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POVZETEK

Hematoloski analizatorji imajo Se vedno Stevilne pomanjkljivosti pri prepoznavi
patoloskih krvnih celic ter zaznavi njihovih kvalitativnih sprememb, zato je zlati standard
za prepoznavo krvnih celic Se vedno mikroskopski pregled krvnega razmaza (MPKR).
Klasi¢na izdelava, barvanje in MPKR je tezaven, Casovno zamuden proces, izpostavljen
vplivu Stevilnih napak. Medtem ko je veCina preiskav v medicinskih laboratorijih ze
avtomatiziranih, je avtomatizacija mikroskopske diferencialne krvne slike (DKS) eden od
zadnjih korakov, potrebnih za boljSo produktivnost, standardiziranost, manjSe strosSke in

vecjo statisticno zanesljivost rezultatov.

V raziskavo smo vkljucili 300 preiskovancev, pri katerih smo doloCili DKS s standardno
metodo (rocni nacin priprave in barvanja krvnih razmazov ter MPKR s svetlobnim
mikroskopom) ter z avtomatizirano metodo (aparat za izdelavo in barvanje krvnega
razmaza ADVIA Autoslide ter sistem za avtomatiziran MPKR CellaVision DM1200).

Z dolocitvijo in nastavitvijo dodatnih profilov za izdelavo krvnega razmaza ter uporabo
Merckovih barvil May-Grinwald in Giemsa (8 % delovna raztopina), v kombinaciji s
fosfatnim pufrom Modified Wright's buffer, smo z aparatom ADVIA Autoslide dosegli
standardizirano izdelavo in barvanje krvnih razmazov. V primerjavi s standardno metodo
je podrocje za diferenciranje vecje, smo pa opazili ve€jo pogostost Gumprechtovih senc.
Zaradi pomanjkljivosti v programski opremi ADVIA Autoslide je bilo v posamezni izmeni
izdelanih in obarvanih kar do 50 % odvecnih krvnih razmazov, pri katerih MPKR ni bil
potreben. Korelacijski koeficienti pri primerjavi obeh metod so visoki pri segmentiranih
nevtrofilnih granulocitih  (R?=0,94), limfocitih (R?=0,94), mielocitih (R?=0,89),
promielocitih (R*=0,89) in blastih (R*=0,997). Skupine celic, ki se redkeje pojavljajo,
imajo priCakovano slabSe korelacijske koeficiente. Prepoznava razlicnih vkljuckov in
sprememb v razporeditvi eritrocitov s sistemom CellaVision DM1200 ni zanesljiva, zato je
ob sumu na njihovo prisotnost potreben MPKR. Ob vklopljenemu aparatu ADVIA
Autoslide je zmogljivost analizatorja ADVIA 2120i za priblizno 20 % slabsa, je pa bil Cas

analize desetih vzorcev z uporabo avtomatizirane metode krajSi za 35 minut.
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ABSTRACT

Hematology analyzers still have many shortcomings for the identification of pathological
blood cells and their qualitative changes. The gold standard for the identification of blood
cells is still microscopical blood smear examination. Preparing, staining and microscopic
examination of blood smear is difficult, time-consuming process, exposed to a number of
errors. While most tests in medical laboratories are already automated, the automation of
microscopic differential blood cell count is one of the last steps needed to improve
productivity and standardization, to lower expenses and to increase the statistical

reliability of the results.

300 subjects were included in the study. Microscopic differential blood cell count was
determined by the standard method (manual method of preparation and staining of blood
smears and microscopic blood smear examination by light microscopy) and the automated
method (system for preparing and staining of blood smears ADVIA Autoslide and system

for automated blood smear examination CellaVision DM1200).

By determining and adjustment of additional profiles for the preparation of blood smears
and the use of Merck dyes May-Grinwald and Giemsa (8% working solution), in
combination with phosphate buffered saline Modified Wright's buffer, we achieved
standardized preparation and staining of blood smears with ADVIA Autoslide. Compared
with the standard method, the area for differentiation was larger, but we observed a higher
frequency of smudge cells. 50 % of blood smears which were not necessary were prepared
and stained due to deficiencies in the software of ADVIA Autoslide. Correlation of the
two methods was good for segmented neutrophil granulocytes (R?=0.94), lymphocytes
(R?=0.94), myelocytes (R*=0.89), promyelocytes (R* = 0.89) and blasts (R* = 0,997).
Groups of cells that are less likely to occur had an expected lower correlation coefficients.
Identification of various inclusions and changes in the distribution of erythrocytes with the
CellaVision DM1200 is not reliable. Upon switching on ADVIA Autoslide the
performance of ADVIA 2120i was about 20 % worse, but the time needed to analyse ten

samples was shorter by 35 minutes when using automated method.
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ANISO
ATYP
BASO
BLASTS
CD

CHC

DKS
EKS
EOS

Hb

HCT
HCVAR
HDW

HYPER
HYPO

EDTA
LI

LIS
LPLT
LS

LUC
MACRO
MCV
MGG
MICRO
MN
MPKR
MPO-D

SEZNAM OKRAJSAV

anizocitoza eritrocitov (anisocytosis)

atipicni limfociti (atypical lymphocytes)

bazofilni granulociti (basophil granulocytes)

blasti (blasts)

celicni oznacevalec (cluster of differentiation)
koncentracija hemoglobina v eritrocitih (corposcular
hemoglobin concentration)

diferencialna krvna slika

eritrocitna krvna slika

eozinofilni granulociti (eosinophil granulocytes)
hemoglobin

hematokrit (hematocrit)

anizokromija eritrocitov (hemoglobin concentration variance)
koeficient variacije porazdelitve koncentracije Hb (hemoglobin
distribution width)

hiperkromni eritrociti (hyperchromia)

hipokromni eritrociti (hypochromia)

nezreli granulociti (immature granulocytes)
etilendiamintetraocetna kislina

indeks lobuliranosti (lobularity index)

Laboratorijski informacijski sistem

veliki trombociti (large platelets)

pomik v levo (left shift)

velike neobarvane celice (large unstained cells)

makrociti (macrocytes)

povprecni volumen eritrocitov (mean corposcular volume)
May-Grunwald-Giemsa

mikrociti (microcytes)

monomorfonuklearni levkociti (monomorphonuclear cells)
mikroskopski pregled krvnega razmaza

pomanjkanje mieloperoksidaze (myeloperoxidase deficiency)

Vi
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NEUT
NRBC
PLT

PMN
PLT-CLM
RBCF
RBCG
RDW

SZKK
TAT
wWBC

nevtrofilni granulociti (neutrophil granulocytes)
eritroblasti (nucleated red blood cells)

trombociti (platelets)

polimorfonuklearni levkociti (polimorphonuclear cells)
trombocitni agregati (platelet clumps)

fragmentirani eritrociti (red blood cell fragments)
izluZeni eritrociti (red blood cell ghosts)

koeficient variacije porazdelitve volumna eritrocitov (red blood cell
distribution width)

Slovensko zdruzenje za klini¢no kemijo

Cas analize (turn-around time)

levkociti (white blood cells)

Vil
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1. UvOD

Dolocitvi krvne ter diferencialne krvne slike (DKS) sta eni najpogostejSih preiskav v
medicinskem laboratoriju. DoloCanje v vecCini primerov poteka elektronsko, vendar
sodobni hematoloski analizatorji Se vedno ne zmorejo zanesljivo prepoznati nezrelih in
patoloskih krvnih celic. ReferenCna metoda za prepoznavo vseh krvnih celic je tako
mikroskopski pregled krvnega razmaza (MPKR). Proces mikroskopske doloCitve DKS je

sestavljen iz izdelave in barvanja krvnega razmaza ter MPKR.

1.1. DIFERENCIALNA KRVNA SLIKA

DKS je razdelitev populacije levkocitov na posamezne podvrste (1). Klini¢no je uporabna
za presejanje, diagnostiko in spremljanje tako hematoloskih kot ne-hematoloskih
bolezenskih stanj (2). DKS opravimo avtomatizirano s pomocjo hematoloskih
analizatorjev, ki pa v veCini primerov zmorejo zanesljivo dolocCiti "le” 5-delno DKS
(nevtrofilne granulocite, limfocite, monocite, eozinofilne granulocite ter bazofilne
granulocite), prepoznava nenormalnih in nezrelih krvnih celic pa je problematicna (3). V
kolikor rezultati odstopajo od vnaprej doloCenih mejnih vrednosti ali Ce analizator poda
opozorila k rezultatom, DKS dolo¢imo z MPKR (1).

1.2. ELEKTRONSKA DOLOCITEV DIFERENCIALNE KRVNE
SLIKE

Hematoloski analizatorji omogocajo doloCanje krvne slike in DKS hitro, zanesljivo in
poceni (2, 4, 5). Danes so na voljo razli¢ni analizatorji, katerim je skupen princip pretocne
citometrije, za analizo pa so v uporabi razlicne tehnologije, ki temeljijo na elektricnih ter

opticnih nacinih zaznave celic in njihovih lastnosti (1).

1.2.1. PRINCIP DELOVANJA HEMATOLOSKEGA ANALIZATORJA ADVIA
2120i
Analizator ADVIA 2120i (Siemens Healthcare Diagnostics, Zdruzene drzave Amerike)

deluje po principu pretoCne citometrije, za analizo pa se uporablja Techniconova
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tehnologija, ki temelji na opticnih nacCinih zaznave celic in njihovih lastnosti. VVzorec krvi
se po aspiraciji porazdeli na 5 reakcijskih komor, v katerih potekajo citokemicCne reakcije;
hemoglobinsko, eritrocitno-trombocitno, perox, baso in retikulocitno komoro. Za doloCitev
DKS se vzorec z reagenti razredcCi v perox in v baso komori (6).

V perox komori se eritrociti in trombociti lizirajo, levkociti pa se obarvajo glede na
vsebnost mieloperoksidaze. Najve€jo peroksidazno aktivnost imajo eozinofilni granulociti,
mocno aktivnost imajo tudi nevtrofilni granulociti; od nezrelih granulocitov imajo
najmocnejSo promielociti, sledijo jim mielociti, metamielociti, nesegmentirani in
segmentirani nevtrofilci. Monociti imajo Sibko peroksidazno aktivnost, limfociti in blasti
pa je nimajo. Bazofilci se prav tako ne obarvajo, saj vsebujejo drugo vrsto peroksidaze (5).
Tako obarvani levkociti potujejo v pretocni celici mimo snopa svetlobe iz halogenske
Zarnice. Velikost levkocita je sorazmerna z intenziteto razprsene svetlobe pod kotom 5° do
10°, obarvanost mieloperoksidaze v levkocitu pa je sorazmerna z izmerjeno absorbanco
(6). Levkociti so v perox citogramu razvrSCeni na pet populacij; nevtrofilni granulociti,
eozinofilni granulociti, limfociti, monociti ter velike neobarvane celice (LUC - large
unstained cells). V skupino LUC so razvrsceni reaktivni limfociti, atipi¢ni limfociti,
plazmatke, bazofilni granulociti ter blasti (5).

V baso komori se doloCi Steviléna koncentracija levkocitov ter StevilCna koncentracija
bazofilnih granulocitov. Eritrociti in trombociti se lizirajo, vsem levkocitom razen
bazofilnim granulocitom, se odstrani citoplazma. Ob prehodu jedra mimo snopa laserske
svetlobe se ta razprsi pod razlicnimi koti. Intenziteta razprsene svetlobe pod kotom 2-3° da
podatek o velikosti jedra, intenziteta razprSene svetlobe pod kotom 5-15° pa da podatek o
obliki in gostoti jedra. Levkociti so v baso citogramu razvrsceni na bazofilne granulocite,
mononuklearne levkocite (limfocite, monocite, nezrele granulocite), polimorfonuklearne
levkocite (nevtrofilni in eozinofilni granulociti) ter na blaste (5, 6).

Steviléna koncentracija eritroblastov se dologi z analizo histogramov s Stirimi razliénimi
algoritmi (5). V perox citogramu so eritroblasti uvrsceni pod populacijo limfocitov, saj ne
vsebujejo peroksidaze, jedro eritroblasta pa je manjSe od jedra limfocita. V baso citogramu
so eritroblasti uvrs¢eni med polimorfonuklearne celice, saj je njihov kromatin gostejSi od
kromatina limfocitov in monocitov (5, 6). Pri zaznavi prisotnosti eritroblastov se Stevilcna

koncentracija levkocitov avtomaticno korigira (7).
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1.2.2. PRINCIP DOLOCANJA DKS S CELICNIMI OZNACEVALCI

Med dozorevanjem celic se med drugim spreminjajo tudi antigeni na njihovi povrsini in v
citoplazmi. Celice v dolocCeni stopnji razvoja pridobijo nove antigene, izgubijo pa prejsnje.
Antigeni niso nujno specificni za posamezno celi¢no vrsto in posamezno razvojno stopnjo
celice. Za dolocCitev dolocCene celice se tako uporabi meSanica monoklonskih protiteles -
CD oznacCevalcev (cluster of differentiation) za veC razlicnih antigenov. Za
imunofenotipizacijo levkemij in malignih limfomov se skupine oznacevalcev uporablja
dvostopenjsko, in sicer se s primarno skupino oznaCevalcev doloCi celi¢na linija, s
sekundarno skupino oznacCevalcev pa stopnja zrelosti celic (8).

DoloCanje DKS s pomocjo celi¢nih oznaCevalcev je predmet Stevilnih raziskav, nekatere
znanstvene skupine so jo Ze predlagale kot referencno metodo (8, 9). V primerjavi z
MPKR je doloCanje s to metodo enostavnejSe ter bolj zanesljivo, saj ne temelji na
subjektivni diferenciaciji krvnih celic na osnovi morfoloskih kriterijev (2, 9, 10), omogoca
pa tudi zanesljivo doloCanje populacij levkocitov, ki jih z MPKR ne moremo prepoznati
(npr. doloCanje podvrst blastov in podvrst limfocitov). Z uporabo te metode je delez
MPKR lahko bistveno manjsi (8). Ker je Stevilo pregledanih levkocitov okoli deset tisoc,
so rezultati statistiCno bolj natancni, Se posebej pri levkopenicnih vzorcih. Ponovljivost ter
korelacija rezultatov doloCitve razlicnih levkemiCnih blastov ter ostalih specificnih
populacij levkocitov je v primerjavi z MPKR dobra, obstajajo pa manjSe omejitve pri
dolocanju nezrelih granulocitov ter bazofilcev (9, 10, 11).

Z nadaljnjim razvojem in vrednotenjem tehnologije bi lahko z njo dopolnili oziroma
zamenjali obstojeCe tehnologije elektronske doloCitve DKS (9, 10). S tem bi izbolj3ali
obcutljivost in specificnost elektronskega doloCanja DKS. Omejitev takSnega nalina
doloCanja DKS pa je, da vrednotenje morfoloskih sprememb krvnih celic ni mogoce, zato

metoda ne more popolnoma nadomestiti MPKR (8).

1.3. MIKROSKOPSKA DOLOCITEV DIFERENCIALNE KRVNE
SLIKE

Avtomatizirani hematoloski analizatorji kljub stalnim izboljSavam tehnologije Se vedno ne
zmorejo zanesljivo prepoznati vseh levkocitnih populacij v periferni krvi, prav tako ne

zaznajo razlicnih kvalitativnih sprememb krvnih celic. Zlati standard za prepoznavo krvnih
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celic v periferni krvi je Se vedno MPKR (3, 4). V razlicnih laboratorijih je v odvisnosti od
obravnavane populacije, analizatorjev v uporabi ter kriterijev za MPKR delez
mikroskopsko dolocenih DKS od 10 do 50 % (8), po nekaterih podatkih celo do 95 % (12).
V zadnjih dvajsetih letih je zaradi Cedalje izrazitejSih zahtev po ekonomski, kadrovski in
Casovni ucinkovitosti zazeleno ¢im vecCje zmanjSanje Stevila pregledanih krvnih razmazov s

prilagoditvijo kriterijev za izdelavo ter avtomatizacija celotnega procesa dolocCitve (13).

1.3.1. KRITERIJI ZA MIKROSKOPSKO DOLOCITEV DIFERENCIALNE
KRVNE SLIKE

Vsak laboratorij si na osnovi specificnosti svojega dela oziroma populacije preiskovancev
prilagodi kriterije za mikroskopsko doloCitev DKS. Prav tako so ti Kriteriji odvisni od
modela hematoloSkega analizatorja, ki je v uporabi, saj razli¢ni analizatorji dajejo razlicna
opozorila. Enotnih mednarodno veljavnih priporocil za vrednotenje DKS ni. V Sloveniji so
izhodiSCni kriteriji za mikroskopski pregled DKS objavljeni v publikaciji PriporocCeni
postopki za mikroskopski pregled krvnega razmaza, ki jo je izdalo Slovensko zdruZenje za
klinicno kemijo (SZKK) (Priloga I) (1).

