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POVZETEK

Mikroskopski pregled krvnega razmaza kljub velikemu napredku v razvoju hematoloskih
analizatorjev se vedno velja za zlati standard pri prepoznavi celic. Vsak laboratorij mora
dolociti kriterije za pregled krvnega razmaza, ki so odvisni od vrste analizatorja in
preiskovane populacije. Ovrednotili smo razli¢na opozorila hematolo$kega analizatorja ter
ugotovili zelo dobro specifi¢nost in hkrati zelo slabo obcutljivost opozoril na trombocitne
skupke, nenormalno porazdelitev trombocitov, pomik v levo, anizocitozo, shizocite in
reaktivne limfocite. Zelo dobro specifi¢nost in obcutljivost smo ugotovili pri opozorilih na
hladne aglutinine, atipi¢ne limfocite, blaste, nekoliko slabsi pa sta bili pri opozorilu na
prisotnost nezrelih granulocitov. Vrednotenje relativnih vrednosti nezrelih granulocitov je
bilo najboljse pri mejni vrednosti > 1 % z 72,8 % obcutljivostjo in 80,8 % specifi¢nostjo.
Na podlagi novejsih objavljenih smernic, ki so laboratoriju v pomo¢ pri vzpostavitvi
lastnih kriterijev za mikroskopski pregled krvnih razmazov, smo preverili, kako bi
sprememba nekaterih kriterijev v skladu z omenjenimi smernicami vplivala na kakovost in
obseg dela pri tej preiskavi. Ugotovili smo, da bi se obseg dela tako povecal za 28,7 %.
Med kriteriji smo se podrobneje osredotocCili na dolo¢anje eritroblastov, nezrelih celic
eritrocitne vrste z jedrom. Pri novorojenckih so eritroblasti prisotni fiziolosko, medtem ko
jih pri odraslih praviloma zasledimo le pri krvnih ali nekaterih drugih tezjih boleznih. S
primerjavo ro¢ne in avtomatske korekcije levkocitov ob prisotnosti eritroblastov smo
ugotovili odli¢no korelacijo (r = 0,999). Pri opozorilu analizatorja na prisotnost
eritroblastov so bili najbolj$i rezultati pri mejni vrednosti > 0,5 eritroblastov na 100
prestetih levkocitov. Pri doloCanju eritroblastov smo ugotovili dobro ujemanje med
analizatorjem in mikroskopskim pregledom, vecje razlike pa smo zasledili pri tistih
vzorcih, pri katerih so bile prisotne tudi mlajSe razvojne stopnje levkocitov. Eritroblaste
smo dolocali v treh skupinah preiskovancev, in sicer pri novorojenckih, bolnikih z
malignimi krvnimi boleznimi in bolnikih z anemijami, ter nato rezultate med seboj
statisticno primerjali. Znacilno ve¢ji delez eritroblastov smo doloc¢ili v skupini

novorojenckov.
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ABSTRACT

Microscopic examination of blood smear is still the gold standard for the identification of
blood cells despite the significant progress in the development of haematology analysers.
Every laboratory must specify the criteria for blood smear examination, depending on the
type of analyser and the examined population. We have evaluated the various haematology
analyser flags and established that the specificity was very good, while the flags were
poorly sensitive to platelet clumps, abnormal platelet distribution, left shift, anisocytosis,
RBC fragments and reactive lymphocytes. Very good specificity and sensitivity has been
established for flags regarding cold agglutinins, atypical lymphocytes and blasts, while
alerts to the presence of immature granulocytes performed somewhat more poorly. The
evaluation of the relative counts of immature granulocytes was best in case of the threshold
value of > 1 % with 72.8 % sensitivity and 80.8 % specificity. On the basis of the more
recently published guidelines, helping the laboratories to establish their own criteria for the
microscopic examination of blood smear, we have checked how adapting certain criteria to
the aforementioned guidelines would influence the quality and work load with regard to
this sort of examination. We have established that the work load would increase by 28.7 %.
Of these criteria we have focused more closely on the erythroblast count (erythroblasts are
immature erythrocyte cells, containing a nucleus). In newborn infants erythroblasts are
present physiologically, while in adults they are, as a rule, only detected in case of blood
disorders or certain other serious illnesses. When comparing the manual and automatic
corrections of leukocytes in the presence of erythroblasts, we have established an excellent
correlation (r = 0.999). As far as the analyser's alert to the presence of erythroblasts was
concerned, we have established the best results for the threshold value of > 0.5
erythroblasts per 100 of leukocytes detected. We have established that the matching
between the determination of erythroblasts with the analyser and microscopic examination
was generally good. The exception were the samples that contained younger
developmental phases of leukocytes. In the case of these samples the matching was
weaker. Erythroblast counts have been carried out for three groups: newborn infants,
patients with malignant blood disorders, and patients with anaemia. The groups were
compared to each other statistically. Significantly higher share of erythroblasts was

determined with newborn infants.
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SEZNAM OKRAJSAV

KRATICA POMEN

CBC Celotna krvna slika (angl. Complete blood count)

DKS Diferencialna krvna slika

EDTA Etilendiamintetraocetna kislina

FSC Prednje sipanje svetlobe (angl. Forward scattered light)
ISLH Mednarodno zdruzenje laboratorijske hematologije (angl.

International Society for Laboratory Haematology)
GFHC Francosko zdruZenje za celi¢no hematologijo (angl.
Francophone Group of Cell Haematology)
IG Nezreli granulociti (angl. Immature granulocytes)
MCHC Povpreéna koncentracija hemoglobina v eritrocitu (angl.

Mean corpuscular hemoglobin concentration)

MCV Povprecni volumen eritrocita (angl. Mean corpuscular
volume)

MPKR Mikroskopski pregled krvnega razmaza

NRBC Eritroblasti (angl. Nucleated red blood cells)

PLT Trombociti (angl. Platelets)

RDW Koeficient variacije volumna eritrocitov (angl. Red blood

cell distribution width)
SFL Stransko sipanje fluorescenc¢ne svetlobe (angl. Side

fluorescent light)

SLS Natrijev lauril sulfat (angl. Sodium lauryl sulfate)

SOP Standardni operacijski postopki

SSC Stransko sipanje svetlobe (angl. Side scattered light)

TAT Cas analize (angl. Turn around time)

TNCC Celokupno Stevilo celic z jedri (angl. Total nucleated cell
count)

TORCH Toksoplazma, drugi virusi, rdecke, citomegalovirus, herpes

(angl. Toxoplasma, other viruses, rubella, cytomegalovirus,
herpes)
WBC Levkociti (angl. White blood cells)

VI
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1 UVOD

Hemogram je ena najpogostejSih preiskav, ki se izvaja v medicinskem laboratoriju.
Pomembna je za nadaljnjo usmeritev diagnostike, saj poda osnovno informacijo o stanju
organizma. Kljub zelo dobri to¢nosti in natanc¢nosti avtomatiziranih hematoloskih
analizatorjev ima ro¢ni pregled krvi pod mikroskopom v hematologiji Se vedno zelo
pomembno vlogo. Vsak laboratorij mora dolociti jasne Kriterije za mikroskopski pregled
krvnega razmaza (MPKR), saj le tako lahko zagotovi zanesljivost in kakovost podajanja
rezultatov. Kriteriji se med laboratoriji lahko razlikujejo in so odvisni od vrste
uporabljenega hematoloskega analizatorja, volumna in $tevila vzorcev, ¢asa analize (TAT),
pricakovanj zdravnikov ter preiskovane populacije. Glavni cilj je vzpostaviti optimalne
kriterije za mikroskopski pregled krvnih razmazov, ki bodo ¢im bolj zmanjsali Stevilo
lazno pozitivnih rezultatov, Stevilo lazno negativnih pa zmanjsali tako, da ne bodo imeli

Klini¢nih posledic za paciente (1, 2).

1.1 MIKROSKOPSKI PREGLED KRVNEGA RAZMAZA

Pregled krvnega razmaza pod mikroskopom predstavlja zlati standard za prepoznavo
krvnih celic. Mikroskopski pregled naredimo, ko sumimo na prisotnost parazitov, bakterij
ali gliv, na morfoloske nepravilnosti eritrocitov in levkocitov, ob spremembah v grafi¢ni
predstavitvi levkocitov na analizatorju, ko so populacije celic med seboj slabo loc¢ene ali pa
ko se pojavi dodatna, nepojasnjena populacija celic. Pri pregledovanju rezultatov so nam v
pomo¢ t.i. preverjanja delta (angl. delta check), ki nam prikazejo odstopanja rezultatov v
krvni sliki, ob upostevanju predhodnih rezultatov pri istem pacientu (3). Preverjanja delta
se lahko nanaSajo na deleZ ali pa na absolutno vrednost rezultata za dolo¢en hematoloski
parameter in se pojavijo, ko se rezultati razlikujejo od predhodnih vrednosti v pozitivni ali

Vv negativni smeri za ve¢, kot je bilo predhodno doloéeno (4, 5).

Prednosti MPKR so predvsem preverjanje rezultatov iz hematoloskega analizatorja,
pridobitev takojsnje informacije o morebitni diagnozi oziroma o nadaljnji usmeritvi
diagnostike (6). Gre za ¢asovno zamudno preiskavo brez avtomatizacije, ki zahteva veliko

znanja in izkuSenj laboratorijskega osebja, saj gre za subjektivno oceno krvnih celic,
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natan¢nost je slabsa zaradi manjSega Stevila prestetih celic v primerjavi s hematoloskim
analizatorjem, poleg tega pa je brez vsakodnevnih kontrol za preverjanje kakovosti (7).

Pregled krvnega razmaza vcasih predstavlja kljucen korak pri postavitvi diagnoze, Se
posebej, ko je ¢as zelo pomemben dejavnik nadaljnjega poteka in izida zdravljenja (npr. pri
akutni promielocitni levkemiji, tromboti¢ni trombocitopeni¢ni purpuri ali Burkittovem

limfomu) (6).

V Evropi krvne razmaze pregledujejo izkuseni laboratorijski strokovnjaki, v nekaterih
drzavah (ZDA, VB) pa jih obic¢ajno ocenjujejo Kliniki, Ki imajo zbrane vse klini¢ne
podatke o svojih pacientih in tako lazje postavijo diagnozo (8). Za MPKR se odloc¢i
zdravnik na osnovi klini¢nih znakov ali pa laboratorijski strokovnjak na podlagi vnaprej
dolocenih kriterijev, ki zajemajo tako kvalitativne kot tudi kvantitativne spremembe v
hemogramu. Med kvantitativne spremembe uvr§éamo npr. anizocitozo, nevtrofilijo,
levkocitozo, levkopenijo, limfocitozo, eozinofilijo in trombocitopenijo. Novejsi
avtomatizirani hematoloski analizatorji podajajo opozorila ob kvalitativnih spremembah
krvnih celic, kot so npr. prisotnost blastov, reaktivnih ali atipi¢nih limfocitov, nezrelih

granulocitov, eritroblastov, skupkov trombocitov in eritrocitnih fragmentov (6).

1.1.1 Priprava in pregled krvnega razmaza

Krvne preparate pripravimo iz polne krvi, odvzete v epruveto z antikoagulantom K,-EDTA
ali Ks-EDTA, in sicer ¢im prej po odvzemu, saj s staranjem vzorca prihaja do nezelenih
artefaktov, npr. do sprememb eritrocitov v ehinocite ali sferocite, povecanja trombocitov,
pojava apoptotskih sprememb levkocitov ter vakuol v citoplazmi nevtrofilcev in
monocitov. Za pripravo uporabimo ¢ista, suha in neposkodovana predmetna stekla. Krvni
razmaz mora biti enakomerno razporejen, z ravnimi robovi in dolzino 2,5-4 cm ter
kon¢nim zaokrozenim repom. Debelina razmaza je odvisna od velikosti kapljice krvi,
koncentracije hemoglobina, naklona stekla in hitrosti potiska. Kadar zelimo krajse in
debelejse razmaze, poveéamo naklon, velikost kapljice krvi ter hitrost potiska. Zaradi
bioloskih vzrokov je vcasih tezko izdelati tehni¢no ustrezen krvni razmaz. Pri hladnih
aglutininih se eritrociti zlepijo v nepravilno oblikovane skupke, kar lahko reSimo, ce
vzorec segrejemo Vv inkubatorju na 37 °C. Pri lipemi¢nem vzorcu se vV razmazu pojavijo
okrogle praznine, pri formacijah rulo (angl. rouleaux) pa vidimo eritrocite, nanizane kot

prekrivajoci se kovanci. Pri pregledovanju in Stetju celic pod mikroskopom se moramo
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zavedati, da so celice po razmazu razporejene neenakomerno. Vecje celice, kot so monociti

ter segmentirani in nezreli nevtrofilci, so potisnjene bolj na robove in v rep razmaza.

Pred postopkom barvanja morajo biti preparati dobro posuseni na zraku. Obstajajo razli¢ni
postopki barvanja: po Wrightu, Wright-Giemsi, May-Griinwald-Giemsi in Leishmanu, pri

katerih sta klju¢na procesa fiksacija in barvanje celic (9, 10).

1.2 PREGLEDOVANJE IN VREDNOTENJE KRVNEGA RAZMAZA
Gene Gulati je s sodelavci razdelil pregled krvnih razmazov na tri tipe, in sicer na pregled
krvnega razmaza z oceno trombocitov brez diferencialne krvne slike (DKS), mikroskopski

pregled krvnega razmaza z vklju¢eno DKS ter interpretativni pregled krvnega razmaza
(12).

1.2.1 Pregled krvnega razmaza z oceno trombocitov

Krvni razmaz pregledamo, ko je Steviléna koncentracija trombocitov pri posameznem
pacientu < 100 x 10%/L, kadar so prisotna opozorila analizatorja za trombocitne skupke ter
preverjanja delta z > 50 % nizjo vrednostjo glede na predhodni rezultat. Sluzi tudi za
pregled ostalih rezultatov analizatorja z opozorili in za odlo¢itev o izvedbi roéne DKS, ko
so prisotni nezreli, atipi¢ni levkociti. Za preverjanje trombocitov je potrebno pregledati
celoten preparat najprej pod 100x povecavo, s ¢imer zaznamo predvsem vecje trombocitne
skupke, prisotnost manjsih pa preverimo pod 400x povecavo ali pod 100x imerzijskim
objektivom. Prisotnost fragmentiranih eritrocitov, bakterij in gliv lahko povzroc¢i laZzno
povisane vrednosti trombocitov, medtem ko prisotnost gigantskih trombocitov povezujemo
z lazno prenizkimi vrednostmi. Kadar so prisotni agregati trombocitov, rezultat Steviléne
koncentracije trombocitov iz analizatorja ni zanesljiv, zaradi ¢esar je potreben ponovni

odvzem Krvi v epruveto z Na-citratom (11).

1.2.2 Mikroskopski pregled krvnega razmaza z diferenciranjem

MPKR  vklju€uje diferencialno krvno sliko ob pregledu 100 levkocitov in oceno
morfologije vseh treh celicnih vrst. Rezultate podamo kot deleze in absolutne vrednosti
posameznih levkocitnih podvrst. Preiskavo izvedemo, ko je DKS iz analizatorja
nezanesljiva, kadar so prisotna odstopanja od Stevil¢nih vrednosti in opozorila analizatorja

ter na zeljo naro¢nika. Izvedba MPKR z DKS omogoca kontrolo rezultatov analizatorja,
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prepoznavanje nenormalnih, atipi¢nih oziroma nezrelih celic ter klinicno pomembnih
morfoloskih nepravilnosti, ki jih hematoloski analizator ni zmozen zaznati in prepoznati ter
generirati ustrezna opozorila. Hematoloski aparati ne podajo informacije o spremembah in
vkljuckih v eritrocitih (npr. eliptociti, tarcaste celice, ehinociti, dakriociti, Howell-Jollyjeva
telesca, bazofilne punktacije, paraziti malarije), o spremembah pri levkocitih (Auerjeva
palcka, toksi¢na granulacija, Ddohlejeva telesca) ter ob spremembah trombocitov
(trombocitni sateliti, hipogranuliranost, agranuliranost). Sodobni hematoloski analizatorji
so zelo zanesljivi, vendar ne omogocajo 100 % obcutljivosti in 100 % specifi€nosti pri
zaznavanju morfoloskih sprememb v katerikoli celi¢ni vrsti, zato je zelo priporocljivo, da
izvedemo MPKR pri vsakem neznanem pacientu ob pojavu opozoril oziroma ob

utemeljenem klinicnem dvomu ali sumu (11).

