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POVZETEK

Novejsi in sodobnejsi hematoloski analizatorji z uporabo novih tehnologij omogocajo
poleg klasi¢ne 5-delne diferencialne krvne slike tudi kvantitativno dolocitev nezrelih
granulocitov (parameter 1G), med katere uvrs¢ajo promielocite, mielocite in metamielocite.
Nezreli granulociti se v nizkem delezu normalno pojavijo v periferni krvi nosecnic,
nedonosenckov in novorojenckov, zvisano Stevilo pa najpogosteje zasledimo pri okuzbah,

hudem vnetju ali pri malignih krvnih boleznih.

V nalogi smo preverjali zanesljivost doloCanja parametra IG z dvema razlicnima
hematoloskima analizatorjema v primerjavi s standardno mikroskopsko dolocitvijo ter
ugotovili, da se z veCanjem mediane deleza IG izboljSuje korelacija med preiskovanimi
metodami. Delez IG dolo¢en s hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000 je bil v
povprec¢ju za 1,9 do 3,1 % visji v primerjavi z mikroskopsko DKS, medtem ko je ta razlika
pri analizatorju Beckman Coulter DxH-800 znaSala le 0,2 do 0,7 %. Pri opredelitvi
zanesljivosti opozoril analizatorja na prisotnost IG smo dolo¢ili 73 % obcutljivost, 88 %
specificnost ter 92 % negativno napovedno vrednost opozoril, kar pomeni, da lahko
avtomatsko doloCanje IG uporabimo presejalno pri odlo¢anju za mikroskopski pregled
krvnega razmaza. Mejno vrednost IG, pri kateri se odlo¢imo za mikroskopski pregled
krvnega razmaza, smo dvignili z do sedaj uporabljene 1 % na 3 %, kljub slabsi
obcutljivosti in specificnosti testa pri vi§ji vrednosti, saj se je S tem bistveno zmanjsal
obseg mikroskopskih pregledov krvnih razmazov, spregledali pa nismo ni¢ klju¢nega. Med
(mediana = 7,9 %), ki je bil zna¢ilno vis§ji v primerjavi z bolniki z okuzbami (mediana =
3,0 %) in bolniki z nepoznano diagnozo (mediana = 2,6 %). Med bolniki z okuZbami, je bil

visji v primerjavi z bolnikih s plju¢nico (mediana = 1,4 % ).

Za identifikacijo in dolocanje Steviléne koncentracije nezrelih granulocitov so zdaj na voljo
razliéni hematoloSki analizatorji, vendar nobeden od njih ne razlikuje posameznih
razvojnih stopenj mieloi¢ne vrste. Zato kljub temu, da je Stevilo preStetih celic pri
mikroskopskem diferenciranju majhno in sluzi le za grobo oceno pogostosti posamezne
vrste levkocitov, ostaja zlati standard za prepoznavanje in pravilno morfolosko opredelitev

celic, kar je Se posebej pomembno pri malignih krvnih boleznih. Dolo¢anje deleza 1G s

X



hematoloskim analizatorjem je dobra podlaga za mikroskopski pregled, kombinacija obeh

nacinov dolocanja pa zagotavlja boljSo kakovost rezultatov.
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ABSTRACT

Newer and more advanced hematology analyzers that are using technologically more
sophisticated approaches, give us besides classical 5-part differential blood count also
quantitative determination of immature granulocytes (IG parameter), among which we
classify promyelocyte, myelocyte and metamyelocyte. Immature granulocytes appear in
the low percentage in the peripheral blood of pregnant women, premature neonate and
newborns, while increasing number of those can be observed at infections, severe

inflammation or at blood malignancies.

In the study, we were examining reliability of the IG parameter settings with two different
hematological analyzers in comparison with standard microscopic determination. By
increasing median of the IG proportion, the correlation between the trial methods was
improving. IG determined by hematology analyzer Sysmex XN-1000, were on average
from 1.9 to 3.1% higher in comparison to the microscopic DKS, while Beckman Coulter
DxH-800 analyser showed only 0.2 to 0, 7% difference. 73% sensitivity, 88% specificity
and 92% negative predictive value for IG flags on Sysmex XN-1000 was calculated,
confirming that 1G flag could be useful for deciding on microscopic examination of blood
smears. Analyzer 1G Cut-off value for microscopic examination of blood smears was
increased from current 1% to 3%, despite lower sensitivity and specificity of the test at the
increased value; because the number of microscopic examinations of blood smears was
considerably reduced, without dismissing anything important. The highest proportion of IG
was determined in haematological patients (median = 7.9%) and was significantly higher
compared to patients with infections (Me = 3.0%) and patients with unknown diagnosis
(median = 2.6%). Among infected patients, the proportion of IG was the highest in those
with confirmed sepsis (median = 4.5%), and statistically significantly higher compared to

patients with pneumonia (median = 1.4).

For the identification and counting of immature granulocytes, different hematology
analyzers are now available. None of them however can distinguish between individual
development stages of the myeloid lineage. Therefore, despite the fact that the number of
counted cells at microscopic differentiation is small and serves only as a rough estimation
of the frequency of each type of white blood cell, this technique remains a golden standard

for the identification and definition of the correct morphology of cells, which is especially

xii



important in blood malignancies. Determination of the IG with hematology analyzer is a
good basis for further clinical research, while a combination of both methods of

determination ensures better quality of the results.
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SEZNAM OKRAJSAV

KRATICA POMEN

CRP C-reaktivni protein

DKS Diferencialna krvna slika

FSC Prednje sipanje svetlobe (angl. Forward scattered light)

GFHC Francosko zdruzenje za celicno hematologijo (angl. Francophone
Group of Cell Haematology)

[€] Nezreli granulociti (angl. Immature granulocytes)

IL-6 Interlevkin 6

ISHL Mednarodno  zdruzenje laboratorijske = hematologije  (angl.
International Society for Laboratory Haematology)

KIKKB Klini¢ni institut za klini¢no kemijo in biokemijo

KML Kroni¢na mieloi¢na levkemija

KMPB Kroni¢na mieloproliferativna bolezen

LBP Lipopolisaharidi

MDS Mielodisplasti¢ni sindrom

MPKR Mikroskopski pregled krvnega razmaza

PMF Primarna mielofibroza

SFL Stransko sipanje fluorescen¢ne svetlobe (angl. Side fluorescent light)

SHL Specializiran hematoloski laboratorij

SIRS Sistemski vnetni odgovor (ang. Systemic inflammatory response
syndrome)

SSC Stransko sipanje svetlobe (angl. Side scattered light)
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1UVOD

Nekateri sodobni hematoloski analizatorji poleg klasi¢ne 5-delne diferencialne krvne slike
vkljucujejo tudi parameter IG (ang. Immature granulocytes), ki doloca nezrele granulocite.
Mednje uvr$ca promielocite, mielocite in metamielocite ter jih podaja kot relativno (%) in
absolutno (x10%/L) vrednost. Kadar je v vzorcu krvi prisotno nizko Stevilo IG, je
zanesljivejSa meritev s hematoloSkim analizatorjem, saj ta presteje vecje Stevilo celic kot
jih opredelimo z mikroskopskim diferenciranjem, kar prikazuje tudi tabela po Riimkeju
(Preglednica I) (1, 2).

Preglednica |: PriGakovana statisti¢na variabilnost pri diferenciaciji belih krvnih
celic po Riimkeju (Prirejeno po 2).

Delez 1G (% IG) 95% interval zaupanja prestetih 1G%/100
levkocitov
1 0-3
2 0-5
3 0-7
4 1-8
5 2-10
6 2-11
7 2-12
8 3-14
9 4-15
10 5-16




Novejse raziskave, ki se nanaSajo na parameter IG, so osredotocene na zgodnje odkrivanje
in razlikovanje med bakterijsko in virusno okuZzbo ter prepoznavanje bolnikov na
intenzivni negi, ki jim grozi sepsa (3). Poleg tega raziskujejo Se, ¢e ima spremljanje IG pri

pacientih s sistemskim vnetjem diagnosti¢ni in napovedni pomen (4).

1.1GRANULOCITI

Granulociti so levkociti z znacilnimi zrnci v citoplazmi in nastajajo z dozorevanjem
mati¢nih celic v kostnem mozgu. Mati¢na celica ima sposobnost samoobnove ter ohranitve
svojih lastnosti in sposobnost dozorevanja v mati¢ne celice, ki so usmerjene v doloc¢eno
vrsto krvnih celic pri ¢emer sodelujejo rastni in diferenciacijski dejavniki: faktor, ki
spodbuja razvoj predhodnikov monocitov (CSF-1); faktor, ki spodbuja razvoj granulocitov
(G -CSF); faktor, ki spodbuja zorenje granulocitov in monocitov (GM-CSF); faktor, ki
spodbuja nastanek granulocitov, monocitov in eritrocitov (IL-3) in eritropoetin, Ki
spodbuja nastanek eritrocitov. Poznavanja dejavnosti teh faktorjev imajo pomembno viogo
v razumevanju nastanka malignih novotvorb in novih poti za zdravljenje krvnih bolezni,

pri katerih pride do okrnjenega nastajanja krvnih celic (5).

1.1.1 Razvojne stopnje granulocitov
Prva celica v razvoju granulocitov je mieloblast (slika 1) . Meri od 12 do 20 pm. Veéino
celice zavzema jedro, ki je okrogle ali ovalne oblike ter obicajno vsebuje od 2 do 5
nukleolov. Jedrna struktura je rahla in mrezasta. Citoplazma je svetlomodre barve in
obic¢ajno ne vsebuje zrnc. V citoplazmi levkemi¢no spremenjenih mieloblastov so lahko

prisotni vkljucki (Auerjeve pali¢ice) ali vakuole (6).
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Slika 1: Mieloblast.

Promielocit je vecji od mieloblasta in meri od 15 do 25 um (slika 2). Jedro je lahko rahlo
upognjeno ali ovalno in ravno tako vsebuje 2 do 5 nukleolov. Pri jedrnem kromatinu je Ze
vidna zacetna zgostitev. Citoplazma je obilnej$a in vsebuje Stevilna azurofilna zrnca.
Levkemiéni promielociti so obi¢ajno morfolosko spremenjeni z jedri v obliki pes¢ene ure

ter vkljucki v citoplazmi (6).
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Slika 2: Promielocit.

Sledi mielocit, ki je okrogla do rahlo ovalna celica velika 10 do 20 um (slika 3). Jedro je
ovalno ali nakazano zazeto na eni strani in zavzema le $e polovico celice. Kromatin je
zmerno zgoscen, citoplazma pa vsebuje specificna zrnca po katerih jih delimo na

nevtrofilne, eozinofilne in bazofilne mielocite. Nevtrofilni in eozinofilni mielociti se lahko



v Krvi pojavijo pri reaktivnih spremembah ali levkemijah, medtem ko je pojav bazofilnih

mielocitov omejen na levkemije (6).

Slika 3: Mielocit.

Metamielocit meri od 10 do 12 um (slika 4). Jedro ima upognjeno v obliki ledvice ali
fizola. Kromatin je grobo zrnat. Citoplazma je obilna, modroroznata s specifi¢nimi zrnci.
Posamezne nevtrofilne metamielocite lahko obcasno najdemo v krvi zdravih oseb. Ob

okuzbah in nekaterih malignih novotvorbah pa se njihovo Stevilo poveca (6).
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Slika 4: Metamielocit.

10 um

Palic¢asti granulocit je zrela celica, ki ima jedro razpotegnjeno in upognjeno v obliki

pal¢ke (slika 5). Kromatin je grobo zrnat, citoplazma je roznata s specifi¢nimi Stevilnimi

4



zrnci. Posamezne paliCaste granulocite lahko zasledimo pri zdravih ljudeh. Njihova

Stevil¢na koncentracija se uporablja pri zaznavanju okuzb novorojenckov (6).

Slika 5: Palicasti granulocit.

Glede na vsebnost specifi¢nih zrnc kon¢no diferencirane granulocite delimo na nevtrofilce,

eozinofilce in bazofilce.

Zrel nevtrofilni granulocit je velik 12 do15 um. Jedro vsebuje grobo zrnat kromatin in je
razdeljeno na 3 do 5 segmentov (slika 6). Citoplazma je roznata s Stevilnimi specifi¢nimi
zrnci. Povecano Stevilo nevtrofilcev najdemo v krvi pri bakterijskih okuzbah, akutni

kroni¢ni vnetni reakciji ter pri mieloproliferativnih boleznih (7).

o
¢

Slika 6: Nevtrofilni granulocit.




Eozinofilni granulocit je nekoliko vecji od nevtrofilca in meri 12-17 pm. Jedro ima
obi¢ajno dva, redkeje tri segmente. Citoplazma je polna rdece-oranznih zrnc (6). Od
celotnega Stevila levkocitov v krvi predstavlja v povprecju le 1-3 %. Povecanje njihovega

Stevila je lahko kazalec alergije ali prisotnosti parazitov (5).

Bazofilni granulociti so podobne velikosti kot nevtrofilci, in sicer merijo od 10 do14 um.
Citoplazma vsebuje groba temnovijolicna zrnca, ki obicajno zakrivajo jedro z dvema
segmentoma (5).