1.3.2. IZDELAVA KRVNIH RAZMAZQOV

Krvne razmaze lahko izdelamo rocno, pol-avtomatizirano ali avtomatizirano s pomocjo
aparatov. NajpogostejSa tehnika, ki je v uporabi pri vseh treh nacinih izvedbe, je tehnika
klinastega potiska (ang. wedge-push). Kapljico krvi na predmetnem steklu zajamemo z
drugim steklom, da se porazdeli po celotni Sirini, nato pa jo potisnemo v nasprotni smeri,
da se enakomerno razporedi (Slika 1) (2, 14). Ustrezno izdelan razmaz mora biti tanek,
enakomeren in homogen, ne sme biti stopniCast. DolZina razmaza mora biti 30 do 40 mm,
robovi ravni, rep pa rahlo zaokrozen. Ustrezno dolzino in debelino krvnega razmaza
dosezemo z uravnavanjem velikosti kaplje krvi, naklona, pod katerim drzimo krovno
steklo, in hitrosti potiska. Debelina krvnega razmaza je odvisna tudi od vrednosti
hematokrita. Ce Zelimo krajsi in debelejsi razmaz, pove¢amo volumen kaplje krvi,
povecamo naklon krovnega stekla ali pove¢amo hitrost potiska. Ce Zelimo daljsi in tanjsi
krvni razmaz zmanjSamo volumen kaplje krvi, zmanjSamo naklon krovnega stekla ali
pocCasneje potisnemo kapljo (2, 14). Glavna pomanjkljivost te tehnike je neenakomerna

razporeditev razli¢nih vrst celic po razmazu, ki je opisana v nadaljevanju (2).
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pribliZanje krovnega stekla
—_— kapljica krwi

il
porazdelitev kaplje krvi : 30° - 45°

Dotisk/
————

Slika 1: lzdelava krvnega razmaza s tehniko klinastega potiska

Alternativni tehniki izdelave krvnega razmaza sta izdelava s krovnimi stekli ter izdelava s
centrifugiranjem. Pri izdelavi razmaza s krovnimi stekli na sredino krovnega stekla
kanemo kapljico krvi, jo prekrijemo z drugim krovnim steklom tako, da se stekli
diagonalno prekrivata, nato pa ju potegnemo narazen (Slika 2). TakSna izdelava razmaza
je opuscena, saj so Kljub odli¢ni razporeditvi levkocitov taksni razmazi preveC zahtevni za

izdelavo in barvanje (14).

Slika 2: lzdelava krvnega razmaza s krovnimi stekli

Pri izdelavi razmaza s centrifugiranjem pa se krvne celice nanesejo na steklo s pomocjo
centrifugalne sile. Kvaliteta tako pripravljenin razmazov je odliCna, razporeditev
levkocitov je enakomerna, slabost te tehnike je le zahtevnejSa priprava vzorca ter vecja

pogostost pojavljanja Gumprechtovih senc (14, 15).

Z uporabo pol-avtomatiziranih in avtomatiziranih aparatov lahko dosezemo vecjo kakovost
in standardizacijo izdelave razmazov (14, 16). Pol-avtomatizirani aparati le posnemajo
rocni del izdelave razmaza. Primer takSne aparature je HemaPrep (Slika 3), ki omogoca
nadziranje dolzine in debeline razmaza z uravnavanjem hitrosti rezila, razmaz pa se izdela

s pritiskom na vzvod (17).



Magistrska naloga Grega Konda

Slika 3: Izdelava krvnega razmaza s pol-avtomatizirano aparaturo (prirejeno po 17)

Razvoj avtomatiziranih aparatov se je zaCel okoli leta 1970, kmalu po razvoju sistemov za
slikovno analizo. Sistemi za slikovno analizo so namreC potrebovali precej veCje podrocje
za diferenciacijo, kot ga je bilo mogoCe doseCi s klasi¢no pripravo razmaza s tehniko
Klinastega potiska. Krvne razmaze so ti aparati izdelovali tako, da se je razredCen vzorec
krvi nanesel na vrteCe se predmetno steklo. Zaradi Stevilnih tezav aparatov za avtomatsko
izdelavo krvnih razmazov in sistemov za slikovno analizo je njihov razvoj zamrl za dobrih
20 let (18). Vecina proizvajalcev danes ponuja v povezavi s hematoloSkimi analizatorji
razlicne avtomatizirane aparate za izdelavo in barvanje krvnih razmazov. Vsem aparatom
je skupna izdelava razmazov s tehniko klinastega potiska, so popolnoma avtomatizirani in
visoko zmogljivi, saj lahko v eni uri izdelajo 80 do 120 krvnih razmazov (19, 20, 21, 22,
23). PodroCje za diferenciacijo je veCje kot v klasicno izdelanih krvnih razmazih.
Objavljenih Studij, v katerih avtorji vrednotijo delovanje in prilagoditev avtomatiziranih

aparatov za izdelavo in barvanje krvnih razmazov je zelo malo (18).

1.3.3. BARVANJE KRVNIH RAZMAZQOV

Zacetki MPKR segajo v drugo polovico devetnajstega stoletja, ko so za opazovanje krvnih
celic zaceli uporabljati anilinska barvila. Med prvimi barvili, ki so bila v uporabi, sta bili
barvili eozin in hematoksilin. Leta 1891 so bila iznajdena barvila po Romanowskem. Ta
barvila so z nekaj izboljSavami v uporabi Se danes, natancen mehanizem obarvanja celic pa
Se vedno ni pojasnjen (2). Temeljni princip barvanja je elektrostatska interakcija, kar
pomeni, da se barvilo z doloCenim nabojem veze s spojinami z nasprotnim nabojem.
Mednarodni svet za standardizacijo v hematologiji (International Council for
Standardization in Haematology - ICSH) je pri opisu referencne metode za barvanje krvnih
razmazov opredelil le, da morajo raztopine za barvanje po Romanowskem temeljiti na
bazicnem barvilu azur B in kislem barvilu eozin Y ustrezne Cistosti (14). Poznamo vec
razlicnih kombinacij teh barvil, metode barvanja pa so poimenovana po avtorjih:

- barvanje po Wrightu,
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- barvanje po Giemsi,

- barvanje po May-Grinwald-u ter

- barvanje po Leishman-u (24).
V Severni Ameriki je najpogosteje uporabljeno barvanje po Wrightu ali Wright-Giemsi,
medtem ko je v Evropi in drugod bolj priljubljeno barvanje po May-Grunwald-u ter
Giemsi (MGG) (2). Enotnih mednarodnih priporoCil ter navodil za barvanje ni, zato
obicajno vsak laboratorij prilagodi navodila za pripravo raztopin ter postopek barvanja po
eni od metod (1, 14). Na voljo so tudi Stevilna komercialna barvila, ki lahko vsebujejo tudi
deset razlicnih barvil in razlicno koli€ino kovinskih soli v raztopini, kar vpliva na koncni
rezultat barvanja. Po vsebnosti barvil se malenkostno razlikujejo ze razlicne serije enakih
barvil istega proizvajalca. Na rezultat barvanja vplivajo tudi Cas barvanja s posameznim

barvilom, koncentracija barvila in pH vrednost raztopin (15).

BARVANJE PO MGG

Pri barvanju po MGG se uporabita barvili May-Grinwald in Giemsa. Raztopina May-
Grinwalda vsebuje poleg barvil eozin in metilensko modro tudi metanol, ki deluje kot
fiksacijsko sredstvo, s pomocjo katerega se ohranijo morfoloske lastnosti celic. Raztopina
Giemsa vsebuje barvilo eozin in dva derivata metilensko modrega, azur I in azur Il (1).
Eozin, ki je kislo barvilo in ima negativni naboj, oranZno-rdeCe obarva baziCne spojine v
molekuli Hb ter granule eozinofilnih granulocitov, z vezavo na bazi¢ne proteine v jedru
celice pa pripomore tudi k obarvanosti kromatina celicnih jeder. Bazicni barvili metilensko
modro in azur obarvata kisle spojine z negativnim nabojem, npr. nukleinske kisline in
proteine v jedru in citoplazmi celic ter bazofilne granule, ker vsebujejo heparin. Metilensko
modro obarva v modrih odtenkih, azur pa v rdeCe-vijolicnih odtenkih. Granule v
citoplazmi nevtrofilnih granulocitov se delno obarvajo s kislimi, delno pa z bazi¢nimi
barvili. Da je razmaz ustreznih barv in odtenkov je priporoCena pH vrednost raztopin 6,8
(1, 15, 25). Barve posameznih celi¢nih struktur najpogostejSih celi¢nih vrst, obarvanih po

MGG, so navedene v Prilogi I11.

1.3.4. PREGLED KRVNIH RAZMAZQOV
Gulati in sodelavci so pregled krvnega razmaza razdelili na tri podtipe: oceno krvnega
razmaza, mikroskopski pregled krvnega razmaza (MPKR) ter interpretativni pregled

krvnega razmaza (4).
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Ocena krvnega razmaza sluzi za oceno zanesljivosti rezultatov DKS, ki jih je podal
analizator ter za odlocCitev o potrebi po mikroskopskem pregledu. Ocena krvnega razmaza
je uporabna tudi za vrednotenje Stevilcne koncentracije trombocitov ter ugotavljanje
prisotnosti trombocitnih agregatov (4).

Mikroskopski pregled krvnega razmaza vkljuCuje diferenciacijo levkocitov v
podrazrede (najpogosteje se diferencira 100 levkocitov) in vrednotenje morfoloskih
sprememb eritrocitne, levkocitne ter trombocitne krvne slike. Za MPKR se odloCimo po
analizi vzorca s hematoloskim analizatorjem, Ce so izpolnjeni doloCeni kriteriji (odstopanja
od normalnih Stevilcnih vrednosti in/ali opozorila hematoloskega analizatorja), opravimo
pa ga lahko tudi na zeljo narocnika (4).

Interpretativni pregled krvnega razmaza je MPKR, ki ga opravi klinik s poglobljenim
znanjem hematologije in citologije. Klini¢ne indikacije za to vrsto pregleda so obicajno
sumi na razlicna hematoloSka obolenja. Kot rezultat se poda pisno poroCilo vseh
kvalitativnih sprememb krvnih celic, z ali brez diferenciacije levkocitov, v zakljucku pa
tudi verjetna diagnoza bolezni oziroma predlagane nadaljnje preiskave (4).

Referencna doloCitev DKS

Referencno doloCitev DKS opisuje standard H20-A, ki ga je leta 1992 izdal Institut za
klinicno in laboratorijsko standardizacijo (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute
— CLSI). Namenjena je vrednotenju rezultatov elektronsko doloCene DKS ter vrednotenju
novih hematoloskih analizatorjev in postopkov. Poteka tako, da dva neodvisna izvajalca
preiskave dolocita vsak svojo DKS z diferenciacijo 200-ih levkocitov s tehniko "cik-cak”
na dveh razlicnih krvnih razmazih. Rezultate seStejemo, da dobimo DKS 400-ih
levkocitov. Krvni razmazi morajo biti izdelani ro¢no s tehniko klinastega potiska ter

barvani z barvili po Romanowskem (2, 25, 26).

1.3.5. MIKROSKOPSKI PREGLED KRVNEGA RAZMAZA

Pri vrednotenju krvnega razmaza je potreben sistematiCen pristop. Razmaz krvi najprej
pregledamo makroskopsko, da ugotovimo ali je razmaz ustrezno izdelan, pobarvan ter
pravilno oznaCen. Nato pod mikroskopom pri 100-kratni poveCavi ocenimo splosno
kakovost preparata ter Stevilo in obarvanost celic v repu razmaza. Z objektivom s 40-
kratno poveCavo izberemo ustrezno podrocje za diferenciacijo (Priloga 1), to je podrocje,
kjer so eritrociti porazdeljeni drug ob drugem, brez medsebojnega prekrivanja.

Diferenciramo pri veliki povecavi (1000-kratna poveCava z imerzijskim objektivom) s
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tehniko "cik-cak”. S to tehniko diferenciranja se izognemo temu, da bi isto celico
diferencirali dvakrat. Pozorni smo na vse kvalitativne in kvantitativnhe znacilnosti

levkocitne, eritrocitne in trombocitne krvne slike (1, 2).

LEVKOCITNA KRVNA SLIKA

Pri diferenciaciji levkocitov smo pozorni na njihovo velikost, obliko in obarvanost, na
strukturo in gostoto kromatina ter na morebitno prisotnost citoplazemskih vkljuckov.
Pregledamo 100 levkocitov in jih uvrstimo v posamezne skupine levkocitov, ki so
navedene v preglednici | (1). Kot rezultat podamo delez posameznih vrst levkocitov v
odstotkih ter absolutno Stevilo posameznih vrst levkocitov (2). Vecji klinicni pomen imajo
absolutna Stevila, saj predstavljajo pravo, absolutno povecCanje ali zmanjSanje Stevilcne
koncentracije posameznih vrst levkocitov (4, 27), kljub temu pa Kliniki v veCini za
interpretacijo Se vedno uporabljajo rezultate podane v delezih (2). Pri StevilCni
koncentraciji levkocitov niZji od 1,0 x 10%L lahko diferenciramo tudi manjse $tevilo
levkocitov (od 50 do 100 levkocitov). Takrat deleze posameznih vrst levkocitov
preraCunamo na 100 % ter v komentarju DKS navedemo skupno Stevilo diferenciranih
levkocitov. Morebitne morfoloSke nepravilnosti jedra in citoplazme levkocitov zapisemo v
komentar DKS (1).

Preglednica I: Skupine levkocitov, ki jih diferenciramo v krvnem razmazu (1)

segmentirani nevtrofilni granulociti

limfociti

monociti

eozinofilni granulociti

bazofilni granulociti

nesegmentirani (palicasti) nevtrofilni granulociti

metamielociti

mielociti

promielociti

blasti

reaktivni limfociti

atipicni limfociti

plazmatke

prolimfociti

limfomske celice

promonociti
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ERITROCITNA IN TROMBOCITNA KRVNA SLIKA

Pri vrednotenju eritrocitne krvne slike opiSemo spremembe v velikosti, obliki, obarvanosti
in porazdelitvi eritrocitov, pozorni smo na morebitno prisotnost vkljuckov v eritrocitih ter
prisotnost eritroblastov in parazitov. Velikost eritrocitov najlaze ocenimo s primerjavo
eritrocitov z malimi limfociti, ki so enake velikosti kot normociti. V krvnem razmazu so
eritrociti v ustreznem podro¢ju diferenciacije razporejeni enakomerno (1). Ce so v krvnem
razmazu prisotni eritroblasti, jih Stejemo soCasno z diferenciacijo levkocitov. Posameznih
podvrst eritroblastov ne loCujemo med seboj, rezultat pa podamo kot Stevilo eritroblastov
na 100 diferenciranih levkocitov (1).

Pri vrednotenju trombocitne krvne slike smo pozorni na velikost in granuliranost
trombocitov ter na prisotnost trombocitnih agregatov, satelitskih trombocitov in

mikromegakariocitov.

1.3.6. SLABOSTI MIKROSKOPSKE DOLOCITVE DIFERENCIALNE KRVNE
SLIKE

MPKR je ¢asovno zamuden, zahteven proces, izvajalec preiskave pa mora imeti dobro
strokovno znanje ter ¢im vecC izkuSenj. S tega vidika je ena drazjih laboratorijskih preiskav
(2, 8, 13).

TEZAVNOST POSTOPKA IZDELAVE IN BARVANJA KRVNIH RAZMAZOV
Tezavna je Ze sama standardizacija procesa izdelave in barvanja krvnih razmazov, saj ga v
primeru klasicne izdelave in barvanja krvnih razmazov obiCajno opravlja veC zaposlenih,
postopek pa poteka rocno. Pri ro€nem nacinu izdelave mora izvajalec sam prilagoditi
velikost kaplje, kot in hitrost potega glede na vrednost hematokrita vzorca. Ce so razmazi
pretanki, so morfoloSke lastnosti krvnih celic, Se posebej eritrocitov, spremenjene. Prav
tako pri predebelih krvnih razmazih krvnih celic ne moremo zanesljivo vrednotiti (2, 15).
Krvne razmaze je treba izdelati ¢im prej, najkasneje v Stirih urah po odvzemu, saj se
sorazmerno s Casom veca Stevilo razpadlih levkocitov, kot artefakti se pojavijo ehinociti in
sferociti (1, 14, 25).

Za ustrezno obarvanost krvnih celic moramo zagotoviti pravilno pH vrednost barvil in
fosfatnega pufra. Ce je pH vrednost prenizka, se kisle spojine celic slabo obarvajo, zato so
levkociti bledi, eozinofilne granule pa izrazito izstopajo. Ce je pH vrednost previsoka, se

poveca privzem bazi¢nih barvil, zato so celice prekomerno obarvane. Tako razlikovanje
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med normalnimi in polikromati¢nimi eritrociti ni mogoce, eozinofilne granule so modro-
sive, nevtrofilne granule pa se mocneje obarvajo tako, da so opazne lazne toksiCne
granulacije (25). Kot posledica izhlapevanja, nezadostnega spiranja barvil, nezadostne
filtracije barvil ali neCisto¢ na predmetnih steklih se lahko med celicami v razmazu
pojavijo razlicni artefakti, v glavnem so to izoborine barvila. Paziti je potrebno tudi na
morebiten vnos vode v raztopine za barvanje, saj se v tem primeru membrane eritrocitov

poskodujejo, pojavijo pa se tudi vakuole v levkocitih (14).

TEZAVNOST POSTOPKA MIKROSKOPSKEGA PREGLEDA KRVNIH
RAZMAZOV

Na to€nost in natancnost rezultatov diferenciacije vplivajo trije tipi napak: statistiCna
napaka, napaka zaradi neenakomerne razporeditve celic ter napaka pri prepoznavi celice
(16).