1.2.3 Interpretativni pregled krvnega razmaza

Preparat pregleda izkuSen hematolog oziroma patolog, ki ima zbrane vse ostale klini¢ne in
laboratorijske podatke o0 pacientu. Zdravnik se obi¢ajno odlo¢i za pregled krvnega razmaza
zaradi nepri¢akovane anemije, trombocitopenije, levkopenije, suma na mikroangiopati¢no
hemoliticno anemijo, hemoglobinemijo, talasemijo, mielodisplasti¢ni sindrom, parazitsko
okuzbo ali infekcijsko mononukleozo. Kriterije dolo¢i laboratorij v sodelovanju s kliniki
glede na klinicno pomembnost ter populacijo pacientov. Klinik sestavi pisno porocilo z
interpretacijo vseh podatkov in postavi diagnozo ali pa se odlo¢i za nadaljnje preiskave

(11).

1.3 NOVEJSA PRIPOROCILA ZA PREGLED KRVNIH RAZMAZOV

Dologitev kriterijev za MPKR je nujna za vsak laboratorij, saj so od njih odvisni finan¢ni
stroski, organizacija in obseg dela, hitrost ter zanesljivost podajanja rezultatov. MPKR ne
izvedemo pri vsakem opozorilu analizatorja, prav tako tudi ne pri vsakem rezultatu izven

referen¢nih meja, zato je pri sestavi Kriterijev smiselno upostevati novejsa priporocila.

Stevilo lazno pozitivnih rezultatov je odvisno od vrste hematoloskega analizatorja, ki
podaja opozorila ob morfoloskih nepravilnostih. Tako se analizatorji na nek nacin
uporabljajo za presejanje, saj zaznajo pomembne nepravilnosti celic in podajo opozorilo, Ki

mu mora slediti mikroskopski pregled vzorca.
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1.3.1 KRITERIJI MEDNARODNEGA ZDRUZENJA LABORATORIJSKE
HEMATOLOGIJE (ISLH)

Dr. Berend Houwen je spomladi leta 2002 na sreanje povabil 20 strokovnjakov, da bi
dolo¢ili najustreznejSi nabor kriterijev za MPKR. Na tem srecanju je bilo sprejetih 83
meril, ki so jih nato preverili v 15 laboratorijih na 13.298 vzorcih, analiziranih s
hematoloskimi analizatorji, skladno s standardnimi operacijskimi postopki (SOP). Tri
pravila niso ustrezala nobenemu vzorcu in niso imela vpliva na pacientovo klini¢no
oskrbo, zato so jih iz kriterijev izkljucili. Preostalih 80 meril pa so med seboj smiselno
zdruzili. Tako so po podrobnih analizah leta 2005 sprejeli 41 pravil, ki vkljucujejo tako
pravila za prvo analizo vzorcev kot tudi preverjanja delta za hemograme, ponovljene
znotraj 72 ur (4).

Vseh 41 pravil lahko porazdelimo na: 15 meril, ki se nanasajo na parametre hemograma
brez DKS (CBC — complete blood count), 7 meril, ki zajemajo absolutne vrednosti petih
populacij levkocitov (diferencialka), 7 kriterijev, ki se nanasajo na opozorila za eritrocite in
trombocite, 10 meril za opozorila na levkocite ter na 2 merili za retikulocite. Zdruzenje
ISLH je pripravilo objektivne kriterije, ki odrazajo njihovo klini¢cno pomembno vlogo pri
obravnavi in oskrbi pacientov. Predstavilo je smernice za pomo¢ pri vzpostavitvi lastnih
kriterijev v razliénih laboratorijih, namenjene pa so tudi proizvajalcem, ki se ukvarjajo z
razvojem novih hematoloskih analizatorjev. Med razli¢nimi laboratoriji lahko namrec

delez mikroskopskih pregledov krvnih razmazov niha od 5 do 95 % (4).

V skladu s temi kriteriji in priporo¢ili ISLH so nastala tudi slovenska priporocila za
pregled krvnega razmaza, ki od nasih laboratorijev zahtevajo postavitev kriterijev, njihovo

podrobnejso opredelitev pa prepuscajo specifi¢nosti posameznega laboratorija (12).

Preglednica I: Kriteriji zdruZzenja ISLH za opredelitev pozitivnega rezultata MPKR (4).

Morfoloske spremembe celic Nenormalne, nezrele celice
Eritrocitna morfologija: 2+/zmerna ali izrazita Blasti > 1
Trombocitna morfologija (veliki trombociti): 2+ / zmerna Metamielociti > 2
ali izrazita
Trombocitni skupki: > posamezni, malostevilni Mielociti / promielociti > 1
Dohlejeva telesca: 2-+/pri nekaj ali ve€ini celic Reaktivni limfociti > 5
Toksi¢ne granulacije: 2+/pri nekaj ali vecini celic Eritroblasti > 1
Vakuolizacija: 2+/pri nekaj ali vecini celic Plazmatke > 1
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1.3.2 KRITERIJI FRANCOSKEGA ZDRUZENJA ZA CELICNO
HEMATOLOGIJO (GFHC)

Posebno francosko zdruzenje GFHC se je podobno kot predhodno zdruZzenje ISLH
odlo¢ilo, da bo za potrebe akreditacijskih postopkov natan¢no pregledalo Kriterije za
MPKR ter sestavilo minimalna priporo€ila. V ta namen se je maja in junija leta 2013
zbralo 17 strokovnjakov s podrocja celicne hematologije, pediatrije in splosnih bolnisnic.
Osredotocili so se predvsem na kriticno presojo Ze objavljenih kriterijev ter rezultate
Studije, v katero je bilo vkljucenih 39 laboratorijev, ki vsakodnevno mikroskopsko
pregledajo veliko $tevilo krvnih razmazov. V $tudiji so uporabili vse vodilne hematoloske
analizatorje, ki so na voljo na trzi§¢u. Namen srec¢anja zdruzenja GFHC je bilo, da sestavi
smiselne kriterije, ki bodo preprecili nepotrebne MPKR, ohranili kakovost dela, lazno

negativne rezultate pa omejili na <5 % in s tem zagotovili varnost pacientov (13).

1.3.2.1 Prvaanaliza vzorcev

Definirali so, kaj je prva analiza vzorcev. Najprej je to takrat, ko gre za neznanega pacienta
v laboratorijskem informacijskem sistemu oziroma kadar ni znanih predhodnih rezultatov
hemograma. Poleg tega pa prvo analizo vzorca lahko predstavlja tudi prvo odstopanje v
krvni sliki pri sicer ze znanem pacientu ter takrat, ko je od predhodnega pregleda krvnega
razmaza minilo ve¢ kot 90 dni za odrasle oziroma ve¢ kot 30 dni za otroke. Nenormalni
rezultati hemograma so lahko prisotni prvi¢, lahko kazejo na novo ali pa na napredujoce
bolezensko stanje pacienta. Pregled krvi pod mikroskopom tako lahko pomaga postaviti
diagnozo ali pa le oceniti trenutno stanje bolnika. Zdruzenje GFHC je dolo¢ilo maksimalno
obdobje med dvema zaporednima MPKR, in sicer 90 dni za odrasle in 30 dni za otroke, saj
gre pri slednjih pogosteje za akutna klini¢na kot pa kroni¢na stanja, ki so pogostejsa pri
odraslih (13). Za pediatricno populacijo veljajo podobna merila kot za odrasle, z
nekaterimi dodatnimi priporocili. Pri zve€anem Stevilu levkocitov prilagodimo kriterije za
pregled razmaza glede na starostne referen¢ne razrede. Tako kot pri odraslih tudi pri
otrocih velja, da kadar diferenciranje ni mozno zaradi $tevilcne koncentracije levkocitov,
ki je manj$a od 1,0 x 10%L, ga moramo opraviti takoj, ko se ta poveta na ve& kot 1,0 X
10%/L. Pri otrocih, pri katerih smo predhodno Ze nasli blaste ali eritroblaste, pa je

diferenciranje razmazov potrebno ne glede na opozorila analizatorja.
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1.3.2.2 Smernice, ki se nanasajo na pacientove podatke

Otroci so vsi, ki so mlajsi od 15 let, odrasli pa vsi, ki so presegli navedeno starostno mejo.
Zdruzenji GFHC in ISLH priporocata, da se pri novorojenckih MPKR naredi vedno ob
prvem pregledu krvi (starost < 8 dni) zaradi prisotnosti eritroblastov. Pri mlajsih otrocih,
starih manj kot 1 leto, je izvedba MPKR tudi priporoc¢ljiva vedno, saj se vecina

hematoloskih bolezni pojavi v prvem letu zivljenja (13).

1.3.2.3 Smernice, ki se nanasajo na hematoloSke rezultate

Levkociti

Sama Steviléna koncentracija levkocitov ni dober kriterij za odlo¢itev za MPKR, veliko
bolj so za to uporabna kvantitativna in kvalitativha opozorila analizatorja. V primeru
levkopenije in levkocitoze je potrebno doloéiti tudi diferencialno krvno sliko, ¢e te ze
avtomatsko ne dolo¢i analizator. Pri poznanih bolnikih, ki prejemajo mielosupresivno
kemoterapijo, lahko laboratorij izda rezultate brez DKS, ¢e gre za levkopenijo (< 1,0 x
10°%L) in je tak tudi dogovor med laboratorijem in zdravniki. Pri bolnikih s hematoloskimi
obolenji, pri katerih je celokupna Steviléna koncentracija levkocitov > 1,0 x 10%/L, je
potreben pregled krvnih razmazov pod mikroskopom zaradi moznih morfoloskih

sprememb celic med zdravljenjem (13).
Nevtrofilci

Pri nevtropeniji (< 1,5 x 10%/L) je MPKR potreben zaradi laZno zniZanih rezultatov
(aglutinacija), moznih morfoloskih sprememb ali patolosko spremenjenih celic. Ce
nenormalnih celic ni, je podajanje rezultatov iz analizatorja bolj natan¢no kot pa iz ro¢ne
DKS. Zdruzenje ISLH je dologilo, da je potrebno narediti MPKR pri nevtrofiliji (> 20 x
10°/L), medtem ko zdruZenje GFHC meni, da to ni potrebno (13).

Eozinofilci

Ko eozinofilci presezejo mejo 1,5 x 10%L, je priporodljiv pregled krvnega razmaza, saj

skupaj z eozinofilijo lahko zasledimo tudi limfomske celice (T-limfomi) (13).
Bazofilci

Kadar je stevilo bazofilcev vegje od 0,3 x 10%/L oziroma te celice predstavljajo veé kot 3 %

vseh levkocitov, je izvedba MPKR priporoé¢ljiva, saj jih lahko povezemo =z
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mieloproliferativnim sindromom ali pa so socasno prisotni nenormalni levkociti, ki jih

analizator lahko zamenja z bazofilci (13).
Limfociti

Z MPKR preverimo prisotnost malignih celic oziroma reaktivnih limfocitov in je potreben
vedno, ko $teviléna koncentracija limfocitov preseze 5 x 10%L. Pri otrocih veljajo sledege
mejne vrednosti: 11 x 10%L (< 2 leti), 9 x 10%L (2-6 let) ter 6 x 10%L (6-12 let).

Limfocitopenije pa ne uvrs¢amo med kriterije za MPKR (13).
Monociti

Merilo za izvedbo MPKR je monocitoza (> 1,5 x 10%/L). Monocite je v&asih tezko dologiti
z analizatorjem, npr. pri pomanjkanju mieloperoksidaze, ob prisotnosti nenormalnih celic,
ki so po velikosti ali morfoloskih lastnostih podobne monocitom ter pri monocitni
aktivaciji ob hujsih sepsah. Z mikroskopskim pregledom lahko lo¢imo med kroni¢no
mielomonocitno in akutno monocitno/monoblastno levkemijo. Kadar monocitoza vztraja
ve¢ kot 30 dni, moramo ponovno narediti MPKR. Pri absolutni monocitopeniji lahko

najdemo tudi lasaste celice (13).
Trombociti

Pri trombocitozi (> 450 x 10%/L) je ob prvi analizi MPKR priporogljiv zaradi lazno
prevelikih vrednosti trombocitov (krioglobulini, shizociti, razpadle celice). Pri pacientih, ki
Ze imajo znano trombocitozo, pa krvni razmaz ni potreben. V primeru trombocitopenije (<
150 x 10%/L) moramo preveriti, ali so rezultati lazno zniZani, saj gre lahko za prisotnost
trombocitnih skupkov, gigantskih trombocitov ali fibrina. Kadar ne najdemo nobenih
interferenc, je MPKR obvezen pri odraslih, in sicer ko je Steviléna koncentracija
trombocitov manjsa od 100 x 10°/L, pri otrocih pa 150 x 10%/L. Ce je na analizatorju
prisotno opozorilo za trombocitne skupke, ga moramo obravnavati neodvisno od Stevila
trombocitov in izvesti MPKR. V primeru, da so prisotni agregati trombocitov, $tevilo
trombocitov nadomestimo s komentarjem o prisotnosti skupkov. Ce zdravnik Zeli rezultat
trombocitov iz analizatorja, moramo napisati komentar, da je bil ta izdan na zahtevo
zdravnika. V primeru, da ob pregledu pod mikroskopom ne najdemo agregatov
trombocitov, ob ponovnem pregledu kljub prisotnosti opozorila za trombocitne skupke

izdamo rezultat, dolocen z analizatorjem (13).
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Eritrociti, hemoglobin in retikulociti

Ce koncentracija hemoglobina presega referenéne vrednosti, MPKR ni potrebno narediti.
Pri odraslih, v primeru normocitne ali makrocitne anemije, Kkjer je koncentracija
hemoglobina < 100 g/L, moramo dolo¢iti Stevilo retikulocitov. TakSen postopek je kljucen
za hitro odkrivanje hemoliti¢ne anemije. Kadar je koncentracija hemoglobina < 80 g¢/L, je
zaradi morfoloSkih sprememb ali prisotnosti abnormalnih celic pregled krvnega razmaza
nujen. Pri otrocih moramo izmeriti Steviléno koncentracijo retikulocitov, in sicer pri
koncentraciji hemoglobina < 90 g¢/L, kar je tudi meja za izvedbo MPKR. Steviléna
koncentracija retikulocitov, ki je > 120 x 10%/L ob prvi analizi, je lahko tudi samostojno
merilo za MPKR, saj kaZze na povecano eritropoezo v kostnem mozgu. Kadar pacient ni
prejel nobene transfuzije, rezultati analizatorja pa prikazujejo dvojno populacijo
eritrocitov, zdruzenje GFHC priporoca, da izvedemo MPKR. Pri povisanih vrednostih
povpre¢nih koncentracij hemoglobina v eritrocitih (MCHC, 360 g/L oziroma 370 g/L,
odvisno od analizatorja), moramo najprej izkljuciti vse mozne interference (hladni
aglutinini). Ce jih ne najdemo, potem je zaradi mozZne sferocitoze smiselno pregledati krvni
razmaz. Nizke vrednosti MCHC niso kliniéno pomembne, saj so rezultati odvisni od
koncentracije hemoglobina, Steviléne koncentracije eritrocitov 0ziroma vrednosti

povpre¢nega volumna eritrocitov (MCV).