Zvecano Stevilo bazofilcev zasledimo pri mieloproliferativnih boleznih, pri hipotirozi, pri
virusnih okuzbah, pri z IgE posredovani preobcutljivostni reakciji, pri zlorabi drog in pri

hiperlipidemiji (6).

1.1.2 Morfoloske nepravilnosti jedra granulocitov

Med morfoloske nepravilnosti jedra granulocitov uvrS¢amo hipersegmentacijo in
hiposegmentacijo jedra. O hipersegmentiranih granulocitih govorimo, ko le ti vsebujejo pet
ali ve¢ segmentov. Zasledimo jih pri megaloblastni anemiji, mieloproliferativnih
novotvorbah in mielodisplasti¢nih sindromih (MDS) (9). Zaradi visje intenzitete
fluorescence in visjega stranskega sipanja svetlobe v primerjavi z normalnimi nevtrofilci
nekateri analizatorji velike hipersegmentirane nevtrofilce v citogramu razvrs$¢ajo v
obmodje 1G (10).

Hiposegmentacija jedra je prisotna, ko ima le to en ali dva segmenta in jo imenujemo
Pelger-Huétova nepravilnost, ki se deduje avtosomno dominantno (slika 7). Pri
heterozigotni obliki je jedro pres¢ipnjeno in ima videz ocal, pri homozigotni pa je jedro
okroglo. Kljub hiposegmentaciji je funkcija nevtrofilcev normalna, zato je zelo
pomembno, da jih uvr§€éamo med zrele nevtrofilce in ne med mlajSe celice granulocitne
vrste. Ce gre za pridobljeno hiposegmentacijo, govorimo o pelgeroidni anomaliji jeder, ki
je znadilna za MDS (9).



Slika 7: Pelger-Huétova nepravilnost jedra nevtrofilcev.

1.1.3 Morfoloske nepravilnosti citoplazme granulocitov
Morfoloske nepravilnosti citoplazme granulocitov zasledimo pri okuzbah in nekaterih
krvnih boleznih. Toksi¢ne granulacije nevtrofilcev opiSemo, kadar je povecano Stevilo in
intenziteta obarvanosti granulacij in se pojavijo ob okuzbah. Skupaj s toksi¢nimi
granulacijami se obicajno pojavijo tudi Dohlejeva telesca. To so okrogli ali ovalni

svetlomodri vkljucki na obrobju citoplazme granulocitov (9).

1.2POJAV NEZRELIH GRANULOCITOV V PERIFERNI KRVI

Nezreli granulociti so normalno prisotni v kostnem mozgu. V periferni krvi jih fiziolo§ko
lahko zasledimo v nizkem deleZzu pri novorojenckih, nedonoSenckih in nosec¢nicah
predvsem v tretjem trimesecju, redko tudi pri zdravi odrasli osebi. Patolosko pa so prisotni

ob okuzbi ali hudem vnetju oziroma kot kazalec malignega krvnega obolenja (11).

1.2.1 Reaktivne spremembe levkocitne krvne slike
Reaktivne spremembe levkocitne krvne slike obiajno nastopijo, kadar se pojavi
kratkotrajno povecanje Stevila levkocitov. Kadar je Stevilo levkocitov zelo poveéano,

govorimo o levkemoidni reakciji. Pri mieloi¢ni levkemoidni reakcij slika spominja na



kroni¢no mieloi¢no levkemijo (KML) in je lahko prisotna pri sepsah, po obilni krvavitvi

ter pri nekaterih razsirjenih malignih novotvorbah v kostnem mozgu (11).

1.2.2 Okuzbe

Ob hujsih okuzbah se v krvi lahko pojavi vecje Stevilo paliCastih nevtrofilcev (ve¢ kot
10%) ali celo metamielociti, mielociti in promielociti. Gre za t. i. pomik v levo v
diferencialni levkocitni krvni sliki. HujSo okuzbo lahko spremljajo temno modri predeli
citoplazme (Dochlejeva telesca) in vijolicasta zrnca v citoplazmi nevtrofilcev (toksicne

granulacije) (5).

1.2.3 Sepsa

Sepsa je nevarno stanje, ki je posledica okuzbe, kjer pride poleg lokalnega vnetja na mestu
okuzbe tudi do sistemskega vnetja. Znaki sistemskega vnetja so vazodilatacija, povecana
prepustnost zilne stene, spremenjeno Stevilo levkocitov ter okvara delovanja razlicnih
organov. Tako vnetno dogajanje imenujemo tudi sistemski vnetni odgovor, krajse SIRS
(ang. Systemic inflammatory response syndrome). Tezka sepsa in septicni Sok sta

najpomembnejsi vzrok smrtnosti pri bolnikih na intenzivnih oddelkih (5).

Obstaja enotna definicija SIRS, sepse, hude sepse in septi¢nega Soka, ki so jo sprejeli na
konferenci ameriSkega ZdruZenja za intenzivno medicino leta 1992 in je prikazana v

spodnji preglednici 11.



Preglednica Il: Definicija SIRS, sepse, hude sepse in septi¢nega Soka (12).

SIRS 2 ali ved sistemskih znakov vnetja:

Vrocina (telesna temperatura > 38°C ali < 36°C)

Sréna frekvenca > 90/min

Frekvenca dihanja > 20 vdihov na minuto ali paCO; < 32 mm Hg (<
4,3 kPa)
Levkociti > 12 x 10%L ali < 4 x 10°%L ali > 10 % palicastih

nevtrofilcev v krvni sliki

Sepsa Sindrom sistemskega vnetnega odgovora IN okuzba

Huda sepsa Sepsa IN odpoved delovanja organa:
Znaki organske disfunkcije, nezadostne prekrvitve ali arterijske

hipotenzije

Septi¢ni Sok Huda sepsa IN arterijska hipotenzija, neodzivna na nadomes$¢anje
tekocCine:
Sistoli¢ni tlak < 90 mm Hg ali znizanje sistoli¢nega tlaka > 40 mm Hg

ob odsotnih drugih razlogih za hipotenzijo

Legenda: pa-CO, — delni tlak ogljikovega dioksida v arterijski krvi

Za pravilno zdravljenje in prezivetje bolnikov na intenzivnih oddelkih je kljuéno hitro
diagnosticiranje okuzbe in natan¢no razlikovanje med SIRS in sepso. Narejenih je bilo kar
nekaj Studij, da bi odkrili zanesljivega in zgodnjega pokazatelja okuzb. Za razlikovanje
med sepso in SIRS je najboljsi pokazatelj rast mikroorganizmov v odvzetih hemokulturah,
vendar pa ima preiskava nizko specificnost in je dokaj zamudna. Obstajajo tudi drugi
laboratorijski kazalci vnetja (C-reaktivni protein (CRP), interlevkin-6 (IL-6),
lipopolisaharidi (LBP), prokalcitonin, $tevilo levkocitov), vendar ne odrazajo samo sepse,
temve¢ tudi drugace povzrocena sistemska vnetja (virusne okuzbe, avtoimunske bolezni,
vnetja zaradi poSkodb ali kirur§kega posega). Zato so v eni izmed $tudij Zeleli ugotoviti, ali
je Stevilo nezrelih granulocitov (IG) v periferni krvi boljsi pokazatelj zgodnjega odkrivanja
sepse Vv primerjavi z ostalimi oznacevalci. V raziskavo so vkljucili 70 bolnikov intenzivne
nege ter jim dolo¢ili Stevilo IG s hematoloskim analizatorjem, CRP, LBP in IL-6. S

pomoc¢jo ROC analize so dolocili specificnost in obcutljivost za posamezen opazovan
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parameter. Ugotovili so, da se Stevilo IG znacilno razlikuje med okuzenimi in neokuzenimi
bolniki (P < 0,0001) z 89,2% obcutljivostjo in 76,4% specifi¢nostjo Se posebej v prvih 48
urah po nastopu SIRS. Pri ostalih opazovanih parametrih je bila obcutljivost manj kot 68%.
Zakljucili so, da je skupno Stevilo IG v krvi bolnikov na intenzivni negi dober zgodnji
pokazatelj za razlikovanje med okuzenimi in neokuzenimi bolniki in bi njihovo rutinsko
doloc¢anje lahko pripomoglo k hitremu odkrivanju okuzenih bolnikov v intenzivni negi in s
tem razlikovanju med bolniki s SIRS in sepso (3). Ugotavljali so tudi diagnosti¢ni in
prognosti¢ni pomen spremljanja ravni IG pri pacientih s SIRS, sepso in tistimi brez vnetja.
Ugotovili so, da imajo pali¢asti nevtrofilci diagnosti¢ni pomen pri razlikovanju med sepso,
SIRS in N-1 SIRS (sindrom neinfekcijskega sistemskega vnetnega odgovora). Ugotovili so,
da so statisti¢no znacilno prisotni v vi§jem delezu pri vecini bolnikov s SIRS v primerjavi z
bolniki N-1 SIRS (P < 0,01) ter zdravimi osebami (0 %). Zvisan delez palicastih
nevtrofilcev je statisticno znacilno prisoten pri bolnikih s sepso v primerjavi z bolniki z
morebitno sepso (p < 0,05). Raziskali so tudi vpliv IG na prezivetje bolnikov na
intenzivnih oddelkih. Ugotovili so, da so imeli bolniki, ki so umrli v prvem tednu, visji
delez mielocitov in metamielocitov v periferni krvi ( mediana =9 %, p < 0,05 ) kot bolniki,
ki so umrli po 2 do 4-ih tednih (mediana = 0,5 %) . Dokazali so, da zviSana raven IG v
periferni krvi kaze na slabSe prezivetje bolnikov s sepso in SIRS. Delez mielocitov in
metamielocitov je vi§ji pri bolnikih z dokazano sepso (srednja vrednost = 7 = 14 %) v
primerjavi z zdravo kontrolno skupino. Mejna vrednost za palicaste nevtrofilce > 8,5 %
definira sepso s 84 % obcutljivostjo in 71 % specifi¢nostjo (4). Palicaste nevtrofilce
hematoloski analizatorji ne razvrs¢ajo med IG, temve¢ med zrele nevtrofilne granulocite

ter podajo opozorilo.

1.2.4 Maligne krvne bolezni
IG-je zasledimo v venski krvi tudi pri nekaterih malignih krvnih boleznih. Njihov pojav je
znacilen predvsem za kroni¢no mieloicno levkemijo (KML) in primarno mielofibrozo
(PMF), pogosto pa jih zasledimo tudi pri mielodisplasti¢cnem sindromu (MDS). KML in
PMF sodita v skupino kroni¢nih mieloproliferativnih bolezni (KMPB), za Kkatere je
znacilno zveCano nastajanje vseh treh celicnih vrst zaradi motnje na ravni krvotvorne
maticne celice. Bolezni sta si med seboj klini¢no zelo podobni zato so za njuno opredelitev

pomembne predvsem citogenetske in molekularno genetske preiskave.
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Za MDS je znacilna neucinkovita tvorba ene, dveh ali pa vseh treh vrst krvnih celic v
kostnem mozgu in posledi¢no znizano Stevilo le-teh v venski krvi. V krvnem razmazu
zasledimo eritrocite razlicnih oblik in velikosti ter bazofilno punktirane eritrocite.
Citoplazma granulocitov (zrelih in nezrelih) je hipogranulirana, lahko je prisotna

psevdopelgeroidna nepravilnost oziroma hipo-segmentiranost jeder nevtrofilcev (5).

1.3DOLOCANJE NEZRELIH GRANULOCITOV

Zlati standard za doloCanje nezrelih granulocitov je mikroskopski pregled krvnega
razmaza. Ker je metoda slabo standardizirana, Casovno zamudna in potrebuje izkuSenega
laboratorijskega delavca, se vse ve¢ laboratorijev posluzuje doloc¢anja IG s hematoloskim
analizatorjem. Avtomatizirani hematoloski analizatorji so eni izmed najsodobnejsih
instrumentov v danasnjih klini¢nih laboratorijih, ki omogocajo hitro, natan¢no in poceni
analizo osnovnih parametrov krvne slike. Zmogljivej$i analizatorji pa z uporabo novih
tehnologij omogocajo tudi kvantitativno dolo¢itev dodatnih parametrov. Na trziScu je vec
razli¢énih zmogljivej$ih hematoloskih analizatorjev, ki poleg opozoril na prisotnost IG,
omogocajo tudi njihovo kvantitativno doloCitev ter s tem zmanjSajo obseg dela ter

skrajsajo ¢as do izdaje izvida (13, 14).

1.3.1 Ujemanje doloc¢anja IG z mikroskopskim pregledom

in s hematoloSkim analizatorjem
Za nekatere novejSe hematoloSke analizatorje, ki omogocajo kvantitativno dolocitev
parameta IG, so bile narejene primerjave z vrednostjo IG dolo¢eno z mikroskopskim

pregledom krvnega razmaza (MPKR). Rezultati razli¢nih $tudij so bili med seboj podobni.