STATISTICNA NAPAKA

StatistiCna napaka je najpomembnejSa napaka pri doloCanju DKS, saj ima velik vpliv na
natancnost rezultatov in je neposredno povezana s celokupnim Stevilom diferenciranih
levkocitov. Vpliv napake lahko zmanjSamo s poveCanjem celokupnega Stevila
diferenciranih levkocitov. Vendar tudi, Ce Stevilo diferenciranih levkocitov v krvnem
razmazu, ki je obi¢ajno 100, podvojimo ali poCetverimo, je natan¢nost rezultatov Se vedno
relativno slaba, Se posebej pri celicah, ki so manj pogoste, npr. nezrelih granulocitih ter
bazofilnih granulocitih (Preglednica 1) (2, 16, 25).
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Preglednica I1: Natan¢nost rezultatov v odvisnosti od celokupnega Stevila diferenciranih levkocitov po
Rumkeju (prirejeno po 25)

celokupno stevilo diferenciranih levkocitov

% celic
DKS 100 200 SO0 1000 10 000

o 0—4 0-2 -1 -1 0-0.04

1 0—6 0— 0-3 0-2 0.8-1.2
2 0= 0—6 0—4 1-4 1.7-2.3
3 a9 1-7 1-5 2-5 2733
4 1-10 1-8 2-7 2—-6 3o—4.

5 1-12 2-10 32— -7 46-54
= 2-13 3-11 4-G 45 55-6.5
s 214 312 410 5-9 6.5-7.5
8 3-16 4-13 5-11 6—10 74-86
9 417 5—15 6—12 7—11 8.4 96
10 4-18 &—16 T-14 5-13 9.4-10.6
15 B—24 10-21 1219 12-18 14.6—-15.4
20 12-30 1427 l6—24 1723 19.6-20.4
25 16-35 19-32 21-30 22-28 24.6-254
30 2140 2337 2635 2733 29.5-30.5
35 25-46 2843 30 —40 32-39 34.5-355
40 30-51 3348 35—-45 36—44 395405
45 35-56 38532 40-50 41-49 445-455
50 39-61 42 58 4555 4654 495505

* rezultati so podani kot 95 % interval zaupanja

Vpliv razlicnega celokupnega Stevila diferenciranih levkocitov na natancnost rezultatov je

prikazan tudi na spodnjih diagramih (Slika 4).
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Slika 4: Vpliv Stevila diferenciranih levkocitov na natan¢nost dolo¢anja eritroblastov (prirejeno po 2)
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Slika prikazuje korelacijo rezultatov doloCanja Stevila eritroblastov s hematoloskim
analizatorjem, ki diferencira priblizno 8000 levkocitov ter MPKR z diferenciacijo 400-ih
levkocitov (razsevni diagram A) in s pretocno citometrijo z diferenciacijo 20.000-ih
levkocitov (razsevni diagram B). Iz razsevnega diagrama B je razvidno, da je korelacija

med metodama obcutno boljSa zaradi vecjega Stevila diferenciranih levkocitov (2).

NAPAKA ZARADI NEENAKOMERNE RAZPOREDITVE CELIC

Neenakomerna razporeditev celic v krvnem razmazu vpliva na to¢nost rezultatov
mikroskopske dolocitve DKS. V repu in ob robovih razmaza se nahaja veC segmentiranih
nevtrofilnih granulocitov, monocitov in drugih velikih celic ter manj limfocitov kot v
gostejSem delu razmaza. Monociti so lahko bolj ali manj enakomerno razporejeni po
celotni povrsini, velikokrat pa so StevilCnejSi ob robovih razmaza. Neenakomerna
razporeditev celic je izrazitejSa pri pretankih razmazih. Vecje Stevilo Gumprechtovih senc
in ostalih mehansko poSkodovanih celic prav tako lahko vpliva na to¢nost rezultatov (25).
Vpliv napake lahko ucinkovito zmanjSamo z diferenciranjem s tehniko "cik-cak” (1),
deloma pa tudi tako, da uporabimo steklo za potiskanje, ki je malenkost oZje od stekla, na

katerem se izdela razmaz (1, 14).

NAPAKA ZARADI NEPRAVILNE PREPOZNAVE CELIC

Pomemben vpliv na toc¢nost rezultatov MPKR ima tudi nepravilna diferenciacija (2, 13).
Pri diferenciaciji doloCenih vrst levkocitov prihaja do razlik med posameznimi izvajalci
preiskave zaradi razlicnih subjektivnih interpretacij morfoloskih kriterijev (2, 28), Se
posebej je to opazno pri diferenciaciji reaktivnih oz. atipi¢nih limfocitov ter
nesegmentiranih nevtrofilnih granulocitov (29). NajvecCkrat pride do teZzav pri prepoznavi
celic iste vrste, a razlicne stopnje zrelosti, npr. razlikovanje nesegmentiranih in
segmentiranih nevtrofilnih granulocitov ter razlikovanje metamielocitov, mielocitov ter
promielocitov. V nekaterih ustanovah so zaradi tezav pri diferenciaciji celo opustili takSno
razvrstitev, tako da vse nezrele granulocite uvrs¢ajo v eno samo skupino (2). Opusca se
tudi razlikovanje med segmentiranimi in nesegmentiranimi nevtrofilnimi granulociti, saj
nikoli ni bilo povsem dokazano, da ima prisotnost slednjih klinicni pomen pri diagnostiki
vnetja. Prav tako je za diagnostiko bakterijskih infekcij absolutno Stevilo nevtrofilnih
granulocitov ob enaki obcutljivosti bolj specifi¢no (16, 29, 30). Na diferenciacijo dolocene

celice vplivajo tudi podatki o preiskovancu ter opozorila, ki jih poda analizator (28, 29).
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Van der Meer in sodelavci so ugotovili, da je bil odstotek reaktivnih oz. atipicnih
limfocitov pri analizi krvnih razmazov s predhodno znanimi opozorili hematoloSkega

analizatorja o prisotnosti teh celic, znacilno visji (29).

1.3.7. AVTOMATIZACIJA MIKROSKOPSKEGA PREGLEDA KRVNEGA
RAZMAZA

Zaradi omenjenih pomanjkljivosti MPKR so se zaCeli z razvojem raCunalniStva in ostale
tehnologije v medicinskih laboratorijih Ze okoli leta 1960 razvijati racunalniSko vodeni
mikroskopi, ki omogocCajo diferenciacijo celic s slikovno analizo na osnovi racunalniskih
algoritmov. Ti sistemi so sicer prepoznali vse celice v vzorcih normalnih preiskovancev,
pri analizi patoloskih vzorcev pa so bili nezanesljivi in poCasni (2, 13). Sodobni sistemi za
slikovno analizo so v uporabi pretezno na Japonskem in v doloCenih evropskih drzavah,
njihova glavna prednost pred klasicnim mikroskopiranjem pa je krajsSi Cas analize in vecja
statistiCna zanesljivost rezultatov (2, 28). Slike celic se analizirajo po modelu umetne
nevronske mreze, ki je osnovana na podatkovni bazi, ki vsebuje vec tiso€ primerov krvnih
celic (13, 28). Umetne nevronske mreze pri obdelovanju informacij posnemajo Cloveske
mozgane, zato so superiorne v primerjavi z racunalniskimi algoritmi, Se posebej pri
prepoznavi vzorcev in razvrsCanju v skupine. Pri vsaki celici se analizira veC sto njenih
znacilnosti, npr. velikost celice, razmerje med velikostjo jedra in citoplazme, obarvanost
celice in tako naprej. Te znaCilnosti predstavljajo vhodne podatke modela, izhodni podatek
pa je pre-diferenciacija celice (13, 28). Sistem za slikovno analizo krvne celice pre-
diferencira v razlicne podvrste levkocitov, programska oprema pa nam omogoca pregled
vseh zajetih slik in popravo oziroma potrditev diferenciacije ter tudi oceno morfoloskih
znacilnosti rdeCe in trombocitne krvne slike (13, 28).

Ena od prednosti sistemov za slikovno analizo je tudi ta, da omogoCajo "digitalizacijo”
krvnega razmaza in s tem enostavno povezljivost med razliCnimi izvajalci preiskave tako
znotraj ustanove kot med razlicnimi ustanovami. ManjSim laboratorijem s sistemi za
slikovno analizo je tako omogoceno posSiljanje pre-diferenciranih krvnih razmazov preko
elektronskih povezav v centralni laboratorij, kjer rezultate nato vrednotijo izkuSeni
izvajalci preiskave, s tem pa se doseze njihova vecja zanesljivost. S sistemi je mogoca tudi
analiza punktatov telesnih votlin ter zajem digitalnih slik drugih preparatov, npr. punktatov

kostnega mozga (28, 31).

15



Magistrska naloga Grega Konda

2. NAMEN DELA

DolocCitev krvne slike ter DKS je med najpogostejSimi laboratorijskimi preiskavami v
medicinskem laboratoriju. DoloCitev poteka elektronsko s pomoc¢jo hematoloskih
analizatorjev, ki pa kljub vsemu tehnoloSkemu napredku Se vedno ne zmorejo zanesljivo
prepoznati vseh krvnih celic. Zlati standard za doloCitev DKS je pregled krvnega razmaza,
ki se kot laboratorijska preiskava uporablja ze veC kot petdeset let v bolj ali manj
nespremenjeni obliki. 1zdelava in pregled krvnega razmaza je Casovno zamuden, zahteven,
slabo standardiziran in ima slabo statistiCno zanesljivost, zato je smiselna avtomatizacija

preiskave.

Namen naSega dela bo doloCitev DKS pri 300 preiskovancih ter vrednotenje
avtomatiziranega sistema za izdelavo, barvanje in MPKR.
Za elektronsko doloCitev krvne slike ter DKS bomo uporabili hematoloski
analizator ADVIA 2120i (Siemens Healthcare Diagnostics, Zdruzene drZave
Amerike).
Kot standardno metodo za MPKR bomo uporabili rutinsko uveljavljen postopek v
HematoloSkem laboratoriju, ki zajema rocni nacin priprave krvnega razmaza, rocno
barvanje krvnih razmazov po metodi MGG ter MPKR s svetlobnim mikroskopom.
Avtomatizirano metodo sestavlja aparat za izdelavo in barvanje krvnega razmaza
ADVIA Autoslide (Siemens Healthcare Diagnostics, Zdruzene drzave Amerike) ter
sistem za avtomatiziran MPKR CellaVision DM1200 (CellaVision AB, Svedska).

V prvem sklopu nasega dela bomo prilagodili in vrednotili postopek izdelave in barvanja
krvnih razmazov z avtomatizirano metodo, v drugem sklopu pa bomo s statisticno
obdelavo podatkov vrednotili rezultate doloCitve DKS z obema metodama ter Casovni

prihranek z uporabo avtomatizirane metode.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. ZBIRANJE VZORCEV

Za analizo smo uporabili vzorce krvi preiskovancev, ki so bili obravnavani v razlicnih
ambulantah ter oddelkih SploSne bolnidnice Celje. Vzorce smo zbirali nakljucno, v
dopoldanskem ¢asu od 07:00 do 15:00 ure, v razli¢nih dnevih v tednu, tudi med vikendi. S
tem smo dosegli veliko raznovrstnost preiskovanih vzorcev. Vzorce krvi je odvzemalo
strokovno usposobljeno medicinsko osebje v Enoti za odvzem krvi Oddelka za
laboratorijsko medicino ter v ostalih ambulantah in oddelkih Splosne bolnisnice Celje. V
raziskavo smo vkljucili le vzorce, pri katerih je odvzem in transport v laboratorij potekal

brez predanaliti¢nih napak.

3.1.1. VRSTA BIOLOSKEGA VZORCA
Analize smo opravili iz polne venske, arterijske ali kapilarne krvi. Kri je bila odvzeta v
epruvete z antikoagulantom di- ali trikalijeva sol etilendiamintetraocetne kisline (K.EDTA
ali KsEDTA), proizvajalca Beckton Dickinson (Zdruzene drzave Amerike):

- BD Vacutainer 2,0 mL (3,6 mg KsEDTA)

- BD Vacutainer 3,0 mL (5,4 mg KsEDTA)

- BD Microtainer 0,5 mL (1,0 mg K,EDTA)

Vse epruvete so imele v Casu analize veljaven rok uporabe.

3.2. ANALIZA VZORCEV

Analiza vzorcev je v celoti potekala v Hematoloskem laboratoriju Oddelka za
laboratorijsko medicino Splosne bolnisnice Celje. Po sprejetju vzorca smo preverili
njegovo homogenost in ustreznost razmerja med krvjo in antikoagulantom. Epruveto smo
premesali tako, da smo jo petkrat obrnili. Nato smo z uporabo hematoloSkega analizatorja
ADVIA 2120i elektronsko dolocili krvno sliko in DKS. Socasno z analizo je potekala tudi
avtomatska izdelava in barvanje krvnega razmaza z aparatom ADVIA Autoslide. Po
pregledu rezultatov analize smo krvni razmaz izdelali in barvali Se rocno. MPKR smo

izvedli z nekajdnevnim zamikom. Najprej smo s sistemom za slikovno analizo CellaVision
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DM1200 analizirali vse razmaze izdelane z aparatom ADVIA Autoslide, nato pa smo

opravili Se mikroskopski pregled vseh rocno izdelanih in obarvanih razmazov.

3.3. ELEKTRONSKA DOLOCITEV KRVNE IN DIFERENCIALNE
KRVNE SLIKE

Vzorce smo z analizatorjem ADVIA 2120i (Siemens Healthcare Diagnostics, Zdruzene
drZzave Amerike) analizirali le z avtomatskim podajalcem nosilcev, saj je tako odCitavanje
Crtne kode na epruveti avtomaticno, s tem pa je manjSa moznost za napacno identifikacijo
epruvete. Prav tako avtomatski podajalec nosilcev pred in med analizo epruvete stalno
meSa in s tem zagotavlja homogenost vzorca (6). Po konCani analizi se rezultati

avtomaticno prenesejo v laboratorijski informacijski sistem (LIS).

V preglednici 11l so navedena obmocja linearnosti posameznega parametra. Vzorce, Ki
segajo izven podrocja linearnosti, red¢imo z reagentom ADVIA 120/2120/2120i SHEATH
RINSE v razmerju z 1:1. S faktorjem 2 pomnozimo le Stevilcno koncentracijo eritrocitov,
levkocitov ter trombocitov, koncentracijo hemoglobina in vrednosti hematokrita in

trombokrita, ostalih parametrov ne preracunavamo (6).

~Preglednica I11: Obmocja linearnosti hematoloskega analizatorja ADVIA 2120i (6

PARAMETER W OBMOCJE LINEARNOSTI
koncentracija hemoglobina 0-225¢/L

Steviléna koncentracija eritrocitov 0,0-7,0 x 10%/L

StevilCna koncentracija levkocitov 0,02 - 400,00 x 10°%/L
$teviléna koncentracija trombocitov 5,0 - 3500,0 x 10%/L

delez retikulocitov 0,2-245%

3.3.1. REAGENTI
Proizvajalec vseh reagentov za aparat ADVIA je podjetje Siemens Healthcare Diagnostics
(Zdruzene drzave Amerike). Reagenti so pripravljeni za uporabo.
Reagenti za doloCitev krvne slike in DKS:
- ADVIA 120/2120/2120i SHEATH RINSE
- ADVIA 120/2120/2120i EZ WASH
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- ADVIA 120/2120/2120i DEFOAMER

- ADVIA 120/2120/2120i RBC/PLT

- ADVIA 120/2120/2120i BASO

- ADVIA 120/2120/2120i CN-FREE HGB

- ADVIA 120/2120/2120i PEROX 1

- ADVIA 120/2120/2120i PEROX 2

- ADVIA 120/2120/2120i PEROX 3

- ADVIA 120/2120/2120i PEROX SHEATH

- ADVIA 120/2120/2120i autoRETIC
Kalibracijski reagenti

- ADVIA 120/2120/2120i OPTIpoint

- ADVIA 120/2120/2120i SETpoint Hematology Calibrator

Kalibracijo analizatorja opravi servisna sluzba v okviru rednega vzdrzevalnega servisa

vsake tri mesece.

Reagenti za zagotavljanje kakovosti
- ADVIA 120/2120/2120i TESTpoint 3-in1 Hematology Control Abnormal 1
- ADVIA 120/2120/2120i TESTpoint 3-in1 Hematology Control Abnormal 2
- ADVIA 120/2120/2120i TESTpoint 3-in1 Hematology Control Normal

Analizo vseh treh ravni kontrolnih vzorcev smo opravili vsako jutro pred zaCetkom izmene

ter po dnevnem oz. tedenskem vzdrZevanju. Uporabili smo kontrolne intervale, ki jih je

navedel proizvajalec.

