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POVZETEK

Shizocite najdemo v periferni krvi pri razlicnih bolezenskih stanjih. Dolocitev deleza
shizocitov sodi med wurgentne preiskave pri odkrivanju in potrditvi tromboticne
trombocitopeni¢ne purpure (TTP). Zlati standard za dolocitev shizocitov je mikroskopski
pregled krvnega razmaza. Na trziscu obstajata dva hematoloSka analizatorja, ki omogocata
kvantitativno doloCitev parametra FRC (delez fragmentiranih eritrocitov). Metoda
doloditve deleza shizocitov v razmazu krvi ni bila standardizirana, zato so leta 2008
ustanovili mednarodno delovno skupino v okviru mednarodnega komiteja za
standardizacijo v hematologiji (ICSH), ki je pripravila priporocila za kvantitativno

dolocitev shizocitov in jih leta 2012 tudi objavila.

Shizocite smo dolocali pri 272 vzorcih v skupini preiskovancev s krvno boleznijo, skupini
novorojen¢kov ter skupini otrok. Namen naSe magistrske naloge je bil uskladiti
mikroskopsko dolocitev shizocitov s priporoc¢ili ICSH, ki bi nadomestila rutinsko metodo,
in ugotoviti diagnosticno obcutljivost ter diagnostino specifi¢nost analizatorja za
dolocitev parametra FRC. Zanimala nas je natanc¢nost rutinske in nove metode. Naredili
smo ponovljivost doloéitve shizocitov z rutinsko metodo, kjer so odstotek shizocitov
dolocale 3 razli¢ne osebe, ter ponovljivost dolo¢anja shizocitov z novo metodo, kjer je
odstotek shizocitov dolocala ena oseba. Ponovljivost je bila slaba tako pri eni kot pri vec
razli¢nih osebah ne glede na metodo, ker je ocena shizocitov vendarle subjektivna.
Ponovljivost dolo¢itve shizocitov z novo metodo je bila boljsa od ponovljivosti dolo€itve
shizocitov z rutinsko metodo. Primerjava vrednosti parametra FRC s shizociti dolo¢enimi z
rutinsko metodo je pokazala, da je bil delez FRC na analizatorju za 1,5% vecji kot pri
mikroskopski dolocitvi shizocitov, ter 0,6% vecji od rezultatov dobljenih z metodo po
priporo€ilih ICSH. Z novo metodo so vrednosti FRC blizje deleZzu shizocitov. Analiza
opozoril analizatorja na fragmentirane eritrocite je pokazala, da je diagnosti¢na
obcutljivost analizatorja 95%, specifi¢nost 57%, lazno negativnih rezultatov je bilo manj
kot 2%, negativna napovedna vrednost pa 95%, kar pomeni, da lahko parameter FRC
uporabljamo kot presejalni test. Za analizator smo dolo¢ili mejno vrednost za FRC>0,49%,
ob prisotnosti opozoril analizatorja na nenormalno porazdelitev eritrocitov ter trombocitov,
dolo¢itev FRC ni zanesljiva. Zato je smiselno upoStevati parameter HIPO-He, da se

specificnost FRC poveca.



Pri treh opazovanih skupinah preiskovancev smo dolo¢ili najvi§jo vrednost mediane pri
skupini novorojenckov, Kjer je znasala 0,85%, mediana pri skupini otrok je bila 0,65% in

pri skupini preiskovancev s krvnimi boleznimi 0,7%.

Najvisjo vrednost smo dolo¢ili pri pacientu s TTP, Kjer je znasala 26,0%. Najvisja vrednost
shizocitov v skupini otrok je bila 4,0%, v skupini novorojenckov pa 3,8%. Dolocili smo
tudi mejno vrednost mikroskopske dolo€itve shizocitov pri bolnikih s TTP, ki je znasala
>1,1%. Ugotovili smo, da je nova metoda natanc¢nejSa in bolj to¢na, in lahko sluzi za

spremljanje dinamike bolezni pri bolnikih s TTP med samim zdravljenjem.

