne metode

Za obdelavo rezultatov smo uporabili statisti¢ni program MedCalc (v. 14.8.1). Podatke
smo zbirali s pomocjo laboratorijskega informacijskega sistema (LIS) ter pridobili klini¢no
informacijo o posameznem pacientu preko osebne komunikacije s pacientovim osebnim

zdravnikom.

Za vrednotenje statisticnih testov smo izbrali 5-odstotno stopnjo tveganja (o = 0,05). Pri
vrednosti signifikance, ki je ve¢ja od 0,05 (P > 0,05), smo privzeli ni¢elno hipotezo ter
zavrnili alternativno hipotezo, ki pravi, da med parametroma obstaja statisti¢na razlika. S
prevzetjem nicelne hipoteze se sprejme, da med preiskovanimi parametri ni statisticne

razlike.

Prvi korak, ki smo ga naredili, je bil osnovno statistiéno ovrednotenje parametra IG, in

sicer tako, da smo za vrednosti analizatorja in MPKR izra¢unali mediano, interval
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zaupanja, standardni odklon ter najmanjSo in najvi§jo vrednost za IG pri obeh metodah.

Porazdelitev podatkov IG smo preverili s pomocjo testa Kolmogorov-Smirnov.

Oba nacina dolocanja IG smo nato primerjali s pomo¢jo Bland-Altmanovega diagrama,
kjer smo primerjali povprecje razlik med obema metodama ter njuno ujemanje. Ker smo ze
preverili razporeditev podatkov IG ter zavrnili normalno razporeditev podatkov, smo za
izraGun korelacije med metodama uporabili Spearmanov koeficient Kkorelacije. Z
Wilcoxonovim testom za odvisne vzorce pa smo statisticno primerjali obe metodi
dolo¢anja I1G. Neparametri¢ni test Mann-Whitney smo uporabili za dolocitev statisti¢nih
razlik med skupinama odraslih in predSolskih otrok v delezih IG, pridobljenih na

hematoloskem analizatorju.

Ovrednotili smo opozorilo, ki je povezano s prisotnostjo IG na hematoloskem analizatorju
— IG Present. Doloc¢ili smo specificnost, obcutljivost, pozitivno napovedno vrednost in

negativno napovedno vrednost.

Dolocili smo optimalno vrednost IG analizatorja, pri kateri je najboljSa diagnosti¢na
uporabnost testa ter sta obcutljivost in specificnost v najboljsem razmerju. To smo dolo¢ili
s pomo¢jo ROC krivulje (ang. Receiver operating characteristic). Za dolocanje IG
analizatorja smo s pomoc¢jo ROC krivulj proucevali, kakSen pomen ima prestavitev mejne
vrednosti za laboratorijsko delo ter v kolik§ni meri bi lahko zmanjSali obseg dela, ob tem

pa preucili, koliko pacientov bi zaradi tega lahko spregledali.

Podatke o klini¢nih diagnozah posameznih pacientov smo ovrednotili s pomo¢jo osnovne
statisticne analize ter jih razvrstili v posamezne skupine. Za vsako skupino smo nato
dolo¢ili mediano 1G, WBC in CRP. Razporeditev podatkov IG smo tudi primerjali med

skupinami pacientov ter preverili, ¢e se med seboj statisti¢no razlikujejo.

S pomocjo ROC krivulj smo ovrednotili klini¢ne diagnoze odraslih pacientov. Primerjali
smo, kateri parameter ima najboljSo diagnosti¢no uporabnost za potrditev ali izkljucitev
bolezni ter primerjali ROC krivulje ter AUC preuc¢evanih parametrov 1G, WBC in CRP
med seboj.
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4 REZULTATI

4.1 Primerjava dolocanja |G s hematoloskim analizatorjem in MPKR

Zbrali smo 152 meritev krvnih vzorcev. Za zbiranje vzorcev je bil kljuéni kriterij delez IG

dolocen s hematoloskim analizatorjem 1% ali ve¢. Porazdelitev vrednosti delezev 1G kaze

slika 7.

Za zbrane vzorce smo dolocili osnovne statisticne parametre za rezultate 1G, pridobljene iz
analizatorja ter pod mikroskopom. S pomocjo statisticnega programa MedCalc smo
dolocili mediano, 95% interval zaupanja (Cl), standardni odklon (SD) ter najnizjo in
najvisjo vrednost (Preglednica V).

Preglednica V: Osnovna statisti¢na analiza dveh razli¢nih na¢inov dolocanja I1G (N =
152).

Mediana 95% ClI SD najnizja najvisja
vrednost vrednost
IG 1,9 1,70-2,10 3,89 1,0 21,6
analizator
(%)
G MPKR 0,0 0,00-0,00 4,92 0,0 15,0
(%)
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Slika 6: Razporeditev vrednosti deleza IG.

A) Razporeditev vrednosti deleza IG za hematoloski analizator; B) Razporeditev
vrednosti deleza IG MPKR.
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Iz slike 6 je razvidno, da so podatki pridobljeni s hematoloskim analizatorjem razporejeni
drugace kot delezi IG pri MPKR, vrednosti IG hematoloskega analizatorja visje. Mediana

IG, ki je bila pridobljena z analizatorjem, je visja od mediane IG pridobljene z MPKR.
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Slika 7: Porazdelitev stevila vzorcev glede na vrednosti IG analizatorja.

A) 1G: 1,0-3,0%: B) IG: > 3,0%.
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Slika 7 prikazuje razporeditev vrednosti IG analizatorja po Stevilu pacientov. Razvidno je,
da je bil pretezni del zbranih vzorcev v obmocju do 2%. Teh vzorcev je skupaj 83, kar
znaSa 54,6% vseh zbranih vzorcev. Delez vzorcev vrednosti IG analizatorja > 3% pa
predstavlja le 29,6%.

Porazdeljevanje spremenljivk smo preverili s pomocjo testa Kolmogorov-Smirnov za
normalno porazdelitev parametra v populaciji. Normalno razporeditev rezultatov smo
zavrnili tako pri delezu 1G analizatorja kot pri MPKR. Spearmanov koeficient prikazuje
povezanost dveh spremenljivk. Pri izra¢unu Spearmanovega koeficienta korelacije (r) med
metodama doloc¢anja IG s hematoloskim analizatorjem in MPKR smo dobili rezultat 0,598
(P < 0,0001), kar predstavlja srednje/dobro povezavo med rezultati 1G pridobljenimi z
mikroskopom ter vrednostjo IG na hematoloSkem analizatorju. Slika 8 prikazuje povezavo

med obema parametroma.