3.3.2. OPOZORILA ANALIZATORJA O DELOVANJU SISTEMA IN O
POSEBNOSTIH V VZORCU

Analizator poleg rezultatov analize na podlagi kompleksnih algoritmov poda tudi razlicna
opozorila o morebitnih kvantitativnih in kvalitativnih spremembah krvnih celic. Ta od
izvajalca zahtevajo, da izvede dodatne postopke, najveckrat je to MPKR. Ta opozorila so

glede na intenziteto razvrScena v tri stopnje (+, ++ in +++) (Preglednica 1V) (6).
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OPOZORILO

OPIS
OPOZORILA

Preglednica IV: Opozorila o kvantitativnih in kvalitativnih spremembah krvnih celic (6

KRITERNI ZA
OPOZORILO

STOPNJE INTENZITETE
OPOZORILA

ANISO anizocitoza RDW = 16,0 % +:RDW =16,0- 17,9 %
eritrocitov ++: RDW = 18,0 - 22,0 %
+++: RDW > 22,0 %
ATYP atipicni LUC 24,5 % ali + LUC=45-74%
limfociti, blasti, | LUC = (% blastov + 1,5) ++: LUC=7,5-10,0%
ostale  velike +++: LUC > 10,0 %
netipicne celice,
ki ne vsebujejo
mielo-
peroksidaze
BLASTS blasti od 1,5 % < % blastov < +: blasti=1,5-5,0%
50%in LUC=45%ali | ++: blasti=5,1-10,0%
blasti> 5,0 % ali +++: blasti > 10,0 %
BASO + BASO Susp +
BASO Sat=> 10 %
HCVAR anizokromija HDW = 34 g/L +: HDW =34 -39 g/L
eritrocitov ++: HDW =40 - 46 g/L
+++: HDW > 46 g/L
HYPER hiperkromni HYPER>=4,0% +: HYPER =4,0-79%
eritrociti ++: HYPER =8,0- 12,0 %
(CHC > +++: HYPER > 12,0 %
410 g/L)
HYPO hipokromni HYPO > 4,0 % +: HYPO=4,0-7,9%
eritrociti ++: HYPO =8,0-12,0%
(CHC < +++: HYPO > 12,0 %
280 g/L)
IG nezreli [% NEUT + % EOS) - +:*=50-74%
granulociti % PMN]*=5,0 % ++:*=75-10,0%
+++:*> 10 %
LPLT veliki % LPLT >10 % PLT +. LPLT=10,0-119%
trombociti ++: LPLT =12,0-14,0%
(volumen +++: LPLT > 14,0 %
> 20 fL)
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LS nesegmentirani | BASO d/D < 0,15 in +: L1>19
nevtrofilni NEUT =30 % ++: L1=17-19
granulociti +++: LI< 17
MACRO makrociti MACRO =22,5% +: MACRO=25-6,4%
(volumen ++: MACRO =6,5-10,5%
> 120 fL) +++: MACRO > 10,5 %
MICRO mikrociti MICRO=2,5% +:MICRO=25-6,4%
(volumen ++: MICRO =6,5 - 10,5 %
<60 fL) +++: MICRO > 10,5 %
MPO-D pomanjkanje [% PMN - (% NEUT + % | ni stopenj
mielo- EOS)] = 25, ni prisotnosti
peroksidaze v | eritroblastov in veljavna
levkocitih MN-PMN dolina (d/D =
0,15)
NRBC eritroblasti WBC = 3,0 x 10%L in ni stopenj
NRBC = 2,0 % ali
Stevilo NRBC = 0,2 x
10°/L
PLT-CLM trombocitni PLT-CLM > 150 ni stopenj
agregati
RBCF fragmentirani RBCF > 100 x 10%/L ni stopenj
eritrociti
(shizociti)
RBCG izluZeni RBCG > 100 x 10%L ni stopenj
eritrociti

Po koncCani analizi posameznih stojal z vzorci, smo na ekranu analizatorja pregledali

dobljene rezultate ter morebitna opozorila analizatorja. Za izdelavo krvnega razmaza s

standardno metodo smo se odlocCili na osnovi kriterijev za mikroskopsko doloCitev DKS

Oddelka za laboratorijsko medicino Splosne bolnisnice Celje (Preglednica V). Prav tako

smo te kriterije vnesli v programsko opremo analizatorja ADVIA 2120i. Tako je bil ob

izpolnitvi posameznega kriterija avtomatsko izdelan tudi krvni razmaz z aparatom ADVIA

Autoslide. Kriteriji so osnovani na Kriterijih, objavljenih v publikaciji PriporoCeni postopki

za mikroskopski pregled krvnega razmaza, ki jo je izdalo SZKK (Priloga I).
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Preglednica V: Kriteriji za mikroskopsko doloCitev DKS Oddelka za laboratorijsko medicino Splosne
bolnisnice Celje

ODSTOPANJA OD STEVILCNIH VREDNOSTI

i N _ <3,0x 10°L
Stevilcna koncentracija levkocitov 9
> 20,0 x 10°/L
o N - _ <1,0x 10°L
Stevilcna koncentracija nevtrofilnih granulocitov 5
> 20,0 x 10°/L
StevilCna koncentracija limfocitov >5,0 x 10%/L
StevilCna koncentracija monocitov >1,5x 10%L
StevilCna koncentracija eozinofilnih granulocitov > 2,0 x 10%/L
StevilCna koncentracija bazofilnih granulocitov > 0,5 x 10%/L
RDW > 20,0 %
MCV > 110 fL
T N : < 100 x 10°/L
StevilCna koncentracija trombocitov S
> 1000 x 10°/L

OPOZORILA HEMATOLOSKEGA ANALIZATORJA ‘

ATYP +, ++, +++
BLASTS +, ++, +++
LS +, ++, +++

IG +, ++, +++
MPO-D +, ++, +++
LPLT +, ++, +++
PLT-CLM

RBCF

RBCG

NRBC

3.4. STANDARDNA METODA

Preparati za MPKR so bili izdelani rocno s tehniko klinastega potiska ter obarvani po
MGG. Celoten proces je uveljavljen v rutinski uporabi v HematoloSkem laboratoriju
Oddelka za laboratorijsko medicino Splosne bolnisnice Celje in temelji na slovenskih in

mednarodnih smernicah ter priporocilih za dolocitev DKS.
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3.4.1. REAGENTI IN POTROSNI MATERIAL
Reagenti:
- May-Grinwald — modified (Merck KGaA, Nemcija)
- Giemsa (Merck KGaA, Nemcija)
priprava delovne raztopine: 10 mL Giemse dodamo 90 mLdestilirane vode
- osnovna raztopina fosfatnega pufra (pH vrednost = 7,1):
raztopina A: 9,1 g KH,PO, (Merck KGaA) do 1000 mL destilirane vode
raztopina B: 11,9 g Na,HPO,4 x 2H,0 (Merck KGaA) do 1000 mL destilirane vode
Skupaj zmeSamo 508 mL raztopine A in 492 mL raztopine B.
- delovna raztopina fosfatnega pufra (pH vrednost 6,8): 80 mL osnove raztopine
razredCimo z destilirano vodo do skupnega volumna 1000 mL.

- destilirana voda

Potrosni material in oprema:

- predmetna stekla: Menzel-Gléser Cut edges, 76 x 25 x 1 mm (Thermo Scientific,
ZdruZene drzave Amerike)

- krovna stekla: VitroGnost Super white cover glass, 24 x 24 mm (BioGnost,
Hrvaska)

- kapalni nastavek: Diff-Safe Blood Dispenser (Alpha Scientific, ZdruZene drzave
Amerike)

- stekleni merilni valji

- 1000 mL steklene bucke

- rokavice iz lateksa za enkratno uporabo, nesterilne, brez pudra

- posodice za barvanje s pokrovom in nosilcem krvnih razmazov

- Stoparica

- imerzijsko olje: Olympus Immersion Oil Type-F (Olympus, Japonska)

- svetlobni mikroskop: Axioskop 20, z objektivi z 20-kratno, 40-kratno in 100x

povecavo ter z okularjem z 10-kratno povecavo (Opton, Nemcija).

3.4.2. IZDELAVA KRVNEGA RAZMAZA
V zamasSek epruvete zapiCimo kapalni nastavek Diff-safe Blood Dispenser. Na zaCetek
predmetnega stekla kanemo kapljo krvi in jo zajamemo s krovnim steklom, da se porazdeli

po celotni Sirini objektnega stekla. Nato hitro in enakomerno potisnemo v nasprotni smeri

23



Magistrska naloga Grega Konda

tako, da krovno steklo drzimo pod naklonom 30° do 45°. Na matirani del predmetnega
stekla zapiSemo potrebne podatke o preiskovancu in ga v vodoravnem polozaju susimo na
zraku 30 minut (1). Pri vzorcih s $teviléno koncentracijo levkocitov pod 2,0 x 10%/L smo
izdelali dva razmaza, saj smo tako lazje dosegli Zeleno celokupno Stevilo diferenciranih

levkocitov.

Predmetna stekla, ki smo jih uporabili, so iz kvalitetnega stekla visoke Cistosti in odporna
proti koroziji. Imajo bel brusen del (matirani rob) za zapis podatkov o preiskovancu. Do
uporabe so bila hranjena v originalni kartonski embalazi, ovita v celofan. Po odprtju smo
preverili ali so stekla Cista, suha ter brez prask. Pri rokovanju z njimi smo uporabili
zasCitne rokavice iz lateksa, saj smo s tem preprecili nanos umazanije 0z. masc¢obe na
stekla. Krovna stekla, s katerimi smo izdelali razmaz, so malenkost oZja od predmetnih
stekel. Do uporabe so bila hranjena v originalni kartonski embalazi, ovita v plastiCen ovoj.
Vsako krovno steklo smo uporabili le enkrat in s tem prepreCili morebiten prenos krvnih

celic na drug razmaz.

3.4.3. BARVANJE KRVNEGA RAZMAZA

Posusene krvne razmaze vlozimo v nosilec tako, da je brusen del predmetnega stekla
obrnjen navzgor. Nosilec z razmazi potopimo v prvo kadi¢ko z barvilom May-Griinwald
za 4 minute. Nato nosilec za dve minuti potopimo v drugo kadicko, ki je napolnjena z
raztopino barvila May-Grinwald in fosfatnega pufra v razmerju 1:1. V tretji kadicki, kjer
je delovna raztopina barvila Giemsa, barvamo 10 minut, na koncu pa razmaze speremo v
Cetrti kadiCki z delovno raztopino fosfatnega pufra. Razmaze odcedimo na papirnatih

brisacah in jih v pokon¢nem polozaju pustimo 5 minut na zraku, da se posusijo.

3.4.4. MIKROSKOPSKI PREGLED KRVNEGA RAZMAZA
Princip analize in delovni postopek MPKR je opisan v uvodnem poglavju.

3.5. AVTOMATSKA IZDELAVA IN BARVANJE KRVNEGA
RAZMAZA

Avtomatska izdelava in barvanje krvnih razmazov je potekalo s pomocjo aparata ADVIA

Autoslide (Siemens Healthcare Diagnostics, ZdruZzene drzave Amerike). Aparat je
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neposredno povezan s hematoloskim analizatorjem ADVIA 2120i, ista je tudi programska
oprema, s katero ju upravljamo. Aparat ADVIA Autoslide soCasno z analizo s
hematoloSkim analizatorjem ADVIA 2120i izdeluje krvne razmaze s tehniko klinastega

potiska, omogoca pa tudi barvanje razmazov po MGG (6).

3.5.1. REAGENTI IN POTROSNI MATERIAL

Reagenti:
- May-Grunwald Stain 1 (Siemens Healthcare Diagnostics, Zdruzene drZzave
Amerike)
- May-Grinwald - modified (Merck KGaA, Nemcija)
- Giemsa Stain 2 (Siemens Healthcare Diagnostics, ZdruZzene drZzave Amerike)
- Merck Giemsa (Merck KGaA, Nemcija)
- May-Grunwald Giemsa buffer (Siemens Healthcare Diagnostics, Zdruzene drzave
Amerike)
- Modified Wright's buffer (Siemens Healthcare Diagnostics, ZdruZene drZzave
Amerike)
- ADVIA Autoslide Methanol (Siemens Healthcare Diagnostics, Zdruzene drzave
Amerike)
- ADVIA Autoslide Rinse (Siemens Healthcare Diagnostics, ZdruZzene drZzave
Amerike)
- destilirana voda

PotrosSni material:

- predmetna stekla: Menzel-Glaser Superfrost 5040S, 76 x 25 x 1 mm (Thermo
Scientific, ZdruZene drZzave Amerike)

- trak za izdelavo krvnega razmaza: ADVIA Autoslide Smearing tape (Siemens
Healthcare Diagnostics, Zdruzene drzave Amerike)

- trak za tiskanje na predmetna stekla: ADVIA Autoslide Printer ribbon (Siemens
Healthcare Diagnostics, Zdruzene drzave Amerike)

- posodice za barvanje: ADVIA Autoslide Staining wells (Siemens Healthcare
Diagnostics, Zdruzene drzave Amerike)

- zaSCitne rokavice iz lateksa za enkratno uporabo, nesterilne, brez pudra
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Predmetna stekla, ki smo jih uporabili, so iz kvalitetnega stekla visoke Cistosti in
odpornega proti koroziji. Uporabili smo stekla s prirezanimi robovi pod kotom 45°, saj je
moznost za poskodbo s takSnim steklom manjSa, prav tako je manjSa moznost, da bi se
steklo v aparatu zagozdilo. Predmetna stekla so bila do uporabe hranjena v originalni
kartonski embalazi, ovita v celofan. Po odprtju smo preverili ali so stekla Cista, suha ter
brez prask. Pri rokovanju z njimi smo uporabili zasCitne rokavice iz lateksa, saj Smo s tem

preprecili nanos umazanije 0z. masScobe na stekla.

3.5.2. PRINCIP IZDELAVE IN BARVANJA KRVNEGA RAZMAZA

Za uporabo ADVIA Autoslide aparata je vzorce krvi potrebno analizirati s hematoloskim
analizatorjem ADVIA 2120i preko avtomatskega podajalca, saj se tam nahaja dodatna
odvzemna igla za aspiracijo vzorca. Aparat je izdelal krvne razmaze le iz vzorcev, ki so
izpolnjevali vnaprej doloCene kriterije (Preglednica V). Obstaja tudi moznost, da se krvni
razmazi izdelajo iz vseh analiziranih vzorcev. Slednjo smo uporabili za izdelavo krvnih

razmazov iz normalnih vzorcev.

Slika 5: Postopek izdelave krvnega razmaza z aparatom ADVIA Autoslide (prirejeno po 6)

Aspirira se 75 pL vzorca, ki nato potuje do igle, ki nanese kapljo krvi na predmetno steklo
(Slika 5, tocka 1). Igla se nato spere z reagentom ADVIA Autoslide Rinse. Nato
predmetno steklo potuje do plastiCnega traku, ki kapljo krvi s tehniko klinastega potiska
razvleCe v razmaz z ustrezno dolzino in obliko (Slika 5, toCka 2). Uporabnik lahko
predhodno s programsko opremo glede na vrednost hematokrita ter StevilCne koncentracije

levkocitov doloCi kot, pod katerim trak izdela razmaz, velikost kaplje, Cas Cakanja, da se
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kaplja razleze ter hitrost potega traku. Uporabljen trak se nato navije za nekaj centimetrov
naprej in s tem prepreCi morebitno kontaminacijo naslednjega krvnega razmaza. Tiskalnik
na brusen del predmetnega stekla natisne datum in Cas izdelave krvnega razmaza, Stevilko
LIS ter priimek in ime preiskovanca (Slika 5, toCka 3). Krvni razmaz potuje naprej do
vertikalizatorja, kjer se razmazi posusijo s pomocjo ventilatorja (Slika 5, tocka 4). Priprava
krvnega razmaza od aspiracije vzorca krvi do te toCke traja 5 minut. Stekla se nato
prenesejo v modul za barvanje (Slika 5, tocka 5) (6).

Modul za barvanje je rotor z 32 posodicami za barvanje. V vsaki posodici je prostora za
eno predmetno steklo. Krvni razmaz se prenese v prosto posodico in nato krozno potuje.
Na dolocCenih polozajih v rotorjih so namescene igle za dodajanje in aspiracijo reagentov
(Slika 6). Celoten postopek barvanja traja 16 minut. Ko je krvni razmaz pobarvan, se

prenese Vv stojalo za koncane krvne razmaze (Slika 5, toCka 6) (6).
1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 1 12 13 14

Dodajanje barvila May-Griinwald.

Vnos predmetnega stekla v posodico za barvanje.

Delna aspiracija barvila May-Grinwald.

Dodajanje fosfatnega pufra za razredcitev barvila May-Grunwald.
Aspiracija.

Dodajanje razredCene raztopine Giemse.

Aspiracija.

Dodajanje destilirane vode.

© 00 N o o B~ W N -

Aspiracija.

[EEN
o

Dodajanje destilirane vode.

[N
[N

Aspiracija.

[EEN
N

Aspiracija.

[EEN
w

Dodajanje metanola.

[EEN
SN

Odstranitev objektnega stekla iz posodice za barvanje.

Slika 6: Postopek barvanja krvnih razmazov z aparatom ADVIA Autoslide (prirejeno po 6)
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3.5.3. KONTROLA KAKOVOSTI

Za kontrolo kakovosti smo pred pricetkom dela z aparatom ADVIA Autoslide izdelali in
obarvali krvni razmaz iz nakljucnega vzorca krvi. Najprej smo vizualno preverili ali je
krvni razmaz ustrezne dolZine in oblike, kakSna je njegova obarvanost ter ali je pravilno
oznaCen. Nato smo Se pod svetlobnim mikroskopom preverili, ali je razporeditev in

obarvanost celic v razmazu enakomerna.

3.6. AVTOMATIZIRAN MIKROSKOPSKI PREGLED KRVNEGA
RAZMAZA

Avtomatiziran MPKR smo opravili z analizatorjem CellaVision DM1200 (CellaVision
AB, Svedska). Sistem je bil razvit leta 2009 in uporablja enako programsko opremo kot

CellaVision DM96, ki je nekoliko starejSi model istega proizvajalca (31).

