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POVZETEK

Namen magistrske naloge je ugotoviti ujemanje dveh metod Stetja celic v vzorcih telesnih
tekocin. Ocenili smo ujemanje mikroskopske in avtomatizirane metode. V nalogo smo
vkljucili 85 vzorcev punktatov telesnih tekoCin razli¢nega izvora. Vse vzorce smo
analizirali najprej z mikroskopsko metodo, nato Se z avtomatizirano metodo, ki je potekala
na hematoloSkem analizatorju Sysmex XN-1000, z lo¢enim modulom za analizo telesnih
tekoCin. Za glavno statisticno analizo, s katero smo ocenili ujemanje, smo izbrali
Bland-Altmanov test.

Ugotovili smo, da so meritve analizatorja Sysmex relativho natanc¢ne in primerljive z
drugimi Studijami natan¢nosti na tem analizatorju. To smo ugotavljali s kontrolnimi vzorci,
Vv nizkem in visokem nivoju. Koeficient variacije v nizkem nivoju je bil v povprecju 5,7 %,
pri visokem nivoju pa 4,2 %. Toc¢nost analizatorja smo ugotavljali s pomoc¢jo izra¢una
relativne napake med izmerjeno vrednostjo kontrolnih vzorcev in vrednostjo ugotovljeno s
strani proizvajalca. Najvecje odstopanje smo ugotovili pri absolutnih Stevilénih
koncentracijah levkocitov (nizka kontrola: —-11,8 %, visoka kontrola: —15,2 %), pri
absolutni Stevil¢ni koncentraciji polimorfonuklearnih levkocitov (nizka kontrola: —14,2 %,
visoka kontrola: —17,4 %), pri absolutni Steviléni vrednosti mononuklearnih levkocitov
(nizka kontrola: —8,3 %, visoka kontrola: —11,9 %). Druge vrednosti ne odstopajo za vec
kot 3,7 %. Pri ugotavljanju ujemanja metod, ki zavzame vse pare meritev (n = 74), je
opazna enakomerna porazdelitev napak in zelo majhna pristranskost. Treba pa je biti
pozoren na vsa opozorila analizatorja in na podrocje visoke fluorescence, kamor uvrs¢amo
vse atipi¢ne in tumorske celice. V skupini do 1,0 x 101 levkocitov (n = 46) analizator v
povpre&ju izmeri za 0,03 x 10%/1 levkocitov manj, kot jih prestejemo v komori. Enajst
vzorcev (13 %) smo izkljucili iz primerjave zaradi prenizke koncentracije celic, razpadlih
celic, opozorila analizatorja, kar pomeni, da je rezultat vprasljiv. Primerjava obeh metod
Stetja celic je pokazala, da je v veCini analiz avtomatizirana metoda primerljiva z
mikroskopsko, razlike med metodama so, vendar so se izkazale za klinicno nepomembne.
Zakljuc¢imo lahko, da je za kon¢no dolocanje patoloskih celic mikroskopska metoda Se

vedno zlati standard.
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ABSTRACT

The purpose of this dissertation is to evaluate the agreement of the two methods for
counting cells in body fluids, that is a manual and an automated method. As much as 85
specimens of body fluids of unknown resource were included in our assignment. All
specimens were first analysed manually by a microscope and then by means of the
automated method which was performed by Sysmex XN-1000 hematology analyser with a
separated body fluid mode. Bland-Altman test was chosen as a main statistical analysis to
evaulate the agreement of the methods.

The conclusion of our study is that analyzer Sysmex is relatively precise and is comparable
with other studies of precision made with this analyzer. Control specimens at low and high
level were evaluated for precision. Coeficient of variation at low level was on average
5.7% and only 4.2% at high level control. The accuracy of the analyzer made by
comparing the value we measured and the value determined by manufacturer was being
determined by calculating relative error. The highest deviations were found in absolute
leucocyte concentration (low level: -11.8%, high level: -15.2%), absolute polimorfonuclear
leukocyte concentration (low level: -14.2%, high level: -17.4%), absolute mononuclear
leukocyte concentration (low level: -8.3%, high level: -11.9%). Other values did not
deviate for more than 3.7%. The agreement of methods which includes all pairs of
measurements (n = 74), an equal error distribution was noticable and a very low bias too. It
Is necessary that all analyser warnings and cell distribution at high fluorescence region are
checked where all the atypical and tumor cells are distributed. In concentration group 0-1
x 10%/L leukocytes (n = 46) analyzer counted on average 0.03 x 10%/L less cells than
manually. Eleven samples (13%) were excluded from the comparison assignment due to
cell concentration that was too low, defragmentation of cells, and analyzer warnings,
which means that the result is questionable. The comparison of the two methods for
counting cells has showed that in most cases methods are comparable, however there are
differences, but they are clinically unimportant. We may conclude that for determination of

pathologic cells microscopic method still represents a golden standard.

VIl



1. UVOD

1.1 TELESNE TEKOCINE IN NJIHOVA SESTAVA

Celice so eden od najbolj preprostih Zivih delov telesa, ki imajo prav vse funkcije, ki
opredeljujejo Zivljenje. Ceprav je v telesu veliko razliénih tipov celic, so njihovi Zivljenjski
procesi v osnovi enaki: izmenjava snovi z okoljem, vzdrzevanje energije preko organskih
hranil, sinteza kompleksnej$ih molekul in njihovo razmnoZevanje. Velina celic
vecceliCnega organizma je loCena od zunanjega okolja in je v zaprtem sistemu, njihove
Zivljenjske funkcije pa potekajo v vodnem okolju — telesnih tekocinah (1, 2).

Volumen in vsebina teko¢in morata biti natan¢no regulirana, da celice lahko opravljajo
svoje funkcije. VeCinoma so telesne tekocCine sestavljene iz vode, ki vsebuje dolocene
topljence, znacilne za posamezno telesno tekocino. Telesne tekoCine delimo v dve glavni
skupini: ZUNAJCELICNE telesne teko¢ine in ZNOTRAJCELICNE tekogine. V tej nalogi
se bomo posvetili zunajcelicnim tekoCinam. Zunajceli¢na tekocina vkljucuje tekocine
razli¢nih predelov telesa (1, 2):

e intersticijska tekocina,

e plazma,

e limfa,

e cerebrospinalna tekocina,

e tekocina v gastrointestinalnem traktu,

e sinovijska tekocina,

e burza,

e plevralna tekocCina,

e perikardialna tekocina,

e peritonealna tekocCina,

e urin.



1.1.1 Anatomija in fiziologija

Telesne tekoCine so znotraj zaprtih telesnih votlin (plevralna, peritonealna, perikardialna,
sinovijska) (1, 2, 4). Plevralna tekocina obdaja pljuca, perikardialna tekocina obdaja srce,
peritonealna tekocina obdaja trebusne organe in sinovijska tekoc¢ina obdaja sklepe. Serozne
tekocine so del razli¢nih telesnih tekoCin, ki so v telesnih votlinah. Pomembne naloge
seroznih teko€in so pri prebavi, dihanju in izlo¢anju odpadnih produktov (4).

Vse telesne votline so prekrite z dvema seroznima membranama, ki sta prekriti z enoslojnim
epitelijem iz mezotelijskih celic. Organi v telesni votlini so prekriti z visceralno membrano,
steno votline pa prekriva parietalna membrana. Med membranama je zelo majhna koli¢ina
serozne tekocine, ki sluzi kot lubrikacijsko sredstvo med premikanjem organov (na primer
raztezanje in kréenje plju¢ pri dihanju). Je proizvod parietalne membrane, visceralna
membrana pa jo reabsorbira (2, 4). Serozna tekocina prehaja preko endotelija kapilar s
filtracijo plazme, njena koli¢ina pa je odvisna od prepustnosti kapilar, hidrostatskega in
onkotskega tlaka, kakor tudi od ponovne reabsorbcije preko limfnih kapilar v membrani.
Koli¢ina teko¢ine v normalnem stanju ostaja priblizno enaka, saj oba procesa nastanka in
ponovne reabsorbcije potekata v ravnotezju (1, 2, 3, 4). Hidrostatski tlak v Zilah poganja
tekocCino 1z zil v vezno tkivo, preko sloja mezotelijskih celic v prostor med membranama.
Osmotski tlak poganja teko¢ino v obratni smeri, torej nazaj v zile. V normalnih pogojih

torej to niso prave telesne votline (4).

1.1.2 Normalna sestava punktatov

V priporocilih CLSI (CLSI H56-P) (4) so navedene okvirne referencne vrednosti samo za
plevralne punktate, ki so povzete iz razli¢nih Studij. Za ostale punktate referencne vrednosti
Se niso dolocene. Normalna koli¢ina plevralne tekoCine je 8,4 £ 4,3 ml v posamezni
plevralni votlini. Perikardialna tekocina je ultrafiltrat plazme perikarda, lahko pa je prisoten

tudi ultrafiltrat, ki izvira iz miokarda. Normalna koli¢ina bistre tekocine je od 15 do 50 ml

(4).



Preglednica I: Orientacijske referencne vrednosti

Enota [Plevralni punktat
'Volumen ml 4,1do 12,7
Celice z jedri 10%/1 1,4do 3,7
Makrofagi % 64 do 80
Limfociti % 18 do 36
Nevtrofilni granulociti | % Odo1l
Mezotelijske celice % 0do2

Med patoloskim procesom pride do izliva tekofine med membrane in takrat ta prostor
postane veliko vecji, bolj razsirjen, kot je sicer. Do povecane koli¢ine tekocCine (izliva) pride
torej zaradi poruSenega ravnotezja med mehanizmi, ki sodelujejo pri nastanku in
reabsorbciji (1, 2). Vzroki za nastanek izliva so:
e povecana prepustnost kapilar (maligna obolenja, vnetja membran, bakterijska okuzba),
e zapora limfnih Zil (vnetje in okuZbe, poskodba limfnih vodov, maligni tumorji),
e povecan kapilarni hidrostatski tlak (sréno popuscanje, zadrZzevanje vode

in soli v telesu),

e zniZan onkotski tlak (nezadostna prehrana, enteropatija z izgubo proteinov, nefrotski
sindrom, jetrna ciroza) (2).



1.2 VRSTE IZLIVA

Izliv nastane zaradi sistemske motnje, ki porusi ravnotezje v regulaciji filtracije in
reabsorbcije (4). Opredelimo ga kot transudat ali eksudat. Transudat je nakopiCena
tekoCina v telesni votlini z majhno koncentracijo proteinov. Eksudat pa je nakopicena
tekocCina v telesni votlini z visoko koncentracijo proteinov, torej je tu neposredno vkljucena
tudi parietalna membrana, ki je na primer zaradi okuzbe bolj prepustna, ali pa gre za slabso
funkcijo reabsorbcije zaradi malignosti (4). Opredelitev punktata je pomembna zaradi
dologitve vzroka bolezni in nadaljnje laboratorijske diagnostike. Ce je punktat transudat,
bolj obsezna diagnostika ni potrebna, Ce je eksudat pa so potrebni nadaljnji diagnosti¢ni

postopki, ki bi dolo€ili, zakaj je do izliva prislo (2, 4).

1.3 ODVZEM IN TRANSPORT VZORCA

Vzorce telesnih tekoc¢in (punktatov) pridobimo s punkcijo, ki velja za tezek in invaziven
poseg v telo. Odvzem opravi zdravnik, in sicer gre za odvzem plevralne tekocine s
postopkom imenovanim toracenteza, odvzem perikardialne tekocine s perikardiocentezo in
peritonealne tekocCine ali ascitesa s paracentezo (1). Zelo pomembno je, da odvzem
opravimo v sterilnih razmerah, s sterilnimi pripomocki. Priporoca se, da vzorce med
odvzemom, pred alikvotiranjem in pred celiénim Stetjem oziroma diferenciacijo, rahlo
premeSamo. Punktate velikih koli¢in lahko porazdelimo v manjSe alikvote pred transportom

v laboratorij ali v samem laboratoriju (2, 3, 4).