V bolnisnici v Hamburgu so v analizo vkljucili 246 vzorcev venske krvi. Dva
laboratorijska delavca sta loceno diferencirala po 200 celic. Dolocili so zelo dobro
ujemanje med metodama tako za absolutne vrednosti (r = 0,900) kot tudi za relativne
vrednosti (r = 0,871). Loceno so preverjali koleracijo za vrednosti oznacene z zvezdico, Ki

naj bi bile po podatkih proizvajalcev, manj zanesljive, in ravno tako ugotovili odli¢no
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ujemanje (r = 0,881). Zelo dobro korelacijo (r = 0,884) so dokazali tudi v skupini vzorcev
novorojenckov starih od 0 do 33 dni (15).

Podobno korelacijo med metodama (r = 0,830) so ugotovili v drugi Studiji, kjer so z Bland-
Altmanovim diagramom dokazali za 2,5 % vi§je vrednosti IG izmerjene s hematoloskim
analizatorjem v primerjavi z MPKR. Rezultati so pokazali, da se sistemati¢na napaka veca
z vi§jo vrednostjo I1G (> 3 % IG) (16).

V skupini 203 preiskovancev z razlicnimi obolenji in klini¢nimi stanji SO0 ravno tako
dokazali mo¢no povezavo med vrednostjo IG doloceno s hematoloSkim analizatorjem in
MPKR za absolutne (r = 0,800) in relativne vrednosti (r = 0,820). Zaradi visoke stopnje
nenatanénosti, nizkega Stevila preStetih celic in subjektivnosti mikroskopskega
diferenciranja, so za Stetje IG uporabili pretocno citometrijo, kjer so uporabili specifi¢na
protitelesa, ki se vezejo na antigene granulocitov odvisno od stopnje dozorevanja.
Ugotovili so zelo mo¢no povezavo v primerjavi z doloCitvijo IG s hematoloskim
analizatorjem (r = 0,930) in malo slabso z MPKR (r = 0,820). Zakljucili so, da sta oba

nacina dolocitve IG primerna za zamenjavo standardiziranega MPKR (17).

1.3.2 Kdaj pregledamo krvni razmaz pri opozorilu na 1G?
Odlo¢itveni kriterij za MPKR pri opozorilu na prisotnost IG so razli¢ni glede na to, kdo jih

je oblikoval.

Francosko zdruZenje za celi¢no hematologijo (GFHC) priporoca, da se ob pojavu opozorila
na prisotnost IG opravi mikroskopski pregled krvi ob prvi analizi in v primeru, ko

analizator ne poda $tevil¢ne vrednosti I1G (18).

Mednarodno zdruZenje laboratorijske hematologije (ISLH) ravno tako priporoca pregled

krvi ob prvi analizi, nato pa ob opozorilu preverjanja delta za levkocite (19).

Po podatkih iz literature razli¢nih $tudij za razlicne hematoloske analizatorje, naj bi krvni
razmaz pregledali nad vrednostjo IG > 3 %, stevilo IG naj bi bilo nad to vrednostjo
precenjeno (16). V eni od studij priporocajo, da ob pojavu opozorila na IG in Steviléni
vrednosti 1G < 2,0 % ter odsotnosti ostalih opozoril, izdamo vrednost analizatorja. Pri

vrednostih IG > 2,0 % opravimo MPKR, pri ¢emer avtor navaja, da ni problem v
12



zanesljivosti rezultata, temve¢ je potrebno pregledati druge nepravilnosti celic povezane z
levkemoidno reakcijo, sepso ali hematoloskim obolenjem, npr. KML in PMF (20).
V eni od $tudij so ugotovili, da MPKR ni potreben pri vrednostih IG < 5 % in pri $tevilu

levkocitov ve¢ kot 2,5 x 10°/ L ter odsotnosti ostalih opozoril (21).
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2 NAMEN DELA

Namen nase raziskave je dolociti zanesljivost dolo¢anja parametra IG z dvema razli¢nima
hematoloskima analizatorjema Sysmex XN-1000 in DxH 800 (Beckman Coulter) v
primerjavi s standardno mikroskopsko dolocitvijo. Medsebojno bomo primerjali tudi

kvantitativno dolocitev IG za oba analizatorja.

Za analizator Sysmex XN-1000 bomo celovito opredelili zanesljivost opozoril na IG, tako
da bomo dolo¢ili obcutljivost, specifi¢nost, pozitivno in negativno napovedno vrednost ter

celokupno ucinkovitost opozoril.

Doloc¢iti zelimo tudi mejno vrednost IG na hematolo§kem analizatorju Sysmex XN-1000,
pri kateri bi se odlo¢ili za mikroskopski pregled in jo primerjati s sedanjo mejno vrednostjo
>1%1G ali > 0,10 x 10°/L.

V raziskavo bomo vkljucili bolnike z razli¢nimi krvnimi boleznimi in bolnike z razli¢nimi
okuzbami ter preverili, ali med skupinami bolnikov s temi boleznimi obstaja statisticno

znacilna razlika v delezu IG v venski krvi.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 PREISKOVANI VZORCI

Skupno smo v analizo vkljucili 868 vzorcev polne krvi preiskovancev odvzete v epruvete s
K3EDTA, ki so bili poslani v Specializirani hematoloski laboratorij (SHL) Klini¢nega
oddelka za hematologijo in v Laboratorij za analitiko telesnih teko¢in Klini¢nega instituta
za klini¢no kemijo in biokemijo (KIKKB) Univerzitetnega klini¢nega centra v Ljubljani za

rutinsko dolocitev krvne slike.

Vzorce smo nato razdelili v dve skupini. V prvo skupino smo vkljucili 705 vzorcev, ki so
bili poslani v SHL in so imeli poleg hemograma narejen tudi mikroskopski pregled krvne

slike, ne glede na delez IG.

V drugo skupino smo uvrstili 163 vzorcev krvi, pri katerih smo s hematoloskim
analizatorjem ali mikroskopsko DKS presteli >1 % 1G. 108 vzorcev krvi je bilo poslanih v
SHL iz razli¢nih ambulant in oddelkov UKC Ljubljana (59 preiskovancev s Klini¢nega
oddelka za hematologijo, 43 iz Klinike za intenzivno interno medicino, 3 iz Klinicnega
oddelka za nerfologijo, 1 iz Klinike za gastroenterologijo ter 2 iz Klini¢nega oddelka za
hipertenzijo), 55 vzorcev krvi pa je bilo analiziranih v Laboratoriju za analitiko telesnih
tekoc¢in (KIKKB). Pri vseh 163-ih vzorcih smo krvno sliko dolo¢ili na dveh hematoloskih
analizatorjih, in sicer Sysmex XN-1000 in Beckman Coulter DX-800, in naredili krvni
razmaz za oceno IG. Dva laboratorijska delavca sta vsak lo¢eno diferencirala 100 celic.
Vsi vzorci so bili do analize hranjeni na sobni temperaturi in analizirani v $tirih urah od

odvzema.
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3.2 DOLOCANJE PARAMETRA NEZRELI GRANULOCITI

3.1.1 HematoloSki analizator Sysmex XN-1000

S hematoloSkim analizatorje Sysmex XN-1000 lahko analiziramo vzorce polne Krvi in
telesnih tekocin. Dolocanje posameznih hematoloSkih parametrov poteka v sedmih analiznih
kanalih, in sicer WDF, WNR, WCP, RET, RBC/PLT, HGB in PLT-F.

Analizator deluje na principu preto¢ne citometrije s polprevodnim laserjem katerega valovna
dolZina je 633 nm. Za analizo potrebujemo le 88 pL vzorca (10, 22).

Vzorec potuje skozi pretocno celico in ob interakciji laserskega zarka s celico pride do sipanja
svetlobe. Stetje in razvri¢anje celic poteka na treh ravneh: prednje sipanje svetlobe (FSC),
stransko sipanje svetlobe (SSC) ter stransko sipanje fluorescentne svetlobe (SFL). Intenziteta
FSC je sorazmerna velikosti celic, intenziteta SSC pa posredno kaze na notranjo strukturo
celic, medtem ko SFL prikazuje vsebnost DNA in RNA v celici.

Celice s podobnimi fizikalnimi in kemijskimi lastnostmi tvorijo skupek celic v citogramu
(10,23).

Doloc¢anje parametra 1G poteka v analiznem kanalu WDF (ang. WBC differential). S pomo¢jo
reagenta Lysercell WDF potece hemoliza in razgradnja eritrocitov in trombocitov, celi¢na
membrana levkocitov pa postane prehodna za fluorescencno barvilo, ki ga vsebuje reagent
Fluorocell WDF. Fluorescen¢no barvilo obarva nukleinske kisline in celicne organele
levkocitov.

V citogramu se nato celice porazdelijo (diferencirajo) glede na njihovo fluorescenco in
notranjo strukturo (Slika 1). Intenziteta fluorescence signala je sorazmerna z vsebnostjo
nukleinskih kislin v celici. IntenzivnejSa je pri nezrelih, atipicnih in reaktivnih celicah, zaradi
vsebnosti vecjih koli¢in RNA, zato jih lahko zaznamo in prestejemo. Analizator poda 6-delno
avtomatizirano diferencialno krvno sliko, ki vsebuje podatke o absolutnem Stevilu in
relativnem delezu nevtrofilnih granulocitov, limfocitov, monocitov, eozinofilcev, bazofilcev
ter nezrelih granulocitov. Parameter 1G daje skupno Stevilo promielocitov, mielocitov in
metamielocitov (10, 24). IG najdemo zaradi nezrelosti pri visoki vrednosti SFL in zaradi

granuliranosti pri visoki vrednosti SSC (Slika 1).
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Slika 8: Razsevni diagram kanala WDF pri analizatorju Sysmex XN-1000 (25).

3.2.1.1 Reagenti in kontrole

Pred analizo vzorcev je dnevno potrebno analizirati kontrolne vzorce krvi na treh
koncentracijskih ravneh. Kontrolno kri hranimo v temnem in hladnem prostoru pri
temperaturi 2 do 8 °C, pred analizo jo segrejemo na sobno temperaturo. Neodprte kontrole
shranjujemo do roka uporabe, odprte pa menjujemo tedensko. Vse reagente uporabljamo in

shranjujemo pri temperaturi od 15 do 30 °C, kot narekuje proizvajalec.

3.2.2 Hematoloski analizator Beckman Coulter DxH800

DxH 800 je sodobnejsi Coulterjev avtomatiziran hematoloski analizator s katerim lahko
analiziramo vzorce polne krvi in telesnih tekoc€in in deluje na principu pretocne citometrije in
hidrodinami¢nega fokusiranja. Za analizo celotne krvne slike, diferencialne krvne slike ter
Steviléne koncentracije normoblastov in retikulocitov potrebuje 165uL vzorca. Pri dolocitvi 5-
delne diferencialne krvne slike uporablja t.i. VCSn tehnologijo, kjer so meritvi volumna in
prevodnosti v novi preto¢ni celici dodali parameter AL2 (Axial light loss — meritev svetlobe,
ki se absorbira, ko gre celica skozi pretocno celico) ter Stiri meritve razprSene svetlobe pod
razli¢nimi koti, in sicer LALS (Low angle light scatter), MALS (Median angle light scatter),
LMALS (Lower median angle light scatter) in UMALS (Upper median angle light scatter)
(Slika 2).
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(UMALS) 20° - 43°

Low Angle ngh[ Scatter
(LALS) = 5.1°

Lower Electrode
Volume (DC)
RF (Conductivity)

Slika 9: VCSn tehnologija dolo¢anja pod razli¢nimi koti analizatorja Beckman

Coulter (29).

Analizator opozarja na prisotnost nezrelih granulocitov, omogoca pa tudi kvantitativno

dolocitev pod parametrom @EGC (Early granulocyted cell), vendar je namenjen zgolj v

raziskovalne namene (26 - 28).

3.2.3 Mikroskopski pregled krvnega razmaza

3.2.3.1 Laboratorijska oprema

Predmetna stekla (Vitrognost, 26 x 76 mm, z matirnim robom)

Krovna stekla (Brand, 22 x 22mm)

Nastavki za pripravo krvnih razmazov Diff-Safe Blood Dispenser
Kadicke za barvanje krvnih razmazov

Nosilci za preparate

Stoparica

Imerzijsko olje

Stevec za §tetje celic

Svetlobni mikroskop Olympus BH-2
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3.2.3.2 Reagenti
e May-Griinwald (Sigma Life Science); eozin in metilensko modrilo v metanolu

e Giemsa (Fluka Analytical); eozin in dva derivata metilenskega modrila v
metanolu — azur | in azur Il

e Sorensov fosfatni pufer
e Redestilirana voda

Predhodno smo pripravili vse delovne raztopine. Sorensov fosfatni pufer je sestavljen iz
raztopine A, ki vsebuje 9,1 g/L KH,PO, raztopljenega v redestilirani vodi in iz raztopine B, Ki
vsebuje 9,5 g/L Nap;HPO, ali 11,9 g/L Na,HPO4x2H,0 raztopljenega v redestilirani vodi. Za
pripravo mati¢ne raztopine pufra smo potrebovali 630 mL raztopine A in iz 370 mL raztopine
B ter uravnali pH vrednost na 6,6. Za barvanje smo pripravili delovno raztopino pufra, in sicer
smo 50 mL mati¢ne raztopine dodali 950 mL redestilirane vode in umerili pH vrednost na 6,8.
S tako pripravljenim delovnim Soérensovim fosfatnim pufrom, smo nato pripravili raztopine

May-Griinwalda v razmerju 1:1 ter 10% raztopino Giemse.

