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POVZETEK

Mikroskopsko dolocanje steviléne koncentracije eritrocitov in levkocitov ter diferenciacija
levkocitov v likvorju oziroma »ro¢na« metoda Se vedno velja za »zlati standard«. Ro¢na
metoda ima ekonomske in analiti¢ne slabosti. Namen te naloge je ugotoviti ujemanje med
ro¢no in avtomatizirano metodo. V raziskovalno delo smo vkljuéili 119 vzorcev likvorja,
ki so bili analizirani med aprilom in majem 2013. Vse vzorce smo analizirali z ro¢no
mikroskopsko in avtomatizirano metodo, s hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000,
ki ima lo¢en modul za analizo telesnih tekoc¢in. Z Bland-Altmanovo statisti¢no analizo smo
dolo¢ili primerljivost rezultatov med metodama.

Pri doloc¢anju Steviléne koncentracije levkocitov in eritrocitov daje avtomatizirana metoda
tocne rezultate (povpreéna relativna napaka za eritrocite 2,3 % (nivo I) in -0,8 % (nivo I1),
za levkocite 0,9 % (nivo I)). Slabso to¢nost smo zaznali pri zviSanih koncentracijah
levkocitov (povpre¢na relativna napaka -15,2 % (nivo 11)) in absolutnih Stevilénih
koncentracijah mononuklearnih  (MN, nivo 1 -83 %, nivo Il -11,7 %) in
polimorfonuklearnih celic (PMN, nivo 1 -13,8 %, nivo Il -17,6 %). Pri dolo¢anju
koncentracije levkocitov sta metodi v koncentracijskih obmo&jih 0 — 5 x 10%/L (povpre¢ni
odklon 0,6 x 10°L), 0 — 30 x 10°L (povpre¢ni odklon 1,2 x 10%/L) in 0 — 200 x 10°/L
levkocitov (povpreéni odklon 0,2 x 10%L) dobro ujemajo. V vseh primerih daje
avtomatizirana metoda visje Steviléne koncentracije levkocitov kot rocna metoda. Pri
dolo¢anju delezev (povpre¢ni odklon 4,85 %, meje ujemanja -69,4 — 79,1 %) in
koncentracije MN (povpreéni odklon 14,09 x 10%/L, meje ujemanja -100,3 — 128,5 x 10°/L)
in PMN (delez - povpre¢ni odklon 5,44 %, meje ujemanja -52,79 — 63,68 %; koncentracija
- povpreéni odklon 6,0 x 10%/L, meje ujemanja -164,0 — 176,1 x 10%/L) je primerljivost
rezultatov slabSa. Slabsa primerljivost rezultatov pri primerjavi eritrocitov (povpreéni
odklon 1105,6 x 10°L) je posledica visoke spodnje meje zaznave analizatorja. Pri 109
vzorcih (93,2%) je bila razlika med Stevilom levkocitov in »skupnim Stevilom celic z
jedrom« od 0 do 3 x 10°/L. Sest vzorcev (5,1%) ima razliko levkociti/»skupno 3tevilo celic
z jedrom« od 4 do 11 x 10°%L. Pri primerjavi rezultatov avtomatizirane metode pri analizi
zunanje kontrole kvalitete (ZL1/13, RfB) so rezultati za koncentracijo levkocitov (vzorec
A5 %, vzorec B -3,1 %) odli¢ni.

Kljucéne besede: likvor, mikroskopska metoda, Sysmex XN-1000
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ABSTRACT

A microscopic or manual method is still the »gold standard« for counting cells in the
cerebrospinal fluid. Manual method has economic and laboratory disadvantages. The
purpose of our work is to evaluate the agreement between the automated and manual
methods. In the research work we included 119 samples of the cerebrospinal fluid, which
were analyzed in the period from April to May 2013. All samples were analyzed with the
manual and automated methods on the Sysmex XN-1000. The Sysmex XN-1000 is a
modified hematology analyzer with a separated body fluid mode. The agreement between
the methods was examined by the Bland-Altman statistical analysis.

When determining the leucocyte and erythrocyte concentration, the authomated method
provides accurate results (average relative error for erythrocytes 2,3 % (level I) and -0,8 %
(level 11), leucocytes 0,9 % (level 1)). A lower degree of accurasy was observed at higher
laucocyte levels (average relative error -15,2 % (level I1) and absolute MN concentration
(level 1 -8,3 %, level Il -11,7 %) and PMN concentrations (level 1 -13,8 %, level Il -17,6
%). Good agreement of the methods was found in leucocytes at concentration levels 0 — 5
x 10%/L (bias 0,6 x 10%/L), 0 — 30 x 10%/L (bias 1,2 x 10%/L) and 0 — 200 x 10°%/L (bias 0,2 x
10%/L). In all these cases the authomathed method gives higher counts then manual
method. The results of MN proportion (bias 4,85 %, limits of agreement -69,4 — 79,1 %)
and MN concentration (bias 14,09 x 10%/L, limits of agreement -100,3 — 128,5 x 10°%/L)
and PMN (proportion - bias 5,44 %, limits of agreement -52,79 — 63,68 %; concentration -
bias 6,0 x 10%L, limits of agreement -164,0 — 176,1 x 10%L) are unreliable. Poor
agreement of the erythrocyte counts (bias 1105,6 x 10°/L) is the result of the high lower
detection limit. The difference between the leucocyte count and »total nucleated cell
count« with 109 samples (93,2%) was from 0 — 3 x 10°%/L. Six samples (5,1%) have the
leucocyte/»total nucleated cell count« difference from 4 — 11 x 10°%/L. Excellent results of
laucocyte count were achived when comparing the results of automated analysis of
external quality control (ZL1/13, RfB).

Key words: cerebrospinal fluid, microscopic method, Sysmex XN-1000
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1. UvVOD

1.1. ANATOMIJA IN FIZIOLOGIJA

1.1.1. Mozganski prekati

Mozganski prekati (ventriculi cerebri) lezijo v velikih mozganih. Stranska prekata
(ventriculi lateralis) lezita v levi in desni polobli, tretji prekat (ventriculus tertius) lezi v
diencefalonu. Med mozganskim deblom in malimi mozgani lezi Cetrti prekat — ventriculus

quartus (1,2,3).

Stranski prekat je paren in sega v vse reznje velikih mozganov. Preko odprtine, Siroke 0,5
cm (foramen interventriculaere), sta stranska prekata povezana s tretjim prekatom. Tretji
prekat je neparen in ima obliko navpicne Spranje. Stransko meji na talamus, spodaj na
hipotalamus, spredaj in zgoraj na mozgansko gredo (corpus callosum). Zadaj preko ozkega
mozganskega vodovoda — aqueductus cerebri prehaja v &etrti prekat (1,2,3). Cetrti prekat
prehaja navzdol v veliko cisterno (cisterna magna) in centralni kanal (1,2,4).

lateralna prekata

odprtine
med prekati

tretji prekat

mozganski vodovod

Cetrti prekat

hrbtenjacni kanal

Slika 1: Prikaz mozganskih prekatov
(prirejeno po viru: http://www.buzzle.com/articles/ventricles-of-the-brain.html, dostopano 24.10.2013)

V mozganskih prekatih se pretaka mozganska tekodina imenovana likvor ali
cerebrospinalna tekocina katero izloCajo horoidni pletezi in ependimske celice (2,5).
Horoidni pletezi se nahajajo v vseh prekatih. Likvor te€e iz stranskih prekatov skozi

medprekatno odprtino (foramen interventriculare) v tretji prekat, nato pa skozi mozganski


http://www.buzzle.com/articles/ventricles-of-the-brain.html
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vodovod v cetrti prekat. Iz Cetrtega prekata odteka v subarahnoidalni prostor osrednjega

ziv€evja skozi tri odprtine pod malimi mozgani (1,2).

1.1.2. MoZganske ovojnice

Mozgane in hrbtenjaco obdajajo tri ovojnice oziroma t.i. meninge. Zunanja trda ovojnica,
imenovana dura mater, obdaja lobanjo in kanal v hrbtenici. Srednja ovojnica je
filamentozna membrana, tako imenovana arahnoidea. Mehka ovojnica ali zilnica, Ki

obdaja povr§ino mozganov in hrbtenjace, se imenuje pia mater (6).

trda ovojnica

pajéevnica
Zilnica

Slika 2: Mozganske ovojnice

(prirejeno po viru: http://sl.wikipedia.org/wiki/%C4%8Clove%C5%A1ki_mo%C5%BEgani, dostopano
24.10.2013)

Trda ovojnica ima dva lista, med katerima je epiduralni prostor. Zunaniji list je pokostnica,
notranji pa prava dura. Zunanji list dure odeva celotni hrbteni¢ni kanal, notranji list pa
sega samo do drugega kriznicnega vretenca. Epiduralni prostor v hrbteni¢nem kanalu
vsebuje mascevje in venske pleteze. V mozganskem epiduralnem prostoru so Siroki venski

sinusi, ki zbirajo kri iz mozganov in o¢esne votline. V njih se tudi resorbira likvor (1,2,3).

Med trdo ovojnico in pajéevnico je subduralni prostor, med pajcevnico in Zilnico pa
subarahnoidalni prostor, v katerem se nahaja likvor. Pajéevnica v hrbtenici sega do
drugega krizni¢nega vretenca tako kot notranji list trde ovojnice. V sinusih trde ovojnice

pajcevnica tvori zrnaste strukture (t.i. arahnoidalne granulacije), skozi katere se likvor


http://sl.wikipedia.org/wiki/%C4%8Clove%C5%A1ki_mo%C5%BEgani
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resorbira v sinuse trde ovojnice. Te granulacije so posebej izrazite v zgornjem sagitalnem
sinusu (1,2,3).

Zilnica vsebuje krvne Zile in sodeluje tudi pri zgradbi horoidnih pletezev v prekatih. Ker
zilnica sega do drugega ledvenega vretenca, je subarahnoidalni prostor v hrbtenici zelo
obsezen (1,2,3).

1.1.3. Horoidni pletezi in krvno-likvorska pregrada

Horoidni pletez (plexus choroideus) je gobasta struktura (7) v kateri se zile notranje
mozganske ovojnice razras€ajo v notranjost prekata (1). Prisotni so v vseh prekatih (8).
Likvor nastaja iz plazme zaradi razlike v hidrostaticnem tlaku in sekrecijo z aktivnim

transportom v kapilarah horoidnega pleteza (6).

Ependimske celice prekrivajo povr§ino mozganskih prekatov in so med seboj povezane s
tesnimi stiki (4,9). Tesen stik med endotelijskimi celicami skupaj z mrezo kapilar v
horoidnem pletezu imenujemo krvno-likvorska pregrada. Tesni stiki med celicami
preprecujejo prehod Stevilnim molekulam (8,10). Snovi prehajajo v likvor z difuzijo,
olajSano difuzijo in aktivnim transportom (11). Ependimske celice so se modificirale za
transportne funkcije. Na strani likvorja so zelo podobne transportnemu epiteliju z mikrovili
in vsebujejo veliko koli¢ino mitohondrijev na bazalni strani celic. Na apikalni strani so

ependimske celice povezane s tesnimi stiki (8,10).

Kapilare v horoidnem pletezu se razlikujejo od kapilar v mozganih v tem, da je omogocen

prosti prehod molekul cez endotelijske celice skozi fenestracije in medceli¢ne vrzeli

(11,12).

Notranje epitelijske celice pajcevnice sestavljajo celice, ki so povezane med seboj s

vvvvvvvvvvv

subarahnoidalno teko¢ino, ki tvori glavno pot drenaze likvorja (8).
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1.1.4. Krvno-moZganska pregrada

Krvno-mozgansko pregrado tvorijo endotelijske celice globokih mozganskih kapilar (4).
Kapilare v mozganih se od sistemskih kapilar razlikujejo po tesnih stikih, manjSem Stevilu
pinocitnih vakuol, vec¢jem S$tevilu mitohondrijev (odraz visoke metaboli¢ne aktivnosti),
tanjsi bazalni membrani (vzdrzevanje strukturne trdnosti v primeru hidrostaticnega stresa)
in po prisotnosti nozic astrocitov (13,14). Kapilare horoidnega pleteza imajo bolj opazne
fenestracije (14,15).

1.2. LIKVOR

Likvor ali cerebrospinalna tekocina je bistra, kristalno ¢ista, brezbarvna tekocina. Krozi v
prostoru med pajcevnico in zilnico, v tako imenovanim subarahnoidalnem prostoru.
Zapolnjuje prekate in obdaja zunanjo povr§ino mozganov, deluje kot mehanska zas¢ita in

izvaja drenazo presnovnih produktov mozganov (7,16,17).