Slika 1: Punkcija
(Stevilka vira: 1)



Pomemben je vrstni red odvzema vzorca, in sicer:

» prvi mililitri vzorca se odvzamejo za mikrobioloSke analize v sterilno epruveto brez
dodatkov ali v transportno gojisce;

» nato se odvzame vzorec za citoloski pregled v epruveto z vijoliénim zamaskom in
antikoagulantom etilendiamintetraocetno kislino (EDTA);

» vzorec za biokemicne analize v epruveto brez dodatkov 0z. z rde¢im zamaskom;

» vzorec za ugotovitev pH v brizgo za plinsko analizo s heparinom ali z epruveto s
heparinom oz. z zelenim zamaskom;

» vzorec za bakterioloski sediment v epruveto z vijolicnim ali rde¢im zamaskom (2, 3, 4).

Vzorce za citoloski pregled punktatov do analize lahko shranjujemo na sobni temperaturi.
Punktat moramo analizirati najkasneje v dveh urah po punkciji, saj celice po tem casu
zaénejo razpadati in diferenciacija ni ve¢ mogoda. Ce je ta ¢as daljsi, je vpliv na kakovost
analize in posledi¢no tudi na interpretacijo rezultata toliko vecji (3). Zato je bistvenega
pomena, da citoloski sediment naredimo v najkrajSem moZznem casu in ga tudi obarvamo.
Vzorce za biokemicne preiskave punktatov centrifugiramo in lo¢imo od celicnega dela.

Tako pripravljene vzorce shranjujemo v hladilniku (2, 3, 4, 7).

1.4 PREISKAVE ZA ANALIZO PUNKTATA
Navadno opravljeni testi za analizo punktata vkljucujejo organolepticni pregled in
diferenciacijo med eksudatom in transudatom. Navadno eksudate pregledamo Se

mikrobiolosko in citolosko (3).

1.4.1 Organolepticni pregled

Videz vzorca je podatek, ki je zelo v pomoc pri opredelitvi izliva. Opisujemo obarvanost
vzorca in njegovo motnost. Barva vzorca je odvisna od vzroka nastanka. Transudati so
navadno bistri, svetlorumene barve. Pri razlicnih patoloSkih procesih pa so punktati lahko
obarvani rdece, zeleno, rjavo, belo in ¢rno (1). Pri krvavih vzorcih se priporoca ugotavljanje
hematokrita, ki ga primerjamo s hematokritom v krvi. Kadar vrednost hematokrita presega
50 % vrednost hematokrita v krvi, obstaja sum na hemotoraks (prisotnost krvi v plevralni
votlini, navadno zaradi poSkodbe, malignosti ali poSkodbe membran pri aspiraciji vzorca).

Kadar pa je vrednost hematokrita zelo nizka v primerjavi z vrednostjo v krvi (okrog 1 %), je



kri lahko prisotna zaradi malignega obolenja, poskodbe ali plju¢ne embolije (1, 2). Vzorci
imajo moten in gnojen videz zaradi povecane koncentracije levkocitov in proteinov. Izliv je
lahko tudi zeleno obarvan, navadno zaradi prisotnosti zol¢a ob pankreatitisu ali ob

perforaciji zol¢nika ali Crevesja (1, 2, 4).

1.4.2 Celice v punktatih

Celice z jedri:

= hematopoezne celice: nevtrofilci (segmentirani, palicasti), nezreli granulociti
(metamielociti, mielociti, promielociti), limfociti, monociti/makrofagi, eozinofilci,
bazofilci, mastociti, plazma celice, eritroblasti;

= mezotelijske celice;

= blaste, limfomske celice, nehematopoezne tumorske celice;

= atipicne celice (opiSemo celice) (4).

Morfolosko so celice podobne tistim v krvi ali kostnem mozgu, vendar so degenerativne

spremembe celic bolj pogoste. Pri pregledu citoloskih sedimentov je pomembno, da

prepoznamo maligne celice, ¢e so prisotne. Zavedati pa se je potrebno omejitev

morfoloSkega pregleda pod mikroskopom, saj je razlikovanje med reaktivnimi in atipi¢nimi

mezotelijskim celicami ter malignimi celicami pogosto zelo tezko (4).

Polimorfonuklearne celice

Nevtrofilni granulociti

V primeru, da prevladujejo, lahko posumimo na bakterijsko plju¢nico, pljucni infarkt ali
pankreatitis. Vidimo lahko vse razvojne stopnje nevtrofilcev. Za segmentirane nevtrofilne
granulocite je znacilno, da so segmenti med sabo bolj jasno loCeni in pogosto so jedrni
segmenti bolj na zunanjem robu celice, ob membrani. Nevtrofilci so v izlivih, kjer so
prevladujoca celi¢na vrsta, pogosto degenerirani. Jedro lahko postane piknoti¢no in je vidno
kot majhna, gosta in okrogla masa. Pri okuzbah pa se degeneracija lahko kaZze z zabrisano
strukturo jedra, izrazito vakuolizacijo citoplazme in izgubo granulacij. V nevtrofilcih lahko

opazimo tudi fagocitirane bakterije (3, 4, 5).



Eozinofilni granulociti
Morfolosko se ne razlikujejo od eozinofilcev v krvnem razmazu. V ve¢jem Stevilu
(ve¢ kot 10 %) pa so lahko prisotni pri alergijskih reakcijah in parazitskih okuzbah,

pnevmotoraksu, hemotoraksu (4).

Bazofilni granulociti, mastociti

Bazofilci so po morfologiji enaki tistim v krvi (4).

Mononuklearne celice

Limfociti

Tipi¢ni zreli limfociti so nekoliko vecji kot v krvi, navadno imajo obilnejSo citoplazmo,
jedro imajo lahko zaZeto, lahko je vidno tudi manjSe jedrce (4). Reaktivni limfociti so v
punktatih pogosto prisotni in se po morfologiji zelo razlikujejo. Navadno imajo okroglo in
rahlo zazeto jedro, obilno citoplazmo, ki se razlikuje v barvi, od svetle do izrazito bazofilne.
Plazmocitoidne oblike imajo znacilno strukturo kromatina, izrazito bazofilno citoplazmo in
ve¢ manjsih jedrc. Pogosto imajo ob jedru svetlino, lahko so tudi dvojedrne. Reaktivni
limfociti imajo v nasprotju s celicami malignih limfomov, izrazito in gladko jedrno
membrano in pravilno obliko jedra. Povisano Stevilo limfocitov lahko zasledimo v izlivih
pri virusnih okuzbah, tuberkulozi in avtoimunskih boleznih, kot sta revmatoidni artritis in

sistemski lupus eritematozus (3, 4, 5).

Monociti/monohistiociti

Najdemo jih posamicno ali v skupinah in so nekoliko vecji od normalne mezotelijske celice.
Morfolosko so zelo razli¢ni — od tipi¢nih oblik, podobnih v krvi, do reaktivnih monocitov.
Celica je svetlo obarvana, jedro je okroglo ali ledvicasto in lezi ekscentri¢no ali periferno.
Kromatinska struktura je drobno zrnata, jedrca niso prisotna. Citoplazma je obilna, jasno ali
neizrazito omejena in vakuolizirana. Take oblike monocitov imenujemo tudi monohistiociti
(4,5, 6).



Makrofagi

Kadar imajo monociti/monohistiociti jasne znake fagocitoze, jih imenujemo makrofagi.
Lahko wvsebujejo fagocitirane eritrocite (eritrofagi), nevtrofilce (nevtrofagi), lipide
(lipidofagi), mikroorganizme, kristale in modro¢rne hemosiderinske granule (siderofagi), ki

nastanejo iz ostanka Zeleza fagocitiranih eritrocitov (4, 5, 6).

Mezotelijske celice

Prekrivajo notranji del parietalne membrane v telesnih votlinah in se po morfologiji zelo
razlikujejo. Ob bolezenskem procesu se lahko odluséijo in sprostijo v izliv. Imajo centralno
ali ekscentri¢no locirano okroglo, v€asih ovalno jedro, ki v premeru zavzema 1/3 do 1/2
velikosti celice. Imajo gost, enakomeren kromatin, vidno je lahko manjSe neizrazito jedrce.
Celice imajo zmerno koli¢ino svetlo do zmerno bazofilne citoplazme, ki ne vsebuje
granulacij in je jasno omejena. V kroni¢nih izlivih so prisotne reaktivne mezotelijske celice,
ki so po morfologiji izredno raznolike. Celice so lahko dvojedrne, posami¢ne tudi vecjedrne
(vsebujejo tudi 20 ali ve¢ jeder), so povecane, imajo rahlejSo strukturo jedra in vidna
majhna jedrca. Jedrca so lahko Stevilna, vendar so, v nasprotju z malignimi celicami, enake
velikosti. Koli¢ina citoplazme je razlicna, intenzivno bazofilna in drobno vakuolizirana.
Vakuolizacija je lahko prisotna po celotni citoplazmi ali pa le ob jedru. Zaradi teh
sprememb lahko spominjajo na maligne celice. Mezotelijske celice prav tako lahko
opravljajo fagocitozo in se pretvorijo v makrofage. Mozne so tudi vmesne oblike, takrat pa

je razlikovanje med mezotelijskimi celicami in makrofagi zelo teZzavno (4, 5, 6).

Maligne celice

Med maligne celice uvrs¢amo hematopoezne (blasti, limfomske celice) in nehematopoezne
maligne celice, ki so lahko razli¢nega izvora.

Blasti:

Po obliki so podobni blastom v krvi ali kostnem mozgu. Kadar jih odkrijemo v izlivu je
bistvenega pomena ugotoviti, ali predstavljajo zaplet pri levkemiji ali je njihova prisotnost

posledica kontaminacije s krvjo (4, 5, 6).



Limfomske celice:

Po videzu so podobne imunoblastnim reaktivnim limfocitom. Imajo nezrel jedrni kromatin,
Stevilna jedrca in zmerno koli¢ine bazofilne citoplazme. Zanje so znacilne tudi: nepravilna
oblika jedra, jedrna membrana ni izrazita, velika jedrca, majhne vakuole, ki prekrivajo tudi
jedro, brez jasne svetline okoli jedra in homogen videz celic v izlivu. Pri limfomih z
majhnimi celicami jih je tezko lociti od normalnih limfocitov. V tem primeru so potrebne Se

druge preiskave (na primer imunohistoloske preiskave in preto¢na citometrija) (4).

Nehematopoezne maligne celice:
Maligne celice lahko izvirajo iz primarnih tumorjev ali metastaz (adenokarcinom, sarkom in

primarni mozganski tumorji) (4, 5).

Glavne morfoloske znacilnosti malignih celic:

e visoko razmerje med jedrom in citoplazmo;

e celice so velike in ve¢jedrne (razli¢na velikost in oblika jeder);

e neenakomerno razporejen jedrni kromatin;

e hiperkromati¢na jedrca;

e povecano Stevilo in velikost jedrc;

e vakuolizirana citoplazma;

e tvorba tesnih skupkov, celice med sabo niso jasno locene (celice se prekrivajo, izguba
kontaktne inhibicije);

e fagocitoza (4, 5, 6).



1.4.3 Biokemicne preiskave

Priporocljivo je, da meritve primerjamo z meritvami krvi, saj punktat predstavlja ultrafiltrat
plazme. Z njimi lahko opredelimo vzrok nastanka. Izbor oznacevalcev je odvisen od izvora
punktata. Kot primer nam pri plevralnem punktatu veliko pomenijo meritve vrednosti
glukoze in LDH, pri peritonealnem punktatu pa so lahko bistvene meritve amilaze in lipaze.
Biokemicna analiza zajema ugotavljanje koncentracije glukoze, celotnih proteinov in
albuminov, elektrolitov, alfa-amilaze in lipaze, laktat-dehidrogenaze, bilirubina, holesterola

in trigliceridov (1, 2, 8).
1.4.4 CitoloSke preiskave

Ugotavljanje koncentracije celic z jedrom

V telesnih tekocinah ugotavljamo koncentracijo celic z jedri, da ugotovimo, ali gre za
vnetni ali nevnetni proces. Transudat in eksudat razlikujemo tudi z ugotavljanjem
koncentracije celic z jedrom. To lahko ugotovimo z mikroskopsko metodo ali z
avtomatizirano metodo na hematoloskem analizatorju. Razmejitvena vrednost je 1,0 x 10%1
2, 3).