Kadar na analizatorju zasledimo opozorilo na shizocite in sta prisotni tudi anemija ter

trombocitopenija, je smiselno narediti se MPKR (13).
Eritroblasti

Vsi analizatorji nimajo sposobnosti merjenja deleza ali Steviléne koncentracije
eritroblastov, zato je podajanje rezultatov levkocitov lazno previsoko in moramo ro¢no

presteti eritroblaste pod mikroskopom (13).

1.3.2.4 Smernice, ki se nanasajo na opozorila analizatorja

Nezreli granulociti in pomik v levo

Izvedba MPKR ni potrebna ob pojavu opozorila na pomik v levo. Ko pa se pojavi
opozorilo za nezrele granulocite (IG), je potreben mikroskopski pregled krvi, v primeru da
analizator le-teh ne meri, v nasprotnem primeru pa je MPKR potreben samo ob prvi analizi
(13).
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Blasti in atipi¢ni limfociti
Opozorila na blaste in atipi¢ne limfocite je potrebno vsakokrat preveriti pod mikroskopom.

Prav tako je MPKR vsaki¢ potreben, kadar se populacije levkocitov med seboj tezko lo¢ijo

(13).

Preglednica Il: Primerjava kriterijev za izvedbo MPKR med zdruzenjima GFHC in ISLH (4, 13).

Odstopanja Stevilénih vrednosti
Parameter GFHC ISLH
Pacienti z malignim Prva analiza <40ali
) o > 30,0
obolenjem, aplasti¢no
WBC (x10%/L) | Odrasli/otroci | regeneracijo (WBC > 1,0, Preverian
predhodni rezultat WBC i (Ietve 12 Jte . <4,0ali
<1,0) elta, znotraj >130.0
3 dni
Odrasli, prva . . <100 ali
LT L analiza <100 ali > 450 Prva analiza > 1000
(x ) Otroci, prva <150 Preverjanje Vsaka
analiza delta vrednost
Odrasli, prva < 80 ali <100, ko so <70ali>20
analiza retikulociti > 120 x10°/L nad zgornjo
HGB (g/L) Otroci. prva Prva analiza | referen¢no
analizall P <90 mejo glede na
starost in spol
Odrgsll, prva > 105 ali < 75
analiza Odrasli
> 85 (6 mesecev-2 leti), va anéliza
MCV (L) | guroci > 95 (2-15 let), P ' | <75 ali
troci, prva 20 (6 5 leti vzorec > 105
analiza < 70 (6 mesecev-2 leti), <24h
<72 (2-6 let),
<75 (> 6 let)
Preveri
> 2 enoti nad | lipemic¢nost,
. .| >normalna zgornja meja, ko ni | zgornjo mejo | hemolizo,
MCHC (g/L) | Odraslifotroc prisotnih interferenc referen¢nega | aglutinacijo
obmocja RBC,
sferocitozo
Odrasli/otroci, .
RDW-CV (%) . >22% Prva analiza >22%
prva analiza
Retikulociti Odrasli/otroci, .
(x 10°/L) orva analiza >120 Prva analiza > 100
. . .| Ob prvi analizi; ¢e analizator . Vsaka
NRBC (st.) Odrasli/otroci ne meri &t., vsakokrat Prva analiza vrednost
Nevtrofilci Odrasli/otroci, . <1,0ali
(x 10°/L) prva analiza <15 Prva analiza > 20,0
Odrgsll, prva 55,0 Odrgsll, prva 55,0
Limfociti analiza analiza
9 . > 9 (2-6 let), Otroci (< 12
(x107L) ;)nt;(l)i(;a’ prva > 6 (6-12 let), let), prva >7,0
>4 (>12 let) analiza
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Parameter GFHC ISLH
Odrash/o_trom, >15 Odrgsll, prva 515
prva analiza analiza

. . .| > 1,5, e je povisano vec kot
Mon%cm Odrasli/otroci 30 dni Otroci (< 12
(x 10°7/L) — . —
> meja, ki jo dologi laboratorij, | let), prva >3,0
Odrasli/otroci | ko se monociti pojavijo med analiza
hospitalizacijo

Eozinofilci Odrasli/otroci, .

(x 109“_) orva analiza >15 Prva analiza >20

Bazofilci Odrasli/otroci, . a0 .

(x 109/L) orva analiza > 0,3 in/-ali 3% Prva analiza >0,5

Opozorila analizatorja
Parameter GFHC ISLH
Shizociti Ob anemiji in/ ali trombocitopeniji Vsakokrat
Dvojna
populacija Ko bolnik ni prejel transfuzije Prva analiza
RBC

Odpornost na

Pregled morfologije RBC in diferenciacije WBC

Vsakokrat, pregled WBC
histograma/ citograma,

lizo RBC pregled morfologije RBC
Vsakokrat, neodvisno od rezultata PLT Ob vsaki vrednosti, pregled
PLT skupki (obarvani krvni razmazi ali pod fazno vzorca in preparata za PLT
kontrastnim mikroskopom s kapljico sveze krvi) | skupke
. . Prva analiza, nato ob
Vsakokrat, ¢e analizator ne meri §t. IG, drugace " ' .
IG . . pozitivnem delta opozorilu za
samo ob prvi analizi WBC
Pomik v levo | MPKR ni potreben Sledi SOP
Reaktivni, Prva analiza, nato ob
atipi¢ni Vsakokrat pozitivnem delta opozorilu za
limfociti WBC
Prva analiza, nato ob
Blasti Vsakokrat pozitivnem opozorilu za
WBC
Prva analiza, nadalje ni potrebno; ¢e analizator Visakokrat, Ze S0 prlsotm.
NRBC ' ’ NRBC, prestej in popravi St.

ne meri §t. NRBC, vsakokrat

WBC

HGB - hemoglobin, IG — nezreli granulociti, MCHC — povpre¢na koncentracija hemoglobina v eritrocitu,
MCV - povpre¢ni volumen eritrocitov, NRBC — eritroblasti, PLT — trombociti, RBC — eritrociti, RDW —
koeficient variacije volumna eritrocitov,WBC — levkociti.
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1.4 ERITROBLASTI V VENSKI KRVI

1.4.1 Razvojne stopnje eritroblastov

Eritroblasti so nezrele celice eritrocitne vrste, ki Se vsebujejo jedro. Prva prepoznavna
celica rdece vrste je pronormoblast, ki je velik do priblizno 25 pm. Razvoj nato poteka
preko bazofilnega normoblasta, polikromaticnega in ortokromati¢nega normoblasta do
retikulocita in eritrocita (Slika 1). Med potekom dozorevanja opazimo manjSanje celice,
dozorevanje citoplazme in jedra, ki izgublja jedrca, zgo$Cevanje kromatina v grude ter
spremembe razmerja med jedrom in citoplazmo v Kkorist citoplazme. Ortokromati¢ni
normoblast se ne deli, saj ni ve¢ sposoben sintetizirati DNA. Ko dozori in izlo¢i jedro,

nastane retikulocit, ki preide v kri in dozori v eritrocit (3).

Q ' |
Polikromaticni Ortokromaticni

Pronormoblast BaZOﬁ'“' normoblast ... normoblast

Slika 1: Prikaz dozorevanja eritroblastov. Prirejeno po (14).

1.4.2 Prisotnost eritroblastov v periferni krvi pri novorojenckih

Eritroblasti so fiziolosko prisotni v periferni krvi pri plodu, nedonosenckih, novorojenckih,
redkeje pa pri mlajsih otrocih in nose¢nicah (15, 16). Primarno se njihova tvorba zaéne v
kostnem mozgu fetusa v odzivu na eritropoetin, ki stimulira eritropoezo in s tem tudi
nastajanje ter sproscanje rdecih krvnih celic z jedrom. Eritroblasti so prisotni v placenti v
prvi polovici noseénosti. Ob rojstvu jih v placenti ni ali pa so prisotni v manjsem Sstevilu,
¢e pa jih najdemo v velikem S$tevilu, pa je to lahko znak akutne ali kroni¢ne fetalne
hipoksije, sladkorne bolezni matere, fetalne anemije ali prirojene okuzbe TORCH
(toksoplazma, rdecke, citomegalovirus, herpes, drugi virusi — parvovirus B19, varicella
zoster, sifilis). Povecano Stevilo eritroblastov zasledimo pri novorojenckih z Downovim
sindromom, pri levkemijah in pri materah kadilkah, pri katerih so odkrili pozitivno

korelacijo med Stevilom pokajenih cigaret na dan in S$tevilom eritroblastov (16).
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Cas, ki je potreben, da zaznamo povisane vrednosti eritroblastov v krvi novorojenckov, pri
katerih je nastala akutna hipoksija, je lahko manj kot 60 min, nekatere Studije pa SO
pokazale, da je dovolj Ze 20-30 minut (16).

Preglednica I11: Diferencialna diagnostika povecanega Stevila eritroblastov pri plodu oziroma
novorojenckih. Povzeto po (16).

Fiziolosko

Rojevanje
NedonosSencek
PrenoSencek

Povecana eritropoeza

Kroni¢na hipoksija
Zastoj rasti ploda
Preeklampsija
Matere kadilke
Anemija
Izguba krvi
Hemoliza — ABO, Rh izoimunizacija
Sladkorna bolezen matere
Drugo
Levkemija
Downov sindrom
Okuzba TORCH

Akutni stres

Akutna hipoksija
Subakutna hipoksija
Horioamnionitis

Poporodna hipoksija

Cianoti¢na sr¢na napaka
Plju¢na bolezen

Idiopati¢no

S klini¢nega vidika je podajanje $tevila eritroblastov najprimernejSe v obliki absolutnega
Stevila celic na volumsko enoto, pri nas je to stevilo NRBC/L, vendar pa vecina klini¢nih
laboratorijev in znanstvenih raziskav podaja rezultate v obliki relativnega deleza
eritroblastov na 100 prestetih levkocitov. Bolezni, pri katerih naraste Steviléna
koncentracija levkocitov, lahko to vodi do zavajajoce nizje vrednosti eritroblastov, kadar

rezultate podajamo na 100 levkocitov (16, 17).

Normalne vrednosti eritroblastov pri novorojenckih ob rojstvu lahko zelo nihajo, saj je

tezko dolociti referen¢no mejo za zdrave in bolne ter za tiste, ki so se pred¢asno rodili (17).
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Na prvi dan po porodu je njihovo $tevilo okoli 0,5 x 10%L oziroma 3-10 NRBC/100 WBC
in predstavljajo 0,1 % vseh rde¢ih krvnih celic (16, 18). Vse vrednosti nad 1 x 10%L
oziroma 10-20 NRBC/100 WBC veljajo za povisane. NedonoSencki imajo lahko normalno
do 10 x 10%L eritroblastov. Pri zdravih so eritroblasti prisotni nekje do &etrtega dne, pri
nedonosenckih pa lahko v manjSem Stevilu vztrajajo do enega tedna (16). Manjse
gestacijske starosti kot je nedonoSencek, vecje S$tevilo eritroblastov ima ob rojstvu.
Eritroblasti imajo prognosti¢no napovedno vrednost predvsem v prvem mesecu zivljenja

(19). Novorojencki z okuzbo sifilisa imajo lahko tudi do 500 NRBC/100 WBC (16).

1.4.3 Prisotnost eritroblastov v periferni krvi pri odraslih

Pri odraslem ¢loveku eritroblasti v periferni krvi normalno niso prisotni (20). Zasledimo
jih lahko tako pri hematoloskih kot tudi nehematoloskih boleznih in so povezani s slabim
potekom bolezni. Smrtnost tovrstnih bolnikov naras¢a z vecjo Steviléno koncentracijo
eritroblastov (21). Normalne, zrele celice lahko prehajajo iz kostnega mozga v periferno
cirkulacijo, tezje pa prehajajo eritroblasti in nezreli granulociti, zato njihova prisotnost v
periferni krvi kaze na okvare kostnega mozga ali pa na ekstramedularno eritropoezo Vv

vranici in jetrih (18, 22).

Hematoloska stanja, pri katerih zasledimo eritroblaste, so: akutna in kroni¢na hematoloSka
maligna obolenja, benigna hematoloska stanja — hemoliticna anemija, hemoragija,

infekcijska mononukleoza ter mielodisplazija (20).

Med nehematoloska stanja s prisotnostjo eritroblastov uvrs¢amo sepso, solidne tumorje z
ali brez metastaz, vnetne ¢revesne bolezni, kroni¢na pljuéna obolenja, miokardni infarkt in

jetrne bolezni (20).

Spremljanje Stevila eritroblastov po presaditvi kostnega mozga s krvotvornimi mati¢nimi
celicami pa lahko predstavlja kliniéno pomembno informacijo o uspesnosti zdravljenja
(23).

1.4.4 Korekcija levkocitov ob prisotnosti eritroblastov

Ce je prisotno opozorilo analizatorja na eritroblaste, moramo narediti MPKR in presteti
eritroblaste na 100 diferenciranih levkocitov ter izvesti tudi korekcijo celokupnega Stevila
celic z jedri (TNCC), saj so vanj vkljuceni tako levkociti kot tudi rdece krvne celice z jedri

(15). Ce korekcije levkocitov ob prisotnosti eritroblastov ne izvedemo, lahko spregledamo
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levkopenijo ali pa so rezultati levkocitov lazno zvisani, kar lahko vodi do napacne

diagnoze in zdravljenja (24).

stevilo levkocitov (analizator)( x 10°/L
09/L) — ( )

Korigirano Stevilo levkocitov ( x 1 x 100

100 + sStevilo eritroblastov

Sodobni hematoloski analizatorji omogoc¢ajo tako dolocitev Stevila eritroblastov kot
avtomatsko korekcijo Steviléne koncentracije levkocitov. Posameznih podvrst eritroblastov
ne diferenciramo posebej, ampak vse nezrele rdece krvne celice z jedri uvrstimo v eno
skupino. Pri izracunu korekcije levkocitov pa moramo upostevati nekorigirano Steviléno

koncentracijo levkocitov (12).
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2 NAMEN DELA

Mikroskopski pregled krvnega razmaza ostaja referenéna metoda za prepoznavo celic v
laboratorijski hematologiji, saj sodobni avtomatizirani hematoloski analizatorji Se vedno ne
zmorejo zanesljivo prepoznati patolosko spremenjenih celic. Vsak laboratorij mora glede
na ekonomske in kadrovske sposobnosti ter v dogovoru z naro¢niki preiskav smiselno
dolo¢iti kriterije za izvajanje MPKR, pri ¢emer pa ne sme biti oskodovana pacientova

oskrba.

Namen nasega dela bo ugotoviti, kako bi sprememba nekaterih laboratorijskih kriterijev
vplivala na stevilo opravljenin MPKR ter posledi¢cno na kakovost in obseg dela v
Specializiranem hematolo§kem laboratoriju, UKC Ljubljana. Pri tem se bomo osredotocili
predvsem na opozorila analizatorja ter pri izdelavi posodobljenih kriterijev upoStevali

novejsa priporocila za MPKR.

S statistiéno obdelavo podatkov bomo ugotavljali, kaksne so obcutljivost, specifi¢nost,
pozitivna in negativna napovedna vrednost ter celokupna ucinkovitost opozoril analizatorja
za hladne aglutinine, trombocitne skupke, nenormalno porazdelitev trombocitov, pomik v
levo, reaktivne in atipi¢ne limfocite, blaste, anizocitozo, shizocite, nezrele granulocite in
eritroblaste. S tovrstno analizo podatkov zelimo ugotoviti, kak$na je korelacija med
analizatorjem in MPKR za relativne vrednosti S$tevila nezrelih granulocitov in

eritroblastov.