3.2.3.3 lzdelava krvnega razmaza

Za priprava razmaza smo s pomocjo nastavka za pripravo razmazoVv kanili kapljico venske
krvi pod matiranim robom na sredino predmetnega stekla. Nato smo se s krovnim stekelcem
pod kotom 30-45° dotaknili kapljice krvi, in jo enakomerno razpotegnili vzdolz predmetnega
stekla v nasprotno smer. Pri tem smo morali paziti, da je bil poteg hiter in enakomeren, saj
smo le tako dobili ustrezno tanek razmaz, ki se je koncal v rahlo zaokroZeni liniji (rep

razmaza). Predmetno steklo smo takoj ustrezno oznacili in posusili na zraku.

Krvni razmaz je potrebno napraviti ¢im prej po odvzemu, najkasneje v Stirih urah. S tem se
izognemo S$tevilnim artefaktom, kot so sferocitoza, ehinocitoza in degeneracija nevtrofilcev
(30).
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3.2.3.4 Barvanje krvnega razmaza
Za barvanje krvnih razmazov smo uporabili panopti¢no barvanje po Pappenheimu. Posusene

razmaze smo zlozili v nosilce za barvanje in jih barvali po naslednjem postopku:

Raztopina May-Griinwald - 5 minut.

Raztopina May- Griinwald in fosfatni pufer v razmerju 1:1 - 1 minuto.

Raztopina Giemse v fosfatnem pufru v razmerju 1:10 - 20 minut.

- Spiranje v fosfatnem pufru in pod tekoco vodo.

3.2.3.5 Vrednotenje krvnega razmaza

Pobarvane in posusene krvne razmaze smo vrednotili s pomoc¢jo mikroskopa Olympus BH-2.
Najprej smo pod malo povecavo (povecava 100x) poiskali jasno sliko vidnega polja in
primerno gosto podroc¢je za diferenciranje levkocitov. Pod povecavo 1000x pa smo dolocili
diferencialno belo krvno sliko in opisali morebitne spremembe eritrocitov, trombocitov in
levkocitov (31).

Pri pregledu krvnega razmaza moramo upoS$tevati, da se razlicne vrste krvnih celic
neenakomerno razvr§¢ajo po povrsini razmaza. Vecje celice, kot so nevtrofilci, monociti,
blasti, promielociti in mielociti, so zaradi svoje velikosti §tevilénejsi v repu razmaza, zato je
zelo pomembno, da pregledamo celoten krvni razmaz in diferenciramo s »cik-cak« tehniko
(30).

Zavedati se moramo, da je Stevilo prestetih celic pri rocnem diferenciranju majhno in sluzi le
za grobo oceno pogostosti posamezne vrste levkocitov, zato je pomembneje kot sama

Stevil¢na vrednosti, da celice pravilno morfolosko opredelimo (32).
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3.3 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Vse podatke smo zbrali v preglednice ter s pomocjo programa Microsoft Excel 2007
izraCunali diagnosti¢no specificnost in obcutljivost, pozitivnho in negativho napovedno
vrednost ter celokupno ucinkovitost. Diagnosti¢na specificnost je verjetnost negativnega
rezultata pri resni¢no negativnih vzorcih, diagnostiéna obcutljivost pa je verjetnost
pozitivnega rezultata pri vzorcih, ki so resni¢no pozitivni. Pozitivna napovedna vrednost
napoveduje verjetnost resni¢no pozitivnih vzorcev pri pozitivnem testu, negativna napovedna

vrednost pa verjetnost resni¢no negativnih vzorcev pri negativnem testu (33).

S pomocjo racunalniSkega programa MedCalc, verzija 14.8.1., smo s Spearmanovim
koeficientom korelacije in Bland-Altmanovim diagramom preverjali medsebojno povezavo
med rezultati dobljenimi z razli¢nimi metodami, z Wilcoxonovim testom za odvisne vzorce pa
smo med seboj statistiéno primerjali vse tri nacine dolo¢itve IG, pri ¢emer smo uporabili
korekcijo Bonfferoni za multiplo testiranje. S testom Mann-Whitney smo preverjali razlike
med skupinami bolnikov z razliénimi diagnozami in z ROC analizo dolo¢ili mejno vrednost

za parameter 1G na analizatorju.

Z Bland-Altmanovim diagramom smo prikazali primerjavo povprecja rezultatov dveh
razli¢no merjenih spremenljivk in ugotavljali, kaksno je ujemanje med njima (34). Ustrezno
ujemanje je takrat, ko je velik deleZ razlik na Bland-Altmanovem diagramu majhen oziroma
dovolj blizu ni¢ (35).

Porazdelitev vrednosti IG smo preverjali s testom Kolmogorov-Smirnov za normalno
porazdelitev parametrov v populaciji. Test je pokazal nenormalno porazdelitev podatkov (p <
0,05). S koeficientom asimetrije (Skewnes) pa smo ugotovili, da je porazdelitev podatkov
desnostranska. Zato smo za izratun povezave med mikroskopsko DKS in analizatorjem

uporabili Spearmanov koeficient korelacije.
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4 REZULTATI

4.1 VREDNOTENJE DOLOCANJA IG NA HEMATOLOSKEM
ANALIZATORJU SYSMEX XN-1000

V statisti¢no analizo smo najprej vkljucili vse vzorce, pri Katerih je bila v mesecu novembru
2014 v Specializiranem hematoloskem laboratoriju UKC Ljubljana poleg hemograma
narejena tudi mikroskopska DKS. Med seboj smo primerjali vrednosti IG merjene s
hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000 in vrednosti 1G, ki smo jih dolocili z
mikroskopsko DKS. Preverili smo tudi opozorila na nezrele granulocite. Skupno je bilo

analiziranih 705 vzorcev.

4.1.1 Vrednotenje opozoril analizatorja na IG
Hematoloski analizator Sysmex XN-1000 poda opozorilo na prisotnost IG ( IG present), ko le
ti presezejo nastavljeno prazno vrednost. Opozorila analizatorja smo vrednotili glede na
izsledke mikroskopske DKS. Vkljuéili smo 705 vzorcev z in brez opozoril na IG. Mejna
vrednost za pozitivno najdbo IG pri mikroskopski DKS je bila >1%. lIzracunali smo
obcutljivost, specificnosti, pozitivno in negativno napovedno vrednost ter celokupno
uc¢inkovitost opozoril analizatorja Sysmex XN-1000 na IG ter vrednosti primerjali s podatki v

literaturi (Preglednica IlI).
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Preglednica Ill: Vrednotenje opozoril analizatorja Sysmex XN-1000 na IG ter
primerjava z literaturnimi navedbami.

Opozorilona IG Sysmex Sysmex Beckman
Coulter
»IG present« XN-1000 XN-2000
(25) DxH 800 (25)

Obcutljivost (%0) 73 88 84
Specifi¢nost (%) 88 84 67

Pozitivnha napovedna vrednost (%) 63 68 48

Negativna napovedna vrednost (%) 92 95 75
Celokupna ucinkovitost (%) 80 85 71

4.1.2 Primerjava dolo¢anja IG s hematoloSkim analizatorjem in

mikroskopskim diferenciranjem
Pri 705-ih vzorcih smo dolocili mediano, najvi§jo ter najnizjo izmerjeno vrednost za 1G

(Preglednica 1V).

Preglednica IV: Primerjava dolocitve deleza IG z analizatorjem in mikroskopsko
DKS. (N=705).

% I1G
Mediana Min Max
Analizator 0,40 0,00 28,40
DKS 0,00 0,00 41,00

Spearmanov koeficient korelacije (r) znasa 0,594 (P < 0,0001) (Slika 3), kar pomeni zmerno
do dobro povezavo med delezem IG dolo¢enim z mikroskopsko DKS in vrednostjo doloc¢eno

na hematoloskem analizatorju.
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Slika 10: Korelacija deleza IG med analizatorjem in mikroskopsko DKS.

Iz Bland-Altmanovega diagrama je razvidno (Slika 4), da so vrednosti IG doloc¢ene S
hematoloskim analizatorjem za 0,5% visje kot pri mikroskopski DKS (Slika 4). Klju¢no pa je,

da se vecina vrednosti nahaja znotraj 2SD.
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Slika 11: Bland-Altmanov diagram ujemanja mikroskopske dolocitve IG in delezem
IG hematoloSkega analizatorja.
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4.1.3 Dolocitev mejne vrednosti deleza IG na hematoloSkem

analizatorju Sysmex XN-1000
ROC krivulja sluzi za iskanje optimalnega razmerja med specifi¢nostjo in obcutljivostjo
diagnosticnega testa. S pomocjo ROC-analize smo Zzeleli ovrednotiti mejno vrednost za
parameter IG na hematoloSkem analizatorju Sysmex XN-1000. Vkljucili smo 868 vzorcev.
Pri mejni vrednost za %IG > 1 % je povrsina pod krivuljo najveéja in znasa (AUC) 0,921.
(Slika 5).

%IG sysmex

100 |
80| Sensitivity: 83,8
i Specificity: 87,3
5 Criterion : >1
60
40 |
20 -
0 -| PR AR TSRS ISP S |

0O 20 40 60 80 100
100-Specificity

Slika 12: ROC krivulja za delez IG doloten s hematoloSkim analizatorjem.

Preverili smo obcutljivost in specifi¢nost testa ter AUC pri razlicnih mejnih vrednostih.

Rezultati so prikazani v spodnji preglednici V.
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Preglednica V: Primerjava lastnosti testa pri razli¢nih mejnih vrednostih deleza 1G
dolocenega s hematoloSkim analizatorjem.

>2 % >3 % >4 %
Obcutljivost 66,67% 49,32% 58,87%
Specifi¢nost 61,29% 75,00% 64,29%
AUC 0,676 0,631 0,615
p vrednost 0,0008 0,0402 0,1412

4.2 DOLOCANJE IG NA DVEH RAZLICNIH HEMATOLOSKIH
ANALIZATORJIH V PRIMERJAVI Z MIKROSKOPSKO
DOLOCITVIJO

Pri 163-ih vzorcih smo z mikroskopsko DKS ali/in s hematoloskim analizatorjem dolo¢ili > 1
% 1G. Primerjavo med obema analizatorjema smo naredili le na teh vzorcih, ki so imeli po
enem od treh nacinov vsaj 1 % IG. Med seboj smo primerjali vrednosti IG doloc¢ene na dveh
razli¢nih hematoloskih analizatorjih z vrednostmi IG dolo¢enimi z mikroskopsko DKS. V
preglednici VI so prikazane osnovne statistine znacilnosti meritev. Stevilo analiziranih
vzorcev z analizatorjem Beckman Coulter DxH 800 je nizje (N = 135), ker analizator ni

doloéil deleza IG pri vseh vkljucenih vzorcih.

Preglednica VI: Delez IG dolocen na tri razli¢ne nacine.

1G (%)
Nacdin doloéitve N Mediana Min Max
Mikroskopska DKS 163 2,00 0,00 32,0
Sysmex XN-1000 163 3,90 0,50 27,3
Beckman Coulter DxH 135 1,70 0,00 25,4

800
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Porazdelitev meritev smo preverjali s testom Kolmogorov-Smirnov za normalno porazdelitev
parametrov v populaciji. Test je pokazal nenormalno porazdelitev podatkov (p < 0,05), zato
smo za izracun povezave med rocno DKS in analizatorjem uporabili Spearmanov koeficient

korelacije.

Pri primerjavi hematoloskega analizatorja Sysmex XN-1000 z mikroskopsko DKS je
Spearmanov koeficient Kkorelacije (r) znasal 0,718 (P < 0,0001) (Slika 6A), kar pomeni
zmerno do dobro povezavo med mikroskopsko DKS in vrednostjo 1G doloceno na
analizatorju. Iz Bland-Altmanovega diagrama je razvidno, da je povprecje razlik -2,4%, kar
pomeni, da je delez |G dolo¢en na hematoloskem analizatorju Sysmex XN-1000 v povprecju
za 2,4 % visji kot pri doloc€itvi z mikroskopsko DKS (Slika 6B). Zelo podobno vrednost so
dolo¢ili v eni izmed $tudij, kjer so ugotavljali za 2,5 % visji delez IG doloc¢en s hematoloskim

analizatorjem v primerjavi z mikroskopsko dolo¢itvijo (16).
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Slika 13: Primerjava dolocitve deleza IG z mikroskopsko DKS in hematoloskim
analizatorjem Sysmex XN-1000.

A) Korelacija med hematolo$kim analizatorjem in mikroskopsko DKS. B) Bland-Altmanov diagram
primerjave razlik (N = 163).