Neubauerjeva komora za Stetje celic

Mikroskopsko ugotavljanje koncentracije celic izvajamo s pomocjo komore za Stetje celic
po Neubauerju (slika 2). Mreza komore (slika 3) je 0,1 mm globoka, njena povrSina meri 9
mm?. MreZa je razdeljena na 9 velikih kvadratov. Osrednji veliki kvadrat je razdeljen v 25
majhnih kvadratov, ti pa so Se nadalje razdeljeni v 16 Se manjSih kvadratov (4).

Punktat je treba pred tem razredCiti v razmerju 1 : 20 z raztopino po Tiirku, ki zaradi
hipotoniénosti hemolizira eritrocite, hkrati pa obarva jedra levkocitov. Ce so vzorci krvavi
ali motni, jih je treba redc¢iti z izotoni¢nimi teko€inami (na primer s fizioloSko raztopino) v
¢im manj$em moZnem razmerju glede na $teviléno koncentracijo levkocitov. Ce je v celotni
komori prisotnih manj kot 200 celic, preStejemo celotno povrsino komore, e pa je celic
veC, pa lahko zmanjSamo povrSino Stetja, vendar je to treba upoStevati pri izracunu. V
komori je tezko lociti celice med sabo, zato prestejemo vse celice z jedri in rezultat podamo

v enotah SI (3t. x 10%1) (4, 7).
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Slika 2: Neubauerjeva komora
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Slika 3: MreZa Neubauerjeve komore
(Stevilka vira: 3)

Vyzorea = povrsina x globina = 9 mm? x 0,1 mm = 0,9 mm?® = 0,9 pl.

Diferenciacija celic

Citoloski pregled izvajamo z namenom diferenciacije celic z jedri in ugotavljanja
prisotnosti malignih celic. Priporocljiva je priprava preparatov citoloskih sedimentov s
pomocjo citocentrifuge. S to tehniko namre¢ celice primerno koncentriramo; moznosti, da
se celice pri tem poSkodujejo so minimalne, saj je celi¢ni nanos v enem sloju. Tudi pri
vzorcih, ki imajo izredno nizko koncentracijo celic ali ¢e v komori za Stetje celic ne
najdemo, lahko v citolosSkem sedimentu najdemo do 35 celic (4).

V primeru, da citocentrifuge nimamo, lahko pripravimo klasi¢ne razmaze iz sedimenta
vzorca, ki smo ga centrifugirali 10 minut pri 40 x g. Vsekakor pa je diferenciacija celic v
citoloskih sedimentih bolj zanesljiva, ker lahko pri pripravi razmazov pride do poskodb in
neenakomerne razporeditve celic. Diferenciramo vse celice z jedri in rezultat izrazimo v

odstotkih ali pa diferenciramo le levkocite in druge celice opiSemo z opisnimi izrazi za
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koli¢ino (na primer: posamezni, malostevilni, Stevilni). Zaradi mozne prisotnosti malignih
celic je prav tako pomembno, da pregledamo cel preparat, saj so lahko prisotne le
posamezne maligne celice (3, 7).

1.4.5 Avtomatizirana metoda ugotavljanja koncentracije celic

Nekateri sodobnejSi hematoloski analizatorji (ki so dobili dovoljenje za analizo in imajo

tono doloen namen uporabe) omogoc€ajo doloCanje koncentracije celic z jedri in

eritrocitov tudi v telesnih tekoCinah. Metodo Stetja celic so razli¢ne in lahko potekajo z

metodo impendance, fluorescence, pretoCne citometrije, razprSenostjo svetlobe ali s

kombinacijo naStetega. Bistvenega pomena pri avtomatiziranin metodah so zanesljivi

rezultati, predvsem pri nizkih koncentracijah celic (4). Vsak laboratorij, ki doloca
koncentracijo celic na avtomatiziran na¢in, mora sam dolo¢iti analizno obmocje, spodnjo
mejo detekcije (osnovana na analizno sprejemljivih standardih in zagotavljata klinicno
pomembne informacije) in v primeru opozoril uporabiti druge metode (Stevna komora,

citoloski sediment) (4).

Primeri analizatorjev, ki omogocajo analizo telesnih tekoCin (povzetih iz S$tudij), in

parametri, ki jih dolocajo:

» Sysmex XN-1000: Stevilo eritrocitov, levkociti (absolutno), PMN (delez in absolutno),
MN (delez in absolutno), celotno Stevilo celic z jedri (absolutno), celice v podroc¢ju
mocnejse fluorescence;

» Sysmex XE-5000: Stevilo eritrocitov, celotno Stevilo celic z jedri (absolutno), PMN
(delez in absolutno), MN (delez in absolutno), celice v podro¢ju moc¢nejse fluorescence;

» Advia 120: Stevilo eritrocitov, Stevilo levkocitov (absolutno), PMN (delez in absolutno),
MN (delez in absolutno);

» Sysmex XT-4000i: Stevilo eritrocitov, Stevilo levkocitov (absolutno), PMN (deleZ in

absolutno), MN (delez in absolutno).
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2. 1ZHODISCE IN NAMEN DELA

Ze desetletja je Stetje celic s pomoé&jo mikroskopa zlati standard za ugotavljanje Stevila
levkocitov in eritrocitov v telesnih teko¢inah. Vendar pa ta metoda v laboratoriju velja za
eno izmed najbolj nenatancnih in netoc¢nih, saj je mo¢no odvisna od opazovalca, ki jo
izvaja. Da bi odpravili ta problem neto¢nosti in nenatan¢nosti, je teZnja v modernih
laboratorijih zamenjati mikroskopsko Stetje celic z avtomatskim, in sicer z analizatoriji, ki
Stejejo celice z pomocjo pretocne citometrije. Na trziS¢u je veliko proizvajalcev, katerih
hematoloski analizatorji omogocajo S$tetje in diferenciacijo celic v telesnih tekocinah,
vendar pa imajo vsi dolocene omejitve. V letu 2006 je proizvajalec Sysmex predstavil
hematoloSke analizatorje serije XE-5000, namenjene Stetju celic v telesnih teko¢inah, kmalu
zatem pa Se izboljSano verzijo XN, ki so jo predstavili leta 2011 na mednarodnem kongresu
IFCC v Berlinu.

V magistrski nalogi bomo bolj podrobno pregledali uporabnost analizatorja serije
XN-1000 (Sysmex, Japonska) za Stetje celic v punktatih z metodo pretocne citometrije in ga

primerjali z metodo Stetja celic s pomo¢jo mikroskopa.

Primerjali bomo natan¢nost in toc¢nost avtomatizirane in mikroskopske metode ter
pregledali njuno mero (linearne) povezanosti. Poleg tega nas bo zanimala tudi njuna
variabilnost oziroma sistemati¢na ali naklju¢na napaka meritev in zakaj je do njih prislo.

Pri¢akujemo, da bodo rezultati obeh metod primerljivi, predvsem pri nizkih koncentracijah
celic. Zanimivo pa bo tudi videti, kakSen vpliv imajo interference vzorcev pri dolo€itvi
celic, predvsem pri avtomatizirani metodi, in ali vpliv na zanesljivost rezultata ni prevelik.
Vsekakor bo zelo pozitivno, ¢e se avtomatizirana metoda izkaze za zanesljivo in hitro
metodo za dolocanje celic v telesnih tekocCinah, kar bi za laboratorij predstavljalo veliko

razbremenitev, v smislu hitrejsSih rezultatov, kar je bistveno v urgentni medicini.
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3. MATERIALI IN METODE

Nakljuéne vzorce punktatov za rutinske preiskave so sprejeli v Laboratorij za analitiko
telesnih tekoCin, Klini¢nega instituta za kliniéno kemijo in biokemijo, UKC Ljubljana.
Najprej smo izvedli rutinsko mikroskopsko analizo, Sele nato analizo punktata na
analizatorju Sysmex XN-1000 (odprta aspiracija).

V primerjavo smo vkljucili 85 vzorcev punktatov naklju¢no izbranih pacientov z neznano
diagnozo. Punktati so bili razlicnega izvora — plevralni, peritonealni in sinovijski.
Informirani pristanek pacientov ni bil potreben, ker smo primerjavo opravili po opravljenih
rutinskih preiskavah iz ostanka vzorca. Vsi vzorci, namenjeni za celicno Stetje, so bili
odvzeti v epruvete z etilendiamintetraocetno kislino (EDTA). Analizo punktatov za celi¢no
Stetje smo izvedli v skladu s priporocili dokumenta CLSI H56-P (4). Analizo smo izvedli v

roku ene ure po sprejemu Vv laboratorij.

3.1 Vzorci

V primerjavo smo vkljuc¢ili 85 vzorcev (vzorci so bili meSani, in sicer 26 plevralnih
punktatov, 20 vzorcev ascitesa in 1 sinovijska tekoc¢ina, 27 je bilo vzorcev, za katere vrsta
punktata ni bila navedena s strani oddelka, kjer so ga odvzeli). V statisticno analizo smo
vkljucili 74 vzorcev. Enajst vzorcev smo izkljucili iz analize zaradi razli¢nih vzrokov: ni
bilo naro¢ene analize citoloskega sedimenta (n = 5), premajhno Stevilo levkocitov v
punktatu, zato diferenciacija ni bila mogoca (n = 1), razpadli levkociti (n = 3), v punktatu so
bile prisotne Stevilne atipi¢ne celice (n = 2), zaradi katerih se je na analizatorju vklopilo

opozorilo nenormalni razsevni diagram in primerjava ni bila mogoca .
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3.2 Reagenti, instrumenti in oprema

MIKROSKOPSKA METODA

Pri mikroskopskem ugotavljanju koncentracije levkocitov potrebujemo sledece (7):

= raztopina po Turku

Pripravimo vodno raztopino barvila »gentianaviolet« (Hollborn & Sohne, Leipzig): to

pripravimo tako da 0,2 g barvila raztopimo v majhni koli¢ini destilirane vode, nato pa

dopolnimo do 100 ml.

Nato je treba 3 ml koncentrirane ocetne kisline dodati 0,8 ml raztopine barvila in dopolniti z

destilirano vodo do 100 ml. Tako pripravljen reagent je pred uporabo treba Se prefiltrirati.

= epruveta z gumijastim zamaSkom, pipeta 500ul, pipeta 25 pl, komora za Stetje celic po
Neubauerju, Pasteurjeve pipete, valjcni meSalec, mikroskop, Stevec za diferenciranje
celic.

Za pripravo citoloskega sedimenta punktata potrebujemo naslednje (7):

= citocentrifuga (Shandon, Spanija), objektno steklo (s krogcem) Cytospin Cytoslide
(Shandon, Spanija), filtrirni papir z luknjico, kivete za vzorec, zaponke za objektna
stekla, 2 kadicki za barvanje z nosilci za preparate, merilna ura, imerzijsko ali cedrovo
olje, mikroskop.