V nalogi se bomo najbolj osredotocili na eritroblaste. Dolociti Zelimo mejno relativno
vrednost, pri kateri je potrebno pregledati tudi krvni razmaz. Prav tako bomo ovrednotili
zanesljivost avtomatske korekcije levkocitov v primerjavi z ro¢no, kadar So v vzorcu
prisotni eritroblasti. Glede na najverjetnej$e pojavljanje eritroblastov, jih bomo dolocali v
treh skupinah vzorcev: pri bolnikih, ki imajo maligne krvne bolezni, pri tistih z anemijami

in pri novorojenckih.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 ZBIRANJE VZORCEV

Vzorce krvi preiskovancev smo zbirali iz razli¢nih ambulant in oddelkov UKC Ljubljana,
pediatri¢ne vzorce krvi pa iz Sluzbe za specialno laboratorijsko diagnostiko — laboratorij za
hematocitologijo na Pediatri¢ni kliniki v Ljubljani. Vzorci so bili napoteni na rutinsko

krvno analizo.

Vzorci polne krvi so bili odvzeti v epruvete s KsEDTA. Pri odraslih so izvedli venski, pri
novorojenckih oziroma mlajsih otrocih pa kapilarni odvzem krvi, pri tem pa so bila
upostevana vsa priporoc¢ila za pravilni odvzem in transport Krvi. Vsi vzorci so bili

analizirani znotraj 4 ur po odvzemu in dobro premesani pred za¢etkom analize.

V analizo smo vkljucili preiskovance obeh spolov z razlicnimi diagnozami ter s Sirokim

starostnim razponom (0 dni-87 let).

3.2 LABORATORIJSKA OPREMA IN PRIPOMOCKI
e Pipete (Eppendorf, 10-100 ul)
e Nastavki za pipete
e Predmetna stekla (Vitrognost, 26 x 76 mm, z matiranim robom)
e Krovna stekla (22 x 22 mm, Brand)
e Nastavek za pripravo krvnih razmazov Diff-Safe Blood Dispenser
e Kadicke s pokrovi za barvanje krvnih razmazov
e Nosilci za preparate
e Stoparica
e Imerzijsko olje
o Stevec za Stetje celic

e Svetlobni mikroskop Olympus BH-2
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3.3 HEMATOLOSKI ANALIZATOR SYSMEX XN-1000

3.3.1 Reagenti in kontrole

Vsak dan moramo pred analizo vzorcev izvesti kontrole kakovosti za nadzorovanje
delovanja hematoloskega analizatorja in ustrezno ukrepati, ¢e pride do odstopanj od
dovoljenih meja. Kontrolni vzorci zajemajo 3 razlicne koncentracijske nivoje in jih
analiziramo zjutraj in po vsaki seriji 50 izmerjenih vzorcev. Hranimo jih v hladilniku (2-8
°C) in jih pred analizo segrejemo na sobno temperaturo. Skladno z navodili proizvajalca
moramo reagente uporabljati pri temperaturi od 15 do 30 °C, neodprte pa shranjujemo do

roka uporabe, ki je naveden na embalazi.

Preglednica IV: Reagenti za hematoloski analizator Sysmex XN-1000 (25).

Reagent Uporaba T shranjevanja Sestava
CELLPACK Redcenje polne krvi, 2-35°C 0,7 % natrijev klorid
DCL nosilna tekod¢ina, 0,2 % Tris pufer

merjenje koncentracije 0,02 % K,EDTA

Hb, Stevila in velikosti

eritrocitov, trombocitov

CELLPACK Merjenje Stevila, 2-35°C 15,7 % natrijev klorid
DST velikosti eritrocitov, 4,3 % Tris pufer
trombocitov, 0,4 % K,EDTA

koncentracije Hb,

nosilna tekoc¢ina

CELLPACK Analiza retikulocitov, 2-35°C pufer z 0,17 % tricina

DFL trombocitov

SULFOLYSER  Merjenje koncentracije 1-30°C 1,8 g/L natrijev lauril sulfat
Hb

Lysercell WNR  Reagent za lizo, 2-35°C 0,20 % organske kvartarne
merjenje levkocitov amonijeve soli
brez bazofilcev, 0,10 % neionski surfaktant

analiza bazofilcev,

eritroblastov
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Reagent Uporaba T shranjevanja Sestava
Lysercell WDF Reagent za lizo, 2-35°C 0,07 % organske kvartarne
merjenje nevtrofilcev, amonijeve soli
limfocitov, monocitov, 0,17 % neionski surfaktant
eozinofilcev
Lysercell WPC  Reagent za lizo, analiza 2-35°C 0,03 % anionski surfaktant
nenormalnih, nezrelih 0,12 % neionski surfaktant
celic
Fluorocell WNR  Fluorescencni reagent, 2-35°C 0,005 % polimetinsko
merjenje levkocitov, barvilo
eritroblastov, bazofilcev 99,9 % etilglikol
Fluorocell WDF  Fluorescenéni reagent, 2-35°C 0,002 % polimetinsko
diferenciacija barvilo
levkocitov 3,0 % metanol
96,9 % etilglikol
Fluorocell RET  Fluorescen¢ni reagent 2-35°C 0,03 % polimetinsko barvilo
za analizo retikulocitov, 7,9 % metanol
trombocitov 92,0 % etilglikol
Fluorocell PLT  Fluorescencni reagent 2-35°C 0,003 % oksazinsko barvilo
za trombocite 99,9 % etilglikol
Fluorocell WPC  Fluorescencni reagent 2-35°C 0,004 % polimetinsko
za levkocite, nezrele barvilo
celice 15,1 % etanol
84,8 % etilglikol
CELLCLEAN Alkalno ¢istilo za 1-25°C Natrijev hipoklorit (5,0 %
AUTO odstranitev reagenta za koncentracija klora)

lizo, ostankov celic,

krvnih beljakovin

3.3.2 Analiza vzorcev

Vzorce smo analizirali s hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-1000 (Sysmex
Corporation, Kobe, Japonska), s katerim lahko merimo vzorce polne krvi in telesnih
tekocin. Analizni sistem omogoca izvedbo Sestdelne avtomatizirane diferencialne krvne

slike, s katero izmerimo absolutni in relativni delez nevtrofilnih, eozinofilnih ter bazofilnih
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granulocitov, monocitov, limfocitov in nezrelih granulocitov, med katere uvrs¢amo

promielocite, mielocite in metamielocite (26).

Analizator Sysmex XN-1000 deluje na osnovi preto¢ne citometrije s polprevodnim
laserjem, in sicer na principu hidrodinami¢nega fokusiranja (zaznavanje neposrednega
toka, DC — direct current) za dolocanje eritrocitov in trombocitov ter metodi SLS (natrijev
lauril sulfat) za dolocanje hemoglobina. Ob interakciji laserske svetlobe z valovno dolzino
633 nm s posamezno krvno celico pride do sipanja svetlobe, na podlagi katere dobimo
informacijo o njeni velikosti (prednje sipanje svetlobe, FSC — Forward Scattered Light), o
njeni notranji strukturi (stransko sipanje svetlobe, SSC — Side Scattered Light) ter o
vsebnosti DNA oziroma RNA (stransko sipanje fluorescen¢ne svetlobe, SFL — Side
Fluorescent Light) (25, 27, 28).

Merjenje posameznih hematoloskih parametrov poteka v razli¢nih analiznih kanalih, in
sicer v WDF, WNR, WPC, RBC/PLT, HGB, RET ter PLT-F. Kanal WDF je namenjen
predvsem diferenciaciji levkocitov (limfociti, nevtrofilci, monociti, eozinofilci), zazna pa
tudi nezrele levkocite in atipi¢ne ter reaktivne limfocite. Reagent Lysercell WDF najprej
hemolizira in razgradi eritrocite ter trombocite, celicne membrane levkocitov pa naredi
prehodne za fluorescenc¢no barvilo prisotno v reagentu Fluorocell WDF, ki vstopi v
omenjene celice in v njih obarva nukleinske kisline in celiéne organele. Intenziteta
fluorescence je razli¢na glede na podvrste levkocitov, najvecjo pa zasledimo pri nezrelih in

aktiviranih celicah, in sicer zaradi prisotnosti ve¢jih koli¢in RNA (25, 28, 29).

3.3.3 Dolocitev eritroblastov z analizatorjem Sysmex XN-1000

Pred analizo vzorcev smo vedno izvedli kontrole kakovosti, pri ¢emer so bile vse znotraj
dovoljenih odstopanj. Vzorce smo pred analizo dobro premesali (8-10 x) in jih vstavili v
aparat s pomocjo avtomatskega podajalca nosilcev — analiza z vzoréevalnikom. Analizator
je najprej odcital ¢rtno kodo, epruveto premesal in nato aspiriral vzorec. Pediatri¢ne vzorce
smo analizirali z ro¢no analizo, s predhodno odstranjenim pokrovékom epruvete. Za
analizo zadostuje 88 ul polne krvi (25). Po kon¢anih meritvah so se rezultati avtomatsko
prenesli v laboratorijski informacijski sistem (LIS), kjer je sledil pregled rezultatov.

Kanal WNR se uporablja za $tetje levkocitov, bazofilcev in dolocitev rde¢ih krvnih celic z
jedri (absolutno in relativno stevilo). Celice se med seboj loc¢ijo po intenziteti fluorescence

in velikosti (Slika 2). Proces merjenja je dvostopenjski, in sicer v prvi stopnji reagent
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Lysercell WNR povzro¢i hemolizo eritrocitov in naredi celicne membrane levkocitov
prehodne. V drugi stopnji reagent Fluorocell WNR vstopi v levkocite in obarva nukleinske
Kisline ter celi¢ne organele. Celicna membrana eritroblastov se popolnoma lizira, obarva se
samo jedro. Levkociti moc¢neje fluorescirajo kot eritroblasti, zato lahko s pomocjo kanala
WNR lo¢imo levkocite od eritroblastov in oboje prestejemo. Vpliv lipidov in eritrocitov, ki

so odporni na lizo, je z uporabo fluorescence zmanj$an na minimum (25, 28, 29).

»
B

Bazofilci

Prednje sipanje svetlobe FSC

Stransko sipanje fluorescen¢ne svetlobe SEL

Slika 2: Prikaz razsevnega diagrama kanala WNR. Drobci predstavljajo hemolizirane eritrocite in
trombocite. Prirejeno po (29).

3.4 MIKROSKOPSKI PREGLED KRVNEGA RAZMAZA

3.4.1 Reagenti

Preglednica V: Reagenti za barvanje krvnih razmazov.

Raztopina May — Griinwald (Sigma Life Science): eozin in metilensko modrilo v

metanolu

Raztopina Giemsa (Fluka Analytical): eozin, dva derivata metilenskega modrega v

metanolu, azur | in azur Il

Fosfatni pufer

Destilirana voda
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Za pripravo reagentov smo uporabili predhodno pripravljene delovne raztopine. Fosfatni
pufer je sestavljen iz raztopine A (9,1 g/L KH,PO, raztopljenega v destilirani vodi) in
raztopine B (9,5 g/L Na,HPO, ali 11,9 g/L Na,HPO, raztopljenega v destilirani vodi).
Osnovno raztopino pufra smo pripravili tako, da smo vzeli 630 mL raztopine A in 370 mL
raztopine B, ju pomesali in uravnali pH vrednost na 6,6. Delovno raztopino pa smo
pripravili tako, da smo 50 mL osnovne raztopine dodali v 1000 mL bucko ter z destilirano
vodo dopolnili do oznake. Kon¢na pH vrednost fosfatnega pufra je bila 6,8, sluzil pa nam
je za pripravo raztopine May-Griinwald v razmerju 1 : 1 ter raztopine Giemsa v razmerju
1 : 10 (10 mL reagenta Giemsa smo v merilnem valju dopolnili z delovno raztopino

fosfatnega pufra do 100 mL).

3.4.2 lzdelava krvnega razmaza

Pri pripravi krvnega razmaza smo na zacetek predmetnega stekla s pomocjo nastavka za
pripravo razmaza kanili kapljico krvi s premerom 2-3 mm (30). Pri pediatri¢nih vzorcih
smo si za nanos kapljice pomagali s pipeto. Nato smo s krovnim steklom pod kotom 30—
45° zajeli kapljico krvi in jo enakomerno potisnili v nasprotno smer, pri ¢emer nismo smeli
spreminjati naklona in pritiska na predmetno steklo (Slika 3) (30). Hematoloski preparat
smo na matiranem delu predmetnega stekla oznacili s svinénikom in ga 30 minut susili na
zraku.

Priprava krvnega razmaza pri novorojenckih je lahko tezja zaradi velikega Stevila

eritrocitov (24).

Razporeditev kapljice Potisk v nasprotno smer

1‘—*\ \ ~ >
304573 5

Kapljica krvi
/ / l t
L |
@®

Slika 3: Priprava krvnega razmaza za mikroskopski pregled. Prirejeno po (31).
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3.4.3 Barvanje krvnega razmaza

Posusene krvne razmaze smo zlozili v nosilce in jih postavili v prvo kadicko z barvilom
May-Griinwald za 5 minut. Nato smo jih brez vmesnega spiranja prenesli v drugo kadicko
za 1 minuto. V njej je bila razred¢ena raztopina barvila May-Griinwald s fosfatnim pufrom,
v razmerju 1 : 1. Sledil je prenos v tretjo kadi¢ko z razred¢eno raztopino Giemsa v
fosfatnem pufru (1 : 10), v kateri smo razmaze barvali 20 minut. Nato smo nosilec z
razmazi prenesli Se v Cetrto posodico, kjer smo jih sprali z raztopino fosfatnega pufra.
Obarvane preparate smo na koncu sprali $e z vodo, jih odcedili in pustili, da so se posusili

na zraku (12).

3.4.4 Vrednotenje krvnega razmaza

Celotno podrocje preparata Smo najprej pregledali makroskopsko, ocenili smo njegovo
kakovost in ustrezno obarvanost. Pri manj$i povecavi (100x) smo preverili porazdelitev,
obarvanost in Stevilo trombocitov, levkocitov, eritrocitov, prisotnost aglutinacije,
agregatov trombocitov, formacije rulo (angl. rouleaux) in fibrinskih nitk. Nato smo pri
vecji povecavi (400x) izbrali podrocje za diferenciranje. S pomocjo imerzijskega olja smo
pri 1000x povecavi ocenili morfoloske lastnosti celic in diferencirali 100 levkocitov po
metodi cik-cak, s katero smo zmanjsali vpliv neenakomerne porazdelitve levkocitov (11,
12). Pri vrednotenju krvnega razmaza smo pregledali tudi Steviléne vrednosti in opozorila
iz analizatorja. Nikoli ne diferenciramo mehansko poskodovanih celic, golih jeder in

apoptotic¢nih celic (12).

Za MPKR se odlo¢imo na osnovi odstopanj Stevilénih vrednosti, prisotnih opozoril
analizatorja (Preglednica V1) ali na Zeljo naro¢nika. Upostevati moramo predhodno znane
klini¢ne (starost, rasa, nose€nost, znane bolezni, vrojene spremembe v morfoloskih

lastnostih krvnih celic) in laboratorijske podatke o pacientih (12).
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Preglednica VI: Merila za MPKR v Specializiranem hematoloskem laboratoriju, UKC Ljubljana.

ODSTOPANJA, PRI KATERIH OB PRVI ANALIZI VEDNO PREGLEDAMO RAZMAZ
ODSTOPANJA STEVILCNIH VREDNOSTI

Parameter
WBC (x 10%/L)
PLT (x 10%/L)

HGB (g/L)

MCV (fL)

MCHC (g/L)

RDW (%)
Nevtrofilci (x 10%/L)

Limfociti (x 10°/L)

Monociti (x 10°/L)

Eozinofilci (x 10%/L)

Bazofilci (x 10”/L)

NRBC (x 10°/L)

ANALIZATORJA

Opomba
<3,0ali>20,0
<100 ali > 1000

< 70 ali > 20 nad
zgornjo referencno

Preveri vzorec.

mejo

< 75ali > 105 Preveri starost
vzorca < 24 h.