Kljuéne besede: Shizociti, fragmentirani eritrociti, krvni razmaz, tromboti¢na

trombocitopeni¢na purpura, ICSH.



ABSTRACT

Schistocytes are found in peripheral blood in various diseases. The determination of
schistocyte percentage is part of emergency tests used for the detection and confirmation of
thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP). A microscopic examination of patient's
blood smear serves as the gold standard for schistocyte determination. Two hematological
analyzers are available on the market which enable quantitative determination of
percentage of fragmented red blood cells given as research parameter FRC . The method
which has been used for schistocytes, determination in blood smears had not been
standardized. Therefore, an international work group was established in 2008 within the
scope of the International Council for Standardization in Hematology (ICSH), which
prepared the recommendations for quantitative schistocyte determination and published
them in 2012.

In the present study, schistocytes were determined in 272 samples collected from a group
of subjects with hematological diseases, a group of newborn babies, and a group of
children. The purpose of this master's thesis was to harmonize microscopic schistocyte
determination with ICSH recommendations in order to replace the routine method, and to
establish the sensitivity and specificity of the analyzer for schystocytes based on FRC. The
objective was to determine the precision of both the routine method and the new method.
Repeatability of the routine and the new method was also established. Regardless of the
method, repeatability was found to be low, because schistocyte determination is subjective.
However, the repeatability of schistocyte determination using the new method was still

better than using the routine method.

A comparison of the FRC parameter's value with schistocyte % using the routine method
showed that the FRC percentage was 1.5% higher than the results obtained by microscopic
schistocyte determination and 0.6% higher than those obtained by the method based on
ICSH recommendations. The FRC values were closer to the actual schistocyte percentage
obtained by the new method. An analysis of analyzer warnings indicating the presence of
fragmented red blood cells showed that the diagnostic sensitivity of the analyzer was 95%
and its specificity was 57%; there were also fewer than 2% false negative results and the
negative predictive value was 95%, which means that the FRC parameter can be used as a
screening test. The analyzer's limit value was determined at FRC>0.49%. In the presence

of flags which alert to abnormal red blood cell and platelet distributions, FRC
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determination is unreliable. Therefore, it makes sense to use the HIPO-He parameter to
increase FRC specificity. For the three observed groups of subjects, the maximum median
value was determined for the group of newborn babies 0.85%; the median for the group of
children was 0.65% and for the group of subjects with blood diseases it was 0.7%. The
maximum value was 26.0% determined in a TPP patient . The maximum value of
schistocytes for the group of children was 4.0%, and for the group of newborn babies
3.8%. The limit value of microscopic schistocyte determination in TPP patients was also
established to be >1.1%. It was found that the new method had a higher degrees of
precision and accuracy and may be used for monitoring the dynamics of the disease in TTP
patients during treatment.

Key words: Schistocytes, red blood cells fragment, blood smear, thrombotic
thrombocytopenic purpura, ICSH.
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SEZNAM OKRAJSAV

ICSH

FRC

DNA
RNA
DIK
TMA
TTP
HUS

ADAMTS-13

vWif
K,EDTA ali KzEDTA
DKS

MCV

RDW

HIPO-He

Hb

Mednarodni svet za standardizacijo v hematologiji (angl. The
International Council for Standardization in Hematology
(ICSH))

parameter za dolocitev fragmentiranih eritrocitov na
analizatorju

deoksiribunukleinska kislina
ribonukleinska kislina

disemenirana inravaskularna koagulacija
mikroangiopati¢na hemoliti¢na anemija
Tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura
hemoliti¢ni uremi¢ni sindrom

(ang. A disintegrin and metalloproteinase with a
thrombospondin type 1 motif, member 13)

von Willebrandov faktor
di- ali trikalijeva sol etilendiamintetraocetne Kisline
diferencialna krvna slika

povprecni volumen eritrocitov (angl. Mean corpuscular
volume)

koeficient variacije volumna eritrocitov (angl. Red blood
cell distribution width)

deleZ hipokromnih eritrocitov z vsebnostjo hemoglobina
<17pg

hemoglobin
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Magistrska naloga Lidija PusSnik