= priprava barvil May-Grinwald, Giemsa:

» barvilo May-Grinwald (Fluka,1 I) je pripravljeno za uporabo,

» barvilo Giemsa (100 ml): 12 ml barvila Giemsa (Sigma — Aldirich), dopolnimo do 200
ml s fosfatnim pufrom (pH 6,8),

» priprava fosfatnega pufra (pH 6,8): 94,50 g natrijevega hidrogen fosfata (Na;,HPQO,) in
90,78 g kalijevega dihidrogen fosfata (KH,PO,) raztopimo vsakega posamezno v 1000
ml destilirane vode, da dobimo dve delovni raztopini. Nato 100 ml raztopine natrijevega
fosfata dodamo 100 ml raztopine kalijevega fosfata ter Se dodamo 4000 ml destilirane
vode. Na koncu je treba Se uravnati pH s pufrom.
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AVTOMATIZIRANA METODA
Reagenti, instrumenti in oprema, potrebni za avtomatizirano metodo (6, 7):

e Analizator Sysmex XN-1000

Preglednica I1: Reagenti in kontrole avtomatizirane metode

Reagent Uporaba

Cellpack DCL diluent

Lysercell WDF hemoliza eritrocitov
Fluorocell WDF barvilo

Cellclean Auto Cistilo

XN Check BF kontrolni vzorec

3.3 Mikroskopska metoda

Koncentracijo celic z jedrom v punktatu ugotovimo s pomocjo Neubauerjeve komore. V

epruveto s 500 ul Tiirkove raztopine dodamo 25 pl vzorca (redc¢itev 1 : 20) in meSamo na

valjénem meSalcu nekaj minut. Ker je ta raztopina hipotoni¢na, povzroci, da vsi eritrociti

hemolizirajo, hkrati pa obarva vse levkocite oziroma njihova jedra modrovijoli¢no. Ce je

punktat zelo moten ali krvav, ga red¢imo s fizioloSko raztopino v razmerju 1 : 10, 1 : 100, 1

: 200 ali ve¢. Nato napolnimo Neubauerjevo komoro tako, da se z pipeto dotaknemo

zgornjega ali spodnjega roba krovnega stekla na komori, rahlo stisnemo vzorec iz pipete,

pomaga pa nam tudi kapilarni vlek. V komori ne sme biti zra¢nih mehurckov (7).

Priporocila za Stetje levkocitov so (4):

v e je v komori manj kot 200 celic, celice prestejemo na povrsini vseh devetih kvadratov;

v' e je v komori veé kot 200 celic, celice prestejemo v §tirih zunanjih kvadratih;

v' &e je v komori ve¢ kot 200 celic v enem kvadratu, celice preStejemo v 5 manjsih
kvadratih v osrednjem velikem kvadratu komore.

Celice v komori najprej pregledamo pod 100-kratno pove€avo, da preverimo, ali so

enakomerno razporejene, nato jih Stejemo pod 400-kratno povecavo.

Rezultat podamo v enotah SI (10%1) in sicer tako, da $tevilo ugotovljenih levkocitov v

Neubauerjevi komori delimo z dvajset (7).
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Za to¢no diferenciacijo celic je treba opraviti citoloski pregled in pripraviti citoloski
sediment s pomocjo citocentrifuge. V citoloSkem sedimentu celice primerno
skoncentriramo, celicni nanos je v enem sloju. Preparate nato barvamo z metodo po

Pappenheimu z barvili May-Griunwald-Giemsa (4).

Priprava citoloskega sedimenta (7):

Za pripravo citoloSkega sedimenta vedno uporabimo svez vzorec. V zaponko za objektno
steklo vstavimo objektno steklo in kiveto za vzorec s filtrirnim papirjem za enkratno
uporabo, ki mora biti obrnjen z dvignjeno povrSino proti Kiveti z vzorcem. V kiveto
pipetiramo 0,5 ml dobro premesanega vzorca. Ce je v vzorcu veé kot 1,0 x 10/ levkocitov,
ga predhodno red¢imo z fiziolosko raztopino. Centrifugiramo 5 minut pri 40 x g. Celice se
nakopicijo na ozna¢enem mestu na objektnem steklu, filtrirni papir pa vsrka tekoc¢ino. Tako
pripravljen sediment pustimo, da se posusi na zraku, tj. vsaj 30 minut, nato ga obarvamo po
Pappenheimu, in sicer:

0 5 minut v barvilu May-Griinwald,

0 15 minut v barvilu Giemsa.

Ko se preparat posusi, diferenciramo levkocite (200 celic) pod imerzijsko povecavo (1000-
krat). Diferenciramo samo levkocite, druge celice opiSemo z opisnimi izrazi za koli¢ino
(posamezni, malostevilni, Stevilni). Zaradi morebitne prisotnosti malignih celic je treba
pregledati cel preparat. V primeru, da je citoloSki sediment narejen po vec kot 8 urah po
punkciji, so v preparatu namre¢ Ze lahko prisotne razpadle ali delno razpadle celice, kar je
treba upostevati pri kon¢nem izracunu, poleg tega pa tudi navesti v komentar vzorca, da

rezultat ni povsem tocen zaradi razpadlih celic.
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3.4 Avtomatizirana metoda: Sysmex XN-1000

Vsako jutro je bilo treba pred rutinskimi preiskavami na analizatorju (Sysmex, Japonska)
opraviti vzdrzevalna dela in analizirati kontrolni material. Najprej opravimo navadne
rutinske preiskave, ki so bile zahtevane pri posameznem vzorcu, ko je ta prisel v laboratorij

(eritrociti, levkociti in diferencialna krvna slika). Posebna priprava vzorca ni bila potrebna.

Slika 4: Analizator Sysmex XN-1000
(Stevilka vira: 4)

3.5 Stetje celic s preto¢no citometrijo

Analizator XN-1000 uporablja princip preto¢ne citometrije za Stetje in razvrS¢anje celic s
pomocjo laserskega zarka, ki celice presvetli pri valovni dolzini svetlobe 633 nm in tako
analizira njihovo prednjo odbito lasersko svetlobo (angl. forward scattered light — FSC),
lasersko svetlobo odbito s strani (angl. side scattered light — SSC) in stransko fluorescentno
svetlobo (angl. side fluorescent light — SFL). Intenzivnost dveh tipov svetlobe, in sicer
prednje odbite svetlobe (FSC) in stranske odbite svetlobe (SSC), odseva strukturo celi¢ne
povrsine, obliko celice, obliko jedra, lomni koli¢nik in presevnost celic. Na splosno je Zarek
FSC mocnejsi pri vecjih celicah, zarek SSC pa je mocnejsi, ko je struktura celic
kompleksnejSa. Intenzivnost stranske fluorescentne svetlobe v glavnem odseva vrsto in
kolic¢ino nukleinskih kislin in celicnih organelov. Vse tri tipe signalov uporabljamo za
ugotavljanje koncentracije celic in diferenciranje levkocitov, eritroblastov, retikulocitov in
trombocitov in za odkrivanje nenormalnih, nezrelih celic s pomocjo edinstvene digitalne

tehnologije in algoritmov (5, 6).
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STRANSKD SIPANJE

[ZVOR

SVETLOBE PREDNJE SIPANJE

Slika 5: Prednje in stransko sipanje svetlobe

(Stevilka vira: 4)

PRETOCNI SISTEM
:Q LECA o
""-, o F
T
LASERSKI

IZVOR
SVETLOBE

FILTRI DETEKTORJI

..FSC

PMT
(FL-1}

PMIT
(FL-2)

| Ipmr
(FL3) |
i ——PMT

ZASLON

DETEKTOR

Slika 6: Preto¢na citometrija
Legenda: FSC-detektor za prednje sipanje svetlobe, SSC-detektor za stransko sipanje svetlobe,
FL-detektor za fluorescenco, PMT-fotopomnoZevalka
(Stevilka vira: 6)

3.5.1 Stetje levkocitov

KOMORA WDF

V levkocitni komori (WDF) ugotavljamo koncentracijo levkocitov in razporedimo celice
med mononuklearne (MN) in polimorfonuklerane (PMN) celice. S pomocjo reagenta
Lysercell WDF potece najprej hemoliza eritrocitov, nato pa reagent prodre skozi membrano
levkocitov in tako spremeni njihovo obliko in notranjo strukturo. Nato s fluorescentnim
barvilom v reagentu Fluorocell WDF obarvamo nukleinske kisline in celi¢ne organele.
Analiza razlik v intenzivnosti razprSene svetlobe in fluorescentne svetlobe posamezne celice
s pomocjo pripadajocih algoritmov omogoca Stetje levkocitov, diferenciacijo levkocitov in

detekcijo nenormalnih celic.
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Stevilo izmerjenih celic v tej komori je v modulu za telesne tekoéine priblizno 10-krat vedje

kot v nacinu za Stetje celic v krvi (5, 6).

Parametri v telesnih teko¢inah

Osnovni parametri, ki jih omogoca analizator pri analizi telesnih tekocin. Nekatere analizator

izmeri, druge poda na osnovi izracuna (5, 6).

Preglednica I11: Osnovni parametri Sysmex XN-1000

Analizna komora:| Princip merjenja: | Parameter:

Pomen:

WDF Preto¢na WBC - absolutno
citometrija
(redCitev vzorca: Absolutno st.
1:20) MN-celic
Delez MN-celic

Absolutno st.
PMN-celic

Delez PMN-celic

TC - absolutno

Stevilo levkocitov

Koncentracija

mononuklearnih celic

Odstotek

mononuklearnih celic

Stevilo
polimorfonuklearnih

celic

Odstotek
polimorfonuklearnih

celic

Celotno Stevilo celic z

jedrom
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Parametri za Studijske namene:
Poleg vseh ze nastetih ugotavljanj vrst celic analizator omogoca tudi ugotavljanje in izra¢un
nekaterih drugih parametrov, vendar se nekateri izmed njih smejo uporabljati samo v

raziskovalne namene (5, 6).

Preglednica IV: Parametri za Studijske namene Sysmex XN-1000

Analizna komora: | Raziskovalni parameter: | Pomen:
WDF HF - absolutno Koncentracija celic z mocnejSo
fluorescenco
HF - delez Odstotek celic z moc¢nejSo fluorescenco
NE - absolutno Koncentracija nevtrofilcev
NE - delez Odstotek nevtrofilnih granulocitov
LY - absolutno Koncentracija limfocitov
LY - delez Odstotek limfocitov
MO - absolutno Koncentracija monocitov
MO - delez Odstotek monocitov
EO - absolutno Koncentracija eozinofilcev
EO - delez Odstotek eozinofilcev

Drugi izracuni (5, 6):

e WBC = MN (absolutno) + PMN (absolutno)
e TC (absolutno) = WBC + HF (absolutno)

e MN=LY+MO

e PMN=NE+EO
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Parameter HF

Komora WDF poleg drugih parametrov poroca tudi o celicah z visoko fluorescenco, kot so
npr. makrofagi ali mezotelijske celice. Te celice najdemo v diagramu nad predelom
mononuklearnih celic in niso vkljuéene v celotno $tevilo celic z jedrom (TC). Ce $tevilo
prisotnih celic v visoko florescentnem podro¢ju (HF) preseZze mejo linearnosti, se prikaze
opozorilo, da gre za nenormalni razsevni diagram in to mejo linearnosti si lahko uporabnik
nastavi sam. Vendar pa to pomeni tudi to, da se bo v primeru prisotnosti bakterij ali debrisa

(moteci delci, hilomikroni) to opozorilo prav tako izpisalo (5, 6).

3.6 Statisti¢ne metode

Statisti¢no analizo podatkov smo naredili s programom MedCalc (22). Podatke smo ocenili
in primerjali z vec statisticnimi analizami za oceno to¢nosti in natan¢nosti obeh analiz. Za
vse statistiCne analize smo uporabili absolutne vrednosti, razen v primeru, ko je omenjeno
drugace. Bland-Altmanov diagram smo uporabili za prikaz razlik med metodama. Diagram
empiriéne kumulativne porazdelitve smo uporabili zaradi laZzje interpretacije Bland-
Altmanovega diagrama. Statisticno znacilnost smo osnovali na 95-odstotnem intervalu

zaupanja (CI).

Natancnost pove, kako blizu so si meritve, merjene pod enakimi pogoji. Natan¢nost metode
prikazemo s ponovljivostjo rezultatov. Za prikaz natancnosti uporabljamo standardni odklon

(SD) in koeficient variacije (KV) (17).

Tocnost pove, koliko je izmerjena vrednost blizu dejanski, resni¢ni vrednosti. Neto¢nost

metode ugotovimo s pomocjo odklona izmerjene vrednosti od prave vrednosti (17).