1.2.1. Nastanek in cirkulacija

Vecdina likvorja (70-80 %) nastaja v mozganskih prekatih, v horoidnih pletezih. Ostalih 20-

30% proizvajajo ependimske celice (17,18).

Kljub temu, da likvor nastaja s filtracijo plazme, ni ultrafiltrat plazme (6). Endotelij kapilar
horoidnega pleteza je fenestriran in prva stopnja nastajanja likvorja je prehod ultrafiltrata
plazme skozi endotelij katerega olajSa hidrostati¢ni tlak. Med drugo stopnjo nastajanja
likvorja ultrafiltrat prehaja ¢ez horoidni epitelij, kar je aktivni metaboli¢en proces, ki
spremeni ultrafiltrat v sekrecijski produkt t.i. likvor. Druga stopnja je aktiven proces.
Nastanjanje likvorja se bistveno ne spreminja z zmernimi spremembami v intrakranialnem
tlaku (18).

Likvor nastaja neprenehoma in krozi v intrakranialnem in spinalnem subarahnoidalnem
prostoru (2,7,19).

Na cirkulacijo likvorja delujejo spremenljivi hidrodinamski pogoji cerebrospinalne

pulzacije (poveCanje mozganskega volumna v sistoli in njegovo zmanjSanje v diastoli),
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elastinost mozganskih ovojnic, razsiritev ven pri izdihu, vzdrznosti pri vdihu, polozaj
telesa in premikanje glave (16). Veliki in hitri premiki likvorja se dogajajo z vsakim
srénim utripom med sistolo in diastolo. Ta premikanja predstavljajo nihanje naprej in nazaj
med prekati in okrog po subarahnoidalnem prostoru (20).

1.2.2. Koli¢ina

Pri odraslem ¢loveku vsako uro nastane priblizno 20 mL likvorja, kar je 500 mL dnevno
(4,21). Volumen pri odraslem ¢loveku znasa 90-150 mL likvorja, pri rojstvu in dojenckih
pa 10-60 mL (17). Celotna koli¢ina likvorja se zamenja v 6-8h (5,7).

Pri dojenc¢ku, koli¢ina likvorja variira med 40-60 mL, pri majhnih otrocih 60-100 mL, pri
starej$ih otrocih 80-120 mL. V patoloskih stanjih kot sta meningitis in hidrocefalus, se
lahko koli¢ina likvorja zelo poveca ali zmanjsa (spontana alikvorea, postpunkcijski

meningizem, véasih po poskodbi mozganov) (16).

1.2.3. Vloga

Kljuéna vloga likvorja je vzdrzevanje homeostaze mozganov (22). Likvor ima pomembno
vlogo pri vzdrzevanju kemi¢nega okolja osrednjega Zivéevja (OZ), zagotavlja mehansko
podporo mozganom, dobavlja hranila in odstranjuje odpadne snovi OZ, transportira

biolosko aktivne snovi ter predstavlja mazivo (lubrikant) za OZ (6,17,22).

1.2.4. Sestava

Po sestavi je podoben plazmi brez beljakovin. Glavne sestavine so glukoza in kloridni ioni,

beljakovin je zelo malo (6).

Spremembe v sestavi oziroma pojav krvnih celic v likvorju kaZejo na bolezni ovojnic ali

druge bolezni mozganov (6).
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Preglednica I: Orientacijske referencne vrednosti (17)

Parameter odrasli enote opombe

Albumin 0,10-0,30 g/L

Kalcij 1,05-1,35 mmol/L

Klorid 115-130 mmol/L

Glukoza 2,75 -4,40 mmol/L

Laktat 1,13 -3,23 mmol/L

Celokupni proteini 0,15-0,45 g/L o drrl:;?:)?eéiklgt& 1051;000 60
Levkociti 0-5 10°%/L novorojencki: 0-30

1.2.5. Resorpcija

Likvor se resorbira v venske sinuse prek pajcevni¢nih (arahnoidnih) granulacij (19).
Granulacije se nahajajo znotraj celotne povrsSine lobanje in po hrbteni¢nem kanalu do tock,
kjer hrbtenja¢ni zivci zapuscajo trdo ovojnico (7). Resoropcija likvorja nazaj v kri poteka v

razmerju, Ki je enak nastajanju likvorja (6).

Vecina likvorja odteka neposredno v kri preko pajcevni¢nih vilijev in granulacij, le manjsi
del odteka v limfne vozle (23,24). Odtekanje likvorja v limfne vozle ima verjetno

pomembno vlogo pri novorojenckih, kjer pajcevni¢ni viliji $e niso razviti (23,25).

Likvor pocasi odteka iz subarahnoidalnega prostora vzdolz olfaktornih Zivcev in vzdolz

vseh drugih mozganskih in perifernih zivcev v periferna tkiva (20).

1.2.6. Preiskave

Preiskave likvorja so pomembne v diagnostiki bolezni OZ, tako okuzb kot tudi nevrologkih
motenj (26).

Osnovna citoloska analiza likvorja zajema: dolocanje Steviléne koncentracije in

diferenciacijo levkocitov ter dolo¢anje steviléne koncentracije eritrocitov (5,6).
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Biokemi¢na analiza likvorja zajema dolocanje koncentracije glukoze, laktata, proteinov,
albumina in imunoglobulinov. Pri dolocanju koncentracije glukoze, albuminov in

imunoglobulinov primerjalno analiziramo tudi koncentracijo analita v serumu (26).

Druge specialne preiskave: mikrobioloske kulture, bakterioloski sediment likvorja,
dolocitev encimske aktivnosti laktat dehidrogenaze in njenih izoencimov, dolocCitev
encimske aktivnosti nevron-specifiéne enolaze, doloc¢itev koncentracije proteina S100
(26).

1.3. BOLEZNI OSREDNJEGA ZIVCEVJA

Vsaka posamezna motnja OZ ima svoj patoloski mehanizem, ki se lahko kaze kot

sprememba v makroskopski, mikroskopski in biokemicni sestavi likvorja (27).

Med bolezni OZ pristevamo (28):

» cerebrovaskularne bolezni (npr. mozganska kap, motnje mozganskega krvnega

pretoka),

> tumorji OZ (npr. gliomi, tumorji ovojnic, mozganske metastaze),

» Zzilne anomalije in zilni tumorji (npr. anevrizme, angiomi, hemanglioblastomi),

» demielinizacijske bolezni (npr. multipla skleroza, akutni diseminirani

encefalomielitis, akutni hemoragi¢ni encefalomielitis),

» degenerativne in heredodegenerativne bolezni (npr. Parkinsonova bolezen, Chorea
Hutington, demenca, Creutzfeld-Jakobova bolezen, Alzheimerjeva bolezen),
poskodbe OZ (kraniocerebralne poskodbe in poskodbe hrbtenjade),
okuzbe OZ (npr. bakterijske, virusne, itd.),

razvojne motnje (npr. cerebralna paraliza, disfraizem, fakomatoze),

YV V V V

metaboli¢ne in toksi¢ne bolezni (npr. Wilsonova bolezen, sindrom Wernicke-
Korsakow, funikularna mieloza),

» bolezni hrbtenjace (sindromi precnega prereza hrbtenjace, vaskularne bolezni
hrbtenjace, spinalni tumorji, metastaze, Zzilne anomalije, vnetne bolezni,

degenerativne bolezni) (28).
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1.4. ODVZEM VZORCA LIKVORJA

Najpogosteje se odvzame vzorec likvorja z lumbalno punkcijo. Redkeje se izvajata
subokcipitalna ali ventrikularna punkcija (17,26).

Likvor se vzor¢i v plasticne (polipropilenske) epruvete. Epruvete morajo biti prozorne,

koni¢ne in zaprte s pokrovékom z navojem (26).

Indikacije za punkcijo: meningitis, subarahnoidalna krvavitev, malignost OZ,

nevrodegenerativne bolezni (5).

Kontraindikacije za punkcijo: okuzba mesta punkcije, ker se lahko okuzba razsiri na

mozganske ovojnice, zviSan intrakranialni tlak (5).

Lumbalna punkcija je poseg pri katerem se preiskovancu odvzame vzorec likvorja s
perkutano punkcijo subarahnoidalnega spinalnega prostora v ledvenem podrodju.
Praviloma se poseg izvede pri pacientu, ki lezi na boku. Izvede se lahko tudi pri sede¢em

pacientu (16).

V ledvenem predelu hrbtenice je hrbteni¢ni kanal najlazje dostopen z zadnje strani. Trni
vretenc so skoraj vodoravni, presledki med vretenci so Siroki, Se posebej, ¢e je hrbtenica
upognjena naprej (29). Obicajno se izvr$i med tretjim in Cetrtim ali Cetrtim in petim
ledvenim vretencem. Na mestu, kjer se vrsi punkcija, ni hrbtenjace, ker se le-ta konca v
visini prvega ledvenega vretenca. Punkcija se lahko izvede tudi v vsakem drugem
medvreten¢nem prostoru. Pri otrocih se obiCajno priporoca ¢im nizji medvretencni prostor,

ker prinjih hrbtenjaca sega do Cetrtega ledvenega vretenca (16).

V primeru inficiranih koznih sprememb Vv ledveni regiji, se priporo¢a subokcipitalna
punkcija (16).

1.5. CELICEYV LIKVORJU

V normalnem vzorcu likvorja lahko najdemo do 5 x 10°%/L levkocitov pri odraslih ter do 30
x 10%/L levkocitov pri novorojenckih (17). Vegje koncentracije levkocitov smatramo za

patoloske vrednosti. Povec¢ane koncentracije levkocitov niso samo posledica okuzbe ampak
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se lahko njihova koncentracija poveca tudi v primeru nevroloskih napadov, mozganske

krvavitve, malignih procesov OZ ali v primeru vnetnih procesov (30).

Diferenciranje levkocitov na posamezne vrste je pomemben diagnosti¢ni podatek. Pri
zdravem odraslem ¢loveku je razmerje med limfociti in monociti 7:3, torej 70 % limfocitov
in 30 % monocitov. Obc¢asno so prisotni tudi posamezni polimorfonuklearni levkociti (31).
Prisotnost nekaj polimorfonuklearnih levkocitov pri novorojenckih ni patoloska vrednost
(32).

Pogosto je v likvorju zdravih preiskovancev prisotnih tudi nekaj eritrocitov. Njihovo
prisotnost se naceloma pripisuje kontaminaciji likvorja s krvjo iz perifernih zil, katere se

poskodujejo ob sami izvedbi punkcije (6).

V likvorju preiskovancev so lahko prisotne tudi druge vrste celic, ki so posledica razli¢nih
bolezenskih stanj: celice mieloicne vrste (nevtrofilci, eozinofilci, bazofilci), eritroidne
vrste, limfoidne vrste (limfociti, reaktivni limfociti, plazma celice), monojederne fagocitne
celice (monociti, makrofagi), epitelijske celice (ventrikularne, leptomeningealne), maligne
celice (hematopoetskega in nehametopoetskega izvora), celice nevronov ter razlicni

mokroorganizmi (bakterije, glivice, paraziti) (9).

1.6. ANALIZA CELIC

Analiza celic v likvorju je pomembna pri zaznavanju poskodb, nevrodegenerativnih
bolezni in okuzb OZ, npr. meningitisa, encefalitisa, abscesa mozganov, multiple skleroze

in mozganske krvavitve (33,34).

Mikroskopsko S$tetje v komorici je zlati standard za dolocanje Steviléne koncentracije
levkocitov in eritrocitov v likvorju (35). Mikroskopsko dolocanje koncentracije celic je
zelo zamudna metoda z visoko nenatanénostjo, neto¢nostjo in visoko osebno variabilnostjo

med posameznimi Stetji in med posameznimi osebami (36).

Mikroskopsko Stetje se izvaja v Fuchs-Rosenthalovi komorici. Eritrocite Stejemo v
nativnem likvorju pri 200-kratni povecavi. Za dolocanje celokupnega $tevila levkocitov in
diferenciranje, levkocite vitalno obarvamo s kislo raztopino fuksina. Obarvane levkocite

prestejemo v Fuchs-Rosenthalovi komorici pri 200- do 400-kratni povecavi (26).
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Standard H56-p (vol. 25, No. 20), izdan pri Institutu za klini¢ne in laboratorijske standarde
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) priporoca diferenciacijo levkocitov v

citoloskem sedimentu (9).

Avtomatizirana metoda na Sysmexu XN-1000 za Stetje eritrocitov uporablja
hidrodinamsko fokusiranje, za Stetje in diferenciacijo levkocitov pretocno citometrijo.
Poleg stevila celic in diferencialno sliko analizator daje informacijo tudi o celicah z visoko

fluorescenco (makrofagi, mezotelijske celice) (37,38).