0 u 1 | 1
0 5 10 15

%IGMPKR

Slika 8: Povezave parametra 1G% analizatorja in MPKR.
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Slika 9: Bland-Altmanov diagram primerjave razlik vrednosti deleza IG med analizatorjem
in MPKR.

Povpreéje razlik med rezultati 1G analizatorja in IG DKS smo pridobili s pomoc¢jo Bland-
Altmanovega diagrama (Slika 9). Vkljucili smo podatke, o vrednostih deleza IG
analizatorja in MPKR, vseh 152 pacientov. Povprecje razlik med rezultati IG analizatorja
in IG MPKR je 2,43%, torej so bile vrednosti IG hematoloskega analizatorja v povpre¢ju
za 2,43% vigje kot pa vrednosti IG dobljene z MPKR. Studija, ki je prav tako primerjala
deleze 1G, dolocene s hematoloskim analizatorjem Sysmex in MPKR, je prikazala podobne
rezultate, saj so bile vrednosti IG analizatorja v povpre¢ju za 2,5% visje od vrednosti
dolo¢ene pod mikroskopom (30). S pomoc¢jo Wilcoxonovega testa za odvisne vzorce smo
statisti¢no primerjali na¢ine dolo¢anja IG z analizatorjem in MPKR. Test je prikazal obstoj
statisti¢no znacilne razlike med dolo¢anjem IG s hematoloskim analizatorjem ter MPKR (P

< 0,0001).

4.1.1 Primerjava deleza IG pri predsSolski populaciji in starejsih pacientih

Pri zbiranju podatkov smo vkljuéili vse paciente, ki so bili napoteni v laboratorij, tako
predsolsko populacijo, kot tudi Solsko in odraslo populacijo (Slika 2). Ker literatura navaja,
da tudi starost vpliva na pojav IG v periferni krvi, smo se odlo¢ili med seboj primerjati dve
populaciji in sicer predsolske otroke stare do 6 let ter paciente, ki so stari ve¢ kot 6 let.
Tudi pri pediatri¢ni populaciji so pokazali, da so imeli pacienti s potrjeno okuzbo visje

vrednosti 1G kot pa skupina zdravih (39).
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Stevilo pacientov, ki so bili stari 6 let ali manj (predsolski otroci) je 47, $tevilo pacientov

starih nad 6 let pa je 105. Razliko med skupinama prikazuje Preglednica V1.

Preglednica VI: Statisti¢ni podatki za vrednosti IG in levkocitov po starostni skupini.

Pacienti > 6 let Mediana Min Max
WBC 10°/L 7,59 1,30 29,9
IG% Analizator 2,1 1,0 21,6
1G% MPKR 1,0 0,0 15,0

Pacienti <6 let

WBC 10°/L 9,51 1,98 27,03
1G% Analizator 1,6 1,0 6,6
1IG% MPKR 0,0 0,0 5,0

Pri primerjavi med predsolsko populacijo (< 6 let) ter ostalo populacijo (> 6 let) so se
kazale razlike pri vseh opazovanih parametrin. Mediana levkocitov je bila vi§ja pri
predsolski populaciji in je znasala 9,51 (x 10° /L), medtem ko je pri odrasli populaciji
znasala 7,59 (x 10° /L). Vrednosti deleza IG pri starejsih so bile visje z obema na¢inoma
njihovega doloc¢anja, tako z analizatorjem kot z MPKR. Vrednosti mediane pridobljene z
analizatorjem so bile pri odraslih 2,1%, medtem ko je bila pri predSolskih otrocih vrednost

nizja in je znasala 1,6%. Podobno velja tudi za MPKR.

Tako so bile izmerjene visje vrednosti IG analizatorja pri odraslih, kjer je bila najvisja
vrednost 21,6%, medtem ko je bila pri predsolski populaciji najvi§ja izmerjena vrednost
6,6%. Pri rezultatth MPKR so pri obeh populacijah niZje vrednosti v primerjavi z
analizatorjem, vendar so vrednosti IG odraslih tudi tukaj visje kot pri predSolski populaciji.
Najvi§ja vrednost IG pri odraslih je bila 15%, pri predSolskih otrocih pa 5%. Slika 10
prikazuje porazdelitev delezev IG pridobljenih iz analizatorja med skupinama odraslih in

predsSolskih otrok.
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Za primerjavo rezultatov delezev IG pridobljenih s hematoloskim analizatorjem med
obema skupinama smo uporabili Mann-Whitneyev neparametri¢ni test za dve neodvisni
spremenljivki. Rezultati so pokazali statisticno znacilno razliko v vrednostih deleza IG

med populacijo odraslih in predSolskih otrok (P = 0,0025).
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Slika 10: Prikaz porazdelitve delezev IG pridobljenih iz analizatorja med skupinama
odraslih in predSolskih otrok.

4.2 Dolocitev mejne vrednosti IG

Za parameter delez IG analizatorja smo uporabili analizo ROC, ki dolo¢i optimalno
razmerje obcutljivosti in specificnosti za dolo¢en test. Kot merilo pravilnosti rezultata je
veljala najdba IG pri MPKR. Vkljucili smo vseh 152 vzorcev preiskovancev ter dolo¢ili
optimalno mejno vrednost > 2%, ki daje najboljSe razmerje med obcutljivostjo in
specifi¢nostjo za zaznavo nezrelih granulocitov v krvnem razmazu. Pri tej vrednosti je
obcutljivost 80%, specificnost pa je 75% (Slika 11). Povrsina pod krivuljo (AUC) je 0,833.
AUC, ki dosega najvisje vrednosti, se povezuje z visoko natan¢nostjo, vrednosti nad 0,5 s

srednjo, vrednost 0,5 pa predstavlja nakljuc¢en rezultat (40).
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Slika 11: ROC krivulja za dolocitev lastnosti parametra IG na hematoloskem analizatorju
Sysmex XN-1000.