> 351 Preveri
lipemicnost,
hemolizo,
aglutinacijo RBC,
sferocitozo,
hladne aglutinine.

> 22

<1,0ali>20,0

>50

>15

>20

>0,5

Vsaka vrednost/

opozorilo
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OPOZORILA
ANALIZATORJA

Parameter

Fragmenti RBC (RBC
Fragments)

Dizmorfi¢ni RBC
(Dismorfic RBC)

Skupki PLT (PLT clumps/
aggregates)

Nezreli granulociti
(Immature granulocytes
present)

Atipicni limfociti ali blasti
(Abnormal lymphocytes
or blasts)

Pomik v levo (Left shift)

Reaktivni limfociti
(Atypical lymphocytes)
Nenormalna morfologija
levkocitov (WBC morph
positive)

Najdene nenormalnosti pri
avtomatski diferencialni
sliki (Abnormal Diff
findings in CBC order)
Ugotovljena displazija
(Indications of dysplasia)
Nenormalni levkaciti
(Abnormal WBC
scattergram)

Interference pri merjenju
trombocitov (PLT
interference)
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OPOZORILA, PRI KATERIH PREGLEDAMO RAZMAZ, CE PREDPISANI UKREP NE
POMAGA

Opozorilo Ukrep

Odklon med kanaloma RBC in RET (Deviation Preglej instrument (sum na hladne

between RBC and RET channel) aglutinine oziroma formacije rulo).

Nezanesljiv WBC Preveri aparat in vzorec ter zahtevaj nov
odvzem.

RBC odporni na lizo Preveri histogram WBC.

Nepopolna ali odsotna diferencialka (No analyser Preveri aparat in ponovi.

DIFF possible)

Hladni aglutnini (Cold agglutinins) Inkubiraj vzorec 30 min in ponovo izmeri
na ro¢ni nacin.

Lipemija/hemoliza/aglutinini/hipoosmolarnost Lipemija: red¢i vzorec ali zamenjaj

(Lipaemia/haemolysis/agglutinins/hypoosmolarity) plazmo z diluentom ter ponovi analizo.

Hemoliza: zahtevaj nov vzorec.
Hipoosmolarnost: napisi komentar v

izvidu.
Interferenca v kanalu RET (Interference RET Rocno stetje retikulocitov, mozna malarija
scattergram) ali dedna sferocitoza.

MPKR naredimo, ¢e je od predhodnega pregleda krvnega razmaza minilo > 1 leto.

3.5 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Podatke smo zbirali v preglednice in s pomocjo programa Microsoft Excel 2010 izracunali
specifi¢nost, obcutljivost, pozitivno in negativno napovedno vrednost ter celokupno
ucinkovitost. Obcutljivost predstavlja verjetnost, da je rezultat pozitiven pri resni¢no
pozitivnih vzorcih, specificnost pa verjetnost, da je rezultat negativen pri resni¢no
negativnih vzorcih. Pozitivna napovedna vrednost je verjetnost, da gre za resni¢no
pozitiven vzorec, kadar je rezultat testa pozitiven, negativna napovedna vrednost pa
verjetnost, da gre za resni¢no negativen vzorec, ko je rezultat testa negativen (32).
Celokupna ucinkovitost je zmoZnost testa, da napove pravilne, torej resni¢no pozitivne in

resnicno negativne rezultate (1).

S programom MedCalc, verzije 15.6.1, smo naredili teste Mann-Whitney, izdelali Bland-

Altmanove diagrame, izrisali korelacijske grafe in krivulje ROC.
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4 REZULTATI

4.1 VREDNOTENJE OPOZORIL ANALIZATORJA

Za vrednotenje opozoril analizatorja smo pregledali 1.020 naklju¢nih rutinskih vzorcev,
zbranih v obdobju med 9. 3. in 3. 4. 2015, pri katerih smo poleg krvne slike na
hematoloskem analizatorju Sysmex XN-1000 naredili tudi pregled krvnega razmaza pod
svetlobnim mikroskopom. Pri 12 vzorcih nismo izvedli popolnega mikroskopskega
pregleda, saj zaradi nizkega Stevila levkocitov diferenciranje ni bilo mozno. Pri 8 vzorcih
smo naredili samo pregled krvnega razmaza za oceno trombocitov, pri 1 pa smo preverjali
prisotnost shizocitov brez diferenciranja levkocitov. MPKR smo opravili zaradi izpolnitve
predhodno dolo¢enih kriterijev (192 vzorcev) Specializiranega hematoloskega laboratorija,
UKC Ljubljana (Preglednica VI) ali predhodno naro¢ene roéne DKS s strani naro¢nika

(828 vzorcev).

Pri vsakodnevnih rutinskih vzorcih smo pregledali opozorila analizatorja na hladne
aglutinine, skupke trombocitov, nenormalno porazdelitev trombocitov, nezrele granulocite,
pomik v levo, reaktivne limfocite, atipi¢ne limfocite, blaste, anizocitozo, shizocite in

eritroblaste.

Preglednica VII: Pozitivni in negativni rezultati analizatorja in MPKR pri posameznih opozorilih

analizatorja.

Analizator
Hladni aglutinini — pozitivni negativni
DKS pozitivni 2 0
negativni 3 994
Analizator
. . pozitivni negativni
Trombocitni skupki
P DKS | pozitivni 3 15
negativni 45 944
Analizator
Nenormalna porazdelitev pozitivni negativni
trombocitov DKS pozitivni 38 109
negativni 109 751
Analizator
ZdruZeni opozorili: trombocitni pozitivni negativni
skupki, nenormalna porazdelitev —
. DKS pozitivni 9 9
trombocitov
negativni 168 821
Analizator
3 pozitivni negativni
Pomik v levo
DKS pozitivni 60 160
negativni 11 768
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Analizator
R . pozitivni negativni
Reaktivni limfociti DKS pozitivni > 0
negativni 39 948
Analizator
T, L. pozitivni negativni
Atipicni limfociti DKS pozitivni 21 2
negativni 177 797
Analizator
Blasti — pozitivni negativni
DKS pozitivni 46 11
negativni 151 791
Analizator
ZdruZena opozorila: blasti, reaktivni pozitivni negativni
in atipicni limfociti DKS pozitivni 69 25
negativni 142 763
Analizator
L pozitivni negativni
Anizocitoza DKS = pozitivni 81 124
negativni 16 780
Analizator
. pozitivni negativni
Shizociti DKS = pozitivni 14 26
negativni 41 919
Analizator
. . pozitivni negativni
Opozorilo na prisotnost IG DKS pozitivni 183 71
negativni 183 562
Analizator
Relativne vrednosti pozitivni negativni
1G20,5% DKS pozitivni 226 27
negativni 344 402
Analizator
Relativne vrednosti pozitivni negativni
1IG21% DKS pozitivni 185 69
negativni 143 602
Analizator
Opozorilo na prisotnost eritroblastov pozitivni negativni
>2 NRBC/100 WBC DKS pozitivni 31 72
negativni 1 895
Analizator
Opozorilo na prisotnost eritroblastov pozitivni negativni
21 NRBC/100 WBC DKS pozitivni 58 45
negativni 8 888
Analizator
Opozorilo na prisotnost eritroblastov pozitivni negativni
20,5 NRBC/100 WBC DKS pozitivni 75 28
negativni 31 865
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Preglednica VIII: Izracuni za posamezna opozorila analizatorja.

Pozitivna Negativna
Celokupna
Obcutljivost | Specificnost napovedna napovedna
Opozorilo ucinkovitost
(%) (%) vrednost vrednost
(%)
(%) (%)
Hladni aglutinini 100,00 99,70 40,00 100,00 99,70
Trombocitni skupki 16,67 95,45 6,25 98,44 94,04
Nenormalna
porazdelitev 25,85 87,33 25,85 87,33 78,35
trombocitov
Zdruzeni opozorili:
trombocitni skupki,
nenormalna 50,00 83,01 5,08 98,92 82,42
porazdelitev
trombocitov
Pomik v levo 27,27 98,59 84,51 82,76 82,88
Reaktivni limfociti 16,67 96,05 4,88 98,96 95,10
Atipiéni limfociti 84,00 81,83 10,61 99,50 81,88
Blasti 80,70 83,97 23,35 98,63 83,78
Zdruzena opozorila:
blasti' reaktivni' 73,40 84,31 32,70 96,83 83,28
atipicni limfociti
Anizocitoza 39,51 97,99 83,51 86,28 86,01
Shizociti 35,00 95,73 25,45 97,25 93,30
Opozorilo na 72,05 75,44 50,00 88,78 74,57
prisotnost IG
Relativne vrednosti 89,33 53,89 39,65 93,71 62,86
IG20,5%
Relativne vrednosti 72,83 80,81 56,40 89,72 78,78
IG21%
Opozorilo na
prisotnost 30,10 99,89 96,88 92,55 92,69
eritroblastov
>2 NRBC/100 WBC
Opozorilo na
prisotnost 56,31 99,11 87,88 95,18 94,69
eritroblastov
>1 NRBC/100 WBC
Opozorilo na
prisotnost 72,82 96,54 70,75 96,86 94,09
eritroblastov
> 0,5 NRBC/100 WBC
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Hladni aglutinini (Cold agglutinins) so avtoprotitelesa razreda IgM, ki se veZejo na
antigene eritrocitov pri temperaturi nizji od 37 °C (3). Vzorec z opozorilom na hladne
aglutinine smo segreli na 37 °C ter ponovili analizo. Hladne aglutinine smo nasli le v 2
vzorcih (0,2 %). V 3 vzorcih (0,3 %) pa s pregledom krvnega razmaza nismo nasli hladnih
aglutininov kljub opozorilu analizatorja. Obcutljivost opozorila analizatorja je bila 100 %,
saj nismo nasli lazno negativnih rezultatov, §tevilo resni¢no pozitivnih vzorcev pa je zelo

majhno (2).

Tudi pri trombocitih lahko pride do aktivacije avtoprotiteles v vzorcu krvi, odvzete v
epruveto z EDTA, kar se odraza v trombocitnih skupkih. Tezavo lahko reSimo, ¢e prosimo
za ponovni odvzem krvi v epruveto z Na-citratom, rezultat pa nato podamo kot produkt
Steviléne vrednosti in faktorja redCenja (pri razmerju 1 : 9 je faktor 1,1). Kadar pa je lazna
trombocitopenija posledica aglutinacije trombocitov na hladnem, moramo vzorce Krvi
analizirati takoj po odvzemu ali pa jih segreti na 37 °C v inkubatorju.
Psevdotrombocitopenijo lahko zasledimo tudi, kadar se trombociti vezejo na membrano

nevtrofilnih granulocitov in nastanejo satelitski trombociti (12).

Opozorilo na agregate trombocitov (PLT clumps/aggregates) ima zelo slabo obcutljivost in
pozitivno napovedno vrednost, zato smo pregledali Se opozorilo 0 nenormalni porazdelitvi
trombocitov (PLT Abn Distribution) ter napravili izracune za omenjeni zdruzeni opozorili.
S tem smo bistveno povecali obcutljivost, pozitivno napovedno vrednost pa znatno

zmanjsali (Preglednica VIII) .

Opozorilo pomik v levo (Left shift) se nanaSa na prisotnost pali¢astih nevtrofilnih
granulocitov. Pri pregledovanju krvnega razmaza smo upoStevali pozitiven rezultat, ¢e smo
v njem nasli vsaj en paliCasti nevtrofilec, zato je bilo Stevilo lazno negativnih rezultatov

veliko (16,02 %).

Reaktivni limfociti (Atypical lymphocytes) so spremenjeni levkociti (virociti, imunoblasti,
plazmacitoidni limfociti), ki imajo pomembno vlogo v imunskem odzivu in jih
prepoznamo po obilni citoplazmi ter nepravilnih oblikah jedra. V periferni krvi se pojavijo
zaradi razliénih vzrokov, najpogosteje zaradi virusnih okuzb (Epstein-Barr virus,
citomegalovirus, herpes simplex, ipd.) (12, 33). Atipi¢ni limfociti (Abnormal lymphocytes)
so maligne limfoidne celice razlicnih velikosti in morfologij (z jedrci, zazetimi,

prepognjenimi jedri in lasastimi citoplazemski izrastki). Razlikovanje med reaktivno ali
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maligno spremenjenimi (atipi¢nimi) limfociti je ena od tezjih nalog pri MPKR, zato je
prekrivanje tovrstnih opozoril pri analizatorju veliko. Prav tako je pomembno, da
namenimo veliko pozornosti opozorilu na blaste, ki predstavljajo enoten izraz za vse
najmlajSe celice v razvoju limfaticne in mieloi¢ne celicne vrste (12). Analizator ob
prisotnosti blastov in/ali atipi¢nih limfocitov poda bodisi posamezno bodisi skupno
opozorilo za blaste in atipicne limfocite (Abnormal lymphocytes or blasts), medtem ko ob
prisotnosti reaktivnih limfocitov poda samostojno opozorilo (Atypical lymphocytes).
Zaradi raznovrstnih morfoloskih odstopanj pri maligno spremenjenih celicah se populacije

le-teh v razsevnih histogramih lahko prekrivajo.

Analizator pogosto poda opozorilo za anizocitozo (Anisocytosis). Tega je bolj smiselno
upostevati pri RDW > 22 %. Pri tej vrednosti namre¢ praviloma zasledimo razli¢ne oblike

in velikosti eritrocitov.

Eritrocitni fragmenti ali shizociti (RBC Fragments) so eritrociti z odtrganimi deli celic in
imajo lahko tudi obliko razbite jajéne Ilupine (Keratociti) (12). Prisotni so pri

intravaskularni hemolizi (3).

HematoloSki analizator Sysmex XN-1000 podaja tako relativne kot tudi absolutne
vrednosti za nezrele granulocite. Kadar v analiziranem vzorcu nezreli granulociti presezejo
dolo¢eno nastavljeno mejno vrednost, analizator poda opozorilo na prisotnost nezrelih

granulocitov (Immature granulocytes present).

Med nezrele granulocite smo pri diferenciranju pod mikroskopom uvrstili vse
promielocite, mielocite in metamielocite, kar ustreza parametru IG hematoloskega
analizatorja. Za vrednotenje pozitivnega rezultata pri pregledu krvnega razmaza smo Si
postavili mejno vrednost > 1 % nezrelih granulocitov. Poleg dolocitve parametrov za
opozorilo aparata (Preglednica VIII) smo dolo¢ili tudi korelacijo med relativnimi delezi

IG, dolo¢enimi z aparatom in z mikroskopskim pregledom (Slika 4).
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Slika 4: Korelacija med analizatorjem in MPKR za nezrele granulocite (N = 999).

Z D'Agostino-Pearsonovim testom smo preverili porazdelitev meritev in ugotovili, da ta ni
normalna (p < 0,05). Glede na izra¢unani koeficient asimetrije (Skewness) je porazdelitev
desnostranska. Pearsonov koeficient korelacije lahko izra¢unamo, kadar imamo linearno
odvisnost obeh spremenljivk, za dolo¢anje njune povezanosti v primeru nelinearne
odvisnosti, pa uporabljamo Spearmanov koeficient korelacije. Za analizo relativnih
vrednosti nezrelih granulocitov smo izra¢unali Spearmanov koeficient korelacije, ki je
znaSal 0,545. Ugotovili smo torej zmerno do dobro povezavo med rezultati MPKR in

analizatorja.