Bland-Altmanov diagram je ena izmed statisti¢nih analiz, ki jo uporabljamo za primerjavo
dveh metod za oceno njune medsebojne razlike (17). Ustrezno ujemanje metod je takrat, ko
je dovolj velik delez razlik na diagramu blizu vrednosti 0. Na abscisno 0s nanaSamo
povprecne vrednosti obeh primerjanih meritev, na ordinatno os pa razlike meritev obeh
primerjanih metod. Z izratunom povpre¢nega odklona meritev ugotovimo ujemanje ali
pomanjkanje ujemanja metod, kar nam sluzi za oceno sistemati¢ne napake. Povprecni
odklon je izracun med standardnim odklonom razlik med meritvama in srednjo vrednostjo

meritev. Pomembni sta tudi meji ujemanja, Ki ju imenujemo 95-odstotni meji ujemanja, ker
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zajemata 95 % vseh razlik med meritvama. Meje ujemanja zajemajo celo populacijo in jih
izradunamo iz povpre¢nega in standardnega odklona (povpreéni odklon + 1,96 x SD). Ce
so meje ujemanja Siroke, lahko s klinicnega vidika ocenimo, da so rezultati dvoumni, v
primeru, da so meje ujemanja ozke oziroma dovolj blizu vrednosti 0 pa metodi prikazujeta
primerljive rezultate (18).

Bland-Altmanov diagram s povprecjem razlik prikaze to¢nost, z razprSenostjo razlik pa
natancnost. Treba ga je oceniti s klini¢nega vidika. Iz diagrama moramo razbrati, ali je
odstopanje klini¢no pomembno in kako Siroke so meje ujemanja. Pozorni moramo biti tudi

na trend meritev in spreminjanje variabilnosti (18).
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4. REZULTATI

4.1 Natancnost analizatorja
Natan¢nost meritev na analizatorju Sysmex XN-1000 med serijami smo preverili z analizo
kontrol v dveh nivojih (nizka in visoka) v modulu za Stetje celic v telesnih teko¢inah v 22

izbranih dnevih, zjutraj pred analizami vzorcev.

Preglednica V: Natanénost analizatorja

PARAMETER Nizka kontrola Visoka kontrola

X SD |KV X SD KV

[%] [%]

WBC 0,07 0,004 {6,0 0,26 0,013 5,1
[10%/1]

RBC 0,03 0,001 (35 0,08 0,002 1,9
[10%/1]

MN 0,03 0,002 |71 0,11 0,005 47
[10%/1]

PMN 0,04 0,003 [9,7 0,15 0,010 6,8
[10%/1]

PMN 58,15 | 1,926 3,3 57,49 1,483 2,6
[%]

MN 4185 | 1,926 |4,6 42,51 1,483 3,5
[%]

TC-BF 0,07 0,004 (6,0 261,30 0,013 5,1
[10%/1]

POVPRECJE 5,7 % 4,2 %

Legenda: X — povpretna vrednost meritev; SD — standardni odklon; KV — koeficient variacije; WBC — levkociti,
koncentracija; PMN — polimorfonuklearni levkociti, koncentracija; PMN % — polimorfonuklearni levkociti, delez;
MN — mononuklearni levkociti, koncentracija; MN % — mononuklearni levkociti, delez; TC — skupno Stevilo celic z

jedrom, koncentracija; BF — telesne tekocine.
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4.2 Tocnost analizatorja
Toc¢nost merjenja analizatorja Sysmex XN-1000 smo prav tako ocenili na podlagi
kontrolnih vzorcev (nizka in visoka kontrola). Opravili smo 22 meritev. Primerjali smo

meritve kontrol s ciljnimi vrednostmi proizvajalca, ki so nam predstavljale prave vrednosti.

Rezultati meritev:

Preglednica VI: Kontrolne vrednosti meritev na analizatorju Sysmex XN-1000

Parameter  |Nizka kontrola | Visoka kontrola
X Rre X re
[1VV0%/(|3] 11,18 % 15,16 %
[T(;%ﬁ] 2,18 % 074 %
[mgjl] 8,32 % 11,94 %
[Fig/y/“” 14,15 % 17,44 %
P[I(\;(IJI]\I 1,43 % 2,76 %
'[\(’)2'\]‘ 2,07 % 3,69 %
Ifo_g?l]F 2,34 % 1,41 %

Legenda: )?RE — povprecna vrednost relativne napake; WBC — levkociti, koncentracija; MN # — mononuklearni
levkociti, koncentracija; PMN # — polimorfonuklearni levkociti, koncentracija; MN % — mononuklearni levkociti, delez;

PMN % — polimorfonuklearni levkociti, delez; TC — skupno Stevilo levkocitov z jedrom, koncentracija.
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4.3 Opisna statistika

Med vsemi vzorci v primerjavi med metodama smo dolocili osnovne statisticne parametre,

kot so: velikost vzorca, najniZja vrednost, najvisja vrednost, aritmeti¢na sredina in varianca.

Primerjava absolutnih koncentracij celic z jedri

Preglednica VII: Opisna statistika med obema metodama

AVTOMATIZIRANA MIIKROSKOPSKA
METODA VIETODA

Velikost vzorca 74 74

Najnizja vrednost 0,03 x 10%/I 0,10 x 10%/I

Najvi$ja vrednost 17,43 x 10%/1 20,00 x 10%1

Aritmeti¢na sredina 1,59 x 10%/I 1,61 x 10%/

\VVarianca 8,90 8,95

Primerjava relativne koncentracije mononuklearnih celic [%0]

Preglednica VII1: Opisha statistika relativne koncentracije mononuklearnih celic

AVTOMATIZIRANA  MIKROSKOPSKA
METODA METODA

Velikost vzorca 74 74

NajniZja vrednost 5,30 x 107/ 3,00 x 10%/1

Najvisja vrednost 98,90 x 10%/1 100,00 x 10!

Aritmeti¢na sredina 71,85 x 10%/1 73,07 x 10°/1

\Varianca 701,02 805,27
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Primerjava relativne koncentracije polimorfonuklearnih celic [%]

Preglednica IX: Opisna statistika relativne koncentracije polimorfonuklearnih celic

AVTOMATIZIRANA  [MIKROSKOPSKA METODA
METODA
Velikost vzorca 74 74
Najnizja vrednost 1,10 x 10%/1 0,00 x 10%/1
Najvi$ja vrednost 94,70 x 10%1 97,00 x 10%I
Aritmeti¢na sredina 16,92 x 10%/I 26,95 x 10%/1I
\VVarianca /* 804,68

* Ne gre za normalno porazdelitev, zato parameter ni primeren.
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Primerjava metod

Metodi smo primerjali z Bland-Altmanovim diagramom razlik, v nekaterih primerih pa smo
za boljSo predstavo statisticne analize uporabili Se diagram prepognjene empiricne
kumulativne porazdelitve. Referenéno metodo je predstavljala mikroskopska metoda,

avtomatizirana metoda pa je bila testna.

Preglednica X: Primerjava mikroskopske in avtomatizirane metode

Parameter Enote n odklon |IZ (odklon) Sp. meja Zg. meja
ujemanja ujemanja
Levkociti 1071 74 10,019 [-0,123-0,161 -1,187 1,226
Levkocitido 1,0 [107/1 46 10,032 |0,000-0,065 -0,184 0,249
Levkociti nad 1,0 [107/1 25 0,038 [-0,391-0,467 -2,001 2,077
MN 1071 74 0,114 |0,025-0,202 -0,635 0,863
PMN 1071 74 10,019 [-0,054-0,093 -0,607 0,646
MN % 74 1,218 -0,545-2,982 | -13,704 16,142
PMN % 74 1,205 -2,966-0,555 | -16,102 13,691

Legenda: n — Stevilo parov meritev; odklon — povpreéje razlik; IZ (odklon) — interval zaupanja za odklon; ujemanje sp./zg.
meja — spodnja in zgornja meja ujemanja; do 1, nad 1 — izklju€eni vsi pari meritev, kjer vrednost presega 1 ali je pod 1 x
10%I levkocitov; MN (10%1) — mononuklearni levkociti, absolutno; PMN (10%1) — polimorfonuklearni levkociti, absolutno;

MN % — mononuklearni levkociti, delez; PMN % — polimorfonuklearni levkociti, delez.
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4.4 Primerjava absolutnih vrednosti levkocitov
Najprej smo preverili pristranskost oziroma sistematicno napako obeh metod z Bland-
Altmanovim diagramom oziroma diagramom razlik. Analizirali smo vse izmerjene

vrednosti levkocitov.

Diagram 1: Bland-Altmanov diagram primerjave absolutnih koncentracij levkocitov

ABSOLUTNE VREDNOSTI LEVKOCITOV

3=
L (@]
= 2k
E
= F — +1.96 SD
E 1 3 12
[%p)
> - (@]
@ Qo Mean
@ 20 > 0,0
= L o © o
N o o
& -1} -1.96 SD
S L 1.2
o}
¢ 2
:
5 5
z 3
(@]
40 I I I I I
0 5 10 15 20 25

POVPRECJE MED WBC (MIKROSKOP) IN WBC (SYSMEX) (109/1)

Legenda: polna modra ¢rta — povprecje razlik; ¢rtkani rjavi ¢rti — 95% meji ujemanja; polni svetlo modri ¢rti — notranja in
zunanja meja 95% intervala zaupanja za meji ujemanja; WBC (MIKROSKOP) - dolo¢anje Steviléne koncentracije
levkocitov z mikroskopsko metodo; WBC (SYSMEX) — dologanje Steviléne koncentracije levkocitov z avtomatizirano
metodo.

Tukaj smo za lazjo predstavo mnozice podatkov na Bland-Altmanovem diagramu iste
podatke analizirali Se s pomocjo diagrama prepognjene empiri¢ne kumulativne porazdelitve.
Med prednostmi tega prikaza so neobcutljivost za osamelce, lazje ugotavljanje osrednjih 95-
odstotnih podatkov, lazja ocena odstotkov velikih razlik in lazja primerjava razli¢cnih

porazdelitev.
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Diagram 2: Diagram prepognjene empiri¢ne kumulativne porazdelitve absolutnih koncentracij
levkocitov

DIAGRAM PREPOGNJENE EMPIRICNE KUMULATIVNE PORAZDELITVE
50 ‘

40

30

PERCENTIL
T

20

10

3 N
1 1 1 ' 1 1 1 1

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3
WBC(MIKROSKOP) - WBC(SYSMEX)

Legenda: polna navpi¢na ¢&rta — razlika 0; vodoravna polna ¢érta — 5 0z. 95 odstotkov; WBC (MIKROSKOP) - dolo¢anje
Steviléne koncentracije levkocitov z mikroskopsko metodo; WBC (SYSMEX) — dolocanje Steviléne koncentracije

levkocitov z avtomatizirano metodo.

Nato smo za primerjavo absolutnih vrednosti levkocitov Se enkrat primerjali vrednosti obeh
metod, toda tokrat smo v analizo zajeli samo vrednosti levkocitov od 0,0 x 10%I do
vkljuéno 1,0 x 10%/1 in vrednosti od 1,0 x 10%/1 do vkljuéno 20,0 x 10%/1 (najvedja izmerjena
vrednost). To smo naredili iz dveh razlogov, in sicer vrednost levkocitov 1,0 x 10%I
predstavlja razmejitveno vrednost za razlikovanje med transudatom in eksudatom, drugi
razlog za to analizo pa je boljsa preglednost razlik pri vrednostih analiz, ki so bile najbolj

pogoste.
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Diagram 3: Bland-Altmanov diagram absolutnih koncentracij levkocitov do 1,0 x 101
ABSOLUTNE VREDNOSTI LEVKOCITOV D0 1,0x109/1
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POVPRECJE MED WBC (MIKROSKOP) IN WBC (SYSMEX) (10°/1)

Legenda: polna modra ¢rta — povpredje razlik; ¢rtkani rjavi érti — 95% meji ujemanja; polni svetlo modri érti — notranja in
zunanja meja 95% intervala zaupanja za meji ujemanja; WBC (MIKROSKOP) - dolocanje Steviléne koncentracije
levkocitov z mikroskopsko metodo; WBC (SYSMEX) — dolo¢anje Steviléne koncentracije levkocitov z avtomatizirano
metodo.
Diagram 4: Bland-Altmanov diagram absolutnih koncentracij levkocitov od 1,0 do 20,0 x 107/
ABSOLUTNE VREDNOSTI LEVKOCITOV OD 1,0 DO 20,0%10%/L
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POVPRECJE MED WBC (MIKROSKOP) IN WBC (SYSMEX) (10°/L)
Legenda: polna ¢rna érta — povpredje razlik; ¢rtkani rjavi &rti — 95% meji ujemanja; polni svetlo modri ¢rti — notranja in
zunanja meja 95% intervala zaupanja za meji ujemanja; WBC (MIKROSKOP) - dolo¢anje Steviléne koncentracije
levkocitov z mikroskopsko metodo; WBC (SYSMEX) — dolo¢anje Steviléne koncentracije levkocitov z avtomatizirano

metodo.
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4.5 Primerjava delezev polimorfonuklearnih in mononuklearnih celic

Diagram 5: Bland-Altmanov diagram deleZza PMN-celic

DELEZ PMN CELIC

20}
(@]
151 o +1.96 SD
n o 137
3 © o
2 10} o .
= (@] O O
pd o e} o
E 5k © @] 0o (e}
@]

c\o @] e} o (@]
al? 0 O(\ﬁ (@) @ o M
S [e8) - ean
(% ©u o o 0 12
8 5 @° o© o
% ° o 0
s ° 5 o o
=z -10}- o ©
= 9 o
o 0
$ o

15 = o -1.96 SD

o o -16,1
(@]
207 . I . I . I . I . I . I
0 20 40 60 80 100 120

POVPRECJE MED % PMN (MIKROSKOP) IN % PMN (SYSMEX)

Legenda: polna temno modra ¢rta — povpreéje razlik; ¢rtkani rjavi érti — 95% meji ujemanja; PMN % (MIKROSKOP) —
dolocanje delezev polimorfunuklearnih levkocitov z mikroskopsko metodo; PMN % (SYSMEX) — dolocanje delezev

polimorfonuklearnih levkocitov z avtomatizirano metodo.