Natancen opis Stetja celic v Fuchs-Rosenthalovi komorici in na analizatorju Sysmex XN-

1000 je opisan v poglavju Materiali in metode, 3. poglavje, to¢ka 3.3. in 3.4., stran 14-17.

10
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2. 1ZHODISCA IN NAMEN DELA

Namen naloge je primerjati mikroskopsko in avtomatizirano dolocanje koncentracij celic v
likvorju. S statisticno metodo, Bland-Altman-ovim prikazom primerjave metod, bomo

ocenili ujemanje rezultatov med dvema razlicnima analitskima metodama.

Namen naSega dela je:
» ugotoviti ali se rezultati med ro¢no in avtomatizirano metodo ujemajo,
» ugotoviti ali sta metodi med seboj primerljivi in medsebojno zamenljivi,

» oceniti uporabnost avtomatizirane metode.

11
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. VZORCI IN POPULACIJA

V raziskavo smo vkljuc¢ili 119 vzorcev likvorja, ki so bili analizirani v Laboratoriju za
analitiko telesnih tekoCin, Klini¢nega inStituta za klinicno kemijo in biokemijo,

Univerzitetnega klini¢nega centra v Ljubljani, v obdobju od aprila do julija 2013.

Iz statisticne obdelave smo izkljucili dva vzorca: zivalski vzorec, posredovan iz
Veterinarske klinike v Ljubljani, in vzorec z razpadlimi levkociti (diferenciacijo celic ni

bilo moZno izvesti). Vsi pacienti so bili obravnavani na razli¢nih oddelkih UKC Ljubljana.

Informirani pristanek pacientov ni bil potreben, ker smo uporabili material iz rutinske
analize. Vzorci so bili zbrani v prozorne sterilne likvorske epruvete in bili analizirani

znotraj 2h po sprejemu v laboratorij.

Raziskava je zajela 61 % pacientov moskega in 39 % Zenskega spola.
Povprecna starost pacientov je znaSala 44,3 leta s standardnim odklonom 24,8. Najmlajsi
pacient je bil star 14 dni in najstarejsi 83 let.

Zastopane so bile naslednje starostne skupine:

Preglednica I1: Razdelitev populacije glede na starost

Stevilo in delez likvorskih vzorcev, razdeljenih po

levkocitov:

starostna skupina Stevilo pacientov | delez zastopanosti
do 1. leta 10 8,5%
1. do 4. leta 4 3,4 %
5. do 16. leta 8 6,8 %
17. do 64. leta 66 55,9 %
od 65. leta naprej 33 25,4 %

12
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Preglednica I11: Stevilo in deleZ vzorcev, razdeljenih glede na koncentracije levkocitov
koncentracija levkocitov (10%/L) | stevilo vzorcev | deleZ vzorcev
0-5 52 44,4 %
6—-30 19 16,2 %
31-200 31 26,5 %
> 200 15 12,8 %

3.2. REAGENTI, INSTRUMENTI IN OPREMA
3.2.1. Mikroskopska metoda

Pri mikroskopskem dolo¢anju koncentracije levkocitov in eritrocitov potrebujemo (39):

raztopino fenolnega fuksina po Deeme-ju (pripravi Lekarna UKC Ljubljana po
recepturi):

o 300,0 g koncentrirane ocetne kisline (960 g/L),

o 20,0 g nasi¢ene raztopine fenola (100 g fenola + 10 mL destilirane vode),

o 20,0 g vodne raztopine fuksina (100 g/L),

o dopolnitev z destilirano vodo do 1000 mL;
fiziolosko raztopino (9 g/L NaCl),
epruvete, Pasteurjeve pipete, 50 pL pipeto, 500 pL pipeto, 50 pL nastavek za
pipeto (za enkratno uporabo), 500 pL nastavek za pipeto (za enkratno uporabo),
Fuchs-Rosenthalovo komoro, krovna stekla za komoro, valjéni mesalec,

mikroskop, Stevec za diferenciranje celic.

3.2.2. Avtomatizirana metoda

Sysmex XN-1000 BF mode,

Cellpack DCL (diluent, kat. st.: CT661628), Lysercell WDF (reagent za lizo
eritrocitov, kat. st.: AW993605), Fluorocell WDF (barvilo, kat. §t.: CV377552),
Cellclean Auto (Cistilo, kat. st.: 83401621),

XN Check BF (kontrolni vzorec, 2 x 3 viale, kat. st.: 213510).

13
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3.3. MIKROSKOPSKO DOLOCANJE

Mikroskopska analiza celic v likvorju se je izvedla po standardnem operativnem postopku
Laboratorija za analitiko telesnih tekoc¢in, UKC Ljubljana.

Mikroskopsko dolocanje koncentracij celic se izvaja v Fuchs-Rosenthal-ovi komori. Mreza
komore (Slika 5) s povriino 1,6 mm? je razdeljena na 16 kvadratov in ima globino 0,2 mm.
Vsak kvadrat je dodatno razdeljen Se na 16 manjSih kvadratov, kar skupaj znese 256

kvadratov (4,28). Volumen vzorca, ki napolni povr§ino nad mrezo komore, je 3,2 uL (4).

Enacba 1 (4):
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Slika 3: Mreza Fuchs-Rosenthal-ove komore
(prirejeno po viru: http://minatomedical.com/ka_memori.html; dostopano: 31.08.2013)

Eritrocite Stejemo v nativnem likvorju pri 200-kratni povecavi. Rezultat izrazimo s

v . . . 6 . v . . .-
Stevilom eritrocitov x 10°/L. V primeru mo¢no krvavega vzorca likvorja, vzorec red¢imo

(26).

Levkocite vitalno barvamo s kislo raztopino fenolnega fuksina po Deemeju - zmeSamo 10
delov (200 pL) likvorja in 1 del (20 pL) raztopine barvila. Obarvane levkocite prestejemo
in diferenciramo na mononuklearne in polimorfonuklearne levkocite pri 200 - 400-kratni
povecavi. Rezultat za celokupno Stevilo levkocitov dobimo tako, da presteto Stevilo delimo

s 3 in rezultat izrazimo z enoto 10°/L (26).

14
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Pri podajanju koncentracije levkocitov upostevamo povrSino in globino komore in

razredéitev vzorca z barvilom (10/11).

Enacha 2 (39):

Legenda: y = koncentracija celic, x = §tevilo prestetih celic, 16 x 10 dm?— povr§ina komore (16 mm?), 2 x
10 dm — globina komore (0,2 mm), 10/11 — redgitev vzorca z barvilom;
Pri zelo povecani koncentraciji levkocitov, likvor red¢imo z fiziolosko raztopino in pri

izraCunu upostevamo red¢itev (26,40).

V primeru prisotnosti spremenjenih ali atipiénih celic v vzorcu likvorja, pripravimo
citoloski sediment (26,39). Citoloski sediment barvamo po Pappenheimu (26). Obarvan
citoloski sediment mikroskopiramo pod imerzijsko povecavo (1000-kratna povecava) (9).

Diferenciramo ¢im vecje Stevilo levkocitov (26).

3.4. AVTOMATIZIRANA METODA

3.4.1. Sysmex XN-1000

Analizator Sysmex XN-1000 (BF mode) je hematoloski analizator z loCenim modulom za
telesne tekocine (BF, ang. »body fluid«) namenjenim analizi celic v telesnih tekocinah. Za
celi¢no analizo uporablja preto¢no citometrijo in impedanco (hidrodinamsko fokusiranje)
(38, 41).

Predpriprava vzorca ni potrebna. Analizator ima odprt ro¢ni sistem in zmogljivost
analizirati 40 vzorcev na uro. Analizator aspirira 88 pL vzorca (41). Stevilo prestetih celic

v BF modulu je 3-krat ve¢je kot v modulu za kri (38).

Analizator poda naslednje rezultate: koncentracijo levkocitov (WBC-BF; enota 10°/L),
koncentracijo in delez mononuklearnih levkocitov (MN#, enota 10%L; MN%),

koncentracijo in delez polimorfonuklearnih levkocitov (PMN#, enota 10%/L; PMN%),

15
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koncentracijo vseh celic z jedrom (TC-BF, enota 10%L) ter koncentracijo eritrocitov
(RBC-BF, enota 10%/uL) v vzorcu. Poda tudi opombo, &e je levkocitni razsevni diagram
nenormalen (37,38).

V »WDF kanalu« poteka Stetje levkocitov in njihova diferenciacija na mononuklearne in
polimorfonuklearne levkocite. Surfaktant v reagentu (Lysercell WDF) hemolizira
eritrocite  in naluknja celicno membrano levkocitov. Fluorescentno barvilo (Fluorocell
WDF) vstopi v celico preko naluknjane membrane in obarva nukleinske kisline ter druge
celicne organele. S pol-prevodnim laserjem, ki pri valovni dolzini 633nm obseva celice, se
celice razvrstijo na osnovi sprednjega in stranskega sipanja razprSene svetlobe ter s
stransko fluorescen¢no svetlobo (37,38). »WDF kanal« daje informacijo tudi o visoki
fluorescenci celic (HF-BF) kot so makrofagi in mezotelijske celice (40).

Druge celice, ki niso hematopoetskega izvora, npr. mezotelijske, epitelijske celice, se
barvajo podobno kot levkociti. Analizo razlik v intenziteti sipane svetlobe in fluorescence
posameznih celic omogocajo primerni algoritmi za dolo¢anje koncentracije in razvrs¢anje

levkocitov. Algoritmi omogocajo tudi zaznavanje atipi¢nih celic (38).

»RBC kanal« na analizatorju se uporablja za dolo¢anje koncentracije eritrocitov in deluje

po principu hidrodinamskega fokusiranja (38).

V modulu za telesne tekoCine je Stevilo prestetih celic v »WDF kanalu« priblizno 10-krat

in v »RBC kanalu« priblizno 3-krat vec¢je kot pri modulu za polno kri (38).

3.4.2. Hidrodinamsko fokusiranje in impedanca

Osnova hidrodinamskega fokusiranja je preto¢na celica. Preto¢na celica je zasnovana tako,
da je jedro vzorca fokusirano v center nosilne tekocine, kjer laserski zarek interagira s
celicami v vzorcu. Pretok nosilne teko¢ine pospesuje celice v vzorcu in jih omeji na center

pretoka jedra vzorca (42).

Impedanca temelji na dejstvu, da celice ne prevajajo elektricnega toka. Vsaka celica
predstavlja izolator, ki prekine elektriéno napetost med elektrodama. Skozi aperturo
(kalibrirana odprtina) prehajajo celice in prekinjajo elektricno napetost. Elektricno napetost

zagotavljata prevodni reagent (raztopina z zmanjSano koncentracijo elektrolitov) in dve
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elektrodi, ki se nahajata vsaka na svoji stranmi aperture. Vsaka prekinitev elektricne
napetosti predstavlja signal. Velikost signala je sorazmerna z volumnom celice. Analizator

spremlja spremembe v tokokrogu in tako doloca Stevilo in vrsto celic, ki prehajajo aperturo
(43).

VZOrec

L nosila tekotina

l

igla z vzorcem

obmogje
hidrodinamskega
fokusiranja

laserski zarek

Slika 4: Preto¢na celica
(prirejeno po viru: http://olomouc.ueb.cas.cz/book/export/html/45, dostopano: 5.11.2013)

3.4.3. Preto¢na citometrija

Sestavni del pretocnega citometra je pretocna celica, ki temelji na hidrodinamskem
fokusiranju. Pri interogacijski tocki zarek laserske svetlobe precka celico in oddana
svetloba se sipa v vse smeri. Sipana svetloba se zbira preko opti¢nega sistema, ki usmerja
posamezne valovne dolzine oddane svetlobe na sistem filtrov in dihroni¢nih ogledal.
Sistem filtrov in ogledal izolira posamezne valovne dolzine. Svetlobne signale zaznajo

fotopomnozZevalke in jih prevedejo v digitalne vrednosti (44).

Analiziramo »prednje sipanje« (angl. forward scatter, FSC), »stransko sipanje« (angl. side
scatter, SSC) svetlobe ter »stransko sipanje fluorescentne« svetlobe (ang. side fluorescent
scatter, SFC). Prednje sipanje svetlobe nam poda informacijo o velikosti celice, stransko o
granuliranosti celice in fluorescentno o funkcionalnih lastnosti celice. Signal prednjega
sipanja je obratno-sorazmeren velikosti celice. Signal stranskega sipanja postane mo¢nejsi

sorazmerno z znotrajceli¢no kompleksnostjo (38,42,45,46).
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pretoéni sistem

filtri detektoni

filtri

detektor 55C

Slika 5: Sistem preto¢ne citometrije
(prirejeno po viru: http://www.abdserotec.com/flow-cytometry-signal-processing.html, dostopano 5.11.2013)
Legenda: FCS — detektor za prednje sipanje, SSC — detektor za stransko sipanje, PMT — fotopomnozevalka,
FL —za fluorescenco detektor;

3.5. ZUNANJA KONTROLA KAKOVOSTI

Laboratorij za analitiko telesnih teko¢in, KIKKB, UKC Ljubljana, je vklju¢en v zunanjo
kontrolo kvalitete nemskega instituta za bioanalitiko - RfB (Referenzeinstitut fur

Bioanalytik, Bonn) z analizo levkocitov in eritrocitov v likvorju.