Pri mejni vrednosti > 3% smo dobili bistveno manj$o obcutljivost 62,5% obcutljivost in
89,6% specificnost. Pri postavitvi meje > 4,1% pa bi bila obcutljivost 50% in specificnost
93,8%.

4.3 Vrednotenje opozoril

Pri vsaki analizi na hematoloSkem analizatorju se poleg Stevilénih rezultatov lahko
pojavijo tudi opozorila, ki se aktivirajo ob vnaprej doloc¢enih izpolnjenih pogojih.
Opozorilo »IG Present«, ki ga poda analizator v povezavi z 1G, smo ovrednotili ter dolocili
njegovo obcutljivost, specificnost, pozitivno napovedno vrednost (PNV) ter negativno
napovedno vrednost (NNV) za zaznavo nezrelih granulocitov v krvnem razmazu krvi. V

analizo smo vkljucili vseh 152 meritev vzorcev.
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Preglednica V1I: Vrednotenje opozoril analizatorja na prisotnost 1G.

1IG% (MPKR)

Opozorilo prisotni odstotni

prisotno 51 65 116

odsotno 5 31 36
56 96 152

Obcutljivost: 91%
Specifi¢nost: 32%
PNV: 44%
NNV: 86%

Iz podatkov je razvidno, da ima opozorilo 91% obcutljivost na prisotnost nezrelih
granulocitov v krvnem razmazu, specifi¢nost pa je le 32%. To vodi v nizek delez lazno
negativnih rezultatov (5 od 56), nizka specifinost pa prikazuje Visok delez lazno

pozitivnih rezultatov (65 od 96).

4.4  Vloga parametra IG pri prepoznavanju okuzb

4.4.1 Povezava parametrov IG in CRP

Najprej smo ugotavljali povezavo med parametroma za vse bolnike, kjer smo imeli oba
podatka, delez IG ter CRP. Za to smo se odlo¢ili, ker je CRP kljucen kazalec okuzbe ter bi

s pomoc¢jo njegove povezave z IG dolocili tudi pomen IG pri prepoznavi okuzb.

ROC krivuljo smo izdelali za 91 podatkov pacientov, ki so imeli vrednosti analizatorja 1G
> 1% ter rutinsko dolocen tudi CRP, ki je bil vi$ji od 5 mg/L. Nato smo izdelali tudi ROC
krivuljo za paciente, ki so imeli vrednosti analizatorja 1G > 2% in CRP visji od 5 mg/L.
ROC krivulja prikazuje vrednosti IG pridobljene iz analizatorja, kot kriterij pa smo dolo¢ili
CRP >5mg/L.
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Slika 12: ROC krivulji za vrednosti 1G analizatorja ob kriteriju CRP >5 mg/L.

A) Vrednosti IG > 1%; B) Vrednosti I1G > 2%.

Slika 12 prikazuje povezavo med parametroma IG in CRP. Pri primerjavi pacientov z
delezem IG > 1% in IG > 2% smo sicer dolocili ve¢jo diagnosti¢no uporabnost parametra

IG > 2% s 73% obcutljivostjo in 60% specifi€nostjo vendar ne gre za bistveno izboljSanje

uporabnosti parametra.

4.4.2 Povezava parametra IG% in diagnoze

Med skupno 152 zbranih rezultatov 102-eh preiskovancev smo za 81 pacientov pridobili
tudi klini¢no informacijo o bolezenskem stanju, kar znasa ob veckratnih kontrolah
dolocenih pacientov 121 meritev vzorcev. Skupaj z diferencialno krvno sliko smo pridobili
informacijo o CRP pri 75-ih vzorcih. S tem smo lahko prikazali, kakSen pomen ima

dolocanje deleza IG na hematoloskem analizatorju Sysmex XN-1000 za postavitev

oziroma potrditev diagnoze.




Preglednica VI11: Podatki o Stevilu in mediana osnovnih parametrov pacientov z znanimi
diagnozami.

Mediana
Pacienti Stevilo vzorcev Stevilo vzorcev CRP IG%  Levkociti CRP

(10%/L) (mg/L)
81 121 75 19% 7,84 16

Infekcija je bila s 67% najpogostejsi vzrok za zve€an delez IG > 1% na hematoloskem
analizatorju, na drugem mestu so bili drugi vzroki (20%) ter na tretiem mestu krvne
bolezni (14%) kar prikazuje slika 13.

m Okuzbe
= Krvne bolezni

= Drugo

Slika 13: Vzroki za zvisan deleZ IG v krvi.

S pomocjo pridobljenih klini¢nih diagnoz smo lahko za vseh 81 pacientov ovrednotili,
kakSen pomen imajo posamezne vrednosti IG analizatorja v povezavi z diagnozo ter, ali
obstajajo statisticne povezave med parametrom ter postavljenimi diagnozami. Slika 14
prikazuje ROC krivulji za dolocitev pomena deleza IG analizatorja za zaznavo okuzb. Ker

smo predhodno s pomo¢jo ROC krivulje dolocili mejno vrednost za delez IG analizatorja
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> 2% (Slika 11), smo poleg bolnikov z znano diagnozo in vrednosti IG > 1%, vkljuéili v
ROC analizo tudi bolnike z znano diagnozo in 1G > 2% (N = 62).
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Slika 14: ROC krivulji vrednosti IG analizatorja pacientov z znanimi diagnozami za
zaznavo okuzb.

A) Pacienti z vrednostmi IG > 1%; B) Pacienti z vrednostmi 1G > 2%.

S pomocjo analize ROC krivulj smo dolo¢ili diagnosti¢no obcutljivost in specifi¢nost za
delez IG, ki je bil dolocen na hematoloskem analizatorju. V prvi analizi ROC smo
uporabili 121 podatkov ter jih klasificirali glede na potrjeno prisotnost okuzbe. Dobili smo
85% obcutljivost in 52% specifi¢nost. Pri drugi analizi ROC pa smo uporabili podatke,
kjer je bil delez IG > 2%. Pri izbiri pogoja IG > 2% smo dobili pri skoraj enaki
obcutljivosti (83%) boljso specific¢nost (66%).

Paciente smo nato locili Se glede na starost, in sicer na predsolsko populacijo ter odraslo

populacijo.