Slika 7: CellaVision DM1200 (prirejeno po 31)

Sistem sestavljajo motoriziran mikroskop z objektivoma z 10-kratno in 100-kratno
povecavo ter vmesno optiko s preklopom med 0,5-kratno in 1,0-kratno povecavo. V ohisju
je tudi robotski nosilec krvnih razmazov, enota z imerzijskim oljem in visoko zmogljiva
kamera (Slika 8), sistem pa sestavljajo Se bralnik in tiskalnik Crtnih kod za oznaCevanje
krvnih razmazov ter racunalniski sistem s programsko opremo za vrednotenje rezultatov
(31).
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| Lokl
digitalna kamera

~ enota z imerzijskim oljem

mesna opti¢na cev z
0.5-Kratno povecavo
i

vmesna opti¢na cev z
1,0-kratno povecavo

robotski nosilec

- objektiv z 10-kratno
i m povecavo
e ED izvor svetlobe

Slika 8: Sestavni deli v ohi$ju sistema CellaVision DM1200 (prirejeno po 31)

objektiv z 100-kratno
povecavo

3.6.1. PRINCIP ANALIZE

Robotski nosilec predmetnih stekel vzame predmetno steklo ter prebere QR kodo na
brusenem delu stekla, nato ga odlozZi na mikroskopsko mizico. Z objektivom z 10-kratno
povecavo in vmesno opticno cevjo z 1,0-kratno poveCavo (skupno 10-kratna poveCava)
analizator poisCe podroCje, primerno za diferenciacijo, ki vsebuje vsaj trikratnik
narocenega Stevila diferenciranih levkocitov (Ce je narocena diferenciacija 100 levkocitov,
poisce podrocje, ki vsebuje vsaj 300 levkocitov) (31).

Nato na predmetno steklo nanese 2 kaplji imerzijskega olja in z objektivom z 100-kratno
povecavo in vmesno opti¢no cevjo z 0,5-kratno povecavo (skupno 50-kratna povecava)
poisce in posname podrocje, primerno za vrednotenje eritrocitne krvne slike ter s stopnjami
od 0 do 3 ovrednoti kvalitativne spremembe eritrocitne krvne slike, podane v preglednici
VI (31).
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Preglednica VI: Kriteriji za razlicne stopnje kvalitativnih sprememb eritrocitne krvne slike (31

kvalitativna sprememba stopnja 1 stopnja 2 stopnja 3

EKS* (blaga) (zmerna) (izrazita)
polikromazija 1,5% 2,5% 3,5%
hipokromija 6 % 15% 30 %
anizocitoza 6 % 15% 30 %
mikrocitoza (< 6,5 um) 6 % 15% 30 %
makrocitoza (> 8,5 um) 6 % 15% 30 %
poikilocitoza 2% 6 % 15%

*EKS - eritrocitna krvna slika

Uporabnik lahko predlagano ovrednotenje sprejme ali popravi ter dodatno s stopnjami od 0

do 3 ovrednoti posamezne spremembe v obliki eritrocitov, prisotnost vkljuCkov ter

parazitov, 10 lastnosti pa lahko doloCi tudi uporabnik sam (31).

Analizator nato z objektivom z 100-kratno povecavo in z vmesno opticno cevjo z 1,0-

kratno poveCavo (skupno 100-kratna poveCava) posname vnaprej doloceno Stevilo

levkocitov, in sicer se pomika od tanjSega dela krvnega razmaza proti gostejSemu. Socasno

opravi tudi pre-diferenciacijo levkocitov v 13 skupin krvnih celic:

- segmentirani nevtrofilni granulociti

- limfociti
- monociti
- eozinofilni granulociti

- bazofilni granulociti

- nesegmentirani nevtrofilni granulociti

- metamielociti
- mielociti

- promielociti
- blasti

- variantni limfociti (reaktivni in atipi¢ni limfociti)

- plazmatke

- neidentificirano (celice in elementi, ki jih je analizator pre-diferenciral z nizko

stopnjo zaupanja) (31)
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Sistem pre-diferencira tudi naslednje celice oz. elemente:

- eritroblasti

- veliki trombociti

- trombocitni agregati

- zabrisane celice (Gumprechtove sence in ostale zabrisane celice)

- artefakti (31)
Pre-diferenciacija se doloCi po modelu umetne nevronske mreze. Pri razvoju modela je
bilo uporabljeno vec tiso€ primerov krvnih celic. Pri analizi se upoSteva ve¢ kot 300
lastnosti posamezne celice, ki so razdeljene v 6 glavnih skupin: oblika, obarvanost,
struktura (granuliranost,...), zaznavanje (vakuoliziranost,...), Markov verige (funkcije
verjetnosti) ter "Wavelets” (matematicne funkcije za transformacijo signala). Analizator
nato zajete slike obdela s programsko opremo in jih pre-diferencirane prikaze na
monitorju. Ponovna diferenciacija levkocitov je mogoca v 25 dodatnih skupin krvnih celic,
ki jih lahko dolocCi uporabnik (31).

3.6.2. POTROSNI MATERIAL
- imerzijsko olje: Oil Bag Trak 300 (CellaVision AB, Svedska)
- nalepke za tiskanje QR kod: Barcode labels, 22x18 mm (CellaVision AB,
Svedska)
- nalepke s QR kodami za kontrolo kakovosti: Pre-printed QC labels, 22x18 mm
(CellaVision AB, Svedska)
- nosilec za 12 krvnih razmazov: Magazines (CellaVision AB, Svedska)

3.6.3. DELOVNI POSTOPEK

Crtno kodo na epruveti, iz katere je bil izdelan krvni razmaz, preberemo s Gitalcem,
tiskalnik pa natisne ustrezno dvo-dimenzionalno QR kodo z 10-mestno laboratorijsko
Stevilko vzorca. To nalepimo na brusen del predmetnega stekla in steklo viozimo v nosilec.
Ko smo nosilec vlozili v analizator, se analiza pricne avtomati¢no, na ekranu pa lahko
spremljamo njen potek. Analizator ovrednoti kvalitativne spremembe eritrocitne krvne
slike ter opravi pre-diferenciacijo levkocitov. Ocene StevilCne koncentracije trombocitov
nismo vrednotili. Po koncani analizi s pomocjo programske opreme najprej pregledamo
predlagano diferenciacijo krvnih celic in jo ustrezno popravimo. Pri popravljanju

diferenciacije levkocite diferenciramo v enake skupine kot pri standardni metodi
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(Preglednica I). Zabelezili smo si tudi morebitne kvalitativne in kvantitativne spremembe
krvnih celic, in sicer po enakem postopku oz. kriterijih kot pri standardni metodi. Po
koncCani analizi serije vzorcev smo previdno obrisali imerzijsko olje s krvnih razmazov ter

po enakem postopku doloCili Se diferenciacijo 200-ih levkocitov.

3.6.4. KONTROLA KAKOVOSTI

Za kontrolo kakovosti smo pred pricetkom analize vsake serije vzorcev izvedli preizkus
iskanja celic z nakljucnim krvnim razmazom, pripravljenim iz vzorca krvi s Stevilcno
koncentracijo levkocitov vsaj 7,0 x 10%L. Preizkus je namenjen preverjanju to¢nosti
prepoznavanja celic in preverjanju ustreznosti postopka barvanja. Analizator posname 10
slik krvnega razmaza in oznaCi celice z jedri ter artefakte, ki jih je zaznal (Slika 9). Z
natanCnim pregledom slik nato preverimo, ali je katero od celic spregledal. Tocnost

zaznave celic mora biti 99 - 100 % (31).
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Slika 9: Preizkus iskanja celic (prirejeno po 31)

3.7. STATISTICNE METODE

Rezultate smo statisticno obdelali s programsko opremo Microsoft Excel 2010, podjetja

Microsoft. Rezultate smo prikazali tabelari¢no in graficno.
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4. REZULTATI

4.1. VZORCI

V raziskavo smo vkljucili 300 vzorcev krvi preiskovancev (142 moskih in 158 zensk), ki
so bili obravnavani v Splosni bolnisnici Celje. Starost preiskovancev je bila od enega dne

do 94 let, povprecna starost pa je bila 50 let.

165 preiskovancev je bilo obravnavanih ambulantno, 135 preiskovancev pa je bilo
hospitaliziranih. PriCakovano so bili trije najpogostejsi narocCniki Oddelek za hematologijo
in onkologijo s pripadajoCima ambulantama (124 preiskovancev), OtroSki oddelek z
ambulanto (63 preiskovancev) ter Oddelek za infekcijske bolezni in vroCinska stanja s
sprejemno ambulanto (42 preiskovancev). Preiskovancev, obravnavanih v Urgentnem

centru, je bilo 9.

230 analiziranih vzorcev krvi je imelo po elektronski doloCitvi krvne slike in DKS
izpolnjenega vsaj enega od kriterijev za MPKR, analizirali pa smo tudi 70 domnevno
normalnih vzorcev, ki teh kriterijev niso izpolnjevali. Steviléna koncentracija levkocitov v
vzorcih je bila od 0,3 x 10%/L do 367,8 x 10%/L. Steviléno koncentracijo levkocitov < 3,0 X
10°/L je imelo 35 vzorcev. Vrednosti hematokrita so bile od 17,7 % do 60,1 %, Steviléna
koncentracija trombocitov pa od 4 x 10%/L do 1408 x 10°%/L.

4.2. VREDNOTENJE ELEKTRONSKE DOLOCITVE
DIFERENCIALNE KRVNE SLIKE

Po elektronski doloCitvi DKS smo MPKR opravili v primeru izpolnitve posameznih
predhodno dolo&enih kriterijev (Preglednica V). Stirje najpogosteje izpolnjeni kriteriji za
MPKR so bili $teviléna koncentracija limfocitov = 5,0 x 10%/L (53 vzorcev), steviléna
koncentracija trombocitov < 100 x 10%/L (50 vzorcev) ter opozorili ATYP+ (58 vzorcev)
in LS+ (54 vzorcev) (Preglednica VII). 125 od 230 vzorcev (54 %) je izpolnjevalo veC
Kriterijev hkrati.
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Preglednica VI1: Stevilo vzorcev, ki so izpolnjevali posamezen kriterij za MPKR

odstopanja od Stevilcnih vrednosti St. vzorcev

St. konc. levkocitov < 3,0 x 10°/L 36

&t. konc. levkocitov = 20,0 x 10°/L 32

&t. konc. nevtrofilnih granulocitov < 1,0 x 10%/L 24

§t. konc. nevtrofilnih granulocitov > 20,0 x 10°/L 11

§t. konc. limfocitov > 5,0 x 10°/L 53

§t. konc. monocitov > 1,5 x 10°/L 19

§t. konc. eozinofilnih granulocitov > 2,0 x 10°/L 3

&t. konc. bazofilnih granulocitov > 0,5 x 10%/L 3

RDW = 20,0 % 26

MCV =110 fL 6

&t. konc. trombocitov < 100 x 10%/L 50

&t. konc. trombocitov = 1000 x 10°/L 2
opozorila hematoloSkega analizatorja

ATYP+ 58

ATYP++ 11

ATYP+++ 18

BLASTS+ B

BLASTS++ 4

BLASTS+++ 7

LS+ o4

LS++ 2

LS+++ 15

IG+ 12

IG++ 1

IG+++ 17

MPO-D+ 1

MPO-D++ 0

MPO-D+++ 0

LPLT+ 6

LPLT++ 2

LPLT+++ 4

PLT-CLM 2

RBCF 1

RBCG 0

NRBC 27

Za izraCun obcutljivosti in specifiCnosti ter pozitivne in negativne napovedne vrednosti
opozoril hematoloSkega analizatorja smo rezultate DKS, pridobljene z doloCitvijo z
analizatorjem ADVIA 2120i opredelili kot pozitivne, Ce je analizator podal katero od
posameznih opozoril, in kot negativne, e opozorila ni podal. Prav tako smo rezultate
mikroskopske doloCitve DKS, pridobljene s standardno metodo in avtomatizirano metodo,
opredelili kot pozitivne, Ce je bil izpolnjen posamezni kriterij za pozitiven rezultat

(Preglednica VII1) in kot negativen, Ce Kkriterij ni bil izpolnjen.
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Preglednica VII1: Kriteriji za opredelitev pozitivnega rezultata mikroskopske doloc¢itve DKS (12, 32

vrsta celice opozorilo ADVIA 2120i delez v DKS
nesegmentirani nevtrofilni LSt LS++, LS+t >25%

granulociti

metamielociti, metamielociti = 2 %,
mielociti, IG+, IG++, IG+++ mielociti = 1 %,
promielociti promielociti = 1 %
blasti BLASTS+, BLASTS++, BLASTS+++ | 21 %
reaktivni/atipicni limfociti, =5 %,

prolimfociti, ATYP+, ATYP++, ATYP+++ prolimfociti = 1 %
plazmatke plazmatke > 2 %
eritroblasti NRBC >21%
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Preglednica IX: Obgutljivost in specificnost posameznih opozoril analizatorja ADVIA 2120i v
primerjavi s standardno in avtomatizirano metodo

avtomatizirana metoda

opozorilo

LS+, LS++, LS+++

standardna metoda

(po reklasifikaciji)

RN 221 (73,7 %) 224 (74,7 %)
LN 9 (3,0 %) 6 (2,0 %)
RP 19 (6,3 %) 22 (7,3 %)
LP 51 (17,0 %) 48 (16,0 %)
obcCutljivost 67,9 % 78,6 %
specifiCnost 81,3 % 82,4 %

IG+, IG++, IG+++

RN 256 (85,3 %) 263 (87,7 %)
LN 14 (4,7 %) 7 (2,3 %)
RP 22 (7,3 %) 19 (6,3 %)
LP 8 (2,7 %) 11 (3,7 %)
obcutljivost 61,1 % 75,9 %
specifiCnost 97,0 % 96,0 %

ATYP+, ATYP++,

ATYP+++
RN 205 (68,3 %) 207 (69,0 %)
LN 8 (2,7 %) 6 (2,0 %)
RP 31 (10,3 %) 23 (7,7 %)
LP 56 (18,7 %) 64 (21,3 %)
obcCutljivost 79,5 % 79,3 %
specificnost 78,5 % 76,4 %

BLASTS+, BLASTS++,

BLASTS+++
RN 273 (91,0 %) 277 (92,3 %)
LN 11 (3,7 %) 7 (2,3 %)
RP 8 (2,7 %) 8 (2,7 %)
LP 8 (2,7 %) 8 (2,7 %)
obcutljivost 42,1 % 53,3 %
specifiCnost 97,2 % 97,2 %
NRBC
RN 277 (92,3 %) 269 (89,7 %)
LN 7 (2,3 %) 4 (1,3 %)
RP 8 (2,7 %) 8 (2,7 %)
LP 8 (2,7 %) 19 (6,3 %)
obcutljivost 53,3 % 66,7 %
specifiCnost 97,2 % 93,4 %

* RN - resni¢no negativen; LN - laZno negativen; RP - resni¢no pozitiven; LP - laZzno pozitiven.

Delezi lazno pozitivnih rezultatov so bili pri opozorilih LS in ATYP malenkost visji kot pri

ostalih opozorilih, vendar niso presegali 22,0 %. DelezZi lazno negativnih rezultatov za vsa

opozorila so bili nizki, saj niso presegali 5,0 %. DeleZi lazno negativnih rezultatov so bili
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pri primerjavi z avtomatizirano metodo malenkost nizji (povpreCje 2,0 %), kot pri
primerjavi s standardno metodo (povpreCje 3,3 %). Obcutljivost opozoril je bila pri
primerjavi z avtomatizirano metodo, ob prakticno enaki specificnosti kot pri standardni
metodi, boljSa, saj je bila vi$ja za 10 do 15 %. Izjema je bilo le opozorilo ATYP, Kjer je
bila obCutljivost in specificnost opozorila enaka, tako pri primerjavi s standardno, kot z

avtomatizirano metodo.

43. VREDNOTENJE IZDELAVE IN BARVANJA KRVNIH
RAZMAZOV Z AVTOMATIZIRANO METODO

4.3.1. PRILAGODITEV IZDELAVE KRVNIH RAZMAZOV
V programski opremi aparata ADVIA Autoslide smo poleg osnovnega profila, ki ga je
dolocil proizvajalec, ustvarili Stiri dodatne profile za izdelovanje krvnih razmazov:

- profil za vzorce z nizko vrednostjo hematokrita - Low HCT

- profil za vzorce z visoko vrednostjo hematokrita - High HCT

- profil za vzorce z nizko Steviléno koncentracijo levkocitov - Low WBC

- profil za vzorce z visoko Stevil¢no koncentracijo levkocitov - High WBC

Nadalje smo dolocili kriterije, ki opredeljujejo posamezen profil ter njihovo prioriteto:

- Low HCT: hematokrit < 30,0 %; prioriteta 1

- High HCT: hematokrit = 46,0 %; prioriteta 3

- Low WBC: $teviléna koncentracija levkocitov < 3,0 x 10%/L; prioriteta 2

- High WBC: $teviltna koncentracija levkocitov = 25,0 x 10%/L: prioriteta 4
Za StevilCne vrednosti hematokrita smo uporabili vrednosti, ki jih priporoca tudi
proizvajalec. Ce je pri posameznem vzorcu bilo izpolnjenih veg kriterijev za izbiro profila,

je aparat izbral profil z niZjo Stevilko prioritete (6).