1.UvOD

Fragmentirane eritrocite (FRC) oz. shizocite najdemo v periferni krvi pri dolo¢enih
bolezenskih stanjih, v manjs$i meri lahko tudi fizioloSko. Zlati standard dolocanja
shizocitov je mikroskopski pregled krvnega razmaza. Na trzis¢u pa so se v zadnjem
obdobju pojavili tudi hematoloski analizatorji, ki omogocajo hitro ter enostavno
kvantitativno dolo¢itev shizocitov v periferni krvi. Nacini dolocanja se razlikujejo glede na

proizvajalca analizatorja.

Ker kvantitativno dolocanje shizocitov v krvnem razmazu ni bilo standardizirano je
Mednarodni svet za standardizacijo v hematologiji (The International Council for
Standardization in Haematology (ICSH)) leta 2012 izdal strokovna priporoCila za

doloc¢anje shizocitov v krvnem razmazu (1).

1.1. ERITROCITI

Eritrociti so zrele celice rdece vrste velikosti med 7 in 8 um in so bikonkavne oblike
imenovane diskocit. Njihova glavna sestavina je hemoglobin, ki predstavlja 98% vseh
beljakovin v citoplazmi eritrocita. Poglavitna naloga eritrocitov je prenos Kisika iz plju¢ v
tkiva, sodelujejo pa tudi pri transportu ogljikovega dioksida iz tkiv (2).

Kot vse druge krvne celice tudi eritrociti nenehno nastajajo in propadajo. Njihova
zivljenjska doba je med 100 in 120 dni, njihovo Stevilo pa mora biti nenehno v fizioloskih
mejah. Pri zdravih ljudeh je okvirno referen¢no obmocje Steviléne koncentracije eritrocitov
4,32 do 5,66 x 10"%/L pri moskih ter 3,88 do 4,99 x 10*%/L pri Zenskah (Priloga ). Kadar
je prisotno dolo¢eno bolezensko stanje, je lahko $tevilo eritrocitov povec¢ano nad zgornjo
mejno vrednostjo, takrat govorimo o eritrocitozi. Pri zmanjSani Steviléni koncentraciji

govorimo o anemiji.

Eritrociti nastajajo v procesu eritropoeze iz krvotvorne mati¢ne celice usmerjene v rdeco
vrsto, Kjer potekata dva procesa hkrati: delitev (proliferacija) in dozorevanje
(diferenciacija). Razvoj poteka po naslednjih stopnjah: pronormoblast, bazofilni
normoblast, polikromati¢ni normoblast, ortokromati¢ni normoblast, retikulocit, eritrocit
(Slika 1). Delitev eritroblastov poteka do stopnje ortokromati¢nega normoblasta, ki pa ni

ve¢ sposoben sinteze DNA in zato tudi ne delitve. Ko popolnoma dozori, izlo¢i jedro in
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nastane nezreli eritrocit, ki ga imenujemo retikulocit (2). Retikulocit je multilobularna
celica s povpreénim volumnom 140 fL. Delez retikulocitov lahko dolo¢amo v krvnem
razmazu obarvanem s supravitalnim barvanjem. Pri supravitalnim barvanju so ostanki
ribosomov vidni kot mrezica. Retikulociti Se nekaj Casa ostanejo v kostnem mozgu, nhato
prehajajo v kri, kjer po enem do dveh dneh dozore v zrele eritrocite, bikonkavne oblike s
povpre¢nim volumnom 90 fL. Membrana eritrocitov je moc¢no upogljiva, kar omogoca
eritrocitom neoviran prehod skozi kapilare in je odporna proti striznim silam (3). V

normalnih okoli§¢inah Stevilo eritrocitov v krvi uravnava hormon eritropoetin.