Ker eritroblasti lahko pomembno vplivajo na lazno zvi$ano Steviléno koncentracijo
levkocitov, moramo upostevati vsako opozorilo analizatorja na njihovo prisotnost (NRBC
present). Opozorilo na prisotnost eritroblastov se pojavi pri prednastavljeni vrednosti > 2
NRBC/100 WBC. Pri tem je problemati¢no $tevilo lazno negativnih rezultatov (7,2 %)
(Preglednica VII), zato smo izsledke analizirali se grafi¢no (Slika 5). Ugotovili smo, da so
bile skoraj vse vrednosti eritroblastov (1 ali 2 NRBC/100WBC), ugotovljene pri MPKR,
dejansko zelo podobne tistim vrednostim, ki smo jih izmerili z analizatorjem. Pri 9 vzorcih

pa so bila odstopanja nekoliko ve¢ja.
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Slika 5: Lazno negativni rezultati pri mejni vrednosti >2 NRBC/100 WBC.

4.2 SPREMEMBE KRITERIJEV ZA MIKROSKOPSKI PREGLED

Ugotavljali smo, kako bi sprememba kriterijev za MPKR vplivala na potek dela v
Specializiranem hematoloskem laboratoriju, UKC Ljubljana. Spremenjeni Kriteriji bi
zajemali vsa ze uveljavljena merila za MPKR (Preglednica VI) in naslednje nove oziroma

spremenjene kriterije (13):

= Retikulociti > 120 x 10%/L (nov kriterij).

= Mikroskopski pregled vsakokrat, ko se pojavijo opozorila na blaste, atipine,
reaktivne limfocite ter pomik v levo (tudi pri znanih bolnikih).

»= Ponovni MPKR v skladu s kriteriji, ¢e so od predhodnega pregleda krvnega

razmaza minili ve¢ kot 3 meseci (prej 1 leto).

Pri analizi podatkov smo upostevali vse hemograme, ki so bili narejeni v obdobju od 9. 3.
do 3. 4. 2015. Stevilo vzorcev, ki so ustrezali novim kriterijem, je bilo 429, 138 pa je imelo
znizano $teviléno koncentracijo levkocitov (< 1 x 10%/L), kar je bila posledica zdravljenja
(kemoterapija). Vse te vzorce smo odsteli, z izjemo 2, ki sta sicer imela S$teviléno
koncentracijo levkocitov < 1 x 10%/L, vendar pa MPKR pri pacientih ni bil izveden Ze ve&
kot 3 mesece. Pri 1.020 vzorcih je bil MPKR narejen po starih merilih (narocen s strani
naroc¢nika ali pa so bila izpolnjena merila za mikroskopsko diferenciranje) (Preglednica
V1), pri 293 vzorcih pa smo morali MPKR izvesti v skladu z novimi merili (Preglednica

IX). Obseg dela v laboratoriju bi se z uveljavitvijo dodatnih meril tako povecal za 28,7 %.
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Preglednica IX: Stevilo opravljenih MPKR pri posameznih opozorilih analizatorja glede na nove
oziroma spremenjene Kriterije.

Blasti/ Reaktivni Pomik Retikulociti > 3 mesece Levkociti  Skupaj
. atipi¢éni  limfociti  vlevo >120 x10°L od zadnjega < 1x10%/L
Stevilo  |imfociti MPKR

opozoril ", 6 23 10 54 136 429

4.3 RELATIVNE VREDNOSTI ERITROBLASTOV

V analizo smo vkljucili 161 vzorcev (Priloga 1), v katerih smo nasli eritroblaste, od ¢esar
jih je 29 pripadalo novorojen¢kom, starim do enega meseca. VVzorce bolnikov s krvnimi
boleznimi smo izbirali izkljuéno na podlagi zaznave eritroblastov, pri novorojenckih pa
neselektivno. Dva vzorca smo iz analize izkljucili. Eden je imel premalo krvi za analizo,
pri drugem vzorcu pa meritve nismo uspeli izvesti zaradi slabo lo¢enih populacij celic.
Vzorce s prisotnimi eritroblasti smo zbirali iz razlicnih ambulant in oddelkov, posebej pa
smo zbirali pediatri¢ne vzorce. Vsi vzorci niso imeli opozorila za eritroblaste (49 vzorcev),
saj smo za analizo izbrali mejno vrednost > 1 NRBC/100 WBC, za lazjo izvedbo MPKR
pa §teviléno koncentracijo levkocitov > 1 x 10%/L. V 5 vzorcih smo z analizatorjem za
eritroblaste dolocili relativno vrednost < 1 NRBC/100 WBC, vendar smo jih kljub temu
vkljucili v analizo, saj smo pri mikroskopskem pregledu v njih zasledili eritroblaste.
Bolniki so imeli ve¢inoma maligne krvne bolezni (akutna levkemija, mielodisplasti¢ni
sindrom, mieloproliferativne novotvorbe, plazmocitom, ne-Hodgkinov limfom; 79
vzorcev) in anemije (avtoimunska hemolitiCna anemija, megaloblastna anemija, renalna

anemija, aplasticna anemija, mikrocitna anemija; 9 vzorcev).

4.3.1 Korekcija stevila levkocitov ob prisotnosti eritroblastov

Preverili smo tudi korekcijo $teviléne koncentracije levkocitov v prisotnosti eritroblastov,
in sicer smo primerjali avtomatsko korekcijo analizatorja in ro¢no korekcijo, ki smo jo
opravili s pomo¢jo izratuna, pri katerem smo upoStevali nekorigirano Steviléno
koncentracijo levkocitov (TNC-N) in relativno vrednost eritroblastov, pridobljeno s Stetjem
pri MPKR. Analizirali smo 159 vzorcev z eritroblasti, pri katerih so bile zastopane vse tri
preiskovane skupine (bolniki z malignimi krvnimi boleznimi, pacienti z anemijami in

novorojencki).

33



Magistrska naloga

Jerneja Slevec

Z D'Agostino-Pearsonovim testom smo ugotovili, da porazdelitev rezultatov ni normalna

(p < 0,05), koeficient asimetrije (Skewness) pa je pokazal, da gre za desnostransko

porazdelitev. Spearmanov koeficient korelacije je bil 0,999.

Bland-Altmanov diagram (Slika 6A) je grafi¢en prikaz primerjave rezultatov, dobljenih z
dvema metodama merjenja. Prikazuje razlike med meritvami dveh metod, in sicer glede na

povpre¢je rezultatov obeh metod. Z njim ugotavljamo, kako dobro je ujemanje med

primerjalnima metodama (34).
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Slika 6: Primerjava avtomatske in ro¢ne korekcije $teviléne koncentracije levkocitov glede na
prisotne eritroblaste. A) Bland-Altmanov diagram. B) Korelacija med avtomatsko in ro¢no

korekcijo levkocitov (N = 159).

4.3.2 Korelacija relativnih vrednosti eritroblastov, dolo¢enih z analizatorjem in

MPKR

Korelacijo med vrednostmi eritroblastov, dolo¢enih z analizatorjem in MPKR, smo

izracunali za 1.088 vzorcev, od tega smo 159 vzorcev zbirali lo¢eno in so vsebovali vecje

deleze eritroblastov.
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Slika 7: Korelacija med rezultati analizatorja in MPKR za eritroblaste (vsi vzorci, N=1.088).

Z D'Agostino-Pearsonovim testom smo dokazali, da porazdelitev ni bila normalna (p <

0,05), zato smo uporabili Spearmanov koeficient korelacije, ki je znasal 0,793 (Slika 7).

Koeficient asimetrije (Skewness) je ponovno pokazal desnostransko porazdelitev. Tudi z

Bland-Altmanovim testom smo ugotovili mo¢no povezavo med rezultati, dobljenih z

MPKR in analizatorjem (Slika 8).
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Slika 8: Bland-Altmanov diagram za dolocitev eritroblastov z analizatorjem in MPKR. A) Vsi
vzorci (N = 1.088). B) Brez rezultatov, ki so pri obeh metodah enaki vrednosti 0 NRBC/100 WBC

(N = 279).

Preverili smo tudi, kako se spremeni Spearmanov koeficient, ¢e postavimo mejno vrednost

analizatorja na > 1 NRBC/100 WBC, in kaksen je, ¢e izklju¢imo vse rezultate, ki so

0 NRBC/100 WBC pri obeh metodah. V prvem primeru je bil Spearmanov koeficient

0,868, v drugem pa 0,808.
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S pomocjo krivulje ROC smo ovrednotili mejno vrednost > 0,2 NRBC/100 WBC za vse
vzorce (Slika 9A) in > 0,7 NRBC/100 WBC za rezultate brez tistih, ki so pri obeh metodah
enaki vrednosti 0 (Slika 9B). Povrsini pod krivuljama (AUC) znasata 0,937 za vse vzorce

in 0,83 za rezultate brez vrednosti O pri obeh metodah.
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Slika 9: Krivulji ROC za rezultate analizatorja in MPKR. A) Vsi vzorci (N = 1.088). B) Brez
rezultatov, ki so pri obeh metodah enaki vrednosti 0 (N = 279).

Preverili smo graficne izpise iz analizatorja pri tistih bolnikih, kjer so vrednosti
eritroblastov med analizatorjem in MPKR najbolj odstopale, in sicer za ve¢ kot 10
NRBC/100 WBC (12 bolnikov). Najvecja tovrstna razlika je znasala 54 NRBC/100 WBC.
Referen¢na metoda za dolocanje eritroblastov je preto¢na citometrija, ki pa je pri nasi
analizi nismo uporabili, zato je Ze sam vpliv uporabljene metode doprinesel K vecjemu
odstopanju vrednosti eritroblastov. Skoraj pri vseh, z izjemo 2 pacientov, so bile vrednosti
eritroblastov pri MPKR vecje, v primerjavi z analizatorjem. Populacije celic na diagramu
WNR so0 bile med seboj dobro loc¢ene (Slika 10), pri pregledu opozoril analizatorja pa smo
opazili prisotnost opozorila za eritroblaste pri vseh vzorcih, za nezrele granulocite pri 11,
na blaste oziroma atipi¢ne limfocite pri 9 in opozorilo na monocitozo pri 8 vzorcih. Ostala
opozorila (nevtrofilija, pomik v levo, nevtropenija, limfocitoza) so se pojavljala v manjsem

Stevilu. Zaklju¢imo torej lahko, da je priSlo do ve¢je razlike v vrednostih eritroblastov pri
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tistih pacientih, ki so imeli socasno prisotne tudi druge nezrele celice. Analizator je

najverjetneje razvrscal eritroblaste med nezrele levkocite.

WHR

Slika 10: Diagram WNR prikazuje lo¢ene populacije eritroblastov, levkocitov in bazofilcev pri
bolniku z velikim razhajanjem Stevila eritroblastov, dolocenih z analizatorjem in MPKR.

4.3.3 Vzorci z vedjim delezem eritroblastov

Z neparametri¢énim testom Mann-Whitney smo med seboj primerjali porazdelitev Stevila
eritroblastov na 100 levkocitov v treh preiskovanih skupinah, in sicer pri novorojenckih,
bolnikih z malignimi krvnimi boleznimi in bolnikih z anemijami (Slika 11). Omenjeni test
uporabljamo za primerjavo dveh neodvisnih spremenljivk, pri ¢emer na graficen nacin
prikazemo vse rezultate meritev, mediano testne skupine ter 5. in 95. percentil vseh
vrednosti za posamezno skupino. Povpre¢no stevilo NRBC/100 WBC je bilo v skupini
novorojenckov 45,7, v skupini bolnikov z malignimi krvnimi boleznimi 8,6, pri bolnikih z
anemijami pa 5,6. Statisti¢ni test je pokazal, da je bil delez eritroblastov znacilno veéji v
skupini novorojenckov, v primerjavi z ostalima testnima skupinama, ki se med seboj nista

statisti¢no znacilno razlikovali.
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Slika 11: Grafi¢ni prikaz porazdelitve stevila eritroblastov na 100 levkocitov. Primerjava med
skupinami (test Mann-Whitney): A) bolniki z malignimi krvnimi boleznimi in novorojencki; B)
bolniki z anemijami in novorojencki; C) bolniki z anemijami in malignimi krvnimi boleznimi.
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5 RAZPRAVA

5.1 VREDNOTENJE OPOZORIL ANALIZATORJA

Vsa opozorila analizatorja smo vrednotili glede na izsledke pri MPKR, ki je Se vedno
referen¢na metoda. Pri tem je treba opozoriti, da pri referencni metodi razmaz vrednotita
dva pregledovalca, pri ¢emer vsak Steje 200 levkocitov. Mi smo delali tako, kot poteka
vrednotenje v rutini. Tako je MPKR vrednotil en pregledovalec, ki je stel 100 levkocitov,
zato so vse vrednosti verjetno v celoti nekoliko slabse, kot bi bile pri izvedbi referencne

metode, ki pa je ¢asovno bistveno zahtevnejsa.

Pri opozorilu na hladne aglutinine sta bili obcutljivost in negativna napovedna vrednost
(NNV) 100 %, saj nismo nasli lazno negativnih rezultatov (Preglednica VII). Zelo dobra je
bila tudi specifi¢nost, ki je znasala 99,70 %. Pozitivna napovedna vrednost (PNV) je bila
slaba (40 %), saj smo dolo¢ili ve¢ lazno pozitivnih (0,3 %) kot resni¢no pozitivnih
rezultatov (0,2 %). Glavna pomanjkljivost nasih rezultatov pa je, da bi morali imeti vecje
Stevilo vzorcev s hladnimi aglutinini (resni¢no pozitivnih) oziroma vsaj ve¢ vzorcev z

opozorili nanje.

Opozorilo za trombocitne skupke je kazalo izjemno slabo obcutljivost (16,67 %) in
pozitivno napovedno vrednost (6,25 %), za malenkost bolj$e rezultate (obc¢utljivost in PNV
25,85 %) smo dobili pri opozorilu o nenormalni porazdelitvi trombocitov, ki smo ga pri
pregledovanju krvnega razmaza povezovali z velikimi in gigantskimi trombociti. Ko pa
smo obe opozorili za trombocite zdruzili, se je ob¢utljivost izboljsala na 50 %, PNV pa se
je se znizala, in sicer na 5,08 %. V 8 vzorcih smo zasledili agregate trombocitov v krvnem
razmazu, pri katerih je analizator javil opombo o nenormalni porazdelitvi trombocitov. Po
opozorilu na trombocitne skupke pa smo med mikroskopskim pregledom nasli agregate
samo v 3 vzorcih. Obe opozorili skupaj smo zasledili pri 2 vzorcih, v katerih so bili
prisotni trombocitni skupki. Na osnovi teh podatkov lahko zaklju¢imo, da bi obcutljivost
zaznavanja trombocitnih agregatov lahko izboljsali, ¢e bi upostevali obe opozorili
analizatorja. Pri znanih pacientih z agregati trombocitov si lahko pomagamo tako, da jih
ozna¢imo v laboratorijskem informacijskem sistemu in smo tako pri naslednjem pregledu

vnaprej pozorni na njihovo prisotnost v krvnih vzorcih.
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Tudi pri opozorilu na pomik v levo smo izracunali nizko obcutljivost (27,27 %), ki je
posledica velikega stevila lazno negativnih rezultatov (Preglednica VII). Obcutljivost bi
lahko izboljsali, ¢e bi postavili visjo mejo za pozitiven rezultat pri diferenciranju krvnih
razmazov. V nekaterih raziskavah so kot mejno vrednost za pozitiven rezultat postavili
vrednosti > 7 % in celo > 8 % (35, 36). V studiji so dokazali, da se ob upoStevanju
kombinacije opozoril na pomik v levo in nevtrofilije ucinkovitost poveca za 6 %,

obcutljivost za 30 %, specifi¢nost pa ostane nespremenjena (37).