Predstavili bomo rezultate zunanje kontrole kakovosti z oznako ZL1/13. Analiza vzorcev

A in B se je izvedla 29.04.2013. Rezultate kontrole smo prejeli v mesecu juniju 2013.

Kontrolni material ni naravnega izvora in se razlikuje od nativnega humanega likvorja.

Zaradi tega razloga se lahko rezultat rocnega dolocanja razlikuje od avtomatiziranega

rezultata.
Taréno vrednost za analit (levkociti, eritrociti) predstavlja mediana rezultatov vseh

sodelujocih, ki uporabljajo enako metodo. Tako pridobljene mediane uporabijo le, ¢e imajo
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dovolj rezultatov za odgovarjajo¢o skupino metod. V primerih, kjer ni mogoce uporabiti

omenjenih median, upostevajo mediano vseh rezultatov ali skupno mediano (47).

Certifikat se izda za analit, samo Ce je osnova za oceno to¢nosti dana s smernicami
Nemskega medicinskega zdruzenja in/ali ¢e je mozna ocena v analogiji s temi smernicami

in Ce sta oba rezultata za analit znotraj sprejemljivih mej (47).

Dovoljeno odstopanje od ciljne vrednosti je + 80% (47).

3.6. STATISTIKA

Statisti¢ni izracuni so bili izvedeni s programsko opremo Excel Analyse-it verzija 2.30

(Bland-Altmanov diagram) in Microsoft Office Excel 2007 (to¢nost, natan¢nost).

Toénost (ang. accuracy) nam pove, kako je izmerjena vrednost blizu dejanski oziroma
pravi vrednosti (48). Neto¢nost metode se dolo¢i z odklonom (t.i. bias) izmerjene vrednosti

rezultata od prave vrednosti (49).

Racunsko dolo¢imo (relativno) napako po enacbi (49) — enacha 3:

Rezultate testne metode smo primerjali s podanimi vrednostmi.

Natancnost (ang. precision) pove kako blizu so si izmerjene vrednosti ene koliCine,
merjene pod enakimi pogoji (48). S ponovljivostjo rezultatov prikazemo na natan¢nost
metode (49).

Poznamo ponovljivost rezultatov »v seriji, »med serijami« in ponovljivost »iz dneva v
dan«. NajboljSo oceno natanc¢nosti metode daje ponovljivost »iz dneva v dan« (49). Za
prikaz natan¢nosti metode uporabljamo standardni odklon (SD) in koeficient variacije
(KV) (49). Nenatan¢nost meritev je izkljuéno povezana z naklju¢no napako meritev in

nima nobene zveze s resni¢nostjo (trueness) meritev (50).
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Enacbe (51):

» srednja vrednost (enacba 4):

» standardni odklon (enacha 5):

> koeficient variacije (enacha 6):

Tocnost in ponovljivost smo izracunali na podlagi rezultatov kontrolnih vzorcev.
Kontrolna vzorca (normalen in visok nivo) smo analizirali vsak dan pred zacetkom dela.

Zbrali smo 23 meritev.

Bland-Altmanov diagram je statisti¢cna metoda za primerjavo dveh metod (51), kjer zelimo
oceniti za koliko se metodi med seboj razlikujeta (52). Ce so razlike med metodama dovolj

majhne, da ne vplivajo na klini¢no odlocitev, lahko metodi med seboj zamenjamo (52).

Graficni prikaz je tockasti diagram, kjer se na abscisno (x) os nanaSajo povpre¢ne
vrednosti meritev istega vzorca merjenega z dvema metodama, na ordinatno (y) os pa

razlike meritev tega vzorca, merjenega z dvema metodama (51).

Graf razlik med metodama proti njuni srednji vrednosti predstavlja stopnjo ujemanja in
odstopanje med metodama. Ker ne vemo prave vrednosti, je povprecna vrednost dveh
meritev najboljSa ocena, ki nam je na razpolago. Graf razlik nam daje moznost

proucevanja razmerja med napako meritve in pravo vrednostjo (52).

Pomanjkanje ujemanja povzamemo z izraunom povprecnega odklona, t.i. biasa.
Povpre¢ni odklon se izracuna iz srednje vrednosti in standardnega odklona razlik med
meritvama. Meje ujemanja so edina ocena vrednosti, ki se nanasajo na celo populacijo in
se izracunajo iz povpre¢nega in standardnega odklona (povpreéni odklon +1,96*SD). Meje

ujemanja zajemajo 95% vseh razlik (50). Ce s klini¢nega vidika ocenimo, da so meje

20



Kase S. Primerjava mikroskopskega dolocanja celic v likvorju z avtomatizirano metodo na hematoloskem analizatorju Sysmex XN-1000

ujemanja Siroke, so rezultati dvoumni. Ce so meje ujemanja ozke in je povprecni odklon

nizek oziroma zelo blizu 0, dajeta metodi ekvivalentne rezultate (53).

Z izra¢unom standardne napake in intervalov zaupanja vidimo kako natancne so nase
ocene. Standardna napaka in intervali zaupanja za povprecni odklon sta izra¢unana iz

razlik, ki sledijo normalni porazdelitvi (52).

Bland-Altmanov diagram se interpretira s klini¢nega vidika. Potrebno je oceniti, ¢e je
odstopanje klinicno pomembno, ali obstaja trend ali se razlika med metodama
veCa/manjSa, kaksSna je razprSenost 0Krog povprecnega odklon (naraséa, pada,

konsistentna) in kako Siroke so meje ujemanja (53).
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4. REZULTATI

4.1. TOCNOST

Toc¢nost Smo izracunali na podlagi rezultatov kontrolnih vzorcev, za vsak nivo posebej. Za

vsak nivo posebej je bilo opravljenih 23 meritev. Prave vrednosti Smo nam predstavljale

vrednosti podane s strani proizvajalca.

Povpreéne vrednosti relativnih napak s standardnim odklonom so povzete v preglednici V.

Preglednica IV: Povpre¢ne vrednosti relativnih napak (n=23)

nivo | (LOT: 30701301) | nivo Il (LOT: 30701302)

parameter RE SD RE SD enote
levkociti 0,9 % 0014 | -152% | 0,043 10°/L
eritrociti 2,3% 0,036 -0,8 % 0,018 10%/pL
MN -8,3% 0,063 -11,7 % 0,024 10°/L
PMN -13,1 % 0,062 -17,6 % 0,055 10°%/L
MN% 2,1% 0,046 4,2 % 0,038 %

PMN% -1,5% 0,032 -2,9% 0,026 %

TC 2,7% 0,060 1,4 % 0,050 10°%/L

Legenda: Rre - povpreéne vrednosti relativnih napak, SD — standardni odklon, MN — mononuklearni

levkociti, $teviléna koncentracija, PMN — polimorfonuklearni levkociti, $teviléna koncentracija, MN% —
mononuklearni levkociti, delezi, PMN% — polimorfonuklearni levkociti, deleZi, TC — skupno §tevilo celic z
jedrom, Steviléna koncentracija;

4.2. NATANCNOST

Natan¢nost Smo izra¢unali na podlagi izmerjenih kontrolnih raztopin, za vsak nivo posebe;j.

Za vsak nivo posebej je bilo opravljenih 23 meritev.

Povpreéne vrednosti meritev s standardnim odklonom (SD) in koeficientom variacije (KV)

S0 povzete v preglednici V.
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Preglednica V: Povprecne vrednosti, standardni odklon in koeficienti variacije za kontrolne
meritve (n=23)

nivo | (LOT:30701301) nivo Il (LOT: 30701302)
parameter SD KV SD KV enote
levkociti 65,7 3,9 5,9 % 261,2 13,2 5,0 % 10°/L
eritrociti 0,0 0,0 3,5 % 0,1 0,0 1,9% | 10%pL
MN 27,5 1,9 6,9 % 111,2 5,2 4,7 % 10°%/L
PMN 38,2 2,7 7,2 % 150,0 10,1 6,7 % 10°%/L
MN% 41,9 1,9 4,5 % 42,6 1,5 3,6 % %
PMN% 58,1 1,9 3,2 % 57,4 1,5 2,7 % %
TC 65,7 3,9 5,9 % 261,2 13,2 5,0 % 10°%/L
= 53% = 42%
Legenda: - povpre¢na vrednost meritev, SD — standardni odklon, KV — koeficient variacije, -

povpre¢na vrednost koeficientov variacije, MN — mononuklearni levkociti, Steviléna koncentracija, PMN —
polimorfonuklearni levkociti, Steviléna koncentracija, MN% — mononuklearni levkociti, delezi, PMN% —
polimorfonuklearni levkociti, delezi, TC — skupno §tevilo celic z jedrom, $teviléna koncentracija;

4.3. PRIMERJAVA METOD

Z Bland-Altmanovim diagramom smo primerjali ro¢no in avtomatizirano metodo. Ro¢na
metoda je predstavljala referencno metodo, avtomatska metoda je bila testna.

Povzetek statisticnih izraCunov za posamezne parametre je v preglednici VI.
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Preglednica VI: Povzetek statisti¢nih izracunov za Bland — Altmanov diagram

UJEMANJE
parameter enote n odklon 1 Zodkion sp. meja | zg. meja
levkociti 10%L | 117 178 -159,0 -515,0 | -3429,2 | 3785,2
levkociti do 5 10%L | 52 0,6 0,3-1,0 -1,8 3,1
levkociti do 30 1090 | 71 1,2 03-21 -6,3 8,8
levkociti do 200 | 10%/L | 102 0,2 -1,4-18 -16,1 16,5
eritrociti 10%L | 117 | 11056 | -264,1—2475,3 | -13555,3 | 15766,5
eritrociti do 1000 | 10%L | 105 24,8 -23,1-72,6 -459,8 509,3
MN 10%L | 117 14,1 34-248 -100,3 128,5
PMN 10%L | 117 6,0 -9,8-21,9 -164,0 176,1
MN% % 117 4,85 -2,09-11,79 -69,41 79,12
PMN% % 117 5,44 0-10,88 -52,79 63,68

Legenda: n — Stevilo parov meritev, odklon — povprecje razlik, 1Zguon —
ujemanje sp./zg. meja — spodnja in zgornja meja ujemanja, »do 5«, »do 30«, »do 200« - izklju¢eni vsi pari
meritev, kjer vrednost pri roéni metodi presega vrednosti 5 ali 30 ali 200 x 10%/L levkocitov, »do 1000« -
izkljuéeni vsi pari meritev, kjer vrednost pri roéni metodi presega vrednost 1000 x 10°/L eritrocitov, MN —

mononuklearni levkociti, PMN — polimorfonuklearni levkociti, MN% -

PMN©% - delez polimorfonuklearnih levkocitov;
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4.3.1. Levkociti

LEVKOCITI

20000 - @
= 15000 -
3]
¥
-
@ 10000
5]
X
= 5000 4
=
b
4 a e

-5000 T T 1

-5000 5000 15000 25000
Povpreéek

Diagram 1: Bland-Altmanov diagram razlik za levkocite (10°/L)

Legenda: temno modra ¢rta — povpre¢ni odklon, svetlo modra prekinjena ¢rta — meje ujemanja; LKC-a —
dolocanje Steviléne koncentracije levkocitov z avtomatizirano metodo na Sysmex-u XN-1000, LKC-r —
dolocanje $teviléne koncentracije levkocitov z ro¢no metodo.

LEVKOCITI {do 5)
B -
5 1 @
= 41
g 3 A o o
-
[ o @ @ @
ki
% 1 1 o [ o o @
- U L~} L) L} o L+
Z
= -1+ @ @ @
€ o
-3 4 o
-4 T T T T
-1 1 3 5 7
Povprecek

Diagram 2: Bland-Altmanov diagram razlik za levkocite »do 5« (10°/L)

Legenda: temno modra ¢rta — povpre¢ni odklon, svetlo modra prekinjena ¢rta — meje ujemanja, LKC-a —
dolocanje Steviléne koncentracije levkocitov z avtomatizirano metodo na Sysmex-u XN-1000, LKC-r —
dolocanje $tevil¢ne koncentracije levkocitov z ro¢no metodo.
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LEVKOCITI {do 30)
25

10

Razlika (LKC-a - LKC-r)

-5 5 15 25 35 45
Povprecek

Diagram 3: Bland-Altmanov diagram razlik za levkocite »do 30« (10°/L)

Legenda: temno modra ¢érta — povpreéni odklon, svetlo modra prekinjena ¢rta — meje ujemanja, LKC-a —
dolocanje Steviléne koncentracije levkocitov z avtomatizirano metodo na Sysmex-u XN-1000, LKC-r —
dolocanje $teviléne koncentracije levkocitov z ro¢no metodo.