To je glikoprotein z molekulsko maso 36 kDa. Nastaja predvsem v ledvicah kot odgovor
na tkivno hipoksijo. Eritropoetin povzroc¢i v kostnem mozgu delitev usmerjenih mati¢nih

celic rdeCe vrste in njihovo dozorevanje v eritroblaste, hkrati pa tudi skrajsa ¢as njihovega

dozorevanja (2).

Eritroblast $ Bazofilni $Polikromatiéni$0rt°kromati5ni$ Eritrocit
normoblast normoblast normoblast

Slika 1: Stopnje dozorevanja eritroblastov do eritrocita.

Ko eritrociti ostare jih makrofagi retikuloendotelijskega sistema v vranici fagocitirajo. Pri
tem se spros¢eni hemoglobin razgradi v hem in globin. Aminokisline, ki se pri proteolizi
hemoglobina sprostijo, se porabijo za sintezo drugih beljakovin. Protoporfirinski obro¢ se
najprej odpre in nato reducira v bilirubin. Pri cepitvi protoporfirinskega obroca se sprosti
zelezo, ki se uskladiséi v feritinu. Bilirubin iz makrofagov prehaja v kri, kjer se veze na
serumski albumin (nekonjugirani ali indirektni bilirubin). V jetrih prehaja iz plazme v
jetrne celice, kjer se konjugira predvsem z glukuronsko kislino in postane vodotopen
(konjugirani ali direktni bilirubin). Slednjega jetrne celice izlo€ijo v Zol¢. V debelem
Crevesju ga bakterije reducirajo v urobilinogen. Vecji del urobilinogena se izlo¢i z blatom,

del pa se ga resorbira in ponovno izloc¢i v Zol¢. Nekaj se ga izlo¢i tudi s seCem (2).
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1.1.1. MorfoloSke spremembe eritrocitov

MorfoloSko spremenjene eritrocite najdemo pri razlicnih bolezenskih stanjih. Morfolosko
se eritrociti lahko razlikujejo v obliki, velikosti in obarvanosti. Kadar so v krvi prisotne

razli¢ne velikosti eritrocitov, govorimo o anizocitozi. Po velikosti lo¢imo eritrocite na:
Normociti - normalni eritrociti velikosti med 7-8 um

Mikrociti - premer eritrocitov < 6 um

Makrociti - premer eritrocitov je > 9 um

Megalociti - zelo veliki eritrociti s premerom 10-12 pm

V krvi so lahko hkrati prisotne razli¢ne oblike eritrocitov in govorimo o poikilocitozi. Po
obliki eritrocite lo¢imo na: ehinociti, akantociti, fragmentirani eritrociti ali shizociti,
eliptociti, sferociti, tarCasti eritrociti ali kodociti, solzasti eritrociti ali dakriociti,
stomatociti in srpasti eritrociti ali drepanociti.

Pri spremembah v obarvanosti eritrocitov lo¢imo hipokromne eritrocite, ki so zmanj$ano
obarvani. Osrednja svetlina je ve¢ja od tretjine premera eritrocita. Anulociti ali leptociti so
eritrociti, ki imajo zelo zmanjsano koli¢ino hemoglobina in zato obarvan le ozek rob
citoplazme. Polikromati¢ni eritrociti so v krvnem razmazu vecji in temneje obarvani od
zrelih eritrocitov in brez osrednje svetline. To so najmlajsi retikulociti, ki vezejo tudi

bazi¢na barvila, ne le kislega eozina (4).

1.2 SHIZOCITI

Beseda shizocit izhaja iz grske besede »schisto« kar pomeni zlomljen. Shizociti so odtrgani
deli eritrocitov, ki nastanejo zaradi mehanske poskodbe eritrocitov, najveckrat zaradi
fibrinskih vlaken, nastalih pri intravaskularni hemolizi. So manjs$i od neposkodovanih
eritrocitov, majhni delci so lahko razli¢nih oblik, v¢asih z ostrimi koti (trikotniki), v obliki
polmeseca, ali celade (t. i. keratociti). Obic¢ajno so temno obarvani, lahko pa tudi svetleje
zaradi izgube hemoglobina, pri poSkodbi (1,6). Shizociti nastanejo pri doloenih obolenjih,
ki so posledica prirojenih in pridobljenih napak v eritrocitih (talasemija, hereditarna

poikilocitoza), motnjah eritropoeze (megaloblastna anemija), zaradi intravaskularne