Opozorilo na reaktivne limfocite je imelo zelo nizko obcutljivost (16,67 %) in PNV (4,88
%), saj smo nasli ve¢ lazno negativnih (1 %) in lazno pozitivnih (3,9 %) vzorcev kot pa
resni¢no pozitivnih (0,2 %). Tudi v tem primeru bi potrebovali ve¢je Stevilo vzorcev za
preucevanje opozoril. Kar 5x ve¢jo obcutljivost (84 %) smo zasledili pri opozorilu na
atipi¢ne limfocite, pri cemer pa je bila PNV nizka (10,61 %), in sicer zaradi 17,7 % lazno

pozitivnih rezultatov (Preglednica VII).

Pri opozorilu na blaste smo ugotovili dobro obcutljivost (80,7 %), specifi¢nost (83,97 %),
NNV (98,63 %) in celokupno ucinkovitost (83,78 %). PNV je bila slaba (23,35 %) zaradi
velikega stevila lazno pozitivnih rezultatov (151 vzorcev). Za pozitivne rezultate smo $teli
vse tiste, pri katerih smo pri mikroskopskem pregledu nasli vsaj 1 % blastov, kar je
skladno z objavljeno literaturo (4, 38). Ce zdruzimo opozorila za blaste, atipi¢ne in

reaktivne limfocite, ugotovimo, da se PNV izboljsa na 32,70 %.

V primeru opozorila na anizocitozo smo izrac¢unali zelo dobro specifi¢nost (97,99 %) in
slabo obcutljivost (39,51 %), saj je bilo 12,4 % rezultatov lazno negativnih. Pri
vrednotenju anizocitoze gre pogosto za subjektivno oceno velikosti eritrocitov, zato je v
tem primeru morda celo bolje upostevati le parameter RDW. Za laZjo oceno eritrocitov
smo si torej pomagali e s to vrednostjo. V vzorcih, v katerih je bila presezena vrednost
RDW 22 %, smo povsod zasledili spremembe v oblikah eritrocitov (shizociti, eliptociti,
stomatociti, kodociti, dakriociti, sferociti, akantociti) ali pa spremembe v njihovi velikosti
(mikrociti, makrociti in megalociti). Glede na objavljene smernice je torej prav zaradi
diagnosticnega pomena morfolosko spremenjenih eritrocitov smiselno pregledati

mikroskopski razmaz vedno, ko je vrednost RDW nad 22 %.
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Podobno obcutljivost (35 %) in specifi¢nost (95,73 %) smo zasledili tudi pri opozorilu na
fragmente eritrocitov. Rezultat lahko v tem primeru podamo v odstotkih, ¢e prestejemo

shizocite med 1.000 eritrociti.

Opozorilo za nezrele granulocite analizator poda, ko ugotovi vsaj eno izmed sledecih
mejnih vrednosti: > 0,10 x 10%/L ali > 1 %. Enako kot v literaturi smo za pozitiven rezultat
pri diferenciranju pod mikroskopom upostevali mejo > 1 % nezrelih granulocitov (38).
Obcutljivost in specifi¢nost je bila glede na izracune sprejemljiva (Preglednica VIII).
Zanimivo je, da smo nasli enako Stevilo (183 vzorcev) resnicno pozitivnih in lazno

pozitivnih rezultatov, zaradi Cesar je nizka PNV (50 %).

Za relativne vrednosti nezrelih granulocitov analizatorja smo izbrali 2 mejni vrednosti, in
sicer IG > 0,5 % in IG > 1 %. Obcutljivost rezultatov je bila boljsa za 16,5 %, NNV za
3,99 %, specifi¢nost rezultatov pa je bila slabsa za 26,92 %, PNV za 16,75 % in celokupna
ucinkovitost za 15,92 %, ¢e primerjamo mejno vrednost IG > 0,5 % z IG > 1 %. Boljse
vrednotenje rezultatov smo torej dobili, ¢e smo upostevali mejno vrednost analizatorja I1G
> 1 %. Korelacija med avtomatsko in ro¢no DKS je odrazala nenormalno porazdelitev
rezultatov (Slika 4). Spearmanov koeficient korelacije je bil 0,545, kar kaze na zmerno do

dobro povezavo med primerjalnima metodama.

Obcutljivost opozorila na prisotnost eritroblastov je bila slaba (30,10 %), kar je bila
posledica previsoke mejne vrednosti (> 2 NRBC/100 levkocitov) analizatorja za prikaz
tega opozorila, zato smo rezultate ovrednotili Se pri drugih mejnih vrednostih (Preglednica
VIII). Ce bi analizator nastavili na mejo > 1 NRBC/100 WBC, bi se obcutljivost povecala
za 26,21 %, NNV za 2,63 %, celokupna uc¢inkovitost pa za 2 %. V tem primeru bi se PNV
in specificnost zmanjsali za 9 % oziroma 0,78 %. V kolikor pa bi analizator nastavili na
mejno vrednost > 0,5 NRBC/100 WBC, bi se obcutljivost povecala kar za 42,72 %, NNV
za 4,31 %, celokupna ucinkovitost pa za 1,4 %. Specifi¢nost in PNV bi se v tem primeru
zmanjsali za 3,35 % oziroma 26,13 %. Iz navedenih podatkov lahko zaklju¢imo, da bi bila
obcutljivost opozorila analizatorja za eritroblaste najboljsa, ¢e bi mejno vrednost
analizatorja prestavili na > 0,5 NRBC na 100 levkocitov, s ¢imer pa bi delez opravljenih
razmazov povecali za 7,4 %. Ker pa slednji delez pomeni precej ve¢ dela za laboratorij,
smo preverili, do koliksnih razlik prihaja med obema metodama pri lazno negativnih
rezultatih. Ugotovili smo, da so bila ta odstopanja minimalna, zato menimo, da premik

mejne vrednosti opozorila analizatorja za eritroblaste na nizjo vrednost ne bi bil smiseln.
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Glede na podatke v literaturi je kriterij za pregled krvnega razmaza opredeljen na > 2
NRBC/100 levkocitov za tiste preiskovance, ki so stari ve¢ kot 7 dni ter > 50 NRBC/100
WBC za novorojencke, stare od 0 do 7 dni (11). Spearmanov koeficient korelacije med

rezultati analizatorja in MPKR je bil 0,793, kar pomeni zelo dobro povezavo.

Bland-Altmanov diagram prikazuje veéino rezultatov znotraj obmoc¢ja = 1.96 SD, kar prav
tako potrjuje dobro ujemanje med izsledki analizatorja in MPKR. Ce pri statisti¢ni analizi
izklju¢imo rezultate, katerih vrednosti so pri obeh metodah 0 NRBC/100 WBC, ugotovimo
Se boljse ujemanje, saj je v tem primeru obmocje + 1.96 SD SirSe (Slika 8B). Iz diagramov
je razvidno, da so bile ve¢je razlike med avtomatsko in mikroskopsko metodo prisotne pri
vecjih vrednostih. Najvecja razlika med obema metodama je znasala 54 NRBC/100 WBC.
Bland-Altmanov diagram je prikazal visje vrednosti pri mikroskopski dolo¢itvi

eritroblastov.

Spearmanov koeficient je bil najboljsi, ¢e Smo upostevali mejno vrednost > 1 NRBC/100
WBC (0,868), nekoliko slabsi pa, ¢e smo izkljucili vse rezultate, ki so imeli pri obeh
metodah vrednost 0 NRBC/100WBC (0,808).

Krivulja ROC je najboljsa takrat, kadar sega v zgornji levi kot diagrama. Takrat sta
obcutljivost in specifi¢nost 100 %. Blizje ko je krivulja ROC zgornjemu levemu kotu,
vecja je tudi celokupna tocnost testa (39). Mejna vrednost > 0,2 NRBC/100 WBC se je
izkazala kot najboljse razmerje med obcutljivostjo in specifiénostjo, in sicer Smo Vv tem
primeru dobili 86,1 % obcutljivost in 94,3 % specifi¢nost pri vrednosti povrsine pod
krivuljo ROC 0,937, ob upostevanju vseh rezultatov (Slika 9A). Pri mejni vrednosti > 0,7
NRBC/100 WBC pa smo ugotovili slabso obcutljivost (79,9 %), slabso specifi¢nost (89,4
%) in manjSo vrednost povrSine pod krivuljo (0,83), ¢e smo iz analize izkljucili vse
rezultate z vrednostmi 0 NRBC/100 WBC pri obeh metodah (Slika 9B).

5.2 KRITERIJI ZA MIKROSKOPSKI PREGLED

Uvodoma smo omenili, da mora vsak laboratorij dolociti kriterije za MPKR, zato smo v
Specializiranem hematoloskem laboratoriju, UKC Ljubljana, preverili, kako bi sprememba
obstojecih kriterijev glede na objavljene smernice vplivala na obseg dela. Najvecji vpliv na
povecan obseg dela bi imel kriterij, ki zahteva mikroskopski pregled vsaki¢, ko se na
analizatorju pojavi opozorilo na blaste ali atipi¢ne limfocite (68,26 %), reaktivne limfocite
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(2,05 %) ali na pomik v levo (7,85 %). Naslednji kriterij, ki zahteva MPKR, je vezan na
situacijo, ko je od predhodnega pregleda krvnega razmaza minilo ve¢ kot tri mesece (18,43
%). Vpeljava novega kriterija glede na Steviléno koncentracijo retikulocitov > 120 x 10%/L
pa bi predstavljal najmanjsi odstotek dodatnih MPKR (3,41 %).

M Blasti/atipicni
limfociti

3,41%

M Reaktivni limfociti

Pomik v levo

M >3 mesece od
zadnjega MPKR

m Retikulociti >
120x109/L

Slika 12: Delez dodatnih MPKR glede na posamezne kriterije.

Ce bi upostevali vsa nova merila, bi se odstotek izvedenih MPKR povecal za 28,7 %.
Glede na vse hemograme, ki se dnevno analizirajo v laboratoriju, je MPKR potreben v
45,2 %, ¢e upostevamo trenutno uveljavljene kriterije. V kolikor pa bi upostevali nova
merila, bi bil MPKR potreben pri dodatnih 13 % hemogramov. Skupno bi bil torej delez
MPKR glede na vse analizirane hemograme 58,2 %. Velik delez hemogramov (31,7 %), ki
smo jih obravnavali po novih kriterijih, je pripadal poznanim bolnikom, katerih vrednosti
levkocitov so bile < 1 x 10%L, kar je bila posledica kemoterapije, ali pa je bila njihova

diferencialna krvna slika narejena znotraj treh mesecev.
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Slika 13: Primerjava delezev MPKR po trenutno veljavnih in po novih kriterijih v Specializiranem
hematoloskem laboratoriju, UKC Ljubljana.

Delez mikroskopskih pregledov se od laboratorija do laboratorija razlikuje, in sicer od 5 pa
vse do 95 % (4). Odstotek izvedenih MPKR je ve¢inoma odvisen od opozoril analizatorja
(40). V nasem primeru je bil delez mikroskopskih pregledov razmeroma velik, saj smo
preiskovali populacijo bolnikov z razli¢nimi hematoloskimi obolenji, zato smo zabelezili

ve¢ takih opozoril analizatorja, ki zahtevajo MPKR.

V kolikor bi upostevali nove Kriterije, bi to za laboratorij pomenilo povecanje stevila
MPKR, kar bi podaljsalo ¢as analiz, povecalo stroSke in obseg dela, ki bi ga morali opraviti
v doloCenem casu. S stalis¢a bolnikov pa bi to pomenilo sicer pocasnejSo ambulantno
obravnavo, vendar pa hitrejse odkrivanje bolezni oziroma novih hematoloskih sprememb,
pravilnejSi bi bili rezultati za relativne in posledicno absolutne vrednosti diferencialne

krvne slike, s tem pa bi se seveda izboljsala tudi kakovost.

Ce bi premaknili mejno vrednost opozorila za prisotnost eritroblastov na > 0,5 NRBC/100
WABC, bi se obcutljivost zaznavanja izboljsala, saj bi se Stevilo lazno negativnih rezultatov
zmanjsalo, vendar pa bi se povecalo Stevilo MPKR, ki je Ze pri sedanjih kriterijih dokaj
visoko. Z grafi¢no analizo rezultatov smo ugotovili, da je pri lazno negativnih rezultatih
prihajalo do minimalnih odstopanj, zato premik mejne vrednosti ni bil potreben, tako da
lahko mejna vrednost ostane na > 2 NRBC/100 WBC. S spremembo mejne vrednosti
nezrelih granulocitov na IG > 1 % pa bi lahko izboljsali specifi¢nost in s tem zmanjsali

lazno pozitivne rezultate.
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Visoka obcutljivost je pomembna predvsem za presejanje v medicinskih laboratorijih na
primarnem nivoju, visoka specifi¢nost pa je priporocljiva na sekundarnem in terciarnem
nivoju, in sicer zaradi krajSega Casa analize (40). Za veéino opozoril, ki jih podaja
analizator, smo ugotovili visoko specificnost. Dobro ob¢utljivost opozoril smo ugotovili v
primeru opozoril na hladne aglutinine, atipi¢ne limfocite in blaste, slabo pa za opozorila na
anizocitozo, shizocite, reaktivne limfocite, pomik v levo in opozorila na trombocitne

agregate ter nenormalno porazdelitev trombocitov.

5.3 DOLOCANJE ERITROBLASTOV
Hematoloski analizator, ki omogoca Stetje eritroblastov, je zazelen predvsem V
laboratorijih, Kjer pregledujejo veliko vzorcev novorojenc¢kov na fiziolosko prisotnost teh

celic.

Tudi mi smo v skupini novorojenckov dolo¢ili statisticno znacilno vecji delez eritroblastov
kot pa v skupinah bolnikov s krvnimi boleznimi, pri katerih se ti tudi pogosto pojavljajo v
periferni krvi (test Mann-Whitney). Ugotovili smo tudi, da je bila porazdelitev vrednosti
eritroblastov na 100 levkocitov statisticno razlicna med skupinama novorojenckov in
bolnikov z malignimi krvnimi boleznimi (p < 0,05) ter med skupinama novorojenckov in
bolnikov z anemijami (p < 0,05). Med skupinama bolnikov z anemijami in tistih z
malignimi krvnimi boleznimi pa smo ugotovili bolj$e ujemanje kot pri primerjavi tovrstnih
preiskovancev z novorojencki. Z MPKR smo najvi§jo vrednost dolocili pri novorojencku,

in sicer 451 NRBC/100 WBC.

Kadar z analizatorjem dolo¢imo manj kot 0,5 eritroblastov/100 WBC, nam ni potrebno
narediti krvnega razmaza, saj tako majhen delez teh celic nima vpliva na rezultat
levkocitov (24). Hematoloski analizator, ki omogoca Stetje eritroblastov, je primeren tudi
za presejanje, saj presteje veliko ve¢ celic, kot jih lahko sami pod mikroskopom (23).
Ujemanje med dolocitvijo eritroblastov z MPKR in analizatorjem je dobro, in sicer je
boljSe pri manjsih vrednostih, pri vecjih pa slabse, zlasti takrat, ko so v krvi prisotne tudi

druge, mlajse razvojne stopnje levkocitov.

Kadar prestejemo 10 ali vec eritroblastov na 100 diferenciranih levkocitov, moramo

napraviti rocno korekcijo Steviléne koncentracije levkocitov, v kolikor je analizator ne
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izvede avtomatsko (12). Izracunani Spearmanov koeficient korelacije (0,999) predstavlja
odli¢no ujemanje med ro¢no in avtomatizirano korekcijo (Slika 6B), kar pomeni, da lahko
dolo¢itvi analizatorja zaupamo brez dodatnega ro¢nega preverjanja korekcije Steviléne

koncentracije levkocitov.

V Bland-Altmanovem diagramu je bila vecina rezultatov znotraj obmocja = 1.96 SD (Slika
6A), izven teh meja pa so bile vrednosti > 15,9 x 10%/L glede na povpregje rezultatov obeh
metod. Gre za nizje vrednosti pri ro¢ni korekciji levkocitov v primerjavi z avtomatizirano.