LEVKOCITI {do 200}

£ad R
=] =]
1 ]

[+]

<]

oo 2

o
° °
& o
%{h“ﬁ & - & &
[+l
a® o
a0
o

a a

—& a
= = =
1 1

Razlika {LKC-a - LKC-r)

'4[] T T T 1
-20 30 g0 130 180

Povprecek

Diagram 4: Bland-Altmanov diagram razlik za levkocite »do 200« (10°/L)

Legenda: temno modra ¢rta — povprecni odklon, svetlo modra prekinjena ¢rta — meje ujemanja, LKC-a —
dolocanje Steviléne koncentracije levkocitov z avtomatizirano metodo na Sysmex-u XN-1000, LKC-r —
doloc¢anje Steviléne koncentracije levkocitov z rocno metodo.
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4.3.2. Eritrociti

ERITROCITI
70000 4

60000
50000 4
40000 o
30000 4
20000 4
10000

Razlika (ERC-a- ERC-r)

-10000 4

-20000 T T
-50000 150000 350000

Povpretek

Diagram 5: Bland-Altmanov diagram razlik za meritev eritrocitov (10%/L)

Legenda: temno modra ¢érta — povpreéni odklon, svetlo modra prekinjena ¢rta — meje ujemanja, ERC-a —
dolocanje Steviléne koncentracije eritrocitov z avtomatizirano metodo na Sysmex-u XN-1000, ERC-r —
dolocanje $teviléne koncentracije eritrocitov z rocno metodo.

ERITROCITI (0-1000)
1200 - o

1000 4

1
[+]
o [+]

200
600

400 o
200

U__x
2004 %
a

-400 - -]

Razlika (ERC-a - ERC-r)
[+]

-600 . .
-200 200 1800

Povprecek

Diagram 6: Bland-Altmanov diagram razlik za meritev eritrocitov »do 1000« (10%/L)

Legenda: temno modra ¢rta — povpre¢ni odklon, svetlo modra prekinjena ¢rta — meje ujemanja, ERC-a —
dolocanje Steviléne koncentracije eritrocitov z avtomatizirano metodo na Sysmex-u XN-1000, ERC-r —
dolocanje Steviléne koncentracije eritrocitov z rocno metodo.
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4.3.3. Mononuklearni levkociti

MOMONUKLEARNI LEVKOCITI
a

350 A
p— ]
250 1
£ T
z"? 150 °
g ° o
£ 50 .
] i r+]
€ h@ﬁ@i s

-50 - “

[+]
'15[] T T T 1
-100 100 300 500 700
Povprecek

Diagram 7: Bland-Altmanov diagram razlik za mononuklearne celice, koncentracije (10%L)

Legenda: temno modra ¢rta — povpreéni odklon, svetlo modra prekinjena ¢rta — meje ujemanja; MN-a —
dolo¢anje Steviléne koncentracije mononuklearnih levkocitov z avtomatizirano metodo na Sysmex-u XN-
1000, MN-r — dolo¢anje $teviléne koncentracije mononuklearnih levkocitov z ro¢no metodo.

MONONUKLEARNILEVKOCITI {delezi)
150
100 1 o
3 a
= & -]
E 50 i 6° °_
N [+]
_?E nn Lt T ‘3: g
£ 0 s g e
= a
[+]
£ 50 o
3
=100 o
-150 T T
-20 30 a0
Povprecek

Diagram 8: Bland-Altmanov diagram razlik za mononuklearne celice, deleZi (%).

Legenda: temno modra érta — povpreéni odklon, svetlo modra prekinjena ¢rta — meje ujemanja, MN%-a —
dolo¢anje deleZzev mononuklearnih levkocitov z avtomatizirano metodo na Sysmex-u XN-1000, MN%-r —
dolo¢anje deleZzev mononuklearnih levkocitov z ro¢no metodo.
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4.3.4. Polimorfonuklearni levkociti

POLIMORFONUKLEARNI LEVKOCITI

<]

500 -
400 4 ® a
300 4
200

100 4

o

=100 4 “

Razlika {PMN-a - PMN-r)
o

=200 4 o

=300 4

-400 r = r
-500 1500 3500

Povprecek

Diagram 9: Bland-Altmanov diagram razlik za polimorfonuklearne celice (10°%/L)

Legenda: temno modra ¢&rta — povpreéni odklon, svetlo modra prekinjena ¢rta — meje ujemanja, PMN-a —
dolo¢anje Steviléne koncentracije polimorfonuklearnih levkocitov z avtomatizirano metodo na Sysmex-u
XN-1000, PMN-r — dolo¢anje $teviléne koncentracije polimorfonuklearnih levkocitov z roéno metodo.

POLIMORFONUKLEARNI LEVKOCITI {delei)
120 -

100 a

Razlika (PMN%-a - PMN%:-r)
[+]
[+]

Povprecek

Diagram 10: Bland-Altmanov diagram razlik za polimorfonuklearne celice, delez (%).

Legenda: temno modra ¢rta — povpreéni odklon, svetlo modra prekinjena ¢rta — meje ujemanja, PMN%-a —
dolocanje delezev polimorfonuklearnih celic z avtomatizirano metodo na Sysmex-u XN-1000, PMN%-r —
dolo¢anje delezev polimorfonuklearnih celic z roéno metodo.
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4.3.5. Zunanja kontrola kakovosti

V preglednici V11 so predstavljeni rezultati zunanje kontrole kakovosti z oznako ZL1/13.

Preglednica VI1: Rezultati zunanje kontrole kakovosti, ZL1/13

analit C M R D/Dmax T LL UL
s A 10,0 0,06 9,50 1,90 17,1
levkociti (10°/L) | + 1
B 80,0 -0,02 81,5 16,3 147
A 4,00 -0,67 8,67 1,73 15,7
eritrociti (10°L) | + | 1
B 64,0 -0,31 84,8 16,9 153

Legenda: C — certifikat, M — §tevilo metod, R — vas rezultat, D — razlika (R-T), Dmax — najveéja dovoljena
razlika v meritvi, deloma podan z aneksom 1 smernice BAK (Dt. Artzeblatt 105, Heft 7, 15.2.2008). T —
tar¢na vrednost (referen¢na ali dolo¢en vrednost), LL — spodnja dovoljena meja, UL — zgornja dovoljena
meja odstopanja. Certificiranje: + - izpolnjeno (kvocient [D/Dmax| <= 1,0), - - ni izpolnjen pogoj (kvocient
|D/Dmax| > 1,0), + - certifiranje je odpovedano zaradi tehni¢nih in/ali analiti¢nih razlogov (72).

Preglednica VIII: Rezultati avtomatizirane metode za levkocite za zunanjo kontrolo kakovosti

Z1.1/13
analit vzorec | ro¢na metoda odstopanje | Sysmex XN-1000 @ odstopanje T
levkociti A 10 5% 10 5% 9,50
(10°/L) B 80 -1,2 % 79 -31% 81,5

Legenda: T — taréna vrednost , odstopanje — odstopanje meritve od taréne vrednosti.
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5. RAZPRAVA

Na analizo likvorja vplivajo razli¢ni dejavniki kot je omejen volumen vzorca, nestabilnost
vzorca — Se posebno so nestabilne morebitno prisotne celice (36). K temu se priSteva tudi
potreba po hitrih rezultatih, torej ¢im krajsi ¢as od odvzema vzorca do izvida (36, 54).

Omenjeni dejavniki se $e posebej nanasajo na Stetje celic (36).

Mikroskopska analiza celic v likvorju oziroma »ro¢na« metoda Se vedno velja za »zlati
standard« (36,55). Slabe strani ro¢ne metode so: zamudnost, velika nenatan¢nost, potreben
je velik volumen vzorca (200 puL + dodatnih 500 pL za citoloski sediment), potrebna je
predpriprava vzorca (barvanje celic), predhodno red¢enje vzorca v primeru zelo povecanih
koncentracij celic ter razlike med posameznimi laboratorijskimi delavci zaradi subjektivne
ocene pri diferenciaciji celic (36). Med prednosti mikroskopskega $tetja priStevamo zelo
nizko mejo detekcije ter diferenciranje levkocitov na mononuklearne in
polimorfonuklearne levkocite. Za natan¢nejSo diferenciacijo je potrebno pripraviti citoloski
sediment (potrebno je dodatnih 500 pL vzorca, dodatna oprema — citocentrifuga in

barvanje po Pappenhaimu) (26), kar Se dodatno podalj$a ¢as od sprejema do izdaje izvida.

Prednost avtomatizirane metode je enostavnejSi in hitrejSi nacin dela, ni potrebna
predpriprava vzorca in potrebna koli¢ina vzorca je manj$a (88 puL pri Sysmex-u XN-1000
(38,41)) (36). Druge prednosti so Se: kratek ¢as od sprejema vzorca do izdaje izvida,
komercialno dostopna kontrola kvalitete, izkljucitev subjektivne ocene pri diferenciaciji, ni

potrebna posebna izkusenost laboratorijskega delavca.

Na analizatorju Sysmex XN-1000 se celice diferencirajo na mononuklearne in

polimorfonuklearne levkocite, vendar v primeru prisotnosti atipi¢nih celic analizator izda
opozorilo (38,40).

Ostali cilji laboratorija vkljucujejo tudi poveCevanje ucinkovitosti, poenostavljanje dela,
zmanjSevanje stroskov in zamenjava »ro¢nih« metod za avtomatizirane metode, kjer je to
smiselno in moZno. Neizogibno in zaZeleno je, da bi ro¢ne metode zamenjale

avtomatizirane metode (56,57).

Zaradi majhnega Stevila celic in omejenega volumna vzorca likvorja je razvoj analizatorja

za avtomatizirano analizo likvorja velik izziv (56).
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Proizvajalci laboratorijske opreme skuSajo prilagoditi konvencionalne hematoloske
analizatorje, preto¢ne citometre in analizatorje za urinske sedimente za avtomatizirano
analizo celic v likvorju in drugih telesnih tekoc¢inah (kot so peritonealna, sinovialna,

plevralna tekocina, itd.) (27,55).

Pred samo uporabo nove laboratorijske opreme je potrebno opremo oziroma metodo
ustrezno validirati. Validacije se v tem primeru najveckrat izvajajo kot primerjava med

ro¢no in avtomatizirano metodo.

Tocnost

Za dolocanje tocnosti avtomatizirane metode smo uporabili rezultate kontrolnih vzorcev,
ker imajo dolocene ciljne vrednosti. V nivoju | so vrednosti z relativno nizkimi
vrednostmi, v nivoju Il z visokimi vrednostmi. 1z dnevno izmerjenih kontrolnih vrednosti
smo izracunali relativno napako. Za lazjo primerjavo smo iz izracunanih relativnih napak

izraCunali srednjo oziroma povpre¢no vrednost napak po analitih.

Vse povpre¢ne vrednosti relativnih napak, razen za absolutne vrednosti PMN in MN, so
pod 3 %. Povpre¢na vrednost relativne napake za MN presega 8 % (8,3 %), za PMN
presega 13 % (13,8 %) (glej preglednico 1V). Glede na rezultate relativnih napak, daje

analizator za PMN v povprecju za 13 %, za MN 8 % manjSe vrednosti od deklariranih.

Zanimivo je, da pri delezih PMN in MN ne pride do tako velikih razlik in da so povpreéne

vrednosti relativnih napak pod 3 %.

Kot se je pokazalo Ze v nivoju I, imata tudi v nivoju Il najvecje odstopanje absolutnih
koncentracij PMN (17,6 %) in MN (11,7 %). V nivoju Il odstopajo tudi levkociti (-15,2

%). Levkociti dajejo v nivoju Il v povprecju za 15 % manjse vrednosti od ciljnih.
Ostali parametri v drugem nivoju imajo povpre¢ne relativne napake pod 5 %.

Pri pregledu meritev v nivoju Il je vidno manjsanje Stevila levkocitov. Omenjeni trend je
viden tudi pri PMN, MN in TC; $e posebno v zadnjih 5 meritvah. Enak trend je, sicer v

manjsi meri, opazen tudi v nivoju I.