3
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mehanske poSkodbe (TMA, umetna sré¢na zaklopka), primarni mielofibrozi, raku z
napredovanimi metastazami, ter pri opeklinah. Pri opeklinskih stanjih v razmazu krvi
prevladujejo mikrosferociti in manjsi fragmenti eritrocitov (1,5,6). Ob nastanku eritrocitnih
fragmentov se tvorijo t.i. mikrovezikli, ki se sproscajo s celi¢ne povrSine in delujejo
aterogeno in tromboti¢no. Cirkulirajo¢i mikrovezikli povecujejo tveganje za nastanek

sréno zilnih obolenj, ki nastanejo kot posledica hipertenzije in hiperholesteremije (3).

1.2.1 Dolocanje shizocitov

Zlati standard za doloanje shizocitov je mikroskopski pregled krvnega razmaza. Na
trziS€u so na voljo novejsi hematoloski analizatorji, ki poleg dolocitve vseh parametrov
krvne slike omogocajo kvantitativno dolocitev fragmentiranih eritrocitov v krvi izrazeni v
relativni (%) ter absolutni vrednosti (10'2/L). Parameter FRC je zaenkrat namenjen v

raziskovalne namene.

Vrednotenje shizocitov v razmazu Kkrvi ni bilo standardizirano. Kriteriji za oceno so slabo
definirani in zahtevajo veliko izkuSenj ter znanja s strani ocenjevalca. Kljub temu gre
vselej tudi za subjektivno oceno. Pri vrednotenju lahko pride do napake v prepoznavanju in
uvrS¢anju shizocitov, ter do napak zaradi neenakomerne razporeditve eritrocitov, Kkar
vpliva na toc¢nost in natan¢nost rezultatov. V letu 2008 je bila ustanovljena delovna
skupina Mednarodnega sveta za standardizacijo v hematologiji (The International Council
for Standardization in Haematoloy (ICSH)), ki je natan¢no opredelila morfoloska merila za

prepoznavanje, razvrstitev ter Stetje shizocitov, priporocila pa so izsla leta 2012 (1).

Pri zdravih ljudeh je odstotek shizocitov praviloma manjsi kot 0,2%. Ker pa se vrednosti
lahko znatno razlikujejo, SirSe usklajenih referen¢nih vrednosti za shizocite ni. Avtorji
Burns, Lou in Pathak so v letu 2004 podali mejne vrednosti shizocitov v periferni krvi, ki
so prikazane v spodnji preglednici. V letu 2007 so Lesesve, Salignac ter Lecompte

postavili zgornjo mejo 0,19% pri 119 zdravih preiskovancih (1,5).

Delez shizocitov pa je povecan pri nekaterih fizioloskih in razli¢nih bolezenskih stanjih.
Mediana pri nedonoSenckih je 1,70% (0,90-2,45), pri DIC-u 0,70%, pri raku 0,48%, pri
TTP/ HUS 2,45% in pri kroni¢ni ledvi¢ni odpovedi 0,9%. Ob prisotnosti shizocitov v

razmazu krvi s pridruzeno poikilocitozo gre verjetneje za drugo hematolosko obolenje (7).
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Preglednica I: Mejne vrednosti shizocitov pri zdravih in pri razli¢cnih bolezenskih stanjih
(Povzeto po 3).