Razvidno je, da je povpre¢je razlik —1,2 %, kar pomeni, da je delez PMN-celic na
analizatorju Sysmex XN-1000 za 1,2 % vecji kot pri mikroskopski metodi $tetja. Trenda ni
opaznega, prav tako ni spreminjanja variabilnosti. Za boljSi pregled naredimo Se diagram

prepognjene empiricne kumulativne porazdelitve.
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Diagram 6: Diagram prepognjene empiri¢ne kumulativne porazdelitve deleza PMN-celic

DIAGRAM PREPOGNJENE EMPIRICNE KUMULATIVNE PORAZDELITVE
50

40

30

PERCENTIL
T

fj
Y
LS S

-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20
% PMN (MIKROSKOP) - % PMN (S YSMEX)

Legenda: polna navpiéna ¢rta — razlika 0; vodoravna polna ¢rta — 5 0z. 95 odstotkov; PMN % (MIKROSKOP) — dologanje
deleZzev polimorfonuklearnih levkocitov z mikroskopsko metodo; PMN % (SYSMEX) - dolodanje delezev

polimorfonuklearnih levkocitov z avtomatizirano metodo.

Z diagrama prepognjene empiricne kumulativne porazdelitve je tako enako kot pri Bland-
Altmanovem diagramu razvidno, da vrh ni na polni navpi¢ni ¢rti, ki oznacuje razliko 0,
temvec¢ je pomaknjen v levo, kar nakazuje na sistemati¢no napako, in sicer je delez PMN-

celic na analizatorju Sysmex XN-1000 za 1,2 % ve¢ji kot pri mikroskopski metodi Stetja.
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Diagram 7: Bland-Altmanov diagram deleza MN-celic

DELEZ MN CELIC
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Legenda: polna temno modra ¢rta — povprecje razlik; ¢rtkani rjavi ¢rti — 95% meji ujemanja; MN % (MIKROSKOP) —
dolo¢anje delezev mononuklearnih levkocitov z mikroskopsko metodo; MN % (SYSMEX) - dolocanje delezev

mononuklearnih levkocitov z avtomatizirano metodo.

Razvidno je, da je povprecje razlik 1,2 %, kar pomeni obratno kot pri delezu PMN-celic, da
je delez MN-celic na analizatorju Sysmex XN-1000 za 1,2 % manjsi kot pri mikroskopski
metodi Stetja. Trenda ni opaznega, prav tako ni spreminjanja variabilnosti. Nato naredimo

Se diagram prepognjene empiri¢ne kumulativne porazdelitve.
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Diagram 8: Diagram prepognjene empiri¢éne kumulativne porazdelitve deleza MN-celic

DIAGRAM PREPOGNJENE EMPIRICNE KUMULATIVNE PORAZDELITVE
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Legenda: polna navpi¢na ¢rta — razlika 0; vodoravna polna &rta — 5 0z. 95 odstotkov; MN % (MIKROSKOP) — dolo¢anje
deleZzev mononuklearnih levkocitov z mikroskopsko metodo; MN % (SYSMEX) — dologanje delezev mononuklearnih

levkocitov z avtomatizirano metodo.

Tudi na tem diagramu je lepo viden zamaknjen vrh v desno, torej je delez MN-celic na

analizatorju Sysmex XN-1000 za 1,2 % man;jsi kot pri mikroskopskem Stetju.
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4.6 Polimorfonuklearni levkociti absolutna koncentracija

Diagram 9: Bland-Altmanov diagram absolutnih koncentracij PMN-celic
ABSOLUTNA KONCENTRACIJA POLIMORFONUKLEARNIH LEVKOCITOV
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Legenda: Polna temno modra ¢rta — povpredje razlik, ¢rtkani rjavi ¢rti — 95% meji ujemanja; PMN (MIKROSKOP) —
dolocanje Steviléne koncentracije polimorfonuklearnih levkocitov z mikroskopsko metodo; PMN (SYSMEX) — dolocanje

Steviléne koncentracije polimorfonuklearnih levkocitov z avtomatizirano metodo.

Na Bland-Altmanovem diagramu razlik za absolutne koncentracije PMN-celic je vidno zelo
majhno povpregje razlik med obema metodama, le 0,02 x 10%1 so vrednosti na analizatorju

manjse.
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4.7 Mononuklearni levkociti absolutna koncentracija

Diagram 10: Bland-Altmanov diagram absolutnih koncentracij MN-celic

ABSOLUTNA KONCENTRACIJA MONONUKLEARNIH LEVKOCITOV
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Legenda: polna temno modra ¢rta — povpredje razlik; ¢rtkani rjavi ¢rti — 95% meji ujemanja; PMN (MIKROSKOP) —

dolocanje Steviléne koncentracije polimorfonuklearnih levkocitov z mikroskopsko metodo; PMN (SYSMEX) — dolocanje

Steviléne koncentracije polimorfonuklearnih levkocitov z avtomatizirano metodo.

Pri diagramu za primerjavo med metodama Stetja celic za MN-celice je razlika tudi zelo

majhna, le za 0,11 x 10%1 je v povpre&ju razlike.
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5. RAZPRAVA

V primerjavo smo vkljucili 85 vzorcev razlicnega izvora, od tega smo 74 punktatov
vkljucili v statisti¢no analizo, drugih 11 pa smo iz statisti¢ne analize izkljucili. Pri merjenju
nekega inStrumenta je bistven odnos med izmerjeno in resni¢no vrednostjo ter sistemati¢no
napako in slu¢ajno napako merjenja. Vsaka izmerjena vrednost torej predstavlja odklon od
resni¢ne vrednosti, za ta odklon pa sta krivi sistemati¢na in naklju¢na napaka. Sistemati¢na
je najpogosteje povezana z inStrumentom oziroma nepravilnim izvajanjem merjenja.
Naklju¢na napaka pa predstavlja skupek Stevilnih slucajnih vplivov. Za ovrednotenje obeh
napak se lahko opremo le na razlike parov meritev, opravljenih z eno in drugo metodo,
referen¢no in primerjalno metodo (18).

Vzorci punktatov so enkratni nenadomestljivi vzorci, ki jih pridobimo s punkcijo. Punkcija
je tezak, invaziven poseg, zato je potrebno dobro poznati vse stopnje analize punktata
(odvzem, transport, predanalizna faza, postopki analize, shranjevanje, vpliv bioloSke in
analiticne variabilnosti na interpretacijo rezultatov). Poleg tega se moramo pri analizi
zavedati, da je za dobro pacienta bistvenega pomena hitra analiza vzorca, ker bo le v tem
primeru analiza dovolj to¢na. Analiziramo namre¢ celice, ki so zlasti nestabilne. Torej je pri
analizi punktatov in vseh telesnih tekoc¢inah potreba po hitrih rezultatih, ¢im krajsi ¢as od
odvzema vzorca do kon¢nega izvida (3, 4).

V punktatih telesnih votlin ugotavljamo koncentracijo celic z jedri z namenom, da bi
ugotovili, ali gre za vnetni ali nevnetni proces, eksudat ali transudat. Pri pregledu
citoloSkega sedimenta pa diferenciramo celice z jedri in ugotavljamo prisotnost morebitnih
malignih celic. SlabSe lastnosti mikroskopske metode so: predpriprava vzorca (barvanje
celic z jedri), redCenje vzorca (motni oz. krvavi vzorci), zamudnost analize, potreben je
velik volumen vzorca (red¢enja in 500 pl za pregled citolosSkega sedimenta), slaba to¢nost
in natan¢nost, velika variabilnost med laboratorijskimi delavci zaradi subjektivne ocene pri
diferenciaciji celic. Poleg tega bi lahko med slabost uvrstili tudi finan¢ni vlozek ustanove,
ki je potreben za analizo celic punktata, in ta je gledano na dolgi rok nedvomno vegji za
laboratorijsko osebje kot pa za analizator. Med prednosti mikroskopskega Stetja celic bi

lahko uvrstili hitro ugotovitev prisotnosti malignih celic in nizko mejo detekcije (15).
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Avtomatizirana metoda z analizatorjem Sysmex ima prednosti, kot je na primer hitrejsi ¢as
analize, kar je bistvenega pomena pri nujnih vzorcih in tudi v no¢nih izmenah. Naslednja
izmed prednosti so ponovljivi in to¢ni rezultati, potreba po majhni koli¢ini vzorca (88 pl),
ni potrebe po predpripravi vzorca, kar mo¢no zmanjsa trajanje predanalizne faze. Prednost
je tudi ta, da tukaj ni potrebe po posebni izkuSenosti laboratorijskega delavca, kar je danes
velik problem v laboratoriju (6, 8).

Kot slabost avtomatizirane metode bi lahko izpostavili dejstvo, da analizator ni zmozen
razlikovati med malignimi celicami in drugimi celicami (mezotelijske celice in makrofagi).
Torej bo analizator v primeru prisotnosti teh celic le-te razporedil ali v podro¢je HF ali pa v
podroc¢je mononuklearnih celic in ob tem izdal opozorilo nenormalni razsevni diagram, kar
pomeni, da mora biti opravljen Se mikroskopski pregled vzorca in to Se dodatno podaljSa
¢as od sprejema vzorca do izdaje izvida (6, 8).

Proizvajalci avtomatiziranih sistemov bi v prihodnosti lahko vkljucili ve¢ specifi¢nih
opozoril analizatorja, ki bi tako pomagali laboratorijskemu osebju pri diferenciaciji
malignih od nemalignih celic. Cilji za prihodnost modernega laboratorija so prav gotovo
¢im vecje mozno zmanjSevanje stroSkov dela, povecanje ucinkovitosti laboratorija,
poenostavljeno delo in vpeljava avtomatiziranih analiz v ¢im ve¢ji meri, kjer je to smiselno,
stroSkovno utemeljeno in mozno. Vendar pa je pred uporabo novega analizatorja v rutinske

namene, metodo merjenja tega analizatorja treba primerjati, validirati, vpeljati (11).

Natancnost

Za ugotavljanje natancnosti avtomatizirane metode smo uporabili rezultate kontrolnih
vzorcev proizvajalca, ker imajo tocno dolocene ciljne vrednosti. Kontrolna nivoja sta dva,
nizka in visoka kontrola. Iz rezultatov dnevnih kontrol smo izra¢unali srednjo vrednost,
standardni odklon ali standardno deviacijo in koeficient variacije.