Eden od moznih vzrokov za nizanje rezultatov kontrolnih vrednosti je lahko stabilnost

kontrolne raztopine in/ali stabilnost celic v kontrolni raztopini — pomemben rok uporabe
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odprtih kontrolnih raztopin. Drug vzrok je lahko nepravilno rokovanje s kontrolnimi
raztopinami — nepravilno temperiranje kontrolnih raztopin (predolgo, premalo), premalo

homogenizirani vzorci — slabo premesani in grobo mesanje, ki lahko povzroci razpad celic.

Ce bi za sprejemljivost postavili mejo 5 % odstopanje, v nivoju | zajame vse parametre
razen absolutnih vrednosti MN in PMN. Vse ostale vrednosti se nahajajo znotraj
postavljenega kriterija. Enak Kriterij pri nivoju Il ne zajame levkocitov in absolutnih
vrednosti MN in PMN.

Tocnost bi lahko izbolj$ali z uporabo razredc¢ene periferne krvi. Vzorec periferne krvi bi
ustrezno razredCili, na primer s fiziolosko raztopino, in izraunali teoretiéno vrednost
posameznih analitov. Teoreticne vrednosti bi nam predstavljale taréne vrednosti. Vzorec
razredéene krvi bi nato analizirali z avtomatizirano metodo. Zaradi statisti¢ne obdelave
rezultatov bi morali analizo na analizatorju ponoviti vsaj 20-krat. Ob ponovitvah bi morali

biti pozorni na stabilnost celic v vzorcu.

Ziebig in sodelavci (58) so za preverjanje tocnosti, natan¢nosti in linearnosti na
avtomatskem analizatorju (Abbott CellDyn 3500 in Sysmex UF-100) sami pripravili iz
periferne krvi razredCitve, ki so ustrezale koncentracijam, tipi¢nim za likvor pri

encefalitisu in meningitisu.

Predhodne Studije so pokazale, da takojSen dodatek medija v obliki seruma, lahko

stabilizira celice v vzorcu likvorja za 5 — 24h po vzoréenju (59,60).

Natancnost
Natan¢nost sSmo izracunali na podlagi izmerjenih kontrolnih raztopin, za vsak nivo in vsak

parameter posebej. Glej preglednico IV.

V nivoju | in nivoju Il imajo najvecji koeficient variacije absolutne vrednosti PMN — v
nivoju | - 7,2 % in v nivoju Il - 6,7 %. Najvecji koeficient variacije je 7,2 % (PMN v
nivoju 1), kar pomeni, da ima PMN najmanj$o natan¢nost. Natan¢nost vseh parametrov je
bila pod 7,3 %. Ta ugotovitev sovpada z zakljuckom primerjave, ki jo je izvedel Fleming s
sodelavci (40). Njihova natanénost pri kontrolnih vzorcih (nivo I in II) je bila vedno pod
7,5 % (nivo I: levkociti — 5,2 %, MN — 7,4 % in PMN — 7,2 %; nivo Il: levkociti — 3,2 %,
MN — 4,0 % in PMN - 3,6 %).
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Lahko zaklju¢imo, da smo dosegli (priblizno) enake rezultate kot jih je Fleming s sodelavci

(40) in da nasi rezultati potrdijo njihovo studijo glede natan¢nosti metode.

Pri primerjavi koeficientov variacije med nivojema smo opazili, da imajo KV v nivoju Il
nizje vrednosti od nivoja I. Iz tega sklepamo, da variabilnost pada z nara$Canjem
koncentracije celic. Ze pri $tudijah XE-5000 so raziskovalci prav tako (61,62) ugotavljali,

da variabilnost pada z nara$¢anjem koncentracije celic.
Ce bi si postavili kriterij sprejemljivosti 7,5 %, bi bili sprejemljivi vsi parametri.

Ziebig in sodelavci (58) so primerjali hematoloski analizator CellDyn 3500 (Abbott) in
urinski preto¢ni citometer UF-100 (Sysmex) z ro¢no metodo. Ugotovili so visoko stopnjo
natanénosti med serijami za levkocite (UF-100: 4,9 % (pri = 28,9 x 10°/L), 3,8 % (pri
=82,8x10°L) in 3,5 % (pri = 387,4 x 10%/L) in za CellDyn 3500: 28 % (pri = 28,1 x
10%/L), 16 % (pri = 86,6 x 10°/L) in 3,3 % (pri = 363,7 x 10%/L). Zaklju&ili so, da je
dolocanje koncentracije celic na UF-100 zanesljivo, Se posebej pri nizkih koncentracijah
(KV je 4,9 %, v primerjavi z 28 % pri CellDyn).

Nasi rezultati natanCnosti za levkocite tudi nakazejo nizanje koeficienta variacije z
veGanjem koncentracije (5,9 % (pri = 65,7 x 10°L) in 5,0 % (pri = 261,2 x 10°/L)),
vendar v manj$i meri v primerjavi z zgoraj omenjeno raziskavo, ki jo je izvedel Ziebig s
sodelavci (58). Kljub temu, da so koeficienti variacije pri na$i raziskavi izraCunani na
podlagi drugih koncentracijskih obmo&ij ( = 65,7 x 10%L, = 261,2 x 10°L) kot pri
raziskavi Ziebig-a s sodelavci (58) (UF-100/CellDyn3500: = 28,9/28,1 x 10%L, =
82,8/86,6 x 10°%/L, = 387,4/363,7 x 106/L), lahko vseeno trdim, da so na$i rezultati
natan¢nosti pri Sysmex-U XN-1000 za levkocite primerljivi z rezultati natancnosti za
levkocite na urinskem citometru UF-100 in boljsi kot rezultati natan¢nosti za levkocite na

hematoloSkem analizatorju CellDyn 3500.

Nasi rezultati natan¢nosti (Sysmex XN-1000) so prav tako boljsi kot pri analizi natan¢nosti
hematoloskega analizatorja Advia 120 CSF Assay, katero so izvedli Aune in sodelavci
(36). V nivoju I kontrolne raztopine imajo nasi rezultati znatno nizje koeficiente variacije v
primerjavi z Advio (Sysmex/Advia: levkociti 5,9/20,0 %, eritrociti 3,5/19,5 %). Razlika

med koeficienti variacije se zmanjSa v nivoju II kontrolnih raztopin (Sysmex/Advia:
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levkociti 5,0/9,3 %, eritrociti 1,9/10,1 %, MN 4,7/9,9 %, PMN 6,7/7,3 %). Ceprav v manjsi

meri, so nasi rezultati koeficientov variacije v nivoju II $e vedno nizji kot pri Advii.

Boljse rezultate natan¢nosti kot Aune in sodelavci (36) so za Advio 120 dolocili Tanada in
sodelavci (63). V obeh nivojih kontrolnih raztopin (nivo | in nivo Il, s podobnimi
koncentracijskimi obmocji) so njihovi koeficienti variacije boljsi (Tanada/Aune: KV jevkociti
16,8/20,0 %, KVritrociti 19,5/28,9 % pri nivoju I; KV eykociti 6,9/9,3 %, KVeritrociti 4,7/10,1 %
pri nivoju II). Kljub nizjim koeficientom variacije, ki so jih dosegli Tanada in sodelavci
(63), so Se vedno slabsi od nasih rezultatov (Sysmex/Advia ranadao)): KVievkociti 9,9/16,8 %,
KVeritrociti 3,5/18,9 % v nivoju I, KVievkociti 9,0/6,9 %, KVeritrociti 1,9/4,7 % v nivoju 1l
kontrolne raztopine).

Levkociti in diferencialna slika

Pri primerjavi, ki zajame vse pare meritev levkocitov (n=117), je povpre¢ni odklon (178 x
10%L) med meritvama klini¢no nesprejemljiv. Prav tako so nesprejemljive tudi meje
ujemanja (-3419,2 do 3785,2 x 10%/L). Ti izrauni nimajo klini¢nega pomena, saj zajemajo
vrednosti med 0 in 21228 x 10°%/L. Pri vrednostih nad 200 x 10%L ni ve¢ klini¢no
pomembna velikost razlike med meritvama, saj je takSen rezultat odraz hude patologije
(ro¢na/avtomatizirana; levkociti 2645 / 2412 x 10%/L, MN 3,2/ 2,4 %, PMN 96,8 /97,6 % ;
levkociti 891 / 1428 x 10%/L, MN 10,8 / 15,0 %, PMN 89,2 / 85,0 % ; levkociti 5280 / 5204
x 10°/L, MN 6,1/ 7,0 %, PMN 93,9 / 93,0 %). S ponovno analizo in izklju¢itvijo dologenih

koncentracij smo podrobneje preucili kliniéno pomembna obmocja.

Skupina 0 — 5 x 10%L levkocitov zajame normalne referen¢éne vrednosti koncentracij
levkocitov v likvorju za odrasle (17), skupina 0 — 30 x 10°%/L levkocitov zajame normalne
referencne vrednosti koncentracij levkocitov v likvorju za novorojencke (17). V skupini O -
200 x 10%/L levkocitov je zajeto ve&je koncentracijsko obmoéje levkocitov in zajame tudi
obe meji referen¢nih vrednosti, tj. za odrasle in novorojencke. Pri vrednostih nad 200 x

10°%/L je v likvorju Zze makroskopsko opazna motnost (9,17).

V skupini s koncentracijo 0 — 5 x 10°/L levkocitov (n=52), je povpre¢ni odklon zelo blizu
niéli (0,6 x 10%L) in meje ujemanja se v primerjavi z analizo, ki vkljuuje vse pare
meritev, zelo zozijo (-1,8 — 3,1 x 10°/L). Povprecni odklon je v tem primeru klini¢no

sprejemljiv saj daje avtomatizirana metoda v povpre&ju za 0,6 x 10%/L visje vrednosti kot
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roc¢na metoda. Obcutno so se zozile tudi meje ujemanja. Pri primerjavi Sysmex-ovega XE-
5000 z ro¢no metodo so Zimmermann in sodelavci (64) prav tako analizirali
koncentracijsko obmo&je 0 — 5 x 10°%/L levkocitov z Bland-Altmanovo analizo. Ugotovili
s0, da daje avtomatizirana metoda za 2,4 x 10°%/L vigje vrednosti kot ro&na. V primerjavi s
omenjeno Studijo so nasi rezultati v tem primeru bolj$i. Eden od vzrokov za boljsi rezultat
je novejsa in s tem tudi izboljSana verzija BF modula na Sysmex-ovih hematoloskih
analizatorjih. Leta 2006 je Sysmex predstavil BF modul na avtomatiziranem
hematoloskem analizatorju XE-5000 (62), leta 2011 so predstavili izboljSan BF modul na
XE-5000 in ga poimenovali XN (40).

V drugi skupini s koncentracijskim obmo&jem 0 — 30 x 10°%/L levkocitov (n=71) je sicer
povpre¢ni odklon (1,2 x 10%/L) malce vegji od povprecnega odklona prve skupine (0,6 x
106/L) vendar je Se vedno zelo blizu ni¢li. Meje ujemanja se v primerjavi s prvo skupino (-
1,8 — 3,1 x 10%/L) malce razsirijo (-6,3 — 8,8 x 10%/L). Tudi tu je povpre¢ni odklon klini¢no
sprejemljiv saj daje avtomatizirana metoda v povprecju za 1,2 x 10%/L ve&je vrednosti kot
ro¢na metoda. V Studiji, ki jo je izvedel Fleming s sodelavci (40), so z regresijsko analizo
analizirali skupino rezultatov s koncentracijskim obmod&jem 0 — 30 x 10°%/L levkocitov in
ugotovili odli¢no ujemanje (y = 1,00x + 0,20; n=45, R®=0,94). Glede na to, da daje
avtomatizirana metoda v povprecju za 1,2 x 10%L vecje vrednosti od ro¢ne metode, lahko

tudi mi zaklju¢imo, da se metodi v obmodju 0 — 30 x 10°/L levkocitov dobro ujemajo.

V zadnji skupini s koncentracijskim obmo&jem 0 — 200 x 10°%L levkocitov (n=102) je
povpre¢ni odklon (0,2 x 10%/L) najblizje nigli. Po pri¢akovanjih se meje ujemanja v
primerjavi s prej$njima skupinama (0 — 5 in 0 — 30 x lOG/L) Se malo razsirijo (-16,1 — 16,5
x 10°/L). V nasprotju s $tudijo Zimmermanna s sodelavci (64), kjer v koncentracijskem
obmo&ju 0 — 200 x 10%/L levkocitov, daje avtomatizirana metoda na XE-5000 za 3,3 x
10%L ve&je vrednosti kot roéna — torej e rahlo vegje vrednosti kot v koncentracijskem
obmo&ju 0 — 5 x 10%/L (odklon 2,4 x 10%L). V nagem primeru je povpreéni odklon (0,2 x
10°%/L) primerljiv in celo man;jsi od povpreénega odklona koncentracijskega obmodja 0 — 5
x 10°L (povpreéni odklon 0,6 x 10°/L). Kot je omenjeno ze pri komentarju skupine s
koncentracijo 0 - 5 x 10%L, je omenjeno izboljsanje verjetno posledica novejiega in

izboljSanega »BF« modula.