Nadalje smo primerjali delez IG dolo¢en s hematoloskim analizatorjem Beckman Coulter
je znasal 0,671 (P < 0,0001) (Slika 7A), kar $e vedno pomeni zmerno do dobro povezavo med
delezem IG dolo¢enim s hematoloskim analizatorjem in dolo€itvijo z mikroskopsko DKS.
Tudi Bland-Altmanov diagram potrjuje dobro ujemanje med primerjanima metodama, saj se

vecina rezultatov nahaja znotraj obmocja £+ 1.96 SD. Porazdelitev tock na diagramu je v obliki
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troblje, kar pomeni, da so pri vi§jem delezu IG razlike med metodama veéje. 1z Bland-
Altmanovega diagrama je razvidno, da pri analizatorju Beckman Coulter DxH 800 prakti¢no

ni zamika (0,2 %) glede na doloc¢itev z mikroskopsko DKS. (Slika 7B).
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Slika 14: Primerjava dolocitve deleza IG z mikroskopsko DKS in hematoloskim
analizatorjem Beckman Coulter DxH 800.

A)Korelacija med hematolo$kim analizatorjem in mikroskopsko DKS. B) Bland-Altmanov diagram
primerjave razlik (N = 135).

Preverili smo tudi ujemanje med obema analizatorjema in s Spearmanovim koeficientom
korelacije (r = 0,766) (P < 0,0001) ugotovil mo¢no povezavo (Slika 8A). Tudi z Bland-
Altmanovim prikazom smo ugotovili mo¢no povezavo med delezi IG dolocenimi na dveh
razlicnih hematoloskih analizatorjih. Razvidno je, da je povprecje razlik 2,3 %, kar pomeni,
da je delez IG izmerjen na hematoloskem analizatorju Sysmex XN-1000 za 2,3 % visji kot

delez IG izmerjen na hematolo§kem analizatorju Beckman Coulter DxH 800 (Slika 8B).
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Slika 15: Primerjava dolocCitve deleza IG z dvema razlicnima hematoloskima
analizatorjema Sysmex XN-1000 in Beckman Coulter DxH 800.

A) Korelacija med analizatorjema. B) Bland-Altmanov diagram. (N = 135).

Z Wilcoxonovim testom za odvisne vzorce smo med seboj statisticno primerjali vse tri nacine
dolocitve IG, pri ¢emer smo uporabili korekcijo Bonfferoni za multiplo testiranje, kar pomeni,
da smo za mejo znacilnosti namesto p < 0,05 upostevali p < 0,05/3 = 0,017. Ugotovili smo,
da obstaja statisticno znacilna razlika v dolo¢itvi deleza 1G s hematoloSkim analizatorjem
Sysmex XN-1000 in mikroskopsko DKS (p < 0,0001) ter v doloc¢itvi med obema
hematoloSkima analizatorjema (p < 0,0001). Statisti¢no znacilni razlik v dolocitvi deleza IG
med hematoloskim analizatorjem Beckman Coulter DxH in mikroskopsko DKS nismo

ugotovili (p = 0.847).

Za boljsi pregled razlik merjenja deleza IG smo naredili Se diagram prepognjene empiricne
kumulativne porazdelitve ali gorski diagram, ki je komplementaren Bland-Altmanovem
diagramu. Razvidno je, da je vrh, ki prikazuje meritve z analizatorjem Sysmex pomaknjen v
levo, medtem ko se vrh, ki prikazuje meritve z analizatorjem Beckman Coulter, skoraj
prekriva z navpi¢no ¢rto, ki oznacuje razliko 0 (Slika 9). Dobimo enake vrednosti kot iz
Bland-Altmanovega diagrama, da je delez IG dolo¢en na hematolo$kem analizatorju Sysmex
XN-1000 za 2,4 % visji kot pri dolo¢itvi z mikroskopsko DKS (Slika 6B) ter, da je delez IG
dolocen z analizatorjem Beckman Coulter le za 0,2 % visji kot z ro¢no DKS (Slika 7B). Lepo

je tudi vidna razlika v merjenju deleza IG med hematoloskima analizatorjema.

29



o——0 Sysmex
w=—a Coulter

Percentile

-15 -10 -5 0 5 10 15
Difference with DKS

Slika 16: Diagram prepognjene empiriéne kumulativne porazdelitve. Primerjava
deleza IG z ro¢no DKS ter razli¢nima hematoloskima analizatorjema (N = 163).

4.2.1 Primerjava deleza IG pri razli¢nih skupinah bolnikov
Vzorce preiskovancev z vsaj 1 % IG (N = 163) smo nadalje razdelili v tri glavne skupine. V
prvo skupino smo vkljucili bolnike z razli¢nimi hematoloskimi obolenji, v drugo bolnike z
okuzbami Klinike za infekcijske bolezni in vro¢inska stanja ter v tretjo bolnike ostalih klinik
UKC Ljubljana, za katere nismo poznali diagnoze, vecina jih je bila iz Centra za intenzivno

interno medicino (ClIM).

4.2.1.1  Bolniki s krvnimi obolenji
Vkljucili smo 61 bolnikov z razliénimi krvnimi obolenji ter dolocili delez IG na obeh
hematoloSkih analizatorjih ter z mikroskopsko DKS (Slika 10). V preglednici VII so

prikazane osnovne statisticne znacilnosti deleza IG dolocenega na tri razlicne nacine.
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Slika 17: Bolezenska stanja krvnih bolnikov (N=108).

ALL - akutna limfoblastna levkemija, AML — akutna mieloblastna levkemija, DP — disemeniran plazmocitom,
ET — esencialna trombocitopenija, ITP — idiopatska trombocitopeni¢na purpura, KMMOL - kroni¢na
mielomonocitna levkemija, MDS — mielodisplasti¢ni sindrom, NHL — ne-Hodgkinov limfom, PMF — primarna
mielofibroza, PV — policitemija vera, TP — trombocitopenija, hz — neznana diagnoza

Preglednica VII: Delez IG pri krvnih bolnikih dolo¢en na tri nacine.

1G (%)
Nacin dolo¢itve N Mediana Min Max
Mikroskopska 61 3,00 0,00 32,5
DKS
Sysmex XN-1000 61 7,90 1,00 27,3
Coulter DxH 800 40 4,35 0,20 254

S Spearmanovim koeficientom korelacije smo ugotavljali povezavo med delezem IG
dolo¢enim z mikroskopsko DKS in na hematoloskih analizatorjih Sysmex XN-1000 (r =
0,731) (P < 0,0001) in Coulter DxH 800 (r = 0,748) (P < 0,0001) ter povezavo med obema
hematoloskima analizatorjema (r = 0,783) (P < 0,0001). Tudi Bland-Altmanov diagram

potrjuje dobro ujemanje med primerjanimi metodami, saj se vecina rezultatov nahaja znotraj
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obmocja = 1.96 SD. Povprecje razlik primerjave med Sysmex XN-1000 in mikroskopsko
DKS znasa —3,1, kar pomeni, da je delez IG doloc¢en s hematoloskim analizatorjem za 3,1 %
vi§ji kot z mikroskopsko DKS (Slika 11B). Podobno povpre¢je razlik je tudi med obema
hematoloskima analizatorjema (3,5%) (Slika 11C). Povpregje razlik med Coulter DxH 800 in

mikroskopsko DKS pa znasa 0,2 %, enako kot za celotno skupino preiskovancev (slika 11C).
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Slika 18: Primerjava dolocitve deleza IG z dvema hematoloskima analizatorjema in
mikroskopsko DKS pri krvnih bolnikih.

A) Korelacija med mikroskopsko DKS in hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000. B) Bland-
Altmanov diagram: mikroskopska DKS in hematoloski analizator Sysmex XN-1000 (N = 61). C)
Korelacija med mikroskopsko DKS in hematoloskim analizatorjem Beckman Coulter DxH 800. C)
Bland-Altmanov diagram: mikroskopska DKS in hematolo$ki analizator Coulter Beckman DxH 800
(N = 40). D) Korelacija med hematolo§kima analizatorjema Sysmex XN _ 1000 in Beckman Coulter
DxH 800. E) Bland-Altmanov diagram: hematoloski analizator Sysmex XN-1000 in hematoloski
analizator Coulter Beckman DxH 800 (N = 40).

Tudi tukaj smo z Wilcoxonovim testom za odvisne vzorce smo med seboj statisticno
primerjali vse tri na¢ine dolocitve IG pri bolnikih s krvnimi boleznimi, pri ¢emer smo zopet
uporabili Bonfferoni korekcijo za multiplo testiranje ter za mejo znacilnosti dolo¢ili p <
0,017. Ugotovili smo, da obstaja statisticno znacilna razlika v dolocitvi deleza IG s
hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000 in mikroskopsko DKS (p < 0,0001) ter v
doloc¢itvi med obema hematoloSkima analizatorjema (p < 0,0001). Statisticno znacilni razlik v
dolocitvi deleza IG med hematoloSkim analizatorjem Beckman Coulter DxH in mikroskopsko

DKS nismo ugotovili (p = 0.902).

4.2.1.2  1G pri bolnikih z okuzbami
V to skupino smo uvrstili 55 bolnikov Klinike za infekcijske bolezni in vro¢inska stanja. Med
njimi je bilo 18 bolnikov s potrjeno sepso, 10 bolnikov s plju¢nico, 9 s potrjeno drugo
okuzbo, 1 z nekrozo, 1 z mrzlico ter 16 bolnikov z neznano diagnozo (slika 12). Vsi ti bolniki
so imeli povisane vrednosti CRP (od 9 do 401), tudi bolniki z neznano diagnozo (CRP od 56
do 395), iz Cesar lahko sklepamo, da je bilo tudi pri teh prisotno neko vnetno dogajanje. V

spodnji preglednici V11 so prikazane osnovne statistiéne znacilnosti dolocitev deleza IG.
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Slika 19: Bolezenska stanja bolnikov z okuzbami (N=55).

Preglednica VIII: Delez IG pri bolnikih z okuzbami dolo¢en na tri nacine.

IG (%)
Nacin dolocitve N Mediana Min Max
Mikroskopska DKS 55 1,50 0,50 9,00
Sysmex XN-1000 55 3,00 0,50 15,6
Coulter DxH 800 52 1,50 0,00 18,2

Tudi tu smo porazdelitev meritev preverjali s testom Kolmogorov-Smirnov za normalno
porazdelitev parametrov v populaciji. Test je pokazal nenormalno porazdelitev podatkov (p <
0,05), zato smo za izraun povezave uporabili Spearmanov koeficient korelacije, ki je pokazal
zmerno do dobro povezavo med hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000 in
mikroskopsko DKS (r = 0,692) (P < 0,0001) (Slika 13A). Nekoliko nizji je bil pri primerjavi
analizatorja Coulter DxH 800 z mikroskopsko DKS (r = 0,578) (P < 0,0001), odli¢no
povezavo pa smo ugotovili pri primerjavi obeh analizatorjev (r = 0,833) (P < 0,0001) .

Dobro ujemanje med meritvami potrjuje tudi Bland-Altmanov diagram, saj se vecina

rezultatov nahaja znotraj obmocja + 1.96 SD, izstopajo le posamezne meritve. Primerjava
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obeh analizatorjev kaze naras$¢anje povprecne napake z velikostjo merjene vrednosti (Slika

130).

16
14

12

10

-12 o
i -14 5 I I I I I I
20 (0] 2 4 6 8 10 12
A DKS B Mean of DKS and IG sysmex
10
. +1.96 SD
5k 55
00 °
o OOO °
e o 0 D eerereeesesesesesesesasasasnsnsnsnasasasasasasesasasasasasasasasasmsmsmsmserereres Mean
o w8 S
——————— O 0.1
0Qo0 &
5L 1.96 SD
-5,3
S0k
15K 1 1 1 1 PR 1
0 2 4 6 8 10 12 14
DKS Mean of DKS and IG coulter
C C
20k 12|
r =0,833 o 10k o
15+ 8| o
3 ° +1.96 SD
6 6,3
| o °
10 41 L
o
b ° 2 o("fr}h ° o o Mean
o So8 © o 2,0
Op O
5+ o0 o5 oLogP
o o] o
%, ° ° 2k -1.96 SD
0; D0 00 | © -2,3
0 | i | | -4k L L 1 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
IG sysmex Mean of IG Sysmex and IG coulter

35



Slika 20: Primerjava doloc¢itve deleza IG z dvema hematolo$kima analizatorjema in
mikroskopsko DKS pri bolnikih z okuzbami.

A) Korelacija med mikroskopsko DKS in hematolo§kim analizatorjem Sysmex XN-1000. B) Bland-
Altmanov diagram: mikroskopska DKS in hematolo$ki analizator Sysmex XN-1000 (N = 55). C)
Korelacija med mikroskopsko DKS in hematoloskim analizatorjem Coulter Beckman DxH 800. ()
Bland-Altmanov diagram: mikroskopska DKS in hematoloski analizator Coulter Beckman DxH 800
(N = 52). D) Korelacija med hematoloskima analizatorjema Sysmex XN-1000 in Coulter Beckman
DxH 800. E) Bland-Altmanov diagram: hematoloski analizator Sysmex XN-1000 in hematolo$ki
analizator Coulter Beckman DxH 800 (N = 52).