4.4.2.1 Odrasla populacija

Preucili smo povezavo med posameznimi diagnozami ter med delezem IG, ki je bil
dolo¢en s hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000. Vsi pacienti, ki so bili
analizirani, so imeli delez IG > 1%. Skupno smo pridobili klinicno diagnozo za 44

pacientov, ki so obiskali osebnega zdravnika. Paciente smo po vzroku razdelili v tri
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skupine: krvne bolezni, okuzbe in drugi vzroki (Slika 15). V skupini s krvnimi boleznimi je
bilo 6 pacientov z limfomom, od katerih smo podatke zbrali veckrat, saj so hodili na
kontrole za spremljanje bolezni (skupno 41 obiskov). Poleg limfomov so bile
diagnosticirane krvne bolezni tudi 1 MDS in 3 anemije. Od infekcijskih vzrokov je bilo
diagnosticiranih 13 akutnih respiratornih infektov (ARI), 4 pljucnice, 3 uroinfekti, 2 okuzbi
prelezanin, 1 angina in 1 akutni bronhitis. V tretjo skupino je bilo razvrscenih 10
pacientov, ki so bili obravnavani zaradi slabega pocutja, raka prostate, raka ledvic,

revmatoidnega artritisa, putika, trombofilije gigantsko celi¢nega arteritisa in vrtoglavice.

Infekcija je bila s 54,5% najveckrat vzrok za zvecan delez 1G > 1%, na drugem mestu so

bile krvne bolezni (25%), na tretjem mestu pa drugi vzroki (20,5% pacientov) (Slika 15).

m Infekcija
m Krvne bolezni

® Drugo

Slika 15: Vzroki za zvisan delez IG v krvi pri odraslih.

Povezava parametrov 1G%, CRP in levkociti z diagnozo

Za vse tri skupine odraslih pacientov smo naredili osnovno statisticno analizo ter mediane

posameznega parametra primerjali med seboj.
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Preglednica IX: Mediane parametrov za posamezno skupino vzrokov.

Mediana
Vzrok N IG% analizator 1G% MPKR  Levkociti CRP
(10°/L) (mg/L)
Infekcija 24 1,6 0 10,49 45,6
Krvne bolezni 11 30 1 5,39 7,2
Drugo 9 3,9 1 7,40 6,7

Iz preglednice je razvidno, da so vrednosti IG pridobljene z analizatorjem visje predvsem
pri skupini krvnih bolezni ter skupini drugih vzrokov, medtem ko vrednosti IG dosegajo
nizje vrednosti pri infekcijah. Med skupinami smo naredili tudi analizo vrednosti IG ter
preverili, ¢e obstaja statisticno pomembna razlika med njimi. Pri tem smo uporabili

neparametri¢éni Mann-Whitneyjev test za dve neodvisni spremenljivki (Slika 16)

4.4.2.1.1 Razlike v delezu IG glede na bolezenski vzrok

Pri odrasli populaciji smo preverili, ¢e obstaja statisti¢cno pomembna razlika v delezu IG
med razlicnimi bolezenskimi vzroki za pojav IG v krvi. Pri tem smo uporabili

neparametri¢ni Mann-Whitneyjev test za dve neodvisni spremenljivki (Slika 16).

Rezultati so pokazali statisticno znacilno razliko v dolocitvi deleza IG med skupino
pacientov z infekcijo ter skupino pacientov, ki imajo krvno bolezen (P = 0,0049), prav tako
se statisti¢no razlikujeta skupini pacientov z infekcijo ter drugimi boleznimi (P = 0,0044),
kjer so statisticno znacilno nizje vrednosti IG pri okuzbi. Skupini pacientov z drugimi

vzroki in krvnimi boleznimi pa se statisti¢no ne razlikujeta v delezu IG (P = 0,3191).
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Slika 16: Grafi¢ni prikaz porazdelitve deleZzev IG na hematoloskem analizatorju.

Primerjava med skupinami pacientov: A) bolniki z okuzbami in krvnimi boleznimi; B) bolniki z
okuzbo in drugo diagnozo; C) bolniki z drugimi diagnozami in bolniki s krvnimi boleznimi.
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Primerjava ROC krivulj pri odraslih

Pri pacientih, ki so imeli 1IG > 1% in 1G > 2%, naro¢eno krvno sliko z diferencialno krvno
sliko in CRP, smo primerjali ROC krivulje. Pacientov, ki so imeli znano diagnozo, 1G >
1% in naroCene vse tri parametre, je bilo 43, med temi so bili pacienti iz vseh treh skupin,
glede na vzroke. Kot kriterij za prisotno okuzbo sSmo postavili klini¢no potrjeno okuzbo.
Pacientov, ki imajo delez IG na hematoloskem analizatorju > 2% in znano diagnozo ter

smo jih vkljuéili v ROC analizo, pa je 29.

Primerjava ROC krivulj za paciente z vrednostmi IG analizatorja > 1% in > 2% je pokazala
razlike v diagnosticnih uporabnostih parametrov (Slika 17). Najve¢jo povrsino pod
krivuljo in s tem tudi najvecjo diagnosti¢no uporabnost pri pacientih ki so imeli delez IG >
1% smo dolo¢ili pri parametru CRP, pri katerem je bila povrSina (AUC = 0,873). Drugo
najvecjo povrsino pod krivuljo so imeli levkociti (AUC = 0,784). Parameter delez IG je
imel najmanjSo AUC = 0,725. Pri pacientih, ki so imeli delez IG > 2%, pa ima najvecjo
diagnosti¢no uporabnost parameter IG (AUC = 0,808), manjSo diagnosti¢no uporabnost pa

imata CRP (AUC =0,700) in levkociti (AUC =0,692).

Preglednica X: Vrednosti AUC.

Vkljuceni pacienti Parameter AUC Obcutljivost Specifi¢nost
IG>1% 1G% 0,725 75% 63%
Levkociti 0,784 88% 63%
CRP 0,873 88% 79%
IG >2% 1G% 0,808 83% 63%
Levkociti 0,692 50% 85%
CRP 0,700 38% 100%
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Slika 17: analiza ROC za zaznavanje okuzb za parametre IG, Lkc in CRP.