Za vsakega od stirih profilov smo preizkusili razlicne nastavitve, ki jih omogocCa
programska oprema:

- kot, pod katerim trak izdela razmaz: 0 = 40°, 1 = 45°,

- velikost kaplje: 1,0 - 5,0 pL,

- Cas Cakanja, da se kaplja razleze: 100 - 2000 ms,

- hitrost potega traku: 500-5000 korakov/s.
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Pri preizkuSsanju smo izhajali iz osnovnega profila, ki ga je doloCil proizvajalec. Natancnih
priporoCil, katere nastavitve uporabiti za posamezen profil, proizvajalec ni navedel, prav
tako v literaturi in na svetovnem spletu nismo nasli niti ene javno objavljene Studije o
prilagoditvi aparata ADVIA Autoslide. RazliCne nastavitve za posamezen profil smo
preizkuSali z izdelavo krvnih razmazov iz nakljucnih vzorcev, ki so izpolnjevali kriterije za
izbiro posameznega profila. Nastavitev osnovnega profila se ne da spreminjati. Pri izdelavi
razmazov z osnovnim profilom smo ugotovili, da so bili razmazi, izdelani iz vzorcev s
hematokritom okrog 35 %, priblizno 3 mm daljsi, kot razmazi iz vzorcev s hematokritom
okrog 45 %. V kolikor smo povecali ali zmanjsali velikost kaplje za 1,0 yL se je dolzina
razmaza podaljSala oz. skrajSala za 2 do 3 mm. Razli¢ne Case Cakanja, da se kaplja razleze,
smo vrednotili s svetlobnim mikroskopom; pod 400-kratno in 1000-kratno povecavo smo
ocenjevali razporeditev celic in koli¢ino celic v repu in ob robovih razmaza. Da bi lazje
opazili razlike v razporeditvi, smo testirali tudi vzorec z 90 % blastov. Razlik med razmazi
izdelanimi z razlicnimi Casi Cakanja, da se kaplja krvi razleze, nismo opazili. Nadalje smo
ugotovili, da je razmaz, izdelan pod kotom 40°, priblizno 5 do 7 mm daljSi od razmaza,

izdelanega pod kotom 45°, razlik v porazdelitvi celic nismo opazili.

Kriteriji za ustrezno izdelan krvni razmaz, ki smo jih opredelili, so (Slika 10):
- enakomeren, homogen razmaz z rahlo zaokroZenim repom,
- dolZina razmaza od 31 do 39 mm,
- konec razmaza od 5 do 15 mm pred koncem stekla,
- na toCki 33 mm od konca stekla (kjer se zaCne analiza s CellaVision DM1200)
eritrociti enakomerno razporejeni, brez medsebojnega prekrivanja,

- morfologija levkocitov primerna za diferenciacijo.

Fn

I

——

31-39 mm *

i 5—15 mm 33 mm

Slika 10: Makroskopski izgled ustreznega krvnega razmaza (prirejeno po 31)
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Koncne nastavitve, ki smo jih uporabili za posamezen profil so navedene v preglednici X:

Preglednica X: Nastavitve posameznega profila za izdelavo krvnega razmaza

PROFIL VELIKOST CAS CAKANJA, HITROST KOT, POD
KAPLJE DA SE KAPLJA | POTEGA TRAKU = KATERIM TRAK
(uL) RAZLEZE (koraki/s) IZDELA
) RAZMAZ (°)

osnovni 4 500 3500 1

Low HCT 4 500 4500 1

High HCT 4 500 2500 1

Low WBC 4 500 4500 1

High WBC 4 500 3000 1

Ugotovili smo tudi, da so v krvnih razmazih, izdelanih z aparatom ADVIA Autoslide,
nekatere celice nekoliko bolj razvleCene, veC je Gumprechtovih senc in ostalih mehansko
poskodovanih celic. Stevilo Gumprechtovih senc in ostalih mehansko poskodovanih celic
v analiziranih krvnih razmazih je bilo povprecno 7,0 % (mediana 4,0 %, minimalna
vrednost 0,0 %, maksimalna vrednost 49,5 %; vzorce s kroni¢no limfocitno levkemijo, Kjer
so Gumprechtove sence StevilCnejSe, smo izvzeli iz izraCunov). 206 vzorcev (69 %) je
presegalo priporoCeno mejo do 2 %, veC kot 10 % Gumprechtovih senc in ostalih

mehansko poskodovanih celic pa je vsebovalo kar 71 vzorcev (24 %).

Preglednica XI: DeleZzi Gumprechtovih senc v krvnih razmazih pri preiskovancih s kroni¢no
limfocitno levkemijo

zap. St. vzorca | % Gumprechtovih senc v krvnem % Gumprechtovih senc v krvnem

razmazu, izdelanem z razmazu, izdelanem z

rocno metodo avtomatizirano metodo
8 23,0 151
17 27,0 14,8
21 19,0 50,0
28 17,0 60,2
32 44,0 64,8
42 8,0 30,0
43 16,0 83,0
45 9,0 66,1
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64 11,0 42.0
88 10,0 34,9
132 17,0 75,0
180 18,0 40,2
192 2,0 9,1
250 14,0 430

povprecCje 16,8 449
100,00
50,00 T
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Slika 11: Kvantilni diagram deleza Gumprechtovih senc pri standardni metodi in avtomatizirani
metodi pri preiskovancih s kroni¢no limfocitno levkemijo

4.3.2. PRILAGODITEV BARVANJA KRVNIH RAZMAZOV

Ustrezna obarvanost krvnih razmazov je zelo pomembna za pravilno diferenciacijo celic,
Se posebej pa pri uporabi avtomatiziranih sistemov za slikovno analizo, kjer je uspesnost
pre-diferenciacije v veliki meri odvisna od ustreznosti barv posameznih celi¢nih struktur.
Proizvajalec zagotavlja lastna barvila ter fosfatni pufer, omogocCena pa je tudi uporaba
drugih barvil in fosfatnega pufra ter prilagoditev postopka barvanja.
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Najprej smo preizkusili barvili May-Griinwald in Giemsa, ki jih dobavlja proizvajalec, v
kombinaciji z MGG fosfatnim pufrom. Eritrociti so imeli ustrezne morfoloSke znacilnosti,
vendar so bili obarvani sivo roznato, zato jih je CellaVision DM1200 veckrat prepoznal kot
artefakte. Zaradi prevelikega Stevila artefaktov velikokrat tudi ni dokoncCal pre-
diferenciacije. Trombociti so bili obarvani preveC temno, zato granulacije niso bile vidne.
Levkociti so bili v sploSnem obarvani precej bazofilno, zgoS¢enost kromatina pa je bilo
teZko oceniti zaradi pretemne obarvanosti. Nevtrofilni granulociti so imeli lazne toksicne
granulacije, CellaVision DM1200 jih je velikokrat prepoznal kot bazofilne granulocite.
Veliki limfociti ter limfociti s citoplazmo, uvihano med eritrocite, so izgledali kot reaktivni
limfociti. Granule v citoplazmi eozinofilnih granulocitov so bile neizrazito, sivkasto
obarvane, CellaVision DM1200 jih je velikokrat uvrstil med segmentirane nevtrofilne
granulocite. Atipicne celice in blasti so bili pretemno obarvani za zanesljivo prepoznavo
(Slika 12). Na podlagi teh ugotovitev smo zamenjali barvili proizvajalca Siemens
Healthcare Diagnostics z barvili proizvajalca Merck, da smo dosegli bolj roznato
obarvanost eritrocitov, pa smo fosfatni pufer May-Griunwald Giemsa buffer zamenjali s
fosfatnim pufrom Modified Wright's buffer. Prednost Merckovih barvil je tudi manjsi
volumen, saj je zaradi izhlapevanja metanola, le-ta priporoCeno menjati ¢im pogosteje.
Opazili smo, da je odprto barvilo May-Griunwald, proizvajalca Merck, obstojno le
priblizno 3 dni, saj so se po tem cCasu zaceli pojavljati vakuolizirani eritrociti, te
spremembe pa so bile zelo podobne tistim pri kontaminaciji barvila May-Grinwald z vodo
(14, 25). Opazili smo tudi, da je sistem dovajanja reagentov slabo zasSCiten pred
izhlapevanjem, zato smo odprtine na reagentih po vsaki menjavi dodatno zascCitili s

parafilmom.
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segmentirani limfocit monaocit eozinofilni blast
nevtrofilni granulocit
granulocit

Slika 12: Prikaz obarvanosti posameznih krvnih celic A) pred in B) po optimizaciji barvanja

Preizkusili smo tudi razlicne koncentracije delovne raztopine Giemse, in sicer 5 %, 8 %, 10
% in 15 % (Slika 13). Aparat ADVIA Autoslide samodejno pripravi Zeleno koncentracijo.
S svetlobnim mikroskopom smo ocenjevali obarvanost krvnih celic, Se posebej smo bili
pozorni na obarvanost eritrocitov, obarvanost kromatina celic ter intenziteto eozinofilnih in
nevtrofilnih granulacij. Nato smo s CellaVision DM1200 opravili Se preizkus iskanja celic
za potrjevanje ustreznosti postopka barvanja ter vrednotili deleZz artefaktov (morebitnih

izoborin barvila) v razmazu.

A)5% B) 8 % C)10% D) 15 %

Slika 13: Obarvanost segmentiranih nevtrofilnih granulocitov z A) 5 %, B) 8 %, C) 10 % in D) 15 %
delovno raztopino Giemse
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Z naraScajoco koncentracijo Giemse smo opazili nekoliko bolj sivkasto obarvanost
eritrocitov, vendar razlike v odtenkih niso bile velike. Kromatin celic je bil s 5 % Giemso
bledo obarvan, kontrast med posameznimi celicnimi strukturami je bil slabSi. Nevtrofilne
granulacije so bile komaj opazne. Kromatin celic, obarvan s 15 % Giemso, je bil pretemno
obarvan, zato je bilo pri nekaterih celicah tezko oceniti zgoSCenost kromatina, nevtrofilne
granulacije pa so bile izrazite, zato bi granule lahko prepoznali kot toksiCne granulacije.
Odlocili smo se za 8 % delovno raztopino Giemse, saj je bila v primerjavi z 10 %
obarvanost hipogranuliranih in nevtrofilnih granulocitov s toksi¢nimi granulacijami boljSe
vidna. Preizkus iskanja celic na CellaVision DM1200 je bil v vseh primerih uspeSen
(rezultat = 99 %). Delez artefaktov (izoborin barvila) je bil razlicen (od 1 do 10 %) in ni bil

sorazmerno povezan z naras¢ajoCo koncentracijo Giemse.

Proizvajalec omogoca uporabo drugih barvil in fosfatnega pufra, zato je namesto vnosa
preko Crtnih kod, podatke potrebno vnesti ro¢no. Slabost tega je, da moramo za vsak
reagent pri menjavi ro¢no vpisati lot Stevilko reagenta, kolicino in rok uporabe, s tem pa je
veCja moznost za napako. V enem primeru smo tako vnesli napacno previsoko koli¢ino

barvila May-Griinwald, zato nas aparat ni opozoril, ko je barvila zmanjkalo.
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4.4. PRIMERJAVA REZULTATOV DKS

4.4.1 PRIMERJAVA METOD

Medsebojno povezavo metod smo vrednotili z izraCunom Pearsonovega koeficienta
korelacije (R?) ter enatbe linearne regresije. Kot referenéno vrednost smo upostevali
rezultate mikroskopske doloCitve DKS s standardno metodo z diferenciacijo do 100
levkocitov in jih primerjali z rezultati doloCitve DKS z avtomatizirano metodo, in sicer
loCeno z diferenciacijo do 100 levkocitov in do 200 levkocitov. Rezultate smo vrednotili

po posameznih vrstah levkocitov.
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Slika 14: Korelacija standardne in avtomatizirane metode (A - do 100 levkocitov in B - do 200
levkocitov) pri segmentiranih nevtrofilnih granulocitih, limfocitih in monocitih
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Slika 15: Korelacija standardne in avtomatizirane metode (A - do 100 levkocitov in B - do 200
levkocitov) pri eozinofilnih, bazofilnih in nesegmentiranih nevtrofilnih granulocitih
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Slika 16: Korelacija standardne in avtomatizirane metode (A - do 100 levkocitov in B - do 200
levkocitov) pri metamielocitih, mielocitih in promielocitih
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Slika 17: Korelacija standardne in avtomatizirane metode (A - do 100 levkocitov in B - do 200
levkocitov) pri blastih, reaktivnih limfocitih in plazmatkah
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Slika 18: Korelacija standardne in avtomatizirane metode (A - do 100 levkocitov in B - do 200
levkocitov) pri eritroblastih

Korelacijski koeficienti pri posameznih skupinah celic so priCakovano visji pri vecjem
celokupnem Stevilu diferenciranih levkocitov z avtomatizirano metodo. Le pri primerjavi
korelacije bazofilnih granulocitov, kjer je korelacijski koeficient nizek, smo ugotovili, da je
le-ta neodvisen od celokupnega Stevila diferenciranih levkocitov (R* = 0,55 in R? = 0,53).
Vzrok je verjetno v majhni pogostosti teh celic v krvi (13). Korelacijski koeficienti so
visoki pri segmentiranih nevtrofilnih granulocitih (R? = 0,91 in R? = 0,94) ter limfocitih
(R? = 0,91 in R?* = 0,94). Korelacija pri monocitih in eozinofilnih granulocitih je pri
diferenciaciji z avtomatizirano metodo do 100 levkocitov slaba (monociti R* = 0,59 in
eozinofilni granulociti R = 0,63), se pa koeficienta obutno zvisata pri vegjem Stevilu
diferenciranih levkocitov (monociti R?> = 0,76 in eozinofilni granulociti R?> = 0,75). Do
podobnih ugotovitev smo prisli pri primerjavi nezrelih granulocitov, kjer so koeficienti pri
diferenciaciji do 100 levkocitov slabsi (metamielociti R* = 0,66, mielociti R* = 0,56 in
promielociti R® = 0,55), pri diferenciaciji do 200 levkocitov pa boljsi (metamielociti R? =
0,74, mielociti R> = 0,89 in promielociti R? = 0,89). Korelacijski koeficient pri
nesegmentiranih nevtrofilnih granulocitih je sorazmerno dober (R? = 0,82 in R? = 0,85). Pri
blastih je korelacija obeh metod skoraj popolna (R? = 0,994 in R? = 0,997). Korelacija pri
reaktivnih limfocitih, plazmatkah in eritroblastih je zaradi manjSe pogostosti teh celic v
vzorcih slaba tudi pri diferenciaciji do 200 levkocitov (reaktivni limfociti R* = 0,57,
plazmatke R? = 0,52 in eritroblasti R? = 0,68). Korelacija vzorcev pri atipi¢nih limfocitih
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(R? = 0,77) in prolimfocitih (R? = 0,69) je slabsa, vendar je bilo taknih vzorcev premalo

za zanesljivo vrednotenje.

Zaradi zelo Stevilnih Gumprechtovih senc smo 14 preiskovancev s kroni¢no limfocitno
levkemijo obravnavali posebej, saj je bil pri doloCitvi DKS z avtomatizirano metodo delez
segmentiranih nevtrofilnih granulocitov lazno previsok, delez limfocitov pa lazno
prenizek. Gumprechtove sence v teh primerih nismo diferencirali kot svojo skupino celic,
kot je priporoceno (1), ampak smo jih pristeli limfocitom. Ujemanje segmentiranih
nevtrofilnih granulocitov (R?> = 0,95) in limfocitov (R?* = 0,91) je bilo zelo visoko,

ujemanje monocitov pa zmerno (R? = 0,73).

44.2. VREDNOTENJE PRE-DIFERENCIACIJE SISTEMA CELLAVISION
DM1200

TocCnost pre-diferenciacije sistema CellaVision DM1200 smo vrednotili z izraCunom
Pearsonovega koeficienta korelacije (Preglednica XII). Rezultate pre-diferenciacije do 200

levkocitov smo primerjali z rezultati po ponovni diferenciaciji.

Preilednica XI1: To€nost ire-diferenciaciie sistema CellaVision DM1200

segmentirani nevtrofilni granulociti 0,87
limfociti 0,97
monociti 0,85
eozinofilni granulociti 0,59
bazofilni granulociti 0,88
nesegmentirani nevtrofilni granulociti 0,65
metamielociti 0,38
mielociti 0,64
promielociti 0,64
blasti 0,97
reaktivni / atipicni limfociti 0,04
plazmatke 0,02
eritroblasti 0,73
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Celokupno Stevilo diferenciranih levkocitov se je po potrditvi pre-diferenciacije do 200
levkocitov spremenilo tudi za +/- 10 levkocitov, in sicer v primerih, ko je CellaVision
DM1200 levkocite diferenciral kot ne-levkocite (Gumprechtove sence, artefakte,...) in
obratno. Povprec¢no Stevilo celic, ki jih sistem ni prepoznal (skupina "neidentificirano”), je
bilo nizko; 2,3 %, z razponom od 0,0 % do 20,5 %. V to skupino je CellaVision DM1200
najveckrat razvrstil razlicne artefakte, posamezne celice z razvleCeno citoplazmo, visje
deleZe neidentificiranih celic pa je podal tudi pri vzorcih s Pelger-Huétovo nepravilnostjo
jeder (Slika 19).

® & ® ®

Slika 19: Primer neidentificiranih celic - hiposegmentirani nevtrofilni granulociti v vzorcu s Pelger-

Huétovo nepravilnostjo jeder

Korelacijski koeficient za segmentirane nevtrofilne granulocite je sicer visok (R? = 0,87),
vendar je CellaVision DM1200 pri kar 130 vzorcih segmentirane nevtrofilne granulocite
uvrstil tudi med nesegmentirane, vendar le-ti niso bili prisotni. Tudi kadar so bili prisotni,
je bilo njihovo $tevilo precenjeno (R? = 0,65, enacba regresijske premice y = 0,37x - 1,39).
Nekaj najizrazitejSih primerov smo zbrali v preglednici XIIl. Slabo pre-diferenciacijo
segmentiranih nevtrofilnih granulocitov lahko odpravimo z ukazom sistemu CellaVision
DM1200, da vse nesegmentirane in segmentirane nevtrofilne granulocite uvrsti med

segmentirane, izvajalec pa nato sam pois€e morebitne nesegmentirane.
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primerov napacne pre-diferenciacije segmentiranih nevtrofilnih granulocitov

zap. St. vz.