Z Wilcoxonovim testom za odvisne vzorce smo med seboj statisticno primerjali vse tri nacine
dolocitve IG pri bolnikih z okuzbami, pri ¢emer smo zopet uporabili Bonfferoni korekcijo za
multiplo testiranje ter za mejo znacilnosti dolocili p < 0,017. Ugotovili smo, da obstaja
statisti¢no znacilna razlika v dolocitvi deleza IG s hematoloSkim analizatorjem Sysmex XN-
1000 in mikroskopsko DKS (p < 0,0001) ter v doloc¢itvi med obema hematoloskima
analizatorjema (p < 0,0001), medtem ko med hematoloskim analizatorjem Beckman Coulter
DxH in mikroskopsko DKS ne obstaja statisticno znacilna razlika (p = 0.115) v dolo¢itvi

deleza IG.

4.2.1.3 IG pri bolnikih z neznano diagnozo
V to skupino smo uvrstili 47 vzorcev bolnikov, za katere nismo poznali diagnoze in so
prihajali iz ostalih klinik UKC Ljubljana, veéina iz CIIM. V preglednici 1X so podane

statisticne znacilnosti za vse tri nacine dolo¢anja deleza IG pri tej skupini preiskovancev.

Preglednica IX: Delez IG pri bolnikih z neznano diagnozo na tri nacine.

1G (%)
Nacin dolo¢itve N Mediana Min Max
Mikroskopska DKS 47 1,00 0,00 24,5
Sysmex XN-1000 47 2,60 1,00 23,9
Coulter DxH 800 43 1,10 0,10 21,7

Tudi v tej skupini bolnikov je porazdelitev podatkov, ki smo jo preverjali s testom
Kolmogorov-Smirnov, nenormalna (p < 0,05), zato smo za izraCun povezave uporabili

Spearmanov koeficient korelacije, s katerim smo ugotovili zmerno do dobro povezavo med
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delezem IG dolo¢enim s hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000 in mikroskopsko
DKS (r = 0,664) (P < 0,0001), med hematoloskim analizatorjem Coulter DxH 800 in
mikroskopsko DKS (r = 0,535) (P = 0,0002) ter med obema analizatorjema (r = 0,579) (P <

0,0001). Dobro ujemanje meritev potrjujejo tudi Bland-Altmanovi diagrami.

6
r +1%96 SD
4
L 4,0
2+ ° °©
o o
- o
o &< o
SL G O Mean
S O T
Fo@o OO 2,2
4L e
[ [}
_6 -
o
B o
sl . -1.96 SD
I o -8,4
-10
o 3 o o
I -2 1 1 1 ! 1
(] 5 10 15 20 25 30 35 (o] 5 10 15 20 25
A DKS B Mean of DKS and IG sysmex
10}
° +1.96 SD
5k 58
o]
?
0 -@@gj%) Mean
50 0,7
o o]
5}
-1.96 SD
o [$]
o -7,2
-10}F
o]
o]
. -15 CL 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
DKS Mean of DKS and IG coulter

37



sl
+1.96 SD
6 © 6,5
(o) o o]
- L oo
o o
2+ _dn%o o Mean
=
oL (A 15
[o} °© ©
2
-1.96 SD
4 -35
6
8|
-10 °
-12 L ! ! ! ! ! !
0 5 10 15 20 25 30
D 1G_sysmex E Mean of IG Sysmex and IG coulter

Slika 21: Primerjava doloc¢itve deleza IG z dvema hematolo$kima analizatorjema in
mikroskopsko DKS pri bolnikih z neznano diagnozo.

A) Korelacija med mikroskopsko DKS in hematolo§kim analizatorjem Sysmex XN-1000. B) Bland-
Altmanov diagram: mikroskopska DKS in hematolo$ki analizator Sysmex XN-1000 (N = 47). C)
Korelacija med mikroskopsko DKS in hematoloskim analizatorjem Coulter Beckman DxH 800. C)
Bland-Altmanov diagram: mikroskopska DKS in hematolo$ki analizator Coulter Beckman DxH 800
(N = 43). D) Korelacija med hematoloskima analizatorjema Sysmex XN-1000 in Coulter Beckman
DxH 800. E) Bland-Altmanov diagram: hematolo$ki analizator Sysmex XN-1000 in hematoloski
analizator Coulter Beckman DxH 800 (N = 43).

Tudi pri bolnikih z nepoznano diagnozo smo z Wilcoxonovim testom za odvisne vzorce med
seboj statisticno primerjali vse ti nacine dolocitve IG, pri ¢emer smo zopet uporabili
Bonfferoni korekcijo za multiplo testiranje ter za mejo znacilnosti dolo¢ili p < 0,017.
Ugotovili smo, da obstaja statisticno znacilna razlika v dolocitvi deleza IG s hematoloSkim
analizatorjem Sysmex XN-1000 in mikroskopsko DKS (p < 0,0001) ter v dolo¢itvi med
obema hematoloSkima analizatorjema (p < 0,0001), medtem ko med hematoloSkim
analizatorjem Beckman Coulter DxH in mikroskopsko DKS ne obstaja statisticno znacilna

razlika (p = 0.142) v dolocitvi deleza IG.

4.2.1 Primerjava deleza IG med skupinami bolnikov
Za vse primerjave med razlicnimi skupinami bolnikov smo uporabili neparametri¢ni test
Mann-Whitney za dve neodvisni spremenljivki. Uporabili smo Bonfferoni korekcijo za
multiplo testiranje ter za mejo znacilnosti dolocili p < 0,017. lzrisali smo grafe na katerih so
oznacene tocke posamezne meritve, mediana za IG pri posamezni testni skupini ter 5. in 95.
percentil vseh vrednosti za posamezno skupino. Primerjali smo le tiste skupine, kjer je bilo

Stevilo bolnikov dovolj veliko za primerjavo. Te skupine prikazuje spodnji diagram, iz
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katerega je razvidno, kako so se razlikovale glede na mediano deleza IG, doloceno z

mikroskopskim pregledom.

509,

Mediana deleza
o = N w D

Plju¢nica Neznana Bolniki z DP Okuzbe Sepsa Krvne
(N =10) diagnozaokuzbami (N=16) (N=9) (N=18) bolezni (N = 15)
(N=47) (N=55) (N=61)

Slika 22: Mediana deleza IG pri preiskovanih skupinabh.

Zeleli smo preveriti, ali obstaja med skupinami hematologkih bolnikov, bolnikov Klinike za

infekcijska stanja in vro€inske bolezni, ki so imeli dokazano neko okuzbo ali sepso in

bolnikov z neznano diagnozo, statisticno znacilna razlika v doloCitvi deleza IG s

hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000. Statisti¢ni test je pokazal, da je bil delez IG

znalilno vi§ji pri hematoloskih bolnikih v primerjavi z infekcijskimi bolniki (P < 0,0001)
(Slika 16A) in bolniki z neznano diagnozo (P = 0,0001) (Slika 16B), medtem ko se skupini
bolnikov infekcijske klinike in bolnikov brez diagnoze med seboj nista razlikovali (P =
0,6264) (Slika 16C).
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Slika 23: Grafi¢ni prikaz porazdelitve deleza IG dolo¢enega s hematoloskim
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analizatorjem Sysmex XN-1000.

Primerjava med testnimi skupinami s testom Mann-Whitney: A) hematoloski bolniki (N = 61) in
bolniki z okuzbami (N = 55); B) hematoloski bolniki (N = 61) in bolniki z neznano diagnozo (N =

1
IG okuzbe

IG drugo

47); C) bolniki z okuzbami (N = 55) in bolniki z neznano diagnozo (N = 47).

Preveriti smo zeleli tudi, ali obstaja statisticno znalilna razlika v dolocitvi deleza 1G pri
bolnikih s sepso, drugo okuzbo in bolnikih s pljucnico. Delez IG je bil statisti¢no znacilno
nizji pri bolnikih s pljuénico v primerjavi z bolniki s sepso (P = 0,0037) (Slika 17A), medtem

ko se skupina bolnikov z okuzbo ni statisti¢no razlikovala od skupine bolnikov s pljuénico (P

4.2.1.1 Bolniki 7 okuzbami

=0,1025) (Slika 17B) in skupine bolnikov s sepso (P = 0,1498) (Slika 17C).
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Slika 24: Grafi¢cni prikaz porazdelitve deleza IG merjenega s hematoloskim
analizatorjem Sysmex XN-1000.

Primerjava med testnimi skupinami s testom Mann-Whitney: A) bolniki s pljuénico (N = 10) in
sepso (N = 18); B) bolniki z okuzbo (N =9) in plju¢nico (N = 10); C) bolniki z okuzbo (N = 9 in
sepso (N = 18).

4.2.1.2 Primerjava bolnikov s plazmocitomom, mieloproliferativnimi boleznimi in
Sepso

Ko smo medsebojno primerjali bolnike s krvnimi boleznimi glede na njihovo napotno
diagnozo, smo ugotovili, da je delez IG statisticno znacilno visji pri bolnikih z
mieloproliferativnimi boleznimi (PMF, KML, PV in ET) v primerjavi z bolniki s
plazmocitomom (P = 0,0060) (Slika 18A) ter bolniki s sepso (P = 0,0098) (Slika 18B),
medtem ko se skupini bolnikov s plazmocitomom in sepso med seboj nista statisti¢no
razlikovali (P = 0,6915) (Slika 18C).
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Slika 25: Grafi¢cni prikaz porazdelitve deleza IG merjenega s hematoloskim
analizatorjem Sysmex XN-1000.

Primerjava med testnimi skupinami s testom Mann-Whitney: A) bolniki s plazmocitomom (N = 16)
in bolniki z mieloproliferativnimi boleznimi (N = 15); B) bolniki z mieloproliferativnimi boleznimi
(N = 15) in sepso (N = 18); C) bolniki s plazmocitomom (N = 16) in sepso (N = 18).
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5 RAZPRAVA

51 PRIMERJAVA DOLOCITVE DELEZA IG S HEMATOLOSKIM
ANALIZATORJEM IN MIKROSKOPSKIM PREGLEDOM

Za celovito vrednotenje dolocanja IG na hematoloskem analizatorju Sysmex XN-1000 smo
analizirali vse hemograme za dolo¢eno Casovno obmocje, pri katerih je bil narejen tudi
mikroskopski pregled krvnega razmaza. V primerjavo ujemanja dolocitve deleza IG s
hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000 in standardizirano mikroskopsko DKS smo
vkljucili 705 vzorcev periferne krvi bolnikov, ki so imeli narejeno mikroskopsko DKS, ne
glede na vrednost 1G. Spearmanov koeficient korelacije je pokazal zmerno do dobro povezavo
med delezem |G z mikroskopsko DKS in delezem IG dolofenim s hematoloskim
analizatorjem. Nato smo lo¢eno preverili ujemanje med mikroskopsko dolo¢itvijo IG in
dolocitvijo s hematoloskim analizatorjem pri vrednostih IG > 1% in ugotovili pri istem
analizatorju veliko boljso korelacijo. V preglednici X so prikazane vrednosti mediane I1G
doloc¢ene z mikroskopskim pregledom ter korelacije med analizatorjem in mikroskopsko DKS
za posamezne preiskovane skupine. Razvidno je, da z vecanjem mediane IG nara$ca tudi
korelacija med dolocitvijo s hematoloskim analizatorjem in mikroskopsko DKS, tako za

Sysmex-ov kot tudi za Coulter-jev hematoloski analizator (Slika 19).

Vsi Bland-Altmanovi diagrami so pokazali, da so vrednosti IG v obmog¢ju nizkih vrednosti
(okrog 1 %) zgos€ene in ni vecjih odstopanj med njimi, pri visjih vrednostih IG pa je
razprSenost le teh vec¢ja (Slika 4, 6B, 7B, 8B). Korelacijski koeficient sicer z narasc¢ajoco
mediano naraS¢a, obenem pa smo opazili tudi trend vecanja razlike med metodama z
nara$¢anjem deleza IG, kar se sklada s podatki iz literature, kjer tudi navajajo, da je delez pri
IG > 3 % precenjen (36). Mi smo ugotovili, da je precenjen tudi pri nizjih vrednostih
mediane. Na vrednosti analizatorja se vendarle lahko bolj zanesemo pri nizkih delezih IG,
medtem ko moramo biti pri vi§jih vrednostih pozorni, saj je ze pri vrednosti mediane IG 2,6
% razlika med dolocitvama 2,2 %. ZanaSanje na vrednosti analizatorja pri niZjih vrednostih
IG pa je smiselno tudi zaradi bistveno vecjega Stevila prestetih celic in velike napake, ki je pri

diferenciranju zgolj do 100 celic v tem obmog¢ju vecja.

43



Preglednica X: Primerjava mediane IG in korelacije za preu¢evane skupine.