A) Pacienti z znanimi diagnozami in vrednostjo IG > 1%; B) Pacienti z znanimi diagnozami in
vrednostjo 1G > 2%.
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4.4.3 Predsolska populacija

Izmed 47 predSolskih pacientov, ki so prisli v pediatricno ambulanto, smo pri 37 pacientih
pridobili klini¢ni podatek o diagnozi, Ki je bila postavljena na podlagi klini¢ne slike ter
laboratorijskih izsledkov. Vsi pacienti so imeli po opravljeni analizi diferencialne krvne
slike na hematoloSkem analizatorju delez IG v krvi vsaj 1%. Vse obravnavane paciente
smo locili na 3 skupine glede na postavljeno diagnozo. Te skupine so virusne okuzbe,
bakterijske okuzbe in drugo (Slika 18). 23 pacientov je imelo virusno okuzbo, med njimi
vecina neopredeljeno. V tej skupini so bili pacienti z infekcijo zgornjih dihal in ne-gnojnim
vnetjem srednjega usesa. V skupino 7-ih pacientov z bakterijskimi okuzbami spadata dve
bakterijski pljuénici, neopredeljene bakterijske infekcije in gnojno vnetje srednjega usesa.

7 pacientov pa je imelo druge bolezni.

= Virusna okuzba
= Bakterijska okuzba

= Drugo

Slika 18:Vzroki za pojav zvisanega 1G% v Kkrvi pri predSolskih otrocih.

Povezava med vrednostmi 1G%, CRP in levkociti ter klinicno diagnozo

Spodaj so prikazane vrednosti median parametra IG na hematoloSkem analizatorju,

levkociti in CRP pri vseh treh skupinah pacientov.
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Preglednica XI: Primerjava mediane IG analizatorja in MPKR, levkocitov in CRP med
skupinami.

Mediana

Vzrok N 1G% 1G% Levkociti CRP
analizator MPKR (109 /L) (mg/L)

Virusna 23 1.8 0 9,80 28,0
okuzba

Bakterijska 7 1,6 0 15,60 60,0
okuzba

Drugo 7 1,8 0 6,84 8,0

Kot je razvidno iz razpredelnice XIl, se vrednost parametrov razlikujejo glede na vrsto
okuzbe. Pri bakterijskih okuzbah so bile vrednosti levkocitov in CRP vi§je v primerjavi z
vrednostmi pri virusnih okuzbah. Mediana levkocitov je pri bakterijski infekciji znaSala
15,60 x 10%L, medtem ko je pri virusnem 9,80 x 10%L. CRP se je prav tako bolj povisal

pri bakterijskih obolenjih, kjer je mediana znasala 60,0 mg/L v primerjavi z virusnimi, Kjer

je bila 28,0 mg/L. Delez IG dolo¢en s hematoloskim analizatorjem je bil visji pri virusnih

okuzbah in drugih boleznih ter je znasal 1,8%, medtem ko je bil pri bakterijskih 1,6%.

Razlike v delezu IG glede na vzroke

Tudi pri predsolski populaciji smo preverili, ¢e obstaja statisticno pomembna razlika v
delezu IG med skupinami. Pri tem smo uporabili neparametricni Mann-Whitneyjev test za

dve neodvisni spremenljivki (Slika 19).
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Slika 19: Prikaz razporeditve delezev IG pridobljenega s hematoloSkim analizatorjem.

Primerjava razporeditve rezultatov IG med skupinami: A) pacienti z bakterijsko in pacienti z
virusno okuzbo; B) pacienti z bakterijsko okuzbo in skupino drugih diagnoz; C) pacienti z virusno
okuzbo in skupino drugih diagnoz.
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S pomocjo statisticne obdelave smo primerjali delez IG med posameznimi skupinami.

Skupine se med seboj v vrednosti deleza IG statisticno ne razlikujejo. Med seboj smo

najprej primerjali skupini z virusno okuzbo in bakterijsko, kjer smo dobili vrednost P

0,5559, nato smo naredili primerjavo med skupino bakterijskih okuzb in drugo (P
0,9490) ter na koncu e med skupinama virusnih okuzb in drugo (P = 0,6763). Vse skupine

se statisti¢no ne razlikujejo med seboj.
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5 RAZPRAVA

Stevilne $tudije so ze preuéevale diagnosti¢ni pomen parametra IG, Ki ga lahko dolo¢amo s
hematoloskima analizatorjem Sysmex XN-1000. Proucevana je bila predvsem njegova
povezava s prepoznavo okuZzb ter njegova uporabnost kot pomozni kazalec za diagnostiko
infekcij ter sepse (3,4,6,26). Tudi mi smo v magistrskem delu preverjali njegovo
uporabnost v laboratoriju zdravstvenega doma ter primerjali rezultate 1G, pridobljene s
hematoloskim analizatorjem, z rezultati diferencialne krvne slike, pridobljene s pomocjo

mikroskopa.

Dolocili smo mejno vrednost IG hematoloskega analizatorja za pregled krvnega razmaza,
pri katerem je razmerje med obcutljivostjo in specificnostjo najboljse ter preucevali,
kakSen vpliv ima prestavitev meje na Stevilo potrebnih pregledanih krvnih razmazov ter

posledi¢no na spremembo obsega dela v laboratoriju.

Nato smo preucili Se diagnosticno uporabnost parametra IG v povezavi s pridobljenimi
klini¢nimi informacijami vseh pacientov, v nadaljevanju pa tudi med lo€enima skupinama

predsolskih otrok do 6 leta in pacientov starejsih od 6 let.

5.1 Primerjava dolo¢anja IG% med hematoloSkim analizatorjem Sysmex XN-1000
in MPKR

Pri primerjavi doloc¢anja nezrelih granulocitov z obema metodama smo najprej opravili
osnovno statisti¢no analizo vseh 152 meritev vzorcev in preucili porazdelitev vrednosti 1G
analizatorja (slika 7 in 8). Ugotovili smo, da se veCina vzorcev deleza IG analizatorja
nahaja v obmoc¢ju do 2% in da predstavljajo vrednosti IG > 3% le 29,6% vseh meritev.
Torej so vrednosti IG, ki smo jih pridobili v Zdravstvenem domu, pricakovano nizje od
tistih iz $tudij, kjer so obravnavali hospitalizirane paciente (3). Iz porazdelitve vrednosti I1G
med analizatorjem in MPKR so razvidni vi§ji doloceni delezi na analizatorju kot pri
MPKR. Mediana vrednosti IG je bila vec¢ja kot mediana IG MPKR. Prav tako smo dolo¢ili
najnizjo in najvisjo vrednost, Ki sta znasali za IG analizatorja 1,0% in 21,6%, medtem ko
sta pri MPKR znasali vrednosti 0,0% in 15,0%.