Najvedja razlika med ro¢no in avtomatsko korekeijo levkocitov je bila 5,53 x 10%/L.
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6 ZAKLJUCEK

1. Ugotovili smo zelo dobro specifi¢nost in zelo slabo obcutljivost opozoril
analizatorja na: trombocitne skupke, nenormalno porazdelitev trombocitov, pomik
v levo, reaktivne limfocite, anizocitozo in shizocite. Obcutljivost se je pri
vrednotenju opozoril za trombocite izboljsala, ¢e smo upostevali obe opozorili
skupaj, torej opozorilo na trombocitne skupke in nenormalno porazdelitev
trombocitov, vendar je bila $e vedno zelo nizka (50 %). Tako specifi¢nost kot tudi
obcutljivost sta bili zelo dobri pri opozorilih na hladne aglutinine, atipi¢ne
limfocite in blaste, Se sprejemljivi pa pri opozorilu na prisotnost nezrelih
granulocitov. Kljub temu bi zaradi majhnega Stevila vzorcev z opozorili na hladne
aglutinine in reaktivne limfocite morali opraviti dodatne analize. Za nezrele
granulocite smo ugotovili zmerno do dobro povezavo med rezultati analizatorja in
MPKR (r = 0,545) (Slika 4). Vrednotenje obcutljivosti in specifiénosti za relativne

vrednosti nezrelih granulocitov je bilo najboljse pri mejni vrednosti > 1 %.

2. 'V kolikor bi v obstojece kriterije za izvedbo MPKR vkljucili nove, bi se obseg
dela v laboratoriju povecal za 28,7 %, pri ¢emer bi najvecji delez prispevalo

skupno opozorilo analizatorja na blaste in atipi¢ne limfocite (68,26 %).

3. Pri vrednotenju opozoril na prisotnost eritroblastov smo ugotovili, da je najboljsa
mejna vrednost > 0,5 eritroblastov na 100 prestetih levkocitov. Nizja vrednost bi
bila namre¢ nesmiselna, saj manjsi delezi prisotnih eritroblastov nimajo vpliva na
doloceno $teviléno koncentracijo levkocitov. Pri navedeni mejni vrednosti bi se
delez MPKR povecal za 7,4 % v primerjavi s trenutno uporabljeno mejno
vrednostjo > 2 NRBC/100 WBC. Med pregledovanjem lazno negativnih
rezultatov smo ugotovili le minimalna odstopanja med rezultati analizatorja in
MPKR, zato menimo, da premik mejne vrednosti ne bi bil smiseln. Korelacija
med dolocitvijo Stevila eritroblastov/100 levkocitov z analizatorjem in
mikroskopsko metodo je bila zelo dobra (r = 0,793) (Slika 7).
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4. Najvecje Stevilo eritroblastov smo dolo¢ili v skupini novorojenckov. Korelacijo
med ro¢no in avtomatizirano korekcijo levkocitov pa smo, razen v tej skupini,
dolocali $e v vzorcih bolnikov z anemijami in malignimi krvnimi boleznimi, Kjer
se te nezrele celice tudi pojavljajo v ve¢jem Stevilu. Ugotovili smo, da je bila
korelacija med ro¢no in avtomatizirano korekcijo Stevila levkocitov odli¢na (r =

0,999) (Slika 6B), zato lahko avtomatski zaupamo brez dodatnega preverjanja.
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PRILOGA |

Preglednica XIX:

Rezultati dolocitve eritroblastov s hematoloskim analizatorjem in pri MPKR.

NRBC NRBC Rotna
Zap‘;[.ed”a spol (T)(nggl'}'_) ('\)'(nggcfl_) z’)\("i’éé Ly | Gt/100 WBC, | st/100 W, \'j\‘,’geckc"a
analizator) MPKR) (x 10°/L)
Maligne krvne bolezni

1 M 4,42 0,10 4,32 2,3 3,5 4,27
2 V4 19,96 3,78 16,18 23,4 33,5 14,95
3 V4 2,09 0,08 2,01 4,0 4,0 2,01
4 Z 1,79 0,04 1,75 2,3 1,0 1,77
5 Z 12,97 0,19 12,78 1,5 5,0 12,35
6 M 7,81 0,10 7,71 1,3 1,0 7,73
7 M 1,74 0,02 1,72 1,2 2,5 1,70
8 V4 4,98 0,05 4,93 1,0 1,0 4,93
9 V4 10,55 0,78 9,77 8.0 8,0 9,77
10 V4 13,79 0,31 13,48 2,3 5,0 13,13
11 V4 20,10 0,28 19,82 1,4 0,5 20,00
12 Z 2,24 0,07 2,17 3,2 3,5 2,16
13 Z 37,68 1,65 36,03 4,6 12,0 33,64
14 M 1,03 0,02 1,01 2,0 2,0 1,01
15 Z 1,74 0,04 1,70 2,4 2,5 1,70
16 M 2,76 0,08 2,68 3,0 6,5 2,59
17 M 16,27 0,21 16,06 1,3 1,5 16,03
18 M 18,49 0,31 18,18 1,7 3,0 17,95
19 M 8,84 0,61 8,23 7,4 14,0 7,75
20 V4 13,5 0,16 13,34 1,2 2,0 13,24
21 M 1,95 0,03 1,92 1,6 1,0 1,93
22 VA 1,56 0,11 1,45 7,6 6,0 1,47
23 M 16,61 0,22 16,39 1,3 0,5 16,53
24 VA 1,75 0,15 1,60 9,4 9,5 1,60
25 V4 4,28 0,27 4,01 6,7 3,5 4,14
26 V4 1,81 0,04 1,77 2,3 2,5 1,77
27 M 4,45 0,16 4,29 3,7 3,0 4,32
28 V4 17,18 0,45 16,73 2,7 5,5 16,28
29 V4 1,15 0,06 1,09 5,5 5,5 1,09
30 M 5,17 0,05 5,12 1,0 1,0 5,12
31 M 1,22 0,04 1,18 3,4 4,0 1,17
32 M 22,61 1,27 21,34 6,0 4,5 21,64
33 M 19,51 0,39 19,12 2,0 2,5 19,03
34 M 4,03 0,05 3,98 1,3 1,0 3,99
35 V4 1,72 0,02 1,70 1,2 1,0 1,70
36 M 8,04 0,67 7,37 9,1 6,0 7,58
37 Z 8,21 0,22 7,99 2,8 6,0 7,75
38 M 3,96 0,08 3,88 2,1 2,0 3,88
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Roéna
NRBC NRBC .
Zaporedna TNC-N NRBC WBC ” ” korekcija
9 Spol §t./100 WBC, | (5t./100 WBC,
3. POl 1 x10%) | (x10°7L) | (x 10%/L) gna”zator) f\/IPKR) WBC
(x 10°/L)
39 yA 4,37 0,60 3,77 15,9 19,0 3,67
40 M 6,54 2,39 4,15 57,6 77,0 3,69
41 VA 6,03 0,14 5,89 2,4 5,0 5,74
42 VA 8,89 0,23 8,66 2,7 3,5 8,59
43 M 6,31 0,09 6,22 1,4 2,0 6,19
44 VA 13,3 0,21 13,09 1,6 2,5 12,98
45 M 1,11 0,03 1,08 2,8 2,0 1,09
46 yA 26,03 0,48 25,55 1,9 1,0 25,77
47 M 15,18 0,37 14,81 2,5 5,5 14,39
48 M 8,71 0,68 8,03 8,5 11,0 7,85
49 M 3,32 0,04 3,28 1,2 1,5 3,27
50 M 6,19 1,61 4,58 35,2 31,0 4,73
51 VA 7,79 0,24 7,55 3,2 5,0 7,42
52 M 5,23 1,62 3,61 44,9 45,5 3,59
53 VA 4,06 0,06 4,00 1,5 3,5 3,92
54 yA 30,29 0,96 29,33 3,3 4,0 29,13
55 yA 5,15 0,10 5,05 2,0 3,5 4,98
56 M 2,03 0,44 1,59 27,7 27,0 1,60
57 yA 1,42 0,02 1,40 1,4 3,5 1,37
58 M 7,62 0,66 6,96 9,5 10,5 6,90
59 VA 1,49 0,14 1,35 10,4 9,0 1,37
60 M 2,06 0,40 1,66 24,1 21,5 1,70
61 M 5,80 0,20 5,60 3,6 2,5 5,66
62 M 4,11 0,09 4,02 2,2 2,0 4,03
63 yA 7,15 0,13 7,02 1,9 3,5 6,91
64 yA 6,05 0,23 5,82 4,0 4,0 5,82
65 yA 28,81 0,53 28,28 1,9 2,5 28,11
66 M 3,40 0,09 3,31 2,7 2,5 3,32
67 VA 7,91 0,09 7,82 1,2 2,0 7,75
68 VA 1,57 0,11 1,46 7,5 9,0 1,44
69 VA 40,67 1,24 39,43 3,1 3,5 39,29
70 VA 2,90 0,07 2,83 2,5 3,5 2,80
71 yA 2,03 0,05 1,98 2,5 3,5 1,96
72 M 25,37 0,65 24,72 2,6 2,0 24,87
73 yA 10,98 1,04 9,94 10,5 9,0 10,07
74 yA 22,03 1,00 21,03 4,8 5,0 20,98
75 VA 5,04 0,23 4,81 4,8 3,5 4,87
76 M 4,43 2,00 2,43 82,3 100,5 2,21
77 yA 1,22 0,00 1,22 0,0 2,5 1,19
78 M 6,22 2,10 4,12 51,0 36,5 4,56
79 yA 14,01 0,61 13,40 4,6 9,5 12,79
Anemije

80 VA 19,39 2,61 16,78 15,6 29,5 14,97
81 YA 7,76 0,11 7,65 1,4 2,5 7,57
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Roc¢na
Zaporedn TNC-N NRB WB NVRBC ’\!RBC korekcij
P 4% | spo (x 1%9”_) (x 109C/|_) (x 1(?’”_) (3£/100 WBC, | (t/100 WBC, | (r (5
analizator) MPKR) (x 10°/L)
82 Z 16,51 0,60 15,91 3,8 3,5 15,95
83 M 1,42 0,03 1,39 2,2 1,0 1,41
84 M 3,45 0,06 3,39 1,8 1,5 3,40
85 M 3,73 0,16 3,57 4,5 3,0 3,62
86 M 4,13 0,30 3,83 7,8 4,5 3,95
87 V4 2,60 0,07 2,53 2,8 2,0 2,55
88 M 5,46 0,11 5,35 2,1 2,5 5,33
Novorojencki
89 Z 71,93 4,60 67,33 6,8 15 62,55
90 Z 9,70 0,15 9,55 1,6 2 9,51
91 V4 48,83 21,01 27,82 75,5 79 27,36
92 M 45,29 7,42 37,87 19,6 26 36,09
93 M 30,43 2,58 27,85 9,3 13 27,05
94 V4 24,63 1,77 22,86 7,7 6 23,35
95 M 21,78 0,12 21,66 0,6 2 21,46
96 Z 35,87 16,80 19,07 88,1 101 17,85
97 Z 35,57 6,76 28,81 23,5 29 27,57
98 Z 28,39 6,53 21,86 29,9 37 20,80
99 M 15,21 0,37 14,84 2,5 3 14,77
100 M 10,14 0,41 9,73 4,2 5 9,66
101 M 11,79 0,04 11,75 0,3 2 11,56
102 M 3,93 0,54 3,39 15,9 14 3,46
103 M 19,31 0,27 19,04 1,4 4 18,57
104 M 35,31 0,59 34,72 1,7 3 34,45
105 M 12,13 0,34 11,79 2,9 6 11,50
106 M 9,35 0,31 9,04 3,4 4 9,03
107 M 9,38 0,20 9,18 2,2 4 9,02
108 VA 19,83 15,84 3,99 397,0 451 3,60
109 V4 30,80 22,69 8,11 279,8 267 8,39
110 M 9,50 0,72 8,78 8,2 18 8,05
111 M 15,83 0,25 15,58 1,6 3 15,37
112 M 57,66 10,97 46,69 23,5 26 45,76
113 VA 26,10 1,26 24,84 5,1 5 24,86
114 VA 56,97 27,33 29,64 92,2 92 29,67
115 M 16,97 5,15 11,82 43,6 56 10,88
116 M 33,39 2,54 30,85 8,2 12 29,81
Ostali (neznana diagnoza)
117 V4 12,11 1,46 10,65 13,7 16,5 10,39
118 Z 21,36 2,90 18,46 15,7 28,0 16,69
119 M 6,99 0,25 6,74 3,7 2,5 6,82
120 M 30,08 0,32 29,76 1,1 1,0 29,78
121 VA 25,12 1,01 24,11 4,2 8,5 23,15
122 VA 22,75 0,42 22,33 1,9 1,0 22,52
123 Z 20,86 0,54 20,32 2,7 2,0 20,45
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Magistrska naloga

Jerneja Slevec

Roc¢na
Zaporedn TNC-N NRB WB NVRBC ’\!RBC korekcij
P 4% | spo (x 1%9”_) (x 109C/|_) (x 1(?’”_) (3£/100 WBC, | (t/100 WBC, | (r (5
analizator) MPKR) (x 10°/L)
124 Z 16,58 0,44 16,14 2,7 4,0 15,94
125 M 2,76 0,05 2,71 1,8 4,0 2,65
126 V4 8,53 0,22 8,31 2,6 5,0 8,12
127 VA 13,13 0,32 12,81 2,5 4,0 12,63
128 VA 11,08 0,24 10,84 2,2 2,0 10,86
129 M 23,66 0,30 23,36 1,3 1,0 23,43
130 Z 16,64 0,27 16,37 1,6 3,5 16,08
131 Z 18,99 0,29 18,70 1,6 1,5 18,71
132 M 12,02 0,12 11,90 1,0 1,5 11,84
133 Z 9,43 0,11 9,32 1,2 1,5 9,29
134 M 14,72 0,15 14,57 1,0 1,0 14,57
135 M 32,34 0,30 32,04 0,9 3,0 31,40
136 M 23,5 0,43 23,07 1,9 3,5 22,71
137 M 19,48 0,41 19,07 2,1 3,0 18,91
138 M 23,98 1,44 22,54 6,4 5,5 22,73
139 M 15,72 1,10 14,62 7,5 6,5 14,76
140 M 11,09 0,14 10,95 1,3 0,5 11,03
141 M 19,71 1,88 17,83 10,5 9,5 18,00
142 M 25,93 3,93 22,00 17,9 29,5 20,02
143 M 5,61 0,15 5,46 2,7 4,0 5,39
144 M 10,79 0,71 10,08 7,0 14,5 9,42
145 M 7,06 0,14 6,92 2,0 4,5 6,76
146 M 13,29 1,16 12,13 9,6 6,5 12,48
147 Z 15,96 0,33 15,63 2,1 2,0 15,65
148 M 5,23 0,12 5,11 2,3 3,5 5,05
149 M 19,78 4,57 15,21 30,0 33,0 14,87
150 VA 12,79 1,89 10,90 17,3 17,0 10,93
151 M 14,63 0,82 13,81 5,9 5,0 13,93
152 M 18,42 0,03 18,39 0,2 2,5 17,97
153 M 117,84 39,34 78,50 50,1 61,5 72,97
154 V4 29,38 0,97 28,41 3,4 8,5 27,08
155 M 3,13 0,05 3,08 1,6 4,0 3,01
156 M 8,30 0,38 7,92 4,8 4,0 7,98
157 M 5,63 0,59 5,04 11,7 10,5 5,10
158 M 9,77 0,38 9,39 4,0 5,5 9,26
159 VA 38,61 4,42 34,19 12,9 13,0 34,17

TNC-N — celokupno Stevilo celic z jedri
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