Mediana IG Spearmanov koeficient korelacije
DKS Sysmex Povprecna Sysmex/ Coulter/ Sysmex/
razlika median DKS DKS Coulter
Sysmex-DKS
(%)
Vsi 0 0,4 0,5 0,594 / /
vzorci
(N = 705)
Neznana 1,0 2,6 2,2 0,644 0,535 0,579
diagnoza
(N = 47)
Bolniki z 1,5 3,0 1,9 0,692 0,578 0,833
okuzbami
(N =55)
Vzorci z 2,0 3,9 2,4 0,718 0,671 0,766
1G>1%
(N =163)
Krvne 3,5 79 3,1 0,731 0,748 0,783
bolezni
(N=61)
mm Mediana IG (DKS) I Mediana IG (Sysmex)

== korelacija Sysmex-DKS

__10 0,75
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(N=705) diagnoza okuzbami 1G>1% bolezni
(N=47) (N=55) (N=163) (N=61)

Slika 26: Primerjava mediane IG in korelacije pri posameznih preuc¢evanih skupinah.
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Bland-Altmanovi diagrami potrjujejo dobro ujemanje med izsledki analizatorjev in
mikroskopske DKS (Slika 6B, Slika 7B, Slika 8B), vendar nekatere vrednosti izstopajo.
Preverili smo, kaj je vzrok 8-ih izstopajocih vrednosti in ugotovili, da so bile vse te vrednosti
doloc¢ene na analizatorju Sysmex XN-1000 oznacene z zvezdico, kar pomeni, da po navodilih
proizvajalca niso zanesljive in je potreben mikroskopski pregled razmaza. Preverili smo tudi,
¢e je vzrok prisotnost drugih patoloskih celic, npr. blastov. Pri §tirih bolnikih je bila prisotna
ena izmed mieloproliferativnih bolezni, od teh smo pri dveh v krvnem razmazu zasledili
blaste, pri enem pa Pelger-Huétovo nepravilnost jedra nevtrofilcev, zaradi Cesar jih je
analizator na citogramu razvrsc¢al v obmocje IG (10). En bolnik je imel dokazano sepso, za
ostale tri pa nismo poznali diagnoze in v krvnem razmazu nismo zasledili sumljivih celic. Na
spodnjem grafu (slika 20) so prikazani vzorci z izstopajoCimi vrednostmi deleza IG
dolo¢enimi na tri nacine. Vidimo, da kljub opazni razliki v vrednosti IG med analizatorjem
Sysmex in mikroskopsko DKS, ostaja ta razlika pri razli¢nih vzorcih podobna, medtem, ko to

ne moremo trditi pri primerjavi s Coulterjevim analizatorjem.

I ENEVANAN

N QN
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1G (%)

Slika 27: Prikaz razlik meritev med analizatorjema in mikroskopsko DKS za
izstopajoce vrednosti.
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5.2 PRIMERJAVA DOLOCANJA 1G Z DVEMA
HEMATOLOSKIMA ANALIZATORJEMA

V primerjavo dolocanja IG z dvema razlicnima analizatorjema smo vkljucili le vzorce, pri
katerih smo bodisi z analizatorjem ali DKS dolo¢il ve¢ kot 1 % IG (Preglednica X).

Korelacija med hematoloskima analizatorjema Sysmex XN-1000 in Beckman Coulter DxH
800 je mocna (r = 0,766) (Slika 6A). Ujemanje med analizatorjema smo nato preverili $¢ pri
razli¢nih skupinah bolnikov: hematoloski bolniki, bolniki z okuzbami ter bolniki, pri katerih
nismo poznali diagnoze. Ugotovili smo odli¢no povezavo med obema hematoloskima
analizatorjema pri skupini hematoloskih bolnikov (r = 0,783) in bolnikov z okuzbami (r =
0,833). Drugje smo ugotovili zmerno do dobro povezavo. Tudi tukaj velja, da z nara§¢anjem
mediane vrednosti IG narasc¢a tudi korelacija med analizatorjema. 1zjema je skupina bolnikov
z okuzbami, kjer smo dolocili najboljSe ujemanje med analizatorjema pri Me = 3,0 %

(Preglednica X).

Delez IG doloc¢en s hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000 je bil v povpre¢ju za 1,9
do 3,1 % vi§ji kot doloCen z mikroskopsko DKS, medtem ko je ta razlika pri analizatorju
Beckman Coulter DxH-800 znasala le 0,2 do 0,7 %. Preverili smo, ¢e je mogoce vzrok to, da
analizator Beckman Coulter DxH 800 ni izmeril deleza IG pri vseh analiziranih vzorcih, zato
smo izkljucili te vzorce in ponovno preverili ujemanje med mikroskopsko DKS in
analizatorjem Sysmex XN-100. Ugotovili smo za malenkost boljSo korelacijo (r = 0,735),

medtem ko razlika v delezu IG ostaja enaka (2,4 %).

Nekateri avtorji navajajo, da je vzrok za vi§jo vrednost IG na analizatorju lahko v
diferenciranju med metamielociti in palicastimi nevtrofilci pri mikroskopski DKS ter da
analizator presteje veliko vecje Stevilo celic kot pri mikroskopskem diferenciranju (15). Glede
na to, da se analizatorja bistveno razlikujeta med seboj, bi tezko na ta nacin pojasnjevali
veliko razliko pri analizatorju Sysmex XN-1000. Vrednost IG pri analizatorju Beckman
Coulter DxH 800 izgleda blize mikroskopski oceni, ¢eprav medsebojna korelacija teh dveh
vrednosti ni najboljsa. Treba je izpostaviti, da mikroskopska dolocitev v skladu z referen¢no
metodo pregleda 200 celic, mi pa smo diferencirali le do 100 celic z dvema analitikoma. Del
razlik morda lahko pripiSemo tudi temu. Za dolocitev prave vrednosti pa bi morali uporabiti

pretocno citometrijo.
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5.3 DOLOCITEV MEJNE VREDNOSTI IG NA ANALIZATORJU
SYSMEX XN-1000

S pomocjo ROC-analize smo dolocili mejno vrednost za parameter IG na hematoloskem
analizatorju. Najboljse razmerje med specificnostjo (87,3%) in obcutljivostjo (83,8%) smo
dolo¢ili pri mejni vrednosti >1 % IG. PovrSina pod krivuljo 0,921 kaZze na zelo dobro
diagnosti¢no uporabnost testa pri tej mejni vrednosti. To je tudi vrednost, ki je predhodno
nastavljena na aparatu. V razli¢nih $tudijah so bile doloCene razli¢ne mejne vrednosti za
razli¢ne hematoloske analizatorje, in sicer za Sysmex XT1800 in Sysmex XE-2000 na zdravi
populaciji preiskovancev ter za Beckman Coulter na bolnikih s sumom na okuzbo
(Preglednica XIl). V primerjavi z njimi ima naSa doloCitev najboljse razmerje med

specifi¢nostjo in obcutljivostjo.

Preglednica XI: Primerjava mejnih vrednosti za 1G.

Studija mejna vrednost Obcutljivost (%)  Specifi¢nost (%)
(%IG)
nasa >1,0 83,8 87,3
Roehrl et al. (41) 0,9 70,37 58,67
Bruegel et al. (40) 0,5 88,89 37,33
Senthilnayagam et al. (37) 1,1 70,37 62,67

Obcutljivost in specifi¢nost lahko spreminjamo s premikom mejne vrednosti za pozitiven
rezultat (33). Za nase vzorce smo preverili obcutljivost in specifi¢nost testa pri razli¢nih
mejnih vrednostih: 1G > 2 %, IG > 3 % in IG > 4 % (Preglednica V). Z dvigom mejne
vrednosti se nizata tako obcutljivost kot tudi specifi¢nost testa, niza se tudi AUC, kar kaze na
slabso uporabnost testa. Pri vrednosti IG > 3 % p vrednost znasa 0,0402, kar pomeni, da Se
obstaja statistino znacilna razlika v delezu IG med pozitivno in negativno skupino, medtem
ko pri mejni vrednosti 1IG > 4 % (p = 0,1412) ni vec statisticno znacilne razlike med obema
skupinama in ne moremo lo¢iti med njima. Mejna vrednost, ki jo zdaj uporablja Specializiran

hematologki laboratorij na hematologkem analizatorju je > 1 % IG ali > 0,10 x 10%L IG.
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Da bi se izognili nepotrebnim pregledom krvnega razmaza, smo ovrednotili zanesljivost
opozoril hematoloskega analizatorja na prisotnost nezrelih granulocitov. Z mikroskopsko
dolocitvijo DKS, smo preverili prisotnost 1G-jev ter prepoznali oziroma izkljucili druge
patoloske celice. Dolo¢ili smo 73 % obcutljivost in 88 % specifi¢nost opozoril. Odli¢na je bila
NNV (92 %), medtem ko je bila nekoliko slabsa PNV (63 %). Preverili smo, ali v primeru
dviga mejne vrednosti na 3 % tvegamo in spregledamo pomembne celice. Vzorcev med 1 %
in 3 % IG, pri katerih smo z mikroskopsko DKS zasledili blaste, je bilo 8, pri petih vzorcih je
nanje opozoril tudi analizator. Pri ostalih treh vzorcih nas nanje ni opozoril, vendar smo pri
dveh krvni razmaz pregledali zaradi nizkih trombocitov, pri enem pa je bila mikroskopska
DKS naro¢ena s strani naro¢nika zaradi zdravljenja akutne levkemije. Glede na dobljene
rezultate bi bilo torej smiselno mejno vrednost zvisati na 3 %, kljub slabsi obcutljivosti in
specifi¢nosti testa, saj bi se s tem zmanjSal obseg mikroskopskih pregledov krvnih razmazov

obenem pa ne bi spregledali ni¢ klju¢nega.

5.4 PRIMERJAVA DELEZA IG MED TESTNIMI SKUPINAMI

Preverili smo, ali med hematoloskimi bolniki, bolniki Klinike za infekcijske bolezni in
vro€inska stanja ter bolniki z nepoznano diagnozo obstaja statisticno znacilna razlika v
dolo¢itvi deleza IG s hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000. Dolocili smo, da je
delez IG najvecji v skupini hematoloskih bolnikov (Me = 7,9 %) ter je statisti¢no znacilno
vi§ji v primerjavi z ostalima dvema skupinama. Najmanjsi pa v skupini bolnikov z nepoznano
diagnozo (Me = 2,6 %), ki se ni statisti¢no razlikovala od skupine bolnikov Klinike za
infekcijske bolezni in vrocinska stanja (Preglednica XII). V skupini bolnikov z nepoznano
diagnozo je bila vecina bolnikov iz Centra za intenzivno interno medicino, 16 s Klinike za
infekcijske bolezni in vrocinska stanja ter 8 bolnikov ostalih klinik. Lahko predvidevamo, da
so to bolniki, pri katerih je verjetnost prisotnosti okuzbe zelo velika, zato ni presenetljivo, da
se skupini med seboj nista statisti¢no razlikovali.

Bolnike Klinike za infekcijske bolezni in vrocinska stanja smo locili po diagnozi na bolnike S

VEX]

delez 1G (Me = 1,4 %) v primerjavi z ostalima skupinama, ki se med seboj niso statistiéno
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razlikovale. Meja za razlikovanje med okuzbo in sepso je nejasna in problemati¢na in je ne
moremo dolociti le na podlagi deleza IG, kar so ugotovili tudi Ze v predhodnih Studijah (4).

S pomocjo povrsine pod ROC krivuljo (AUC) smo preverili, kateri od merjenih parametrov je
boljsi pokazatelj okuzbe (Slika 21). Primerjali smo % IG in S$tevilo levkocitov dolo¢enih na
analizatorju Sysmex XN-1000 ter CRP pri 55 bolnikih Klinike za infekcijske bolezni in
vrocinska stanja. Dobljene vrednosti smo primerjali z literaturo. Ugotovili smo, da ima med
preiskovanimi parametri v obeh primerih najboljSo diagnosti¢no uporabo % IG z najvecjo
povrsino pod krivuljo (AUC nasa = 0,89 in AUC literatura = 0,79) (Preglednica XII).

Lol Preglednica XI1I: AUC pri
preiskovanih parametrih (N = 55).
8ol
i : parameter AUC nasa AUC
IG (%) 0,89 0,79
N — Lke (10%L) 0,76 0,53
: — 5=
OH 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 CRP (mg/L) 0,59 0,76

100-Specificity

Slika 28: ROC krivulja za preiskovane parametre.

Ocenjevali so tudi napovedno vrednost % IG v primerjavi s celokupnim Stevilom levkocitov
in CRP v diagnostiki, invazivnosti in resnosti okuzb. Bolnikom s sumom na okuzbo so Kri
odvzeli tri dni zaporedoma in ugotovili, da CRP in % IG nara$cata s stopnjo invazivnosti
okuzbe ter, da je % IG vi$ji pri bolnikih, ki so kasneje ob okuZzbi razvili septi¢ni Sok v
primerjavi s tistimi, ki ga niso. Zaklju¢ili so, da je delez IG v kombinaciji s CRP in levkociti

bolj uporaben parameter za odkrivanje in spremljanje resnosti okuzb (38).

V literaturi navajajo, da vrednosti IG > 3 % z 90 % specifi¢nostjo napovedujejo bakterijsko
okuzbo ter imajo pod 0,5 % IG visoko negativno napovedno vrednost (39). Za nase bolnike z
okuzbami smo dolocili mejno vrednost > 1,5 % IG s 77 % obcutljivostjo in 100 %

specifi¢nostjo. IG > 3 % smo doloéili pri skoraj vseh nasih bolnikih s sepso (95 %), pri vecini
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bolnikov z okuzbami (67 %) ter pri dobri polovico bolnikov, za katere ne poznamo diagnoze
(52 %).