V obeh nivojih kontrol (nizka in visoka) imajo najvecji koeficient variacije absolutne
vrednosti PMN, 9,7 % v nizki kontroli in 6,8 % v visoki kontroli. Koeficient variacije 9,7 %
(v nizki kontroli) je prav tako najve¢ji med vsemi, kar pomeni, da ima vrednost
polimorfonuklearnih levkocitov na analizatorju najmanjSo natanc¢nost. Koeficient variacije
vseh meritev analizatorja je bila pod 9,8 %. Rezultat je sicer rahlo visji, kot je rezultat v
Studiji, objavljeni leta 2012 na Nizozemskem, ki jo je izvedel Fleming s sodelavci (10) in
kjer so prav tako ocenjevali Stetje celic v telesnih tekoc¢inah na analizatorju Sysmex XN-

1000. Namre¢ njihova ugotovljena natan¢nost kontrolnih vzorcev (nizka in visoka kontrola)
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je bila pod 7,5 % (nizka kontrola: levkociti -5,2 %, PMN -7,2 %, MN -7,4 %; visoka
kontrola: levkociti -3,2 %, PMN -3,6 % in MN -4,0 %) (10).

Prav tako je iz rezultatov obeh primerjav razvidno, da so vrednosti koeficienta variacije v
nivoju visoke kontrole nizji kot v nivoju nizke kontrole (povprecje nizke kontrole: 5,7 %,
povprecje visoke kontrole: 4,2 %). Tako lahko podamo in potrdimo naslednji ugotovitvi, da
smo dobili podobne rezultate natancnosti analizatorja Sysmex in da variabilnost pada z

naraS¢anjem koncentracije celic (10).

Rezultati natancnosti pri analizatorju Sysmex XN-1000 so primerljivi tudi z rezultati Studije
iz leta 1999 v Nemciji, ki jo je izvedel Ziebig s sodelavci (21). V §tudiji so ocenjevali
natan¢nost analizatorjev CellDyn 3500 in urinskega preto¢nega citometra UF-1000. Tudi
njihov zakljuc¢ek je bil, da variabilnost pada s koncentracijo celic. Razvidno je, da so
rezultati natanc¢nosti za levkocite pri (X = 0,07 x 10%1, KV = 6,0 %) in pri (X = 0,26 x
10%/1, KV = 5,1 %) primerljivi z rezultati kontrol na urinskem citometru (pri X = 0,03, KV =
4,9 %) in pri (X = 0,39 x 10%I, KV = 3,5%) in celo boljsi od rezultatov na hematoloskem
analizatorju CellDyn 3500 (X = 0,03 x 10%/1, KV=28 % in X = 0,36 x 10%I, KV = 3,3 %),
vendar pa je treba pri tem poudariti, da so njihovi koeficienti variacije izraCunani na podlagi
drugih koncentracijskih obmocij in da so to ze stare Studije (leto 1999), kar pomeni, da gre
za starejSo tehnologijo (slabSe tehni¢no in programsko razviti analizatorji) in to je v

primerjavi treba upoStevati (21).

Zanimiva je tudi primerjava natan¢nosti med serijami nase Studije na analizatorju
Sysmex XN-1000 in Studije na NorveSkem iz leta 2004 (12), kjer so ocenjevali Stetje celic
na analizatorju Advia 120. V nivoju nizke kontrole so koeficienti variacije naSe Studije
znatno nizji kot pri Advii 120 (Sysmex / Advia: 6,0 / 20,0 % za levkocite), pri visoki
kontroli pa je ta razlika manjSa (Sysmex / Advia: 5,1 / 9,3 %). Zakljuc¢ek njihove Studije
glede natan¢nosti med serijami na Advii 120 je bil, da so vrednosti koeficienta variacije
sprejemljive za kliniéno pomembna obmogja. Se eno §tudijo $tetja celic v telesnih tekoginah
na Advii 120 so opravili, in sicer na Japonskem leta 2013, ki so jo naredili Tanada s
sodelavci (11).
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Ce bi primerjali koeficiente variabilnosti za levkocite, analizatorja Sysmex-a in Advie, so
vrednosti: nizka kontrola Sysmex / Advia: 6,0 % / 16,8 %, visoka kontrola Sysmex / Advia:
5,1 % /6,9 %. Torej tudi pri tej Studiji so prisli do zakljucka da vrednosti KV padajo z vecjo
koncentracijo celic.
Tocnost
Tocnost analizatorja Sysmex XN-1000 smo ugotovili s pomocjo izracuna relativne napake,
med vrednostjo nizke oziroma visoke kontrole in ciljno vrednostjo kontrole, ugotovljeno s
strani proizvajalca. Iz relativnih napak smo izracunali Se srednjo vrednost napak pri
posameznih analitih. V obeh kontrolah bi lahko poudarili najvecje odstopanje od ciljnih
vrednosti proizvajalca pri absolutni steviléni koncentraciji levkocitov (nizka kontrola: -11,8
%, visoka kontrola: -15,2 %), absolutni S$teviléni koncentraciji polimorfonuklearnih
levkocitov (nizka kontrola: -14,2 %, visoka kontrola: -17,4 %) in mononuklearnih
levkocitih (nizka kontrola: -8,3 %, visoka kontrola: -11,9 %). Vse druge vrednosti relativnih
napak ne odstopajo za ve¢ kot 3,7 %. Kot mozne vzroke malo vecjih odstopanj absolutnih
koncentracij levkocitov, polimorfonuklearnih in mononuklearnih levkocitov od ciljnih
vrednosti proizvajalca lahko navedemo:
e izvajanje istih kontrol skozi daljSe obdobje (22 dni) in posledi¢no slabsSe stabilnosti celic v
odprti kontrolni raztopini;
e premalo homogenizirani kontrolni vzorci (pred meritvijo slabo premesani);

e nepravilna temperatura kontrolnih raztopin ob analizi.

Tocnost bi torej lahko izboljsali z doslednim in s pravilnim rokovanjem s kontrolnimi vzorci ter

z izvajanjem kontrolnih testov iz svezih kontrol.
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Primerjava metod: SYSMEX XN-1000 / MIKROSKOPSKA METODA
Levkociti in diferencialna slika

Pri primerjavi rezultatov, ki zavzame vse pare meritev levkocitov (n = 74), je opazna
enakomerna porazdelitev napak in zelo majhna pristranskost: analizator Sysmex XN-1000
sistemati¢no presteje za 0,02 x 10%1 manj levkocitov, kot se jih presteje ro¢no v komori. 95-
odstotni meji ujemanja sta od priblizno -1,2 do 1,2 x 10%I, zunanji meji njunega intervala
zaupanja pa od -1,4 do 1,4 x 10%I. Iz diagrama je razvidno, da ni prisotnega trenda
odstopanja (oziroma imamo premajhno Stevilo meritev, da bi ga opazili), prav tako ni
spreminjanja variabilnosti (oziroma heteroskedasti¢nosti, kar pomeni porazdelitev tock na
diagramu v obliki troblje). 1z diagrama sta opazna dva vzorca, ki odstopata, gre za
sinovijsko tekocCino in punktat neznanega izvora. Skupno pri obeh je:

e veliko &tevilo levkocitov (mikroskopska / avtomatizirana; levkociti 10,5 / 14,3 x 10%1,
MN 36,0 / 41,2 %, PMN 64,0 / 58,8 %; levkociti 20,0 / 17,4 x 10%/1, MN 81,0 / 81,8 %,
PMN 19,0/ 18,2 %):;

e pri obeh rezultatih je analizator Sysmex izdal opozorilo (@), kar pomeni, da so izmerjene
vrednosti nad mejo linearnosti analizatorja in da je potrebno opraviti Se mikroskopsko Stetje
celic.

Zaklju¢imo lahko, da gre za ustrezno ujemanje metod (dovolj velik delez meritev okoli

vrednosti 0). Pri vrednostih levkocitov, ki jih izda analizator, pa je treba biti pozoren na vsa

opozorila analizatorja in vrednost levkocitov v HF-podrocju, v katerega navadno uvr§¢amo

mezotelijske celice, makrofage in druge atipi¢ne ali tumorske celice. Ob prisotnosti celic v

HF-podro¢ju in opozorilu analizatorja bi bilo torej potrebno celice pogledati Se

mikroskopsko v citoloSkem sedimentu. Je pa moznost za uporabnika, da na podlagi

izkuSenj, rezultatov, dolo¢i mejno oz. »cut off« vrednost na analizatorju sam.

Pri pregledu diagrama empiricne kumulativne porazdelitve za absolutne koncentracije

levkocitov je razvidno, da med metodama avtomatiziranega Stetja celic in mikroskopskega

Stetja ni sistemati¢nega razhajanja, saj je vrh krivulje nad 0, sicer je vrh nad mediano

razliko. Repa krivulje nakazujeta na razhajanje med metodama: kolikor krajSa sta, toliko

manjSe je razhajanje. Vodoravna polna ¢rna ¢rta oznacuje 5 0z. 95 odstotkov. Krivulja je

primerno simetri¢na, kar je zazeleno.
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V skupini do 1,0 x 10%1 levkocitov (n = 46) vidimo, da je povpregje razlik 0,03 x 101, kar
kaze na tudi zelo majhno sistemati¢no napako, saj analizator Sysmex XN-1000 v povprecju
izmeri za 0,03 x 10%I manj$e vrednosti, kot je bilo presteto Stevilo levkocitov v komori.
Prav tako ni opaznega trenda. 95-odstotni meji ujemanja sta od —0,18 do 0,25 x 10%I,
zunanji meji 95-odstotnega intervala zaupanja pa od —0,24 do 0,31 x 10%/1.

Da gre za odli¢no ujemanje med mikroskopsko in avtomatizirano metodo, so ugotovili tudi
v Studiji, ki jo je izvedel Fleming s sodelavci (10), le da so oni prisli do te ugotovitve s
pomocjo regresijske analize. Izvedli so primerjavo za celotno koncentracijsko obmocje
levkocitov in v obmo&u pod 10,0 x 10%1 in nad 10,0 x 10% v punktatih ascitesa,
plevralnega punktata, CAPD (kontinuirana ambulantna peritonealna dializa) in
peritonealnega punktata. V celotnem koncentracijskem obmocju so bili rezultati naslednji:
y = 1,06x — 0,26, n = 109, R*= 0,96, za obmog&ji pod in nad 10,0 x 10%/1 pa so navedli, da so
bili rezultati zelo primerljivi z tistimi v celotnem koncentracijskem obmocju levkocitov
(10).

Tudi mi smo naredili primerjavo ujemanja v koncentracijskem obmog&ju > 1,0x10%1

(n = 25) levkocitov in rezultati so bili odli¢ni, saj analizator Sysmex XN-1000 v povprecju
pokaZe za 0,04 x 10%I manj$e koncentracije kot pri Stetju celic v komori. Trenda pri tem
Stevilu parov ni opaznega, 95-odstotni meji ujemanja sta od —2,00 x 10%I do 2,01 x 10%I,
njuni zunanji meji pa od —2,74 x 101 do 2,82 x 10%1. Vrednosti, ki izstopata od vseh
drugih vrednosti sta isti, ki sta Ze omenjeni pri primerjavi vseh levkocitov in je pri njuni
meritvi analizator izdal opozorilo, zato bi bilo treba celice presSteti mikroskopsko.