Med delezem IG dolo¢enim s hematoloskim analizatorjem ter MPKR smo dolo¢ili

statisti¢no znacilno razliko (P < 0,0001).
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ev e

hematoloski analizator in MPKR potrjujejo v povprecju visje dolocene vrednosti 1G na
analizatorju kot pa pri MPKR. Razlike med pridobljenimi vrednostmi smo ovrednotili s
pomocjo Bland-Altmanovega diagrama, ki je pokazal povprecje razlik 1G analizatorja in
IG DKS 2,43% (Slika 10).

Podatek o vi§jih vrednostih dobljenih z analizatorjem navaja tudi literatura. V studiji, Ki je
proucevala paciente na oddelkih intenzivne terapije, so ugotovili povpre¢no za 1,69% visje
vrednosti IG dolo¢ene z analizatorjem kot z MPKR, druga $tudija pa je dolocila povprecno
razliko med 1G analizatorja in MPKR 2,5% (30,40). Mi smo dobili povprecno razliko

2,43%, kar se sklada z obema omenjenima Studijama.

Spearmanov koeficient korelacije (r) med dolocitvijo IG z analizatorjem ter MPKR znasa
0,598 (P < 0,0001), kar predstavlja srednjo/dobro povezavo (slika 8). Zaradi zmerne
korelacije med MPKR in hematoloSkim analizatorjem zamenjava MPKR z doloc¢itvijo na
analizatorju ni priporo¢ljiva. Slabsa korelacije med metodama je posledica nizjega Stevila
celic, ki so prestete z mikroskopom (2 krat 100 celic) v primerjavi s hematoloskim
analizatorjem, subjektivnost pri morfoloski klasifikaciji (lo¢itev med metamielociti in

pali¢astimi nevtrofilnimi granulociti) ter razporeditvijo celic v razmazu (30).

Paciente smo nato locili $e na dve skupini. Prva skupina so predsolski otroci do 6 let, druga
skupina pa odrasli pacienti nad 6 let. Pri primerjavi parametrov so bili vi§ji delezi IG
analizatorja in MPKR doloceni v skupini odraslih oseb, vrednost levkocitov pa je bila vi§ja
pri predSolski populaciji. Med populacijo odraslih in predSolskih otrok smo dolo¢ili

statisticno znacilno razliko v vrednostih deleza IG (P = 0,0025).

5.2 Dolocitev mejne vrednosti IG% na hematoloSkem analizatorju

S pomoc¢jo ROC krivulje smo dolocili mejno vrednost IG hematoloSkega analizatorja, pri
kateri bi bilo priporocljivo izdelati ter pregledati DKS pod mikroskopom. Meja, pri kateri
dobimo najboljSe razmerje med specificnostjo in obcutljivostjo, je 2%. Pri tej vrednosti

znasSa obcutljivost 80%, specificnost 75% ter AUC = 0,833.

V casu zbiranja in pregledovanja vzorcev pacientov je bila meja za izdelavo in pregled
krvnega razmaza v Laboratoriju za klini¢no kemijo in biokemijo ZD Celje > 1% IG. Pri tej

vrednosti je potrebna izdelava in barvanje krvnega razmaza ter pregled 100 celic pod
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mikroskopom. V kolikor je med 100 celicami prisotna vsaj ena celica, ki je palicasti
nevtrofilec, metamielocit, mielocit, promielocit ali blast, je treba pogledati skupno 200
celic ter kot kon¢ni izvid izdati rezultat MPKR. V kolikor v krvnem razmazu zgoraj nastete
celice niso prisotne, se sprosti rezultat DKS analizatorja, vendar brez izdane vrednosti IG,
ki je del DKS analizatorja. Pri prestavitvi mejne vrednosti za izdelavo in pregled krvnega
razmaza iz > 1% na > 2% bi od skupno zbranih 152 krvnih razmazov po novih kriterijih
izdelali in pregledali le 69 razmazov. Obseg dela (priprave krvnih razmazov in
pregledovanja pod mikroskopom) bi se tako zmanjsal za 54%. Ob tem pa bi izpustili in
izdali izvid analizatorja pri 11-ih krvnih razmazih, ki so vsebovali nezrele granulocite brez
pregleda MPKR. Vendar nobeden od teh vzorcev, ki bi jih po novi postavljeni mejni
vrednosti izpustili, ni vseboval blastov ali promielocitov, analizator tudi ni dal nikakr$nih
opozoril. Torej s prestavitvijo meje z 1% na 2% v krvnem razmazu ne bi spregledali

nobene pomembne najdbe, bi pa z dvigom meje ob¢utno zmanjsali obseg dela.

Pri postavitvi meje na > 3% bi dosegli 63% obcutljivost in 90% specifi¢nost, kar pomeni,
da bi zgresili 21 pacientov s prisotnimi nezrelimi granulociti v krvnem razmazu. Nizka
diagnosti¢na obcutljivost pomeni ve¢jo moznost spregledanja vzorcev, kjer so v resnici
prisotni IG. Pri postavljeni meji > 3% bi izdelali in pregledali 47 krvnih razmazov, kar je le
22 krvnih razmazov manj kot pri meji > 2%, saj je pretezni del zbranih vzorcev v obmocju
do 2% (slika 7 in 8). Zaradi tega ni smiselno prestaviti meje iz > 2% na > 3%, saj to ne
vpliva bistveno na obseg dela, moznost za spregled nezrelih celic v krvnem razmazu pa je
vecja.

Literatura navaja mejne vrednosti 3,2% za odraslo populacijo. Pri spremembi mejne
vrednosti na 4% in 5% bi bilo preveliko zgresenih pacientov (24). Predlagana je bila tudi

mejna vrednost 5% pod pogojem, da je stevilo levkocitov veé kot 2,5 x 10° Lt (41).