V sploSnem v vseh primerih daje analizator za koncentracijo levkocitov vecje rezultate kot

ro¢na metoda. V zadnji skupini, kjer je zajeto koncentracijsko obmogje 0 - 200 x 10%/L
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levkocitov, je povprecni odklon najmanjsi, skoraj enak ni¢li — kar je cilj Bland-Altmanove
analize. Ce bi bil povpre¢ni odklon enak ni¢li, bi metodi dajali identi¢ne rezultate (52).
Dvome nam lahko vzbudi variabilnost rezultatov do 16,5 x 10°/L levkocitov, e posebej pri
nizkih koncentracijah. Z dodatnimi analizami drugih koncentracijskih obmoc¢ij smo
ugotovili, da je variabilnost pri manjsih koncentracijah manjsa (0 — 5 x 10%/L levkocitov —
variabilnost do 3,1 x 10%L; 0 — 30 x 10°%L levkocitov — variabilnost do 8,8 x 10%/L
levkocitov). Idealno bi bilo, da bi bila variabilnost 0.

Perné s sodelavci (65) je v Studiji Sysmex-ovega XE-5000 raziskoval pravilno
klasificiranje vzorcev v razline skupine levkocitov. Odstotek pravilno klasificiranih
vzorcev v skupini 0 — 5 x 10°/L levkocitov je 88 %; n = 88 (12 % (n = 12) napa&nih
klasifikacij v zgornji razred), v skupini > 5 — 10 x 10°/L levkocitov je 47 %; n =17 (22 %
(n = 8) je napacno klasificiranih v spodnji razred in 31 % (n = 11) v zgornji razred), > 10 —
50 x 10°/L levkocitov 72 %; n =28 (20 % (n = 8) je napacno klasificiranih v spodnji razred
in 8 % (n = 8) v zgornji razred), > 50 — 200 x 10°/L levkocitov je 93 %; n =14 (7 % (n = 1)
je napacno klasificiranih v spodnji razred) in v skupini nad 200 x 10%/L levkocitov je

pravilno klasificiranih 100 % vzorcev (n = 5).

V nasi raziskavi je skupini s koncentracijo 0 — 5 x 10°/L levkocitov pravilno klasificiranih
51 (98 %) vzorcev, le 1 (1,9 %) vzorec je napacno klasificiran v zgornji razred (ro¢na 4 x

10°/L, avtomatizirana metoda 7 x 10°/L).

Pri zdruzitvi spodnjih dveh razredov (0 — 5 in > 5 — 10 x 10°%/L) v skupen razred 0 — 10 x
10°%/L levkocitov je pravilno klasificiranih 95 % (n = 347) vzorcev in samo 5 % (n = 19)
obmod&ij v eno skupino (0 — 10 x 10%/L levkocitov) ima ve&je ujemanje med primerjalnima

metodama.

Zakljucili so, da je hematoloski analizator XE-5000 sprejemljiva alternativa ro¢ni metodi

pri za dolocanje Steviléne koncentracije levkocitov.

V nasprotju z naSimi ugotovitvami in ugotovitvami Perné-ja s sodelavci (65) je Ziebig s
sodelavci (58) v raziskavi, kjer preuc¢uje CellDyn 3500 in UF-100 na podlagi regresijske
analize (levkociti: CellDyn y=1,11x + 5,68 in UF-100 UF y=1,35x — 1,39; eritrociti: UF-
100 y=0,873x + 1,518) po Passing-Bablok metodi, zakljucil, da metodi ne zagotavljata

primerne uporabnosti za rutinsko analizo.
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Mononuklearni levkociti imajo dokaj manjsi povpre¢ni odklon (14,09 x 10%L) in Siroke
meje ujemanja (-100,3 do 128,5 x 10%L). Primerjava delezev MN ima precej manjsi
povpre¢ni odklon (4,85 %) vendar so meje ujemanja Siroke (-69,4 — 79,1 %). Pri
preucevanju diagrama delezev MN (diagram 8) je opazna porazdelitev tock v obliki
puscice ali troblje. Taksna oblika grafa nakazuje, da absolutna razlika med meritvama

naras$ca z naraS¢anjem povprecka (66).

Kljub majhnemu povpre¢nemu odklonu, rezultati za MN niso sprejemljivi zaradi Sirokih
mej ujemanja, torej velike variabilnosti. Kar velja za absolutno koncentracijo in za delez
MN. Drugi vzrok nesprejemljivosti rezultatov lahko razberemo iz diagrama delezev MN
(diagram 8), ki nakazuje, da je vsaj ena metoda odvisna od razseznosti meritev. Te
ugotovitve podpira izracun toc¢nosti za MN. Absolutne koncentracije MN v kontrolnih
vzorcih (nivo 1 8,3 %, nivo 11 11,7 %) imata skupaj z absolutnimi koncentracijami PMN
(nivo I 13,1 %, nivo 11 17,6 %) najvisji odstotek odstopanja od ciljne vrednosti (v nivoju II
se jima pridruzi tudi koncentracija levkocitov s 15,2 % odstopanjem). Pri izracunu to¢nosti
ima delez MN (nivo I 2,1 %, nivo Il 4,2 %) znatno manjse odstopanje od ciljne vrednosti v

primerjavi z odstopanjem absolutne koncentracije MN.

Pri predhodni $tudiji XN-1000 (Fleming s sodelavci (40)) so zakljucili, da se koncentracije
MN med ro¢no in avtomatizirano metodo dobro ujemajo (y = 1,04x + 0,11; n=40,
R?=0,93). Naga Studija ne podpira ugotovitve predhodne $tudije XN-1000 glede MN.
Mozen vzrok je ta, da smo celice diferencirali v komori, kar je manj zanesljivo kot

diferenciacija v citoloskem sedimentu katero so izvajali v $tudiji Fleming-a s sodelavci
(40).

Kleine in sodelavci (61) so zakljudili, da je analizatorju XE-5000 in XT-4000i
diferenciranje levkocitov v PMN in MN nezanesljivo, ker referenéna metoda daje znacilno
nizje (MN; pribl. 14 % na obeh analizatorjih) oziroma vi§je (PMN; pribl. 2,2—krat)
vrednosti. Napacna diferenciacija je posledica napa¢nega razlikovanja levkocitnega jedra
(61).

Mononuklearne levkocite vedno interpretiramo skupaj s koncentracijo levkocitov, s
koncentracijo PMN ter delezem PMN in delezem MN. Koncentracija levkocitov in delezi

MN ter PMN dajejo kliniku pomembne informacije.
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Pri absolutnih vrednostih polimorfonuklearnih celic je povpre¢ni odklon (6,0 x 10°%/L),
kar je manjse od povpre¢nega odklona za MN (14,09 x 10°/L). Meje ujemanja (-164,0 —
176,1 x 10°/L) so $e irSe kot pri MN (-100,3 — 128,5 x 10%/L). To pomeni, da pri PMN
obstaja Se vecja variabilnost kot pri MN. Pri delezih PMN se povpreéni odklon (5,44 %)
nekoliko zmanjs$a v primerjavi s povpre¢nim odklonom absolutnih vrednosti PMN. Temu
primerno se zozijo tudi meje ujemanja (-52,79 — 63,68 %). Mozen vzrok je ta, smo
diferencirali celice v komori, kar je manj zanesljivo od diferenciacije v citoloskem

sedimentu.

Podobno kot pri MN tudi rezultati za PMN niso sprejemljivi zaradi Sirokih mej ujemanja,
pri absolutnih koncentracijah in delezih. Tudi v diagramu delezev PMN (diagram 10) je

opazen trend troblje, kar pomeni, da je vsaj ena metoda odvisna od razseZnosti meritev.

Te wugotovitve podpira tudi izraéun tocnosti absolutnih koncentracij. Absolutne
koncentracije PMN v kontrolnih vzorcih (nivo 1 13,1 %, nivo Il 17,6 %) imajo med vsemi
analiti najvecji odstotek odstopanja od ciljne vrednosti. V nasprotju z absolutnimi
koncentracijami ima delez PMN v kontrolnih vzorcih pri izratunu to¢nosti znatno manjse

odstopanje (nivo 1 1,5 %, nivo 11 2,9 %).

Fleming s sodelavci (40) je za PMN ugotovil znaéilno pozitiven odklon (y = 1,48x + 0,18;
n=40, R’=0,99). Navedli so tudi tri moZne vzroke za neskladja pri diferenciaciji: 1. ostanki
celic se na razsevnem grafu pojavijo tik pod obmoc¢jem PMN in jih analizator vkljuc¢i v
koncentracijo PMN; 2. izguba MN celic pri pripravi citoloskega sedimenta, kar vodi v
precenitev PMN celic; 3. liza celic v nativnem likvorju na racun nizkih koncentracij

albumina in lipidov (40,62,67).

Potrebno je poudariti, da smo pri nasi Studiji celice diferencirali v nativnem likvorju v
komori in ne v obarvanem citoloskem sedimentu. Slabsi rezultati ujemanja pri primerjavi
absolutnih koncentracija za MN in PMN so lahko posledica manjSe zanesljivosti

diferenciacije celic v nativnem likvorju v komori.

Perne in sodelavci (65) so izvedli raziskavo, kjer so podrobneje preucili klasifikacijo PMN
na Sysmex-u XE-5000. Med seboj so primerjali deleze PMN katere so razdelili v 4
skupine: 0 —25% (n=263),>25-50% (n=7),>50-75% (n=3)in>75-100% (n =
3). Med 263 vzorci z mikroskopsko dolo¢enim delezem med 0 — 25 % je kar 37 % (n = 96)

napacno klasificiranih v vi§ji razred in pri ve¢ kot polovici primerov je avtomatska metoda

39



Kase S. Primerjava mikroskopskega dolocanja celic v likvorju z avtomatizirano metodo na hematoloskem analizatorju Sysmex XN-1000

dolocila ve¢ kot 75 % PMN. Koncentracija PMN je najveckrat precenjena pri nizkih
koncentracijah levkocitov. Opazili so, da je analizator odpad (razpadle celice) klasificiral
kot PMN. V skupini > 25 — 50 % (n = 7) je avtomatizirana metoda pravilno klasificirala 29
%; n=2 (42 % (n = 7) je napacno klasificiranih v spodnji razred in 29 % (n = 2) napacno
klasificiranih v zgornji razred). V skupini > 50 — 75 % (n = 3) je avtomatizirana metoda
pravilno klasificirala 33 %; n=1 (67 % (n = 2) je napacno klasificiranih v spodnji razred).
V skupini > 75 — 100 % (n = 3) je avtomatizirana metoda pravilno klasificirala 67 %; n = 2

(33 % (n=1) je napac¢no klasificiranih v spodnji razred).

Zakljucili so, da Sysmex XE-5000 ni zanesljiv za diferenciacijo levkocitov, ker metoda ne
omogoca zaznavanja podrobnejSe morfologije, zato je loCevanje med mononuklearnimi in

polimorfonuklearnimi levkociti nezanesljivo.
Tezave z diferenciacijo levkocitov so ugotavljali tudi na drugih analizatorjih.

Nanos in Delanghe (55) sta primerjala Sysmex UF-100 in Sysmex UF-1000i. Njihove
izkusnje z analizatorjem Sysmex UF-100 so pokazale, da nekatere limfocitne populacije
lahko vodijo v podcenjevanje Stevila levkocitov. Te tezave je proizvajalec odpravil z
novim analizatorjem UF1000i. Ugotovila sta, da se je pri analizi z UF-1000i analizatorjem

moc¢no zmanjSalo Stevilo vzorcev, katere je bilo potrebno preveriti pod mikroskopom.

Tezave s populacijami limfocitov so imeli tudi pri primerjavi hematoloSkega analizatorja
CellDyn 3500 in urinskega citometra UF-100 (Ziebig s sodelavci (58)). Vzorci, ki so
pokazali odstopanje med rezultati analizatorjev in ro¢no metodo, so v vecini primerov
vsebovali velik delez limfocitov (atipicni limfociti). Za te vzorce je CellDyn dajal lazno
povecane koncentracije levkocitov, UF-100 pa lazno zmanjSane rezultate. Atipi¢nih
limfocitov UF-100 ne uvrsti med levkocite. Zakljucili so, da analizatorja nista primerna za

rutinsko analizo celic v likvorju.