Preglednica XI11: Nekaj

vrsta celice 2 ﬂ 150 | 154 | 173|| 197 E 242 | 246

segmentirani n.g.

) o 76,5 | 415 21,0 15,0 10,0 64,0 | 28,0 20,0 10,5
(pre-diferenciacija)

segmentirani n.g.
o _ 933 | 615| 468 | 67,6 | 61,3 | 87,7 |57,1| 56,4 | 447
(potrjeni rezultati)

nesegmentirani n.g.
) L 13,0 | 19,0 50,5 31,0 31,0 275 | 535 56,5 33,0
(pre-diferenciacija)

nesegmentirani n.g.
o _ 10 | 26282 | 09 | 00 | 46 |283| 256 | 47
(potrjeni rezultati)

*n.g. - nevtrofilni granulociti

Pre-diferenciacija limfocitov je bila odli¢na (R? = 0,97), je pa CellaVision DM1200 velike
limfocite pri 105-ih vzorcih uvrstil med reaktivne/atipiCne limfocite, vendar le-ti niso bili
prisotni. Slabo pre-diferenciacijo lahko odpravimo z ukazom v programski opremi na enak
nacin kot pri pre-diferenciaciji segmentiranih in nesegmentiranih nevtrofilnih granulocitov.
Kljub znacilnim morfoloskim lastnostim eozinofilnih granulocitov je bila njihova pre-
diferenciacija slabsa (R? = 0,59), saj jih je CellaVision DM1200 uvrigal tudi med
Gumprechtove sence, verjetno zaradi bolj razvleCene citoplazme nekaterih celic. Pre-
diferenciacija blastov je odli¢na (R? = 0,97), izstopa le primer, pri katerem je CellaVision
pre-diferenciral 1,5 % blastov, ostale pa uvrstil med monocite. Po ponovni diferenciaciji je
bil delez blastov 27,7 %.

Vrednotili smo tudi sposobnost sistema CellaVision DM1200, da v krvnih razmazih,
izdelanih z avtomatizirano metodo iz levkopeni€nih vzorcev (< 3,0 x 10%L) opravi pre-
diferenciacijo 200-ih levkocitov. Od 36-ih levkopenicnih vzorcev je sistem uspeSno pre-
diferenciral 29 vzorcev, preostalih 7 vzorcev pa je navedenih v preglednici XIV. V teh
sedmih primerih smo isti krvni razmaz s CellaVision DM1200 morali analizirati veckrat
zaporedoma, dokler nismo dosegli Zelenega celokupnega Stevila levkocitov (tj. 200).
Rezultate posameznih analiz CellaVision DM1200 avtomatsko zdruzi ter preracuna deleze.
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Preglednica X1V: Vzorci, pri katerih CellaVision DM1200 ni opravil pre-diferenciacije do 200
levkocitov

StevilCna celokupno Stevilo
koncentracija pre-diferenciranih
levkocitov (x 10%/L) hematokrit (%) levkocitov

1 36
2 0,5 24,2 63
3 0,6 21,5 42
4 0,6 26,2 102
S) 0,9 17,7 85
6 15 18,2 126
7 1,5 23,9 172

4.4.3. VREDNOTENJE OPISA LEVKOCITNE, ERITROCITNE IN
TROMBOCITNE KRVNE SLIKE

V razmazih, izdelanih in analiziranih s standardno in avtomatizirano metodo, smo med
seboj primerjali opise morebitnih morfoloskih nepravilnosti levkocitne, eritrocitne in
trombocitne krvne slike. Neposredne statistiCne obravnave posameznih znacilnosti zaradi
Stevilnosti razlicnih nepravilnosti, njihove nizke frekvence pojavljanja ter subjektivnosti

ocene nismo izvedli, ampak smo le povzeli ugotovitve.

MorfoloSke nepravilnosti jedra levkocitov, kot so hiposegmentacija in hipersegmentacija,
smo s sistemom CellaVision DM1200 pravilno prepoznali v vseh primerih. Ker so vse
celice doloCene vrste zbrane na kupu, je prepoznava in semi-kvantitativna ocena
nepravilnosti veliko lazja kot pri MPKR s standardno metodo. Vakuolizacije citoplazme
monocitov pri posameznih primerih nismo omenili, pri nekaterih vzorcih pa se je semi-
kvantitativna ocena razlikovala za eno stopnjo. Do enakih ugotovitev smo prisli tudi pri
analizi s standardno metodo. Toksi¢ne granulacije, hipogranulacijo in druge nepravilnosti
citoplazme levkocitov smo pravilno prepoznali pri vseh vzorcih, se je pa semi-

kvantitativna ocena pri posameznih vzorcih razlikovala za eno stopnjo.
Opisi sprememb velikosti, oblik in obarvanosti eritrocitov ter trombocitov so bili skladni z

opisi, pridobljenimi s standardno metodo. Opazili smo, da je bila ocena intenzivnosti

polikromazije v razmazih, izdelanih z avtomatizirano metodo, v nekaj primerih visja za
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eno oceno. Mozen razlog za ta pojav je nekoliko bolj roznata obarvanost eritrocitov v
razmazih, izdelanih z avtomatizirano metodo, zaradi tega pa morebitna polikromazija bolj
izstopa. Prepoznava razli¢nih vkljuckov in sprememb v razporeditvi eritrocitov s sistemom
CellaVision DM1200 ni zanesljiva. Bazofilne punktacije smo pravilno prepoznali v 9-ih
vzorcih, v 8-ih vzorcih pa jih nismo zasledili. Prav tako smo Howell-Jollyeva telesca
zasledili le v dveh vzorcih, v 7-ih vzorcih pa ne. Razlog je slab3a locljivost slike, ki je na
voljo za vrednotenje, poleg tega pa tudi ni mozno pomikanje po razlicnih delih krvnega
razmaza. Tudi prepoznava rouleaux formacij je bila teZzavna, saj sistem CellaVision
DM1200 za oceno eritrocitne in trombocitne krvne slike posname predel v krvnem
razmazu, kjer se eritrociti med seboj ne prekrivajo. Tako je pri vzorcih z rouleaux
formacijami sistem posnel slike v precej tankem podroCju krvnega razmaza, kjer rouleaux

formacije niso tako ocitne, eritrocitna krvna slika pa je podobna tisti pri vzorcih z zelo

nizko Stevilcno koncentracijo eritrocitov (Slika 20).

°°n'8: ‘%log ‘p‘g °" uo-’. .ovu—..'.vz.-
% oo °

A B

Slika 20: Slika za oceno eritrocitne in trombocitne krvne slike pri normalnem vzorcu (A) in vzorcu z

rouleaux formacijami (B)

Rouleaux formacije smo pravilno prepoznali v 8-ih vzorcih, v 6-ih vzorcih pa smo jih
spregledali. Pri sumu na vkljucke v eritrocitih ter sumu na nenormalno razporeditev

eritrocitov je zato potreben Se pregled krvnega razmaza pod svetlobnim mikroskopom.
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4.5. VREDNOTENJE CASA ANALIZE

Cas analize je eden glavnih dejavnikov stroskovne uginkovitosti (33). Ob vklopu aparata
ADVIA Autoslide se v avtomatskem podajalcu nosilcev v analizatorju ADVIA 2120i
aktivira dodatna aspiracijska igla za odvzem vzorca krvi, potrebnega za izdelavo krvnega
razmaza. ADVIA 2120i tako po analizi vsakega vzorca krvi vrednoti rezultate analize in v
primeru izpolnitve kriterijev za MPKR ponovi postopek aspiracije Se z dodatno
aspiracijsko iglo. Zanimalo nas je, v kolikSni meri to vpliva na zmogljivost analizatorja
ADVIA 2120i, zato smo analizirali poln nosilec z 10 naklju¢nimi epruvetami (Preglednica

XV) in merili Cas analize z izklopljenim ter z vklopljenim aparatom ADVIA Autoslide.

Preglednica XV: seznam 10-ih nakljucnih epruvet za vrednotenje ¢asa analize

zap. St. vzorca narocene preiskave izpolnjen kriterij za MPKR*

1 KS ne
2 KS ne

3 KS ne

4 KS LKCI = 20,0 x 10°/L
5 KS + DKS + RTC ne

6 KS + DKS + RTC LS+

7 KS + DKS LS+

8 KS + DKS + RTC LS+

9 KS + DKS + RTC ATYP+

10 KS LKCI = 20,0 x 10°/L

Iz preglednice XVI je razvidno, da dodatni aspiracijski postopki za izdelavo krvnega
razmaza vplivajo na zmogljivost analizatorja ADVIA 2120i. Proizvajalec navaja, da je
njegova zmogljivost ob izklopljenem aparatu ADVIA Autoslide priblizno 120 vzorcev/uro,
Ce sta narocCeni preiskavi krvna slika in DKS oz. priblizno 74 vzorcev/uro, Ce je pri vseh
vzorcih naroCena Se dolocCitev retikulocitnih parametrov (6). Ugotovili smo, da je bil Cas
analize desetih testiranih epruvet ob vklopljenemu aparatu ADVIA Autoslide, daljsi za
dobri dve minuti, kar zmanjSa zmogljivost analizatorja ADVIA 2120i za priblizno 20 % (iz

prib. 80-ih vzorcev/uro na prib. 63 vzorcev/uro).
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Preglednica XVI: Primerjava Casa analize z analizatorjem ADVIA 2120i z izklopljenim in vklopljenim

aparatom ADVIA Autoslide
izklopljen ADVIA Autoslide vklopljen ADVIA Autoslide

¢as od zacetka

¢as od zacetka

analize analize
[min:s] [min:s]
zaCetek analize 0:00 zaCetek analize 0:00
aspiracijavz. 1 1:34 aspiracijavz. 1 1:33
aspiracija vz. 2 2:06 aspiracija vz. 2 2:06
aspiracija vz. 3 2:35 aspiracija vz. 3 2:35
aspiracija vz. 4 3:05 aspiracija vz. 4 3:07
aspiracijavz. 5 3:39 aspiracijavz. 5 3:36
aspiracija vz. 6 4:08 aspiracija vz. 6 4:26
aspiracija vz. 7 4:55 aspiracija vz. 4 za DKS 5:10
aspiracija vz. 8 5:44 aspiracijavz. 7 5:18
aspiracijavz. 9 6:36 aspiracijavz. 8 5:48
aspiracija vz. 10 7:21 aspiracijavz. 9 6:33
zakljuCek analize 7:46 aspiracija vz. 6 za DKS 6:38
zmogljivost analizatorja prib. 80 aspiracija vz. 10 7:39
ADVIA 2120i vzorcev/uro '
aspiracija vz. 7 za DKS 8:08
aspiracija vz. 8 za DKS 8:40
aspiracija vz. 9 za DKS 9:10
aspiracija vz. 10 za DKS 9:38
zakljuCek analize 9:55
zmogljivost analizatorja prib. 63
ADVIA 2120i vzorcev/uro

Vrednotili smo tudi celotni Cas analize (ang.

turn-around time - TAT). V TAT smo zajeli

Cas elektronske doloCitve krvne slike in DKS ter Cas izdelave, barvanja in MPKR s

standardno in avtomatizirano metodo. Za analizo smo izbrali 10 nakljucnih vzorcev, z

razponom Steviléne koncentracije levkocitov od 6,1 do 41,8 x 10%/L, vsi vzorci pa so tudi

izpolnjevali kriterije za MPKR. Pri treh vzorcih je bila potrebna Se kontrolna doloCitev

krvne slike zaradi visoke StevilCne koncentracije levkocitov.
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Preglednica XVII: Primerjava TAT s standardno in avtomatizirano metodo

analiza s standardno metodo analiza z avtomatizirano metodo

Cas od zacCetka

¢as od zacetka

analize [min] analize [min]

zacetek elektronske 0 zacetek elektronske 0
doloCitve KS in DKS dolocCitve KS in DKS
zakljucek elektronske . zaCetek izdelave krvnih 4
doloCitve KS in DKS razmazov
potrditev rezultatov v LIS zaCetek barvanja krvnih
in  zaCetek  kontrolne 16 razmazov 3
doloCitve KS pri treh
vzorcih
zaCetek izdelave krvnih 16 zakljucek elektronske 10
razmazov doloCitve KS in DKS
zakljuCek izdelave krvnih 20 zakljuCek izdelave krvnih 1
razmazov razmazov
zakljucek kontrolnih potrditev rezultatov v LIS
doloCitev KS in potrditev o5 in  zaCetek  kontrolne 19
rezultatov v LIS doloCitve KS pri treh

vzorcih
zaCetek izdelave krvnih zakljucek kontrolnih
razmazov iz kontroliranih 25 doloCitev KS in potrditev 28
VZorcev rezultatov v LIS
zakljuCek izdelave krvnih tiskanje QR kod
razmazov iz kontroliranih

. .. 27 28

vzorcev in zaCetek susenja
krvnih razmazov
zaCetek barvanja krvnih zakljuCek  barvanja in
razmazov 57 zaCetek suSenja  krvnih 31

razmazov ter lepljenja QR

kod
zakljuCek barvanja in zaCetek MPKR
zaCetek suSenja  krvnih 77 39
razmazov
zaCetek MPKR 82 zakljuCek MPKR 86
zakljucek MPKR 121
cas .elektronskfe doloCitve o5 08
KS in DKS [min]
cas |.zdelave in bar\{anja 82 39
krvnih razmazov [min]
¢as MPKR [min] 39 47
TAT [min] 121 86
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5. RAZPRAVA

5.1. ELEKTRONSKA DOLOCITEV DIFERENCIALNE KRVNE
SLIKE

Delez MPKR je v najveCji meri odvisen od opozoril, ki jih poda hematoloski analizator
(34). VeC kot 62 % MPKR naj bi bilo nepotrebnih zaradi lazno pozitivnih opozoril
analizatorja (8), zato je potrebna prilagoditev kriterijev za mikroskopsko dolocitev DKS do
te mere, da se ob ¢im manjSem Stevilu lazno negativnih rezultatov doseze ¢im manjSe
Stevilo pregledanih krvnih razmazov (13). Kriteriji za izpolnitev posameznega opozorila
analizatorja ADVIA 2120i bi bili idealni, v kolikor bi vsi rezultati bili resniCno pozitivni in
resnicno negativni (30). Hematoloski analizatorji so zasnovani tako, da podajo ¢im manjsi
delez lazno negativnih rezultatov, da ne spregledamo morebitnih kvalitativnih sprememb
krvnih celic (12). Visoka obcutljivost je pomembna predvsem za zdravstvene ustanove na
primarni ravni, kjer je potrebno presejanje prebivalstva, v ustanovah na sekundarni in
terciarni ravni pa je zaradi veCjega Stevila obolelih preiskovancev in zahtevanih krajsSih
Casov analize bolj zaZelena viSja specificnost opozoril (34). Pri opredelitvi kriterijev za
posamezno opozorilo je priporoceno zviSanje Kriterija, v kolikor delez lazno pozitivnih
rezultatov presega 40 %, pri delezu lazno negativnih rezultatov, veCjem od 35 %, pa je
priporoCeno znizanje kriterija za izpolnitev opozorila (30). Ugotovili smo, da so kriteriji za
izpolnitev posameznega opozorila hematoloSkega analizatorja ustrezni, saj imajo opozorila

zadostno obcutljivost in visoko specificnost.

5.2. IZDELAVA IN BARVANJE KRVNIH RAZMAZOV Z
AVTOMATIZIRANO METODO

Pri prilagajanju izdelave krvnih razmazov z aparatom ADVIA Autoslide smo z uporabo
dodatnih profilov dosegli dokaj standardizirano izdelavo ustreznih krvnih razmazov. Vsi
razmazi so imeli v primerjavi z rocno narejenimi razmazi opazno vecje podrocje ustrezno
za diferenciacijo. Pri vzorcih z nizkim in visokim hematokritom smo z ustreznim
zviSanjem oz. znizanjem hitrosti potega sicer dosegli zeleno dolzino razmazov med 31 in

39 mm, vendar bi bile smiselne doloCene nadgradnje programske opreme s strani
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proizvajalca. Vsi vzorci s hematokritom < 30,0 % so namreC izdelani z enakimi
nastavitvami (profil Low HCT), Ceprav je lahko hematokrit pri enem vzorcu 18 %, pri
drugem pa 28 %. Posledica tega so razlicno dolgi oz. razli¢no debeli krvni razmazi. Boljsa
reSitev bi bila individualna prilagoditev nastavitev profila za vsak vzorec posebej, glede na
izmerjeno vrednost hematokrita ter Stevilcno koncentracijo levkocitov ali pa vsaj razdelitev
vsakega posameznega profila na podrazrede (npr. profil Low HCT dodatno razdeljen na
podrazrede z razlicnimi vrednostmi hematokrita 15-20 %, 21-25 %, 26-30 %,...).