Zaradi vsega naStetega SmoO za laboratorij na primarni zdravstveni ravni postavili
priporocljivo vrednost IG za pregled krvnega razmaza, ki znasa > 2%. Nad to vrednostjo je

treba narediti ter pregledati krvni razmaz.
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5.3 Povezava parametra IG % z diagnozo

Stevilne 3tudije so proudevale diagnostiéni pomen parametra 1G% pri razliénih
hematoloskih analizatorjih. Literatura predvsem navaja vrednosti IG kot napovednega
dejavnika za prepoznavo okuZb in sepse. Studije so dokazale, da se vrednost IG statisti¢no
razlikuje pri pacientih s pozitivnimi in pacienti z negativnimi hemokulturami ter tako
dolocile, da je parameter IG boljsi napovedni dejavnik za napoved okuzbe kot Stevilo
levkocitov, ANC ter razmerje med njima (4). Podobne rezultate je pokazala tudi studija, Ki
je preucevala paciente s sumom na sepso. Tudi tukaj so bile ugotovljene visje vrednosti 1G
med okuZenimi in neokuzenimi pacienti ter tistimi, Ki so imeli pozitivne hemokulture (3).
Tudi pri dojenckih so ugotovili povezavo med povecanim delezem IG ter pozitivnimi
hemokulturami. V tej Studiji so vrednosti IG, ki so bile vi§je od 0,5%, povecale moznost za

pozitivno hemokulturo za 3,63 krat (8).

Zato smo se v magistrskem delu osredotocili na napovedno vrednost parametra IG za
napovedovanje okuzb pri pacientih na primarni zdravstveni ravni, kjer naceloma
zivljenjsko ogrozajoCe sepse NiSO pogoste in pacienti niso potrebni intenzivne terapije.
Zbrani pacienti so imeli predvsem tezave z (blazjimi) okuzbami, hematoloskimi obolenji,
rakavimi boleznimi, slabim pocutjem in avtoimunskimi boleznimi. Odrasla populacija je
prihajala k zdravniku in imela v krvi > 1% IG predvsem zaradi okuzb in malignih bolezni,
medtem ko je imela pediatri¢na populacija ve¢inoma tezave z neopredeljenimi virusnimi in

nekaj bakterijskimi okuzbami (slika 20).

Pridobili smo klini¢no informacijo za 81 pacientov ter skupno 121 vzorcev. Pri dolo¢anju
diagnosti¢nega pomena deleza IG analizatorja smo se osredotocili na pomen deleza IG za
zaznavo okuzb. Dolo¢ili smo 85% obcutljivost in 52% specifi¢nost za potrditev okuzbe pri
vrednostih IG > 1%. Pri izbranih pacientih z znanimi diagnozami z delezem 1G > 2% pa
smo dolocili 81% obcutljivost in 67% specificnost (slika 15). Pri primerjavi obeh ROC
krivulj dobimo podobno obcutljivost, medtem ko se pri pacientih z znanimi diagnozami in

delezem IG > 2% poveca diagnosti¢na specifi¢nost.

46



5.3.1 Odrasla populacija

Najvisje vrednosti IG so imeli odrasli pacienti s potrjenimi karcinomi in limfomi, najnizje
vrednosti pa pacienti, ki so imeli okuzbo. Ve¢ podatkov smo imeli za paciente z limfomi,

ki smo jih spremljali ob rednih kontrolah. Pri njih smo dolo¢ili mediano 1G 3,3%.

ROC krivulje za odraslo populacijo so pokazale najve¢jo povrSino pod krivuljo in s tem
tudi najvecjo diagnosti¢no uporabnost za dolo¢itev okuzbe pri parametru CRP, pri katerem
je bila povrsina AUC = 0,873 z 88% obcutljivostjo in 79% specifi¢nostjo. Drugo najvecjo
povrsino pod krivuljo so imeli levkociti, delez IG pa je imel najmanjSo (slika 19, tabela X).

NajmanjSa diagnosti¢na uporabnost deleza IG, doloCenega s hematoloSkim analizatorjem,
ni preseneCenje. Literatura navaja, da so njegovo diagnosticno uporabnost preverjali
izklju¢no pri pacientih s sumom na okuzbo ali sepso, dolo¢ene skupine pacientov pa so
izkljudili (4,19,40). Tako so se osredotocili izkljuéno na paciente v enotah intenzivne
terapije, paciente s krvnimi boleznimi, paciente ki jemljejo antibiotike pa so izkljuéili (4).
Medtem ko so na bolnisni¢nih oddelkih pacienti ze razvrsc¢eni glede na specificne vzroke
za njihovo bolezensko stanje, pa na primarni zdravstveni ravni pacienti pridejo k
sploSnemu zdravniku zaradi razli¢nih zdravstvenih tezav. Vzrokov zanje pogosto na
zaCetku ni mogoce jasno lociti. Zato smo enotno obravnavali vse paciente, ki so prisli k
osebnemu zdravniku. Vrednosti deleza IG so bile pri infekcijah statistiéno nizje kot pri
skupinah bolnikov s krvnimi boleznimi in drugimi tezavami (slika 14). Zato se nasi
rezultati ne morejo neposredno primerjati z raziskavami iz literature, ki se osredotocajo le
na dobro definirane skupine pacientov (5) ali starostno bolj homogene skupine (25,26,39).
Ce upostevamo vse skupine pacientov, ki so bili obravnavani na ravni zdravstvenega

doma, ima najvisjo diagnosti¢no uporabnost za prepoznave okuzb parameter CRP.

Loceno smo analizirali $e paciente z znanimi diagnozami ter delezem IG > 2%. Ta je
pokazala najve¢jo diagnosti¢no uporabnost za dolocCitev okuzbe za parameter IG s 83%
obcutljivostjo in 63% specifi¢nostjo (AUC = 0,808). Parametra CRP in levkociti pa imata
pri pogoju 1G > 2% nizjo diagnosti¢no uporabnost z AUC = 0,700 in AUC = 0,692 (slika
19). Ta rezultat znova potrjuje, da je tudi s stalis¢a klini¢ne uporabnosti meja 2% bolj

smiselna.
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5.3.2 Pediatri¢na populacija

Tako kot navaja literatura, so razlogi za pojav IG v krvi odrasle in pediatri¢ne populacije
razli¢ni (17). Vrednosti 1G so se razlikovale od odrasle populacije ter se gibale od 1,0% do
7,7% z mediano 1,8%. V primerjavi z odraslo populacijo so IG vrednosti pri otrocih nizje.
Najvisje vrednosti pri pediatri¢nih pacientih smo dolo¢ili pri skupini z virusnimi okuzbami

in drugih stanjih, pri bakterijskih okuzbah pa smo zasledili niZje vrednosti.