Iz primerjave koncentracij levkocitov med dvema metodama v razli¢nih koncentracijskih
obmod&jih (vsi pari meritev, levkociti do 1,0 x 10%/1 in levkociti nad 1,0 x 10%1) je razvidno,
da analizator v povprecju preSteje manj levkocitov, kot jih je pri mikroskopski metodi,
vendar so odstopanja zelo majhna in kliniéno nepomembna. Pri vseh primerjavah je
povprecni odklon meritev skoraj enak nic, torej lahko primerjavo Stetja levkocitov ocenimo
kot zelo dobro, meritve obeh metod v povprecju so skoraj identi¢ne. Najvecja variabilnost
meritve je bila doseZena pri levkocitih nad 1,0 x 10%/, ta je bila +/— 2,0 x 10%I levkocitov,
manjSe variabilnosti pa so pri¢akovano pri manjsi koncentracijah levkocitov. Idealen cilj
primerjave bi bila variabilnost 0. Zanimiva je primerjava naSe Studije s Studijo
Zimmermanna s sodelavci iz leta 2011 (14). V njihovi Studiji so sicer primerjali Stevilo celic
v cerebrospinalni telesni tekocini z mikroskopsko metodo in analizatorjem Sysmex XE-

5000 (eno generacijo starejsa razli¢ica od XN-1000).
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Njihove ugotovitve se niso precej razlikovale od naSih (koncentracija levkocitov
0-5 x 10%1), in sicer je v povpre&ju analizator XE-5000 prestel za 2,4 % celice ve& kot je
bilo presteto mikroskopsko. V obmogju 0-200 x 10%/1 pa je analizator prestel v povpre&ju za
3,3 % celice ve€. Se bolj zanimiva pa je ¢asovna in stroskovna primerjava obeh analiz, ki so
ju tudi izvedli. Na Zalost mi teh dveh primerjav nismo izvedli, torej rezultatov ne moremo
primerjati. Njihov zakljucek je bil, da je povpreCen Cas, potreben za ro¢no Stetje celic v
Fuchs-Rosenthalovi komori priblizno 635 sekund, Stetje z analizatorjem pa zahteva le
priblizno 85 sekund, €e pa so ¢asovno primerjavo omejili na koncentracijo levkocitov (pod
20 x 106/1), je bil cas, potreben za mikroskopsko Stetje celic, v povprecju 103 sekunde,
analizator pa je potreboval le 62,1 sekunde (samo za Steje celic, priprava in meSanje vzorca
sta bila izkljuceni). Pri stroskovni primerjavi analiz, po njihovi oceni je povprecna vsota
stroSkov za mikroskopsko Stetje celic 6,74 € (pri tej oceni so vkljuceni samo stroski,
potrebni za placilo zaposlenega, ker so po njihovi oceni stroski za vso potrebno opremo in
material zanemarljivo nizki). Priblizna vsota stroSkov za Stetje celic na analizatorju pa naj bi
bila v povprecju le 1,22 € (materialni stroski so bili vkljuceni). Zakljucek njihove Studije je
bil, da avtomatizirana metoda za Stetje celic lahko zamenja mikroskopsko metodo Stetja v
vecini primerov, kar lahko pospesi in olajSa klinicno pomembne odlocitve, vendar pa je
mikroskopska metoda nenadomestljiva pri nekaterih patoloskih stanjih, kje so celice
spremenjene (14).

Pri delezih polimorfonuklearnih levkocitov je povpre¢je razlik —1,2 %, torej analizator v
povprecju ugotovi za 1,2 % ve¢ polimorfonuklearnih levkocitov. Meji ujemanja sta od

—-16,1 % do 13,7 %. Za absolutne vrednosti polimorfonuklearnih levkocitov je povprecje
razlik le 0,02 x 10%1, meji ujemanja pa sta od —0,60 do 0,65 x 10%I. Nasi rezultati so
sprejemljivi, saj so vrednosti povpre¢nih razlik med meritvama in njune variabilnosti
relativno nizke. Je pa na$ rezultat delno v nasprotju z rezultati izraCuna to¢nosti meritev na
analizatorju. Tam so bile vrednosti relativnin napak za deleze in absolutne vrednosti
polimorfonuklearnih levkocitov najvecje od vseh, in sicer od —1,4 % do —2,7 % za deleze
pri nizki in visoki kontroli, pri absolutnih vrednostih pa je vrednost relativne napake od

od ciljne vrednosti. Nasa Studija tako podpira ugotovitev Studije Fleminga s sodelavci (10),
kjer so zakljucili, da se koncentracije polimorfonuklearnih levkocitov med mikroskopsko in

avtomatizirano metodo odli¢no ujemajo (y = 1,06x + 0,81; n = 93, R?= 0,98).
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Pri relativnih vrednostih mononuklearnih levkocitov je iz Bland-Altmanovega diagrama
razvidno, da je povpre¢je razlik 1,2 %, kar pomeni, da nasprotno kot pri PMN-celicah
analizator Sysmex XN-1000 presteje v povprecju za 1,2 % manjSe vrednosti MN-celic
(sistemati¢na napaka). Trenda pri merjenju ni opaznega, spreminjanja variabilnosti tudi ni.
Meji ujemanja sta postavljeni od —13,7 do 16,1 %. Za absolutne vrednosti MN-celic pa je
povpre&je razlik 0,11 x 10%I, z mejo ujemanja od —0,63 do 0,86 x 10%I. Tudi tukaj tako
podpremo odli¢ne rezultate ujemanja za MN-celice pri Studiji Fleminga s sodelavci

(y = 1,06x — 0,41; n = 93, R?=0,96) (10).

Eritrociti

Primerjave Stetja obeh metod pri delu nismo naredili in je zato ne moremo komentirati.
Vrednostim, ki jih je izdal analizator (10%/1), smo dodali le opisno oceno eritrocitov roénega
Stetja (mikroskopsko se jih v punktatih ne Steje), te pa so:

e posamezni eritrociti,

e malostevilni eritrociti,

e Stevilni eritrociti.

So pa v Studiji Fleminga s sodelavci primerjali Stevilo eritrocitov med mikroskopsko in
avtomatizirano metodo pri koncentraciji eritrocitov nad 1,0 x 10°1 in dobili odli¢ne
rezultate, korelacija avtomatizirane metode z mikroskopsko je bila 0,98 (10).

Tudi v drugih Studijah so le redko primerjali $tetje eritrocitov v punktatih, ve¢inoma vsi
navajajo tezavnost primerjave zaradi omejitve analizatorjev (spodnja meja zaznave —
Sysmex XN-1000 jo ima nad 1000 x 10°1) in relativno nizke diagnosti¢ne vrednosti. Kot je
ze omenjeno v uvodu naloge, je pri krvavih vzorcih punktata priporocljivo ugotavljanje
hematokrita. In kadar ta presega 50 % vrednost hematokrita v krvi, obstaja sum na
prisotnost krvi v Kkateri izmed votlin (plevralni, peritonealni, perikardialni), vendar je to
najpogosteje v plevralni votlini — hemotoraks. Ce pa je vrednost hematokrita nizja od 1 %
vrednosti v krvi, gre lahko za razli¢na patoloska stanja, maligno obolenje, plju¢no embolijo

ali poskodbo.
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Drugi vzoreci, Ki jih nismo vkljucili v primerjavo

Od skupno 85 vzorcev, ki smo jih analizirali na analizatorju Sysmex XN-1000, smo jih iz

primerjave izlocili 11 (13 %). Razlogi so bili naslednji:

e premalo levkocitov v citoloSkem sedimentu, zato diferenciacija celic v citoloSkem
sedimentu ni bila mogoca;

e razpadli levkociti, zato diferenciacija preko mikroskopa ni bila izvedena;

e iz oddelka ni bilo narocene preiskave pregleda citoloSkega sedimenta, zato so bili
presteti samo celotni levkociti v komori;

e analizator je izdal opozorilo poleg rezultata, zato je bil rezultat vprasljiv (nenormalni
razsevni diagram, nezrele celice);

e opozorila: * (rezultat ni zanesljiv, mozni delci, ki motijo analizo), @ (rezultat je nad
mejo linearnosti analizatorja), --- (rezultat ni izdan, zaradi napak pri merjenju ali

analizi), +++ (izven predpisanega obmocja).

Na izpisu iz analizatorja sta poleg vseh drugih celi¢nih vrednosti tudi dva parametra TC in
HF. Parameter TC je vkljucen v izvid analizatorja, HF pa je v pomoc¢ osnovnim parametrom
pri interpretaciji izvida.

Parameter TC je izmerjen (levkociti + druge celice z jedrom), parameter HF pa je izracunan
(celice, ki mocneje fluorescirajo kot levkociti, TC — WBC). To so navadno makrofagi in
mezotelijske celice, lahko pa tudi razlicne tumorske celice. Pri poveCanem Stevilu celic, ki

mocneje fluorescirajo, analizator na to opozori z »nenormalen diagram levkocitov«.

Pri 74 vzorcih, ki so bili vkljuceni v primerjavo, jih je bilo 59 (80 %) takih, ki so imeli
parameter HF pod 0,1 x 10%1. Pri teh vzorcih je bilo v komentarju citoloskega sedimenta
(mikroskop) navedeno, da so bili opazZeni eritrociti (posamezni, malostevilni, Stevilni) ali
posamezne mezotelijske celice. 15 vzorcev (11 %) je imelo parameter HF vecji od

0,1 x 10%1. Tukaj pa je bilo v komentarju citoloskega sedimenta navedeno, da so bile
opazeni eritrociti (posamezni, maloStevilni, Stevilni), mezotelijske celice (posamezne,
malostevilne, Stevilne), posamezne skupine atipi¢nih celic, sumljivih kot maligne, reaktivne
mezotelijske celice. Tudi pri 11 vzorcih, ki so bili izkljuceni iz primerjave, so bili 3 vzorci,
pri katerih je analizator izmeril povi$ano $tevilo levkocitov (nad 4,8 x 10%/1). Vsi so imeli
poleg rezultata opozorilo, dva sta imela tudi parameter HF nad 0,1 x 10%I in opaZene

limfomske celice v citoloSkem sedimentu. En vzorec pa je Se posebno izstopal, analizator je
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namre¢ prestel 8,2 x 10%/1 levkocitov, poleg izdal opozorilo * (mozni moteci delci, ki motijo
analizo), HF-parameter je bil pod 0,1 x 10%1. Pod mikroskopom pa je bilo prestetih le za 0,1
x 101 levkocitov, v komentarju vzorca pa je bilo navedeno, da je punktat gnojnega videza,
nesmrdec¢ in da v citoloskem sedimentu ni bilo prisotnih levkocitov. Tukaj je lepo opazen
primer, kako dobro analizator opozori na motece delce in je treba preveriti njegove
rezultate. Za spremljanje uporabnosti in pravilnosti opozoril analizatorja bi bilo treba
opraviti Se ve¢ patoloskih vzorcev. Na podlagi le-teh bi lahko dejansko ocenili, kdaj
pripraviti citoloSki sediment. Programska oprema analizatorja pa omogoca tudi, da si
uporabnik sam dolo¢i mejne (angl. cut-off) vrednosti med koncentracijo levkocitov in
koncentracijo celic v parametru TC, torej, kdaj naj bi rezultate analizatorja preverjali Se z

diferenciacijo v citoloskem sedimentu.
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6. SKLEPI

1. Primerjava dveh metod Stetja celic v punktatih, z analizatorjem Sysmex XN-1000 in s
pomocjo mikroskopa, je pokazala, da je v vecini analiz avtomatska metoda Stetja zelo
primerljiva z mikroskopsko metodo.

2. Avtomatizirana metoda daje natancne rezultate, vendar nekoliko slabSe pri absolutnih
vrednostih polimorfonuklearnih levkocitov, toda povsem primerljive s predhodno Studijo
gospe Fleming s sodelavci (10), kjer so prav tako kot mi ugotovili, da variabilnost pada z
narasc¢ajoco koncentracijo celic.

3. Avtomatizirana metoda daje nekoliko slabse rezultate to¢nosti pri absolutnih vrednostih
levkocitov, tako polimorfonuklearnih kot tudi mononuklearnih. Treba pa je tudi vedeti, da
bi bila tocnost analizatorja lahko boljSa z doslednim rokovanjem in shranjevanjem
kontrolnih vzorcev.

4. Avtomatizirana metoda v povprecju preSteje manjSe Stevilo levkocitov v punktatu kot
mikroskopska metoda v vseh koncentracijskih obmocjih, v katerih smo jo primerjali
(levkociti absolutno, levkociti do 1,0 x 10%1 in levkociti nad 1,0 x 10%I), je z njo
primerljiva, razlike so majhne in Klini¢no nepomembne.

5. Rezultati diferencialne slike levkocitov kazejo na odli¢no ujemanje metod.

Primerjava metod potrjuje rezultate predhodnih Studij na analizatorju Sysmex XN-1000
Fleminga s sodelavci (10) in Zimmermanna s sodelavci (14) na analizatorju Sysmex
XE-5000.
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