Za razliko od omenjenih raziskav so Tanada in sodelavci (63) zaklju¢ili, da daje Advia 120
tocne rezultate meritev za koncentracijo levkocitov in to¢no diferencira levkocite v MN in

PMN. Diferenciacija levkocitov je pokazala dobro korelacijo z ro¢no metodo (rw, 0,98, rew
0,98).
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Eritrociti

V prvi primerjavi, kjer so zajeti vsi pari meritev, je povpre¢ni odklon (1105,6 x 10°/L)
izredno velik. Temu primerno so Siroke tudi meje ujemanja (-13555,3 — 15766,5 x 10°%/L).
Dobljeni rezultati so nesprejemljivi. S kliniénega vidika ti podatki niso pomembni saj v
normalnem likvorju eritrociti niso prisotni (6). Prav tako s klininega vidika niso
pomembne vecje razlike pri meritvah koncentracij eritrocitov. Koncentracije eritrocitov v

nativnem likvorju imajo omejeno diagnosti¢no vrednost (17).

Prisotnost eritrocitov naceloma pripisujemo kontaminaciji likvorja s krvjo iz perifernih Zzil,

katere se poskodujejo ob sami izvedbi punkcije (6).

Pri krvavitvah v OZ so v likvorju prisotni §tevilni eritrociti. Pri krvavitvi iz perifernih Zil,
katere se poSkodujejo ob sami izvedbi punkcije, je Stevilo eritrocitov na¢eloma pod 400 x
10°%/L in v seriji vzorcev Stevilo eritrocitov pada (17). Za razlikovanje patoloske krvavitve
v OZ od krvavitve povzroGene s punkcijo, si klinik pomaga z drugimi parametri, npr.
prisotnost ksantokromije, s prostim ocesom viden »krvav« likvor v seriji vzorcev, nastanek
krvnega strdka v vzorcu likvorja, prisotnost eritrofagov (6,9,17). Drugi bolj zanesljivi
diagnostiéni metodi za dologitev izvora krvavitve v OZ sta radunalniska tomografija (RT)

in/ali magnetna resonanca (MR) (28).

Sklepam, da je trend in velika variabilnost razlik posledica omejene obcutljivosti
avtomatizirane metode, saj analizator zazna eritrocite, ko presezejo koncentracijo 10°%/L

oziroma 1000 x 10°/L. Ro¢na metoda omogoda dolo¢anje 1000-krat manjsih vrednosti.

Ponovno smo analizirali podatke in vkljucili pare meritev, kjer ro¢na metoda dosega
koncentracijo do 1000 x 10%L (izklju¢enih je 11 parov meritev). V primerjavi s
povpre¢nim odklonom »vseh parov meritev« (1105,6 x 10%/L) je povprecni odklon »do
1000 x 10%L« nizji (24,8 x 10°%/L). Meje ujemanja se zoZijo (-459,8 — 509,3 x 10°/L)
vendar ostajajo e vedno Siroke. V diagramu eritrocitov do 1000 x 10°%/L (diagram 5) sta
najbolj opazna trenda, ki z viSanjem koncentracije linearno padata. Menimo, da sta
linearna trenda posledica spodnje meje zaznave analizatorja. Analizator namre¢ podaja
koncentracije eritrocitov pod 500 x 10°%/L kot 0 x 10%/L, koncentracije nad 500 x 10%/L pa 1
x 10%/L (40).

Pozitiven predznak biasa kaZze na to, da avtomatizirana metoda daje v povprecju za 24,8 x

10°%/L ve&je vrednosti kot roéna metoda.
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V drugi skupini smo zajeli rezultate, ki so nad spodnjo mejo detekcijo avtomatske metode,
tj. rezultate, ki presegajo koncentracijo 1000 x 10%/L. Ker smo izkljuéili 106 parov meritev,

je ostalo premalo podatkov (n=11) za zanesljivo statisticno analizo.

Osrednja tema primerjave v Clankih, ki se nanasajo na Studije avtomatiziranih metod za
celicno analizo likvorja, je doloCanje Steviléne koncentracije levkocitov in diferenciacija
levkocitov. Posamezni avtorji sicer v manjSi meri analizirajo tudi primernost
avtomatizirane metode za doloCanje Stevilcne koncentracije eritrocitov. Pomanjkanje teh
podatkov je verjetno posledica omejitve analizatorjev (spodnja meja zaznave) in dejstva,
da ima koncentracija eritrocitov v likvorju omejeno diagnosti¢no vrednosti (17). Visoko
spodnjo mejo zaznave, tj. nad 1000 x 10°/L eritrocitov, ima poleg Sysmex-a XN-1000 tudi
Beckman-Coulter LH750 (56), IRIS iQ200 (56), CellDyn 3500 (58) ter XE-5000 (61). V
nasprotju z omenjenimi analizatorji imata UF-100 (58) in Advia 120 (36,61,63) mejo
zaznave pod 1000 x 10°%/L. Za Advio 120 (36,61,63) poro&ajo o obmo&ju dela metode 0 —
2880 x 10°/L.

Ostale celice
Na izpisu iz analizatorja je tudi parameter TC-BF (ang. total nucleated cell count-body
fluid) oziroma »skupno Stevilo celic z jedrom«. V to skupino analizator Steje skupaj vse

levkocite in vse druge celice z jedrom (40).

Makrofagi in mezotelijske celice imajo visoko fluorescenco (40). Po tej karakteristiki se
lo¢ijo od levkocitov. Pri pove¢anem S$tevilu celic z visoko fluorescenco analizator opozori
na »nenormalen diagram levkocitov« (38). Ob tak$nem opozorilu se priporo¢a pregled

citoloskega sedimenta likvorja.

Pri 109 vzorcih (93,2 %) je bila razlika med Stevilom levkocitov in Stevilom »TC« od 0 do
3 x 10%/L. Sedem vzorcev (6,0 %) ima razliko levkociti/»TC« od 4 do 11 x 10°/L.

Med meritvami posebej izstopa meritev, kijer je koncentracija levkocitov 0 x 10°/L, stevilo
»TC« pa 1 x 10°/L. V razsevnem diagramu za levkocite bi bilo potrebno preveriti lokacijo

te meritve in preveriti opombe analizatorja.

Z nadaljnjo uporabo analizatorja in pridobljenimi prakti¢nimi izku$njami bi bilo potrebno

dolo¢iti »cut off« vrednosti, kdaj naj bi z diferenciacijo v citoloskem sedimentu preverjali
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razlike v. med koncentracijo levkocitov in koncentracijo »TC« v primerih, ko analizator Se

ne opozori na nenormalen diagram levkocitov.

Za ugotavljanje uporabnosti opozoril analizatorja, bi bilo potrebno analizirati ve¢je Stevilo
vzorcev z »nenormalnim diagramom za levkocite«. Na podlagi teh primerov bi lahko
ocenili uporabnost opozoril analizatorja zaradi katerih je potrebno pripraviti citoloski
sediment. Med analiziranimi vzorci nismo imeli primera z opozorilom za »nenormalen

diagram levkocitov«.

Zunanja kontrola kvalitete

V laboratoriju za analitiko telesnih tekocin, UKC Ljubljana, so vkljueni v zunanjo
kontrolo kvalitete nemskega instituta za bioanalitiko - RfB (Referenzeinstitut fur
Bioanalytik, Bonn).

V kontrolnem vzorcu A na$ rezultat (ro¢na metoda) odstopa od taréne vrednosti za
levkocite za 5 %, za eritrocite — 53,8 %. V kontrolnem vzorcu B na$ rezultat (ro¢na
metoda) odstopa od tar¢ne vrednosti za levkocite za — 1,2 %, za eritrocite — 24,5 %. Vsi
rezultati so znotraj mej dovoljenega odstopanja. Dovoljeno odstopanje od tar¢ne vrednosti
je £ 80 % (47). Vecja odstopanja je opaziti pri koncentracijah eritrocitov in sicer v obeh
kontrolnih vzorcih je na$ rezultat manjsi od ciljne vrednosti. Vzrok tak§nemu odstopanju bi
lahko bila nestabilnost eritrocitov v kontrolnem vzorcu. Vzrok za nestabilnost eritrocitov je
lahko transport (ni zagotovljena ustrezna temperatura med transportom, nihanje
temperature med transportom, stresanje kontrolnih vzorcev pri transportu) ali vpliv
dodanih raztopin in kemikalij, ki naj bi stabilizirale in konzervirale celice v vzorcu. Nizke
koncentracije lipidov in proteinov ter hipotoni¢nost likvorja oziroma kontrolne raztopine,

ki na¢eloma stabilizira celicne membrane, lahko na celice vpliva tudi destruktivno (17).

Kleine s sodelavci (61) v ¢lanku opisuje postopek priprave kontrolnih vzorcev za analizo
celic v likvorju pri DGKL. Levkocite in eritrocite izolirajo iz polne krvi zdravih
prostovoljcev in jim dodajo razlicne raztopine s katerimi dosezejo daljSo stabilnost celic in
oponasajo/simulirajo likvor. Vzorce shranjujejo v temnem prostoru pri 4 °C. Pri 4 °C naj bi
bili eritrociti in levkociti Zivi/viabilni 3 do 4 dni (61). S Stetjem celic v komori preverijo
koncentracije levkocitov in eritrocitov na razli¢ne dneve po pripravi kontrolne raztopine in

ugotavljajo nizanje koncentracij celic v dolo¢enih ¢asovnih obdobjih po pripravi vzorca. V
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¢lanku je primer, kjer v pripravljenem kontrolnem vzorcu pade koncentracija celic do 30 %

med drugim in sedmim dnevom po pripravi vzorca (61).

Vzorce zunanje kontrole kvalitete z oznako ZL1/13 smo analizirali tudi na analizatorju
Sysmex XN-1000. Primerjali smo samo koncentracije levkocitov. Koncentracije eritrocitov
so v obeh kontrolnih vzorcih zunanje kontrole kvalitete pod spodnjo mejo zaznave, tj. pod
1000 x 10%/L.

Rezultata za ro¢no in avtomatizirano metodo za levkocite sta v vzorcu A identi¢na, oba
odstopata od tar¢ne vrednosti za 5 %. V vzorcu B se rezultata med seboj razlikujeta za 1 x
10°%/L levkocitov. Razlika v odstotkih je 1,9 % v prid ro¢ne metode. Rezultat rocne metode
za vzorec B je 1,2 %, za avtomatizirano metodo pa 3,1 %. Oba rezultata sta manjsa od
ciljne vrednosti. Ce upostevamo dejstvo, da je najve¢je dovoljeno odstopanje od taréne
vrednosti + 80 %, so omenjeni odstotki odstopanja zanemarljivi. Pri primerjavi absolutnih
rezultatov s tarénimi vrednostmi lahko vidimo, da so absolutne razlike minimalne: vzorec
A — rezultata obeh analiz odstopata za 0,5 x 10%/L, vzorec B — rezultat ro¢ne metode

odstopa za 1,5 x 10°/L in rezultat avtomatizirane metode za 2,5 x 10°/L.

Kljub temu, da na »Institutu RfB« v spremni besedi kontrolnih vzorcev ZL1/13 posebe;j
opozarjajo, da se lahko rezultat ro¢nega dolocanja razlikuje od avtomatiziranega rezultata

(68), to v naSem primeru ne velja.
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6. SKLEPI

» Avtomatizirana metoda daje toCne rezultate za koncentracijo levkocitov in
eritrocitov v likvorju, vendar je to¢nost nekoliko slabSa pri vecjih koncentracijah

levkocitov in absolutnih koncentracijah MN in PMN levkocitov.

» Natan¢nost nase avtomatizirane metode je boljSa kot pri Studiji na Sysmex-u XE-
5000 (Zimmermann et al. (64)) in primerljiva s predhodno Studijo Sysmex-ovega
XN-1000 (Fleming et al. (40)).

» Avtomatizirana metoda daje vecje koncentracije levkocitov v likvorju v primerjavi

z ro¢no metodo.

> Sysmex-ov XN-1000 daje pri skupinah levkocitov 0 — 5 x 10%/L in 0 — 200 x 10°/L
boljSe rezultate v primerjavi s starejSim Sysmex-ovim modelom XE-5000
(Zimmermann et al. (64)). Skupina levkocitov 0 — 30 x 10°L daje primerljive
rezultate s predhodno $tudijo Sysmex-ovega XN-1000 (Fleming et al. (40)).

» Rezultati diferenciacije levkocitov kazejo slabse ujemanje med metodama, vzroki

so lahko prisotni pri obeh metodah.

» Za zanesljivo oceno primerljivosti dolo¢anja koncentracije eritrocitov smo imeli
premalo vzorcev s koncentracijo nad »cut off« vrednostjo analizatorja (1000 X
10°/L).

» Tako z avtomatizirano kot tudi ro¢no metodo smo z analizo kontrolnih vzorcev
dobili rezultate znotraj dovoljenih mej odstopanja. Odstopanja so bila majhna, kar

potrjuje to¢nost obeh metod.
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