Vse nastete diagnoze tako pri odraslih kot pri otrocih se skladajo z raziskavo, kjer so

dolo¢ili najpogostejse vzroke za pojav IG v krvi otrok in odraslih oseb (17).

Pri otrocih se razporeditve vrednosti deleza IG med vsemi tremi dolo¢enimi skupinami

statistiéno niso razlikovale.

5.4 Dolo¢itev klini¢ne uporabnosti parametra IG na primarni zdravstveni ravni

Tako kot pri vseh parametrih, ki jih lahko pridobimo, je treba vsakega kriti¢no pregledati
ter preuciti njegove omejitve. Klini¢na uporaba IG naj bi bila omejena zaradi nizke
obcutljivosti ali specifi¢nosti metode (3,8). Granulociti se lahko pojavljajo ob razli¢nih
stanjih in ne samo ob okuzbah. Pri zadovoljivi specifi¢nosti metode ter visoki negativni
napovedni vrednosti bi lahko parameter sluzil kot dodatna informacija, ki bi bila uporabna
v kombinacijami z drugimi kazalci in diagnosti¢nimi postopki. Pri dolo¢anju klini¢ne
uporabnosti parametrov IG za razlikovanje okuZzbe od drugih stanj, smo dolocili 85%
obcutljivost za paciente z delezem IG > 1% in 83% obcutljivost za deleze I1G > 2%. Pri
odrasli populaciji smo primerjali tudi parametre IG, CRP in levkociti med seboj. Najvecjo
diagnosti¢no uporabnost za paciente z delezem IG > 1% smo dolo¢ili za CRP, pri skupini

pacientov z 1G > 2% pa je bila uporabnost za prepoznavo okuzb najvisja za delez IG.

V zaklju¢ku lahko trdimo, da je parameter IG lahko na podlagi raziskav pomemben
dodatni kazalec pri prepoznavi okuzb ter zaCetnih znakov sepse. Prednost dolocitve IG je
zagotovo tudi dejstvo, da za izvedbo analize niso potrebni dodatni odvzemi bioloskih
vzorcev, stroski in dodatni kader. Pri nadaljnji ocenitvi vrednotenja parametra so opazili
potrebo po kontroli kvalitete ter uvedbo sheme zunanje kontrole kakovosti, ki bi
omogocala analiticno ovrednotenje parametra kot tudi primerjavo med laboratoriji (42).

Vsi nasi rezultati pa potrjujejo, da je njegova vrednost vecja pri delezu nad 2%.
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Parameter 1G lahko sluzil kot dodatna informacija, ki bi bila uporabljena v kombinaciji z
drugimi kazalci in diagnosti¢nimi postopki. Pri razumno postavljeni mejni vrednosti, pri
kateri bi bilo treba izdelati krvni razmaz ter vrednotiti IG pod mikroskopom, bi bil lahko
parameter IG del vsakega uradnega izvida in bil poleg drugih kazalcev v pomoc¢ pri

prepoznavanju in diagnosticiranju okuzb na primarni ravni.
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6 SKLEP

- Pretezni del zbranih vzorcev je imel delez IG v obmocju do 2%. Delez vzorcev
vrednosti I1G analizatorja > 3% je predstavljal le 29,6%.

- Primerjava dolo¢anja IG je pokazala statisti¢no razli¢ne vrednosti, pri ¢emer je
delez IG dolocen z analizatorjem v povprecju za 2,43% visji kot z MPKR.

- Korelacija (r) med metodama dolo¢anja deleza IG s hematoloSkim analizatorjem in
MPKR je srednje dobra s koeficientom korelacije 0,598 (P < 0,0001).

- Dolo¢ili smo novo mejno vrednost deleza IG, ki ga poda analizator, pri katerem je
potreben MPKR. Ta znasa > 2%, z obcutljivostjo 80% in specificnostjo 75%. S
prestavitvijo mejne vrednosti bi se zmanjsalo stevilo izdelanih in pregledanih
MPKR za 54%, ob tem pa ne bi spregledali klju¢nih patoloskih najdb.

- Pri vrednotenju opozorila »IG Present« smo dolo€ili 91% obcutljivost in 32%
specifi¢nost za opozorilo na prisotnost nezrelih granulocitov v krvnem razmazu.

- Pri mejni vrednosti IG > 1% smo dolocili 85% obcutljivost in 52% specificnost
parametra hematoloskega analizatorja za zaznavo okuzb. Pri spremembi mejne
vrednosti na 1G > 2% smo pri skoraj enaki obcutljivosti (81%) dosegli 67%
specific¢nost.

- Vrednosti IG so vi§je predvsem pri skupini odraslih bolnikov s krvnimi boleznimi
ter pri skupini z drugimi bolezenskimi vzroki, ki niso okuzba, medtem ko vrednosti
IG dosegajo nizje vrednosti pri okuzbah. Skupine bolnikov s krvnimi boleznimi in
drugimi vzroki se v delezu IG medsebojno ne razlikujejo.

- Primerjava ROC krivulj med skupinami odraslih pacientov z znanimi diagnozami
je pokazala najvecjo diagnosticno uporabnost pri zaznavanju okuzb za parameter
CRP z 88% diagnosticno obcutljivostjo in 79% specifi¢nostjo. Pri izbranih
pacientih z delezem IG > 2% pa je najvecjo diagnosti¢no uporabnost za prepoznavo
okuzb imel parameter IG.

- Skupine pediatricne populacije se glede na razliko v delezu IG statisticno ne
razlikujejo med seboj.

- Nase delo je potrdilo, da bi bila mejna dolo¢ena vrednost analizatorja IG > 2%, pri

katerem je potreben MPKR, tako laboratorijsko kot klini¢no smiselna.
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