Okvirne referenc¢ne vrednosti (%)

Zdravi <0,2

Ledvi¢na odpoved <0,6
Preklampsija <0,45
Umetna sréna zaklopka <0,48
TTP 1,194
Novorojencki 1,4-1,9
NedonoSencki 4,9-5,5

1.2.2 Dolocanje shizocitov po novih priporocilih ICSH

Shizocite stejemo v razmazu krvi izdelanem in pobarvanem po standardiziranem postopku
v skladu s priporoc€ili ICSH iz leta 1984, potrjenimi v letu 2005 (1). Shizocitov ne moremo
dolocati v preparatih, ki so tehni¢no neustrezni (Slika 3B). Pri dolo¢anju shizocitov po
novih priporoc¢ilih ICSH najprej pri 100x povecavi pois¢emo vidno polje, ter ocenimo
kakovost preparata. S 60x povecavo izberemo ustrezno podrocje za Stetje shizocitov.
Eritrociti morajo biti enakomerno razporejeni in se ne prekrivajo (Slika 3A). Pomembno je
oceniti, kaks$no populacijo eritrocitov imamo, ali niso prisotne Rouleaux formacije

eritrocitov, kajti v tem primeru vrednotenje shizocitov ni mogoce (Slika 2A).
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Slika 3: A) Podro¢je z ustrezno gostoto eritrocitov za vrednotenje shizocitov (400x
povecava). B) Tehni¢no slab preparat neprimeren za vrednotenje shizocitov (100x
povecava).

Delovna skupina ICSH je natan¢no opredelila merila za morfolosko uvrstitev shizocitov,
ter dala natancna navodila glede izbire podrocja v razmazu, kar Se dodatno zmanjsa
moznost za statisticno napako (1). Pri oceni fragmentiranih eritrocitov natanc¢na
morfoloska merila za dolo¢itev shizocitov do izdaje smernic ICSH niso bila opredeljena. V
literaturi najdemo razli¢ne izraze za shizocite, npr. nepravilno ukrivljeni eritrociti, atipi¢ni
hiperkromni eritrociti, eritrocitne sence. Shizociti so manjsi od normocita ter z nenormalno
obliko (Slika 2B). V¢asih imajo zelo ostre robove v obliki trikotnika, praviloma so
obarvani intenzivneje. Intenzivno obarvane eritrocite okrogle oblike, ki so manjsi od

normocita, imenujemo mikrosferociti (1,5).
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Klju¢ne zahteve za mikroskopsko dolo€itev shizocitov v skladu s priporocili ICSH so

naslednje (1):

Za dolocitev shizocitov je potrebno pod 1000x povecavo presteti 1000 eritrocitov

in podati rezultate v odstotkih.

Kadar je prisotna trombocitopenija in v razmazu krvi prevladujejo shizociti, lahko

pomislimo na prisotnost TMA.

Potrebno je upoStevati natan¢na morfoloSka merila za opredelitev shizocitov. Med
shizocite vklju¢imo odtrgane dele eritrocitov, majhne delce razli¢nih oblik, v¢asih z
ostrimi koti (trikotniki). Pozorni moramo biti na shizocite v obliki polmeseca, ki jih
moramo razlikovati od drepanocitov (te najdemo pri srpasto celi¢ni anemiji).
Upostevamo tudi poskodovane eritrocite, ki so ve¢ji od majhnih fragmentov s
konkavnim segmentom, imenovane Keratociti (celice z rogovi). Med shizocite
Stejemo tudi t.i.mikrosferocite, ki so manjs$i od 5 um ter intenzivno obarvani (Slika
4).

Pomemben diagnosti¢ni Kriterij za potrditev TTP, je delez shizocitov visji od 1 %

vkljuéno s pridruzeno klini¢no sliko.

Dolocitev parametra FRC na analizatorju ima visoko negativho napovedno
vrednost in nam je lahko v pomo¢ pri odlocitvi za mikroskopsko dolocitev
shizocitov. V primeru prisotne makrocitoze in opozorila analizatorja na

fragmentocite je potreben pregled krvnega razmaza.

Pomembno je, da je debelina razmaza ustrezna in da so eritrociti enakomerno razporejeni

ter se ne prekrivajo. V repu razmaza namre¢ najdemo shizocite ter mikrosferocite kot

artefakt (5). Skupina je mnenja, da je metoda zadosti natan¢na in ¢asovno ne preved

zamudna, Ce v Stetje shizocitov vklju