Standard H20-A opredeljuje, da naj bi bilo v ustrezno izdelanem krvnem razmazu do 2 %
Gumprechtovih  senc in ostalih mehansko poskodovanih celic, razen pri
limfoproliferativnih obolenjih, kjer so Gumprechtove sence StevilnejSe (26). Ker smo v
vecini primerov kot mehansko poSkodovane celice prepoznali limfocite, bi lahko ta pojav
vplival na lazno prenizek delez limfocitov v DKS. Se posebej je bilo vegje 3tevilo
Gumprechtovih senc opazno pri preiskovancih s kronicno limfocitno levkemijo, kjer je v
krvnih razmazih, izdelanih z aparatom ADVIA Autoslide povprecno 2,7-krat vec
Gumprechtovih senc kot v razmazih, izdelanih s standardno metodo. Tudi Bron in
sodelavci so pri vrednotenju avtomatiziranega sistema za izdelavo in barvanje krvnih
razmazov drugega proizvajalca ugotovili, da je Stevilo Gumprechtovih senc v izdelanih
krvnih razmazih tudi do trikrat viSje (35). Smiselno bi bilo, da bi proizvajalec omogocil
nastavitve moci pritiska traku za izdelavo razmazov, saj bi s tem lahko omejili pretirano
mehansko poskodbo celic.

Velika pomanjkljivost programske opreme analizatorja ADVIA 2120i in aparata ADVIA
Autoslide je, da ADVIA Autoslide izdela krvni razmaz na osnovi izpolnjenega kriterija za
MPKR (vzorci z zniZzano ali povisano Steviléno koncentracijo levkocitov ali trombocitov
ter povisanim RDW ali MCV), tudi kadar DKS v LIS ni naroCena in zato MPKR ni
potreben. Tako je bilo v dopoldanski izmeni izdelanih in obarvanih kar do 50 % odvecnih
krvnih razmazov. Posledica so nepotrebno nastali strosSki ter veCja obremenjenost

analizatorja in aparata.
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53. PRIMERJAVA STANDARDNE IN AVTOMATIZIRANE
METODE

Preglednica XVII1: Korelacijski koeficienti za posamezne vrste levkocitov v Studijah drugih avtorjev

korelacijski koeficienti (R%)

nasi rezultati Yu Briggs Ceelie | Kratz
(do 200 levkocitov) in sod. in sod. insod. | insod.
segmentirani 0,94 0,91 0,99 0,95 0,88
nevtrofilni
granulociti
limfociti 0,94 0,90 0,96 0,94 0,94
monociti 0,76 0,82 0,81 0,70 0,67
eozinofilni 0,75 0,77 0,67 0,85 0,73
granulociti
bazofilni 0,53 0,56 0,05 / /
granulociti
nesegmentirani 0,85 0,89 / 0,80 0,69
nevtrofilni
granulociti
blasti 0,997 0,977 0,995 0,984 |/

Pri primerjavi korelacijskih koeficientov s Studijami drugih avtorjev (Preglednica XVIII)
smo ugotovili, da so korelacijski koeficienti za posamezne vrste levkocitov med seboj
precej podobni, kljub temu, da je imelo na rezultate razlicnih Studij vpliv zelo veliko
dejavnikov (Stevilo preiskovancev, preiskovana populacija, statisticne omejitve zaradi
razlicnih izvajalcev in celokupnega Stevila diferenciranih levkocitov, razlicni postopki

analize, aparati za izdelavo krvnih razmazov in mikroskopski pregled,...).

5.4. PRE-DIFERENCIACIJA SISTEMA CELLAVISION DM1200

CellaVision DM1200 pri sedmih levkopenicnih vzorcih ni opravil pre-diferenciacije do
200 levkocitov, zato smo krvne razmaze analizirali veCkrat zaporedoma. Sistem pri

ponovni analizi istega krvnega razmaza sicer ne izbere popolnoma enakega podroCja za
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diferenciacijo, je pa lahko doloCen delez celic ponovno diferenciran, kar vpliva na
zanesljivost rezultatov. UstreznejSa reSitev bi bila, da bi aparat ADVIA Autoslide pri
levkopenicnih vzorcih samodejno izdelal dva oz. ve€ krvnih razmazov, ki bi jih nato
analizirali s sistemom CellaVision. Glavni razlog za nedosezeno celokupno Stevilo pre-
diferenciranih levkocitov so verjetno bili pretanki razmazi, saj je bil poleg zelo nizke
StevilCne koncentracije levkocitov zelo nizek tudi hematokrit. Vpliv hematokrita je opazen
pri vzorcih 3 in 4 ter 6 in 7, navedenih v preglednici XIV, pri katerih je ob enaki StevilCni
koncentraciji levkocitov Stevilo pre-diferenciranih levkocitov sorazmerno visje z visjo

vrednostjo hematokrita.

5.5. CAS ANALIZE

Iz preglednice XVII je razvidno, da je bil TAT za analizo desetih testiranih vzorcev z
uporabo avtomatizirane metode krajsi za 35 minut. Glavna prednost avtomatizirane metode
je, da se krvni razmazi zacnejo izdelovati in barvati Ze takoj po elektronski doloCitvi krvne
slike, in sicer Ze po 4 oz. 8 minutah od zacetka analize. Tako je bil krvni razmaz iz prvega
vzorca izdelan in pobarvan ze po 25 minutah od zaCetka analize, MPKR pa so se z uporabo
avtomatizirane metode priceli 43 minut prej. Cas od zakljutka barvanja krvnih razmazov
do zaCetka MPKR je lahko v doloCenih okolisCinah tudi obCutno daljsi, saj v dopoldanski
izmeni, ko je Stevilo analiz najvecCje, avtomatski podajalec hematoloSkega analizatorja
obiCajno deluje neprekinjeno, stojalo s pobarvanimi krvnimi razmazi pa se samodejno
izvrze Sele, ko je povsem napolnjeno. Stojalo z razmazi lahko z ukazom preko programske
opreme sicer lahko izvrzemo tudi roCno, vendar le, Ce je hematoloSki analizator v
mirovanju, kar pa vpliva na pretocnost delovanja hematoloskega analizatorja. Smiselna bi
bila prilagoditev izhoda za izdelane krvne razmaze, skozi katerega bi lahko pobarvan krvni
razmaz takoj vzeli ali pa prilagoditev programske opreme do te mere, da bi bilo izvrZzenje
stojala z razmazi omogoceno neodvisno od delovanja hematoloSkega analizatorja.

Uporaba analizatorja CellaVision DM1200 ni pripomogla h krajSemu TAT, saj je bil Cas,
potreben za pre-diferenciacijo in ponovno diferenciacijo vseh desetih vzorcev celo za 8
minut daljSi od standardne metode. Potrebno pa je poudariti, da je bil CellaVision DM1200
nastavljen na pre-diferenciacijo 200-ih levkocitov, torej dvakrat ve¢ kot pri analizi s
standardno metodo. V primeru, da bi CellaVision DM1200 nastavili na pre-diferenciacijo
100-ih levkocitov, bi bil Cas, potreben za MPKR desetih krvnih razmazov namesto 47
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minut (povprecno 4,7 min/razmaz, zmogljivost 12 razmazov/uro) predvidoma le 28 minut
(povprecno 2,8 min/frazmaz, zmogljivost 21 razmazov/uro). Pre-diferenciacijo je
upocCasnila tudi prisotnost artefaktov v krvnih razmazih. Povprecno Stevilo artefaktov v
krvnem razmazu je bilo 12,5 %, z vrednostmi od 0 % do kar 147 %. VVzroka za relativno
visoko povprecno Stevilo artefaktov nismo odkrili, je pa njihov pojav povsem nakljucen
(npr. v seriji izdelanih razmazov je bilo v prvem razmazu 3 % artefaktov, v drugem 90 %,
v tretjem spet 2 %).

Izmerjene Case za MPKR z aparatom CellaVision DM1200 smo primerjali tudi s Studijami
drugih avtorjev. Briggs in sodelavci so za rocno mikroskopsko doloCitev DKS desetih
vzorcev do 100 levkocitov potrebovali v povpreCju 5,8 min/razmaz (analiziranih 10
razmazov/uro), z uporabo sistema CellaVision pa 2,7 min/razmaz (zmogljivost 22
razmazov/uro) (13). Ceelie in sodelavci so za rocno mikroskopsko doloCitev DKS osmih
vzorcev do 100 levkocitov potrebovali v povprecju 4,2 min/frazmaz (analiziranih 14
razmazov/uro), z uporabo sistema CellaVision pa 3,2 min/razmaz (zmogljivost 18
razmazov/uro). Vrednotili so tudi hitrost pre-diferenciacije v odvisnosti od celokupnega
Stevila diferenciranih levkocitov; za pre-diferenciacijo 100 levkocitov je sistem potreboval
1,51 min/razmaz (zmogljivost 40 razmazov/uro), za pre-diferenciacijo 200 levkocitov je
sistem potreboval 1,95 min/razmaz (zmogljivost 31 razmazov/uro), za pre-diferenciacijo
400 levkocitov pa je sistem potreboval 2,80 min/razmaz (zmogljivost 21 razmazov/uro)
(38). S tem so potrdili naSe ugotovitve, da Cas pre-diferenciacije ni sorazmerno daljsi s
celokupnim Stevilom diferenciranih levkocitov, saj je bil Cas pre-diferenciacije ob
Stirikratnem poviSanju celokupnega Stevila diferenciranih levkocitov le priblizno dvakrat
daljsi. Kratz in sodelavci pa pri uporabi sistema CellaVision niso zabeleZili krajSih asov
analize; povprecen Cas analize s standardno metodo je bil 5,1 min/razmaz (zmogljivost 11
razmazov/uro), €as analize s sistemom CellaVision pa 6,4 min/razmaz (zmogljivost 9
razmazov/uro). Domnevajo, da je razlog neizkuSenost pri delu s sistemom, medtem ko so
imeli pri uporabi standardne metode izvajalci dolgoletne izkusnje (33). Nekateri avtorji so
ugotovili tudi, da so neizkuSeni izvajalci preiskave z uporabo sistema CellaVision
prihranili veliko veC Casa kot z uporabo standardne metode, medtem ko razlike v ¢asovnih
prihrankih niso bile tako velike pri izvajalcih z dolgoletnimi izkusnjami (13, 33). Pri
interpretaciji zgornjih rezultatov je potrebno poudariti, da na Case analize vplivajo Stevilni
dejavniki, med pomembnejSimi Stevilcna koncentracija levkocitov, zahtevnost vzorca,

izkuSenost izvajalca ter uporabljeni analizatorji. Proizvajalec navaja, da je zmogljivost
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sistema CellaVision DM1200 pri pre-diferenciaciji do 100 levkocitov ter oceni eritrocitne
krvne slike in Stevilcne koncentracije trombocitov 20 krvnih razmazov/uro, zmogljivost
sistema CellaVision DM96, ki je bil uporabljen v zgoraj omenjenih Studijah, pa je skoraj

dvakrat vecja, in sicer 35 krvnih razmazov/uro.
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6. SKLEP

1. Kriteriji za izvedbo MPKR glede na posamezna opozorila hematoloskega analizatorja so
ustrezni, saj imajo opozorila zadostno obcutljivost in visoko specificnost. Obcutljivost
opozoril (razen opozorila ATYP) je bila v primerjavi z avtomatizirano metodo, ob

prakti¢no enaki specificnosti kot pri standardni metodi, visja za 10 do 15 %.

2. Z dolocitvijo in nastavitvijo dodatnih profilov za izdelavo krvnega razmaza v
programski opremi aparata ADVIA Autoslide smo dosegli dokaj standardizirano izdelavo
krvnih razmazov iz vzorcev z razlicnim hematokritom in Steviléno koncentracijo
levkocitov. Idealna bi bila avtomatska individualna prilagoditev nastavitev profila za vsak
vzorec posebej. Proizvajalec bi moral odpraviti tudi pomanjkljivost v programski opremi
aparata ADVIA Autoslide, saj je bilo v posamezni izmeni izdelanih in obarvanih kar do 50

% odvecnih krvnih razmazov, pri katerih MPKR ni bil potreben.

3.V krvnih razmazih, izdelanih z aparatom ADVIA Autoslide, je ve¢ Gumprechtovih senc
in ostalih mehansko poSkodovanih celic. Pri preiskovancih s kroni¢no limfocitno
levkemijo je v krvnih razmazih, izdelanih z aparatom ADVIA Autoslide, povprecno 2,7-
krat veC Gumprechtovih senc kot v razmazih izdelanih s standardno metodo.

4. Ustrezno obarvanost celic v krvnih razmazih smo dosegli z uporabo Merckovih barvil
May-Grinwald in Giemsa ter s fosfatnim pufrom Modified Wright's buffer, proizvajalca
Siemens Healthcare Diagnostics. Najustreznejsa koncentracija delovne raztopine Giemse
je 8 %.

5. Korelacijski koeficienti pri primerjavi rezultatov DKS, pridobljenih s standardno in
avtomatizirano metodo, so priCakovano visji, Ce s sistemom CellaVision izvedemo
diferenciacijo do 200 levkocitov, namesto do 100. Skupine celic, ki imajo nizko frekvenco
pojavljanja, imajo slabSe korelacijske koeficiente. Razlog so statisticne omejitve ter vpliv
napake zaradi neenakomerne razporeditve celic in napake zaradi nepravilne prepoznave

celic.
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6. TocCnost pre-diferenciacije sistema CellaVision DM1200 je velika pri segmentiranih
nevtrofilnih granulocitih, limfocitih, monocitih, bazofilnih granulocitih in blastih. To¢nost
pre-diferenciacije segmentiranih nevtrofilnih granulocitov in limfocitov lahko Se
izboljSamo z izklopom pre-diferenciacije nesegmentiranih nevtrofilnih granulocitov in
reaktivnih/atipicnih limfocitov. Sistem je uspesno opravil pre-diferenciacijo 200-ih
levkocitov v vseh vzorcih s $teviléno koncentracijo levkocitov > 1,5 x 10%L. Pri

levkopenicnih vzorcih bi bila smiselna samodejna izdelava ve€ krvnih razmazov naenkrat.

7. Z uporabo avtomatizirane metode smo pravilno prepoznali veCino morebitnih
morfoloskih nepravilnosti levkocitne, eritrocitne in trombocitne krvne slike, le v nekaterih
primerih se je semi-kvantitativna ocena nepravilnosti razlikovala za eno stopnjo.
Prepoznava razli¢nih vkljuckov in rouleaux formacij s sistemom CellaVision DM1200 ni
zanesljiva, zato je ob sumu na njihovo prisotnost potreben MPKR s svetlobnim

mikroskopom.

8. Ob vklopljenemu aparatu ADVIA Autoslide je zmogljivost analizatorja ADVIA 2120i
za priblizno 20 % manjSa. TAT za analizo desetih testiranih vzorcev je bil z uporabo
avtomatizirane metode krajSi za 35 minut. Glavna prednost avtomatizirane metode je, da se

krvni razmazi zaCnejo izdelovati in barvati Ze takoj po elektronski dolocitvi krvne slike.

9. Avtomatiziran sistem za izdelavo, barvanje in mikroskopski pregled krvnega razmaza
daje primerljive rezultate s standardno metodo, Cas analize pa je krajsi, kar ima pozitiven
vpliv na stroskovno ucinkovitost. Za natancnejSe vrednotenje stroSkovne ucinkovitosti bi v
raziskavi morali upoStevati tudi cene reagentov in potroSnega materiala. Laboratorijsko
osebje sistem razbremeni le deloma, saj je pri MPKR $e vedno potrebno pregledati vse
krvne celice in jih po potrebi prerazporediti, zaradi omenjenih omejitev pa avtomatiziran

sistem v medicinskem laboratoriju ne more v celoti nadomestiti standardne metode.
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PRILOGA |

IZHODISCNI KRITERII ZA MIKROSKOPSKO DOLOCITEV DKS (1)

ODSTOPANJA OD STEVILCNIH VREDNOSTI ‘

3 : <3,0x 10°/L
St. konc. levkocitov 5
> 20 x 10°/L
\ - : <1,0x 10°/L
St. konc. nevtrofilnih granulocitov .
>20x 10°/L
§t. konc. limfocitov > 5,0 x 10°/L
§t. konc. monocitov >1,5x 10°/L
St. konc. eozinofilnih granulocitov > 2,0 x 10°/L
St. konc. bazofilnih granulocitov > 0,5 x 10°/L
) , < 100 x 10°/L
St. konc. trombocitov .
> 1000 x 10°/L

OPOZORILA HEMATOLOSKEGA ANALIZATORJA

neznadilni ali nezreli levkociti
eritroblasti

spremenjene morfoloske lastnosti eritrocitov
veliki trombociti ali trombocitni agregati
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PRILOGA II

KRVNI RAZMAZ Z OZNACENIM USTREZNIM PODROCJEM ZA
DIFERENCIACIJO (prirejeno po 5)

KOMEC RAZIMAZA PODROCIE ZA DIFERENCIACIIO PREDMETNO STEKLO

\ | /
i KRVNI RAZMAZ
i /

ZACETEK
" RAZMAZA

b T
I I

TANKO FODROCIE DEBELO PODROCIE

!

ZACETEK DIFERENCIACIJE
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PRILOGA I

OBARVANOST POSAMEZNIH CELICNIH STRUKTUR NAJPOGOSTEJSIH
CELICNIH VRST, OBARVANIH PO MGG (32)

CELICNA VRSTA

‘ ‘ STRUKTURA CELICE

‘ BARVA ‘

nevtrofilni granulociti jedro temno vijolicna
citoplazma roznata
granulacija svetlo vijoli¢na
limfociti jedro temno vijolicno
citoplazma svetlo modra
monociti jedro svetlo vijolicna
citoplazma sivo modra
granulacija roznato vijolicna
eozinofilni granulociti jedro svetlo modro vijolicna
citoplazma modro roznata
granulacija oranzna
bazofilni granulociti jedro modro vijoli¢na
citoplazma svetlo roZznata
granulacija temno vijoli¢na
trombociti citoplazma svetlo modra
granulacija modra do modro vijolicna
eritrociti roznata
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