V skupini hematoloskih bolnikov jih je bilo najve¢ z MPB in plazmocitomom, zato smo za ti
dve skupini preverjali razliko. Po pri¢akovanjih je bil delez IG statisticno znacilno visji pri
bolnikih z MPB (Me = 10,1) v primerjavi z bolniki s plazmocitomom (Me = 6,65) (P =
0,0060) (Slika 17). Zanimalo nas je tudi, ali se delez IG pri bolnikih s sepso razlikuje od
hematoloskih bolnikov. Ugotovili smo, da je ta razlika med bolniki s sepso in MPB statisti¢no
znacilna, medtem ko bolnike s sepso in plazmocitomom med seboj ne moremo lociti le na

podlagi deleza IG.

V razli¢nih Studijah so dolocali referen¢ne vrednosti za IG na zdravi populaciji. Dolo¢ili so
razli¢ne zgornje mejne vrednosti, in sicer 0,5 % oz. 0,003 x 10°%/L (40), 0,8 % (37), 0,22 % oz.
0,01 x 10%/L (18) in 0,9% oz 0,07 x 10%/L (41).

Zaklju¢imo lahko, da je delez IG dolo¢en s hematoloskim analizatorjem dobra podlaga za
dodatne preiskave ter da s kombinacijo obeh nacinov doloCanja zagotavljamo najbolj$o
kakovost rezultatov. Parameter IG se dolo¢a hkratno z ostalimi parametri krvne slike ter nam
s tem daje dodatne informacije o krvni sliki brez dodatnih stroskov in dodatnega odvzema

Kkrvi.
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6 ZAKLJUCKI

Ugotovili smo zmerno do dobro povezavo med delezem IG dolo¢enim z
mikroskopsko DKS in s hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000 (r = 0,594)

za vse zbrane vzorce doloc¢enega ¢asovnega obdobja.

Opredelili smo zanesljivost opozoril analizatorja na prisotnost IG pri mejni
vrednosti 1 % in dolo¢ili 73 % obcutljivost, 88 % specifi¢nost ter 92 % NNV in
nekoliko slabso PNV (63 %) opozoril.

Pokazali smo, da lahko dvignemo mejno vrednost IG za mikroskopski pregled
krvnega razmaza na 3 %, kljub slabsi obcutljivosti in specificnosti testa, saj se s
tem zmanjSa obseg mikroskopskih pregledov krvnih razmazov, ne spregledamo pa

ni¢ kljucnega.

Pri mejni vrednosti deleza IG > 1 % smo najboljSo korelacijo ugotovili med
hematoloSkima analizatorjema Sysmex XN-1000 in Beckman Coulter DxH 800 ter
najslab$o med analizatorjem Beckman Coulter DxH 800 in ro¢no DKS. Ugotovili
smo, da se z veCanjem mediane deleza IG izboljSuje korelacija med preiskovanimi

metodami.

Ugotovili smo, da je delez IG dolocen s hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-
1000 v povpre¢ju za 1,9 do 3,1 % visji v primerjavi z mikroskopsko DKS, medtem
ko je ta razlika pri analizatorju Beckman Coulter DxH-800 znasala le 0,2 do 0,7 %.

ey oo

vi§ji v primerjavi z bolniki z okuzbami in bolniki z neznano. Med hematoloskimi

bolniki je bil delez IG najvisji pri bolnikih z MPB.

oy e

statisticno znacilno visji, kot pri bolnikih s plju¢nico. Za bolnike z okuzbami smo
za analizator Sysmex XN-1000 dolo¢ili mejno vrednost > 1,5 % IG pri 77 %

obcutljivosti in 100 % specifi¢nosti.
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PRILOGA

Preglednica 1 : Podatki za hematoloske bolnike.

ZAP. |IGSYSMEX | IG COULTER | Lkc | Nevtrofilci | IGDKS| CRP
ST. (%) (%) (X10°L) | (%) (%) (mg/L)
1 8,2 3,9 13,35 76,3 2,5 NP
2 9,1 5,3 5,4 58,4 9 Pod 5
3 2,6 / 7,39 64,7 2,5 Pod 5
4 12 87 18,91 33,9 14 30
5 2,2 / 5,39 55,1 0 165
6 8,1 / 10,18 32,3 9,5 33
7 42 / 1,42 60,6 0 137
8 1,9 / 4.2 487 1 11
9 1 / 60,9 64,4 1 Pod 5

10 1,2 1,2 9,51 93,7 0 21
11 4.6 1,6 18,71 78,2 4 NP
12 7,5 / 3,47 40,9 5 20
13 2 / 5,48 51,6 1 Pod 5
14 6,6 2,5 5 53,6 7,5 NP
15 3,6 0,4 3,6 73,3 3 Pod 5
16 1 / 4,86 49,2 1 Pod 5
17 10,3 / 2,82 51,7 1 81
18 20,1 / 6,95 51,6 12,5 17
19 1,1 / 5,23 35,1 0,5 Pod 5
20 9,5 / 3,47 53 10 16
21 5,5 / 5,81 48,9 0 24
22 12,8 / 5,47 37,1 13 Pod 5
23 8,2 7.1 16,45 62,1 6 7
24 26,1 25,4 27,9 60,9 16,5 8
25 3,3 37 14,14 78,8 1,5 NP
26 23,1 9,8 100,37 54,4 18 Pod 5
27 24,6 14,9 7,73 39 10,5 11
28 2.9 2.4 6,26 74.1 1,5 17
29 6,3 0,6 6,88 68,5 1 Pod 5
30 12,8 48 10,24 66,7 9,5 NP
31 10,4 5,2 17,05 69,1 3 16
32 4 1,8 3,25 56,3 2 49
33 47 2,5 3,83 57,8 2,5 Pod 5
34 8,1 7,7 6,95 42,9 3 Pod 5
35 11,5 3,5 3,56 452 05 116
36 6,1 3,8 4,45 40,3 4 5
37 8,8 2,1 2,95 27,2 45 81
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38 4,3 / 14,63 56,2 1 15
39 14,9 11,8 21,8 65,7 24 30
40 4,4 0,2 304,5 3,6 1,5 92
41 3,4 / 28,32 14,8 1,5 14
42 9,4 6,7 5,34 47,2 3,5 Pod 5
43 8,6 5,2 7,76 34,1 4 34
44 9,8 9,7 7,17 49,7 6,5 Pod 5
45 6,2 1,1 7,23 83,1 1 Pod 5
46 6,2 / 6,25 54,2 1 108
47 7,2 1,8 4,69 72,8 2,5 13
48 1,3 1 6,2 24,8 0,5 Pod 5
49 10,4 7,7 8,25 68,7 1 52
50 12,2 7,3 10,73 71,4 11 13
51 2,2 0,7 19 75,7 0 9
52 7 3,7 7,43 63,5 6,5 77
53 10 4,8 13,76 47,7 4,5 80
54 5,7 / 5,25 52,7 0,5 42
55 9,4 0,5 4,9 70,6 0,5 346
56 8,2 10,9 9,04 50,8 3,5 27
57 7,9 7 5,56 47,6 4,5 36
58 9,3 / 4,93 58,6 4 65
59 10 / 3,01 9,7 9,5 54
60 19,2 20,7 6,52 50,9 17 6
61 27,3 22,4 26,56 50,7 32,5 NP
Preglednica 2: Podatki za infekcijske bolnike.

ZAP. | IGSYSMEX | IG COULTER Lkc Nevtrofilci | 1G DKS CRP
ST. (%) (%) (x10%/L) (%) (%) (mg/L)
1 6,3 4,4 15,35 84,7 1,5 53
2 1,7 0,7 7,44 79,6 1 NP
3 3,8 2,4 13,01 71,3 2 19
4 2,6 11 10,55 76,4 1 NP
5 8,1 / 6,14 73 3 104
6 3 / 4,67 18,4 3,5 137
7 3,5 1,3 35,85 84,5 2,5 320
8 2,9 1 9,25 81 1,5 113
9 8,3 3,5 28,53 79,2 6 170
10 1 0,3 10,27 82,8 0,5 173
11 2,9 0,9 18,65 91,5 1,5 246
12 6,9 4,8 9,91 64,5 2 74
13 6 3,9 6,67 54,1 1 156
14 12,5 7,6 19,63 55,7 5 163
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15 8,5 1,3 10,65 62,9 5 61
16 2,4 0,7 14,32 78,8 15 304
17 2,9 1,1 22,06 87,3 1,5 49
18 1 1,2 8,88 82 2 191
19 15,6 18,2 24,04 59,5 3,5 212
20 11 0,2 15,23 78,7 15 189
21 53 1,7 21,85 89 5,5 176
22 3,3 1 13,46 73,3 2,5 215
23 0,6 0,4 1,7 31,8 0,5 9
24 2,1 0,8 14,33 89,7 2 56
25 14 1,3 8,8 73,3 15 91
26 1,8 1,5 6,24 77,3 2 39
27 2,5 1,2 18,85 85,1 2 53
28 3 1,7 12,29 83,9 1 65
29 5,8 4,3 18,85 72,1 1,5 161
30 11,5 3,4 26,17 81,6 9 128
31 2,5 1,3 10,76 82,6 1 85
32 3,5 1,6 13,89 84 2 192
33 1,3 0,4 20,33 85,1 1 401
34 5,3 3 7,18 77,1 5 318
35 4,1 2,1 7,84 78,6 2 14
36 3,8 1,7 10,4 77,8 3,5 155
37 7,8 4,6 35,09 80,2 4 246
38 3 1,8 14 83 3 173
39 19 0,9 12,13 85,1 1 71
40 59 1,8 13,04 80,3 1 305
41 13,4 3,2 10,13 63,1 4,5 261
42 1,4 0,6 17,28 89,5 1 24
43 1,5 0 7,4 70,1 0,5 68
44 3,5 2,8 35,8 97,1 4,5 395
45 1,1 0,5 7,8 70,6 1 56
46 7,5 1,2 19,8 87,6 4,5 198
47 15 / 0,8 23,8 2 Pod 5
48 2,5 1,8 8,5 88,1 1 259
49 2,8 2,3 12 72,5 1 51
50 10,2 7,7 39,2 92,8 4,5 204
51 1,2 0,5 14,7 77,8 15 205
52 3,2 11 14,1 84,7 1 215
53 0,5 0,3 25,5 94,6 0,5 99
54 2,8 2,3 31,2 87,5 1,5 135
55 3,2 1,6 12,6 88,8 15 126
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Preglednica 3: Podatki za bolnike brez znane diagnoze.

ZAP. | IGSYSMEX | IG COULTER | Lkc | Nevtrofilci | 1G DKS
ST. (%) (%) (x10%/L) (%) (%)
1 1,3 0,8 17,45 87,8 1
2 23,9 21,3 28,86 52,3 13
3 4,2 1,3 255 91,3 3,5
4 7,8 1,7 19,47 77,1 5
5 1 / 6,3 78,4 0
6 2,8 0,6 25,2 83,4 1
7 20,6 217 29,89 59,7 14
8 2,8 0,9 15,97 88,7 0
9 19,6 / 24,94 62 24,5
10 2,3 / 4,28 69,4 2,5
11 1,1 0,8 13,63 84,5 1
12 1,2 0,5 25,06 89 0
13 15 1,1 12,2 86,1 1
14 7 2,2 7,4 76,3 8
15 1 2,3 12,28 81,9 0
16 8,9 9,6 15,65 70,3 6,5
17 1,3 1 9,96 81,6 0
18 2,5 2,2 11,26 83,2 0,5
19 7,2 0,7 12,3 76,6 0
20 16,3 14,4 31,15 62,1 7
21 1,8 12,2 26,31 88,7 0
22 45 2,5 14,27 77,8 15
23 1,2 0,1 9,98 85,3 0,5
24 3,4 1,9 9,48 74,8 1
25 2,3 0,9 6,42 69,3 1
26 3,5 0,1 56,75 96 0
27 3,6 1.4 6,89 66,9 15
28 1,2 0,7 8,97 81,6 0,5
29 2,2 0,3 22,47 85,1 0,5
30 3,9 0,5 51,76 95 0
31 2,6 1,1 12,97 74,4 2
32 6,4 2,9 9,72 67,6 1
33 2,1 0,6 6,72 80,1 0
34 15 0,5 12,12 76,7 0
35 1,3 0,9 8,59 89,9 3,5
36 2,6 15 10,15 75,8 0
37 10,8 6 11,8 65,4 2,5
38 15,5 / 29,76 75 4
39 3,7 2,4 9,52 79,2 2,5
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40 1 0,3 22,8 86,9 0
41 3,9 1,9 6,72 74 2,5
42 1,5 0,7 10,61 7409 1,5
43 1 0,4 7,21 59,6 0,5
44 1,5 0,5 12,81 88,2 0
45 5,2 0,3 24,23 88,2 7,5
46 5,9 2,3 5,07 74 3
47 2,3 1,4 9,89 66,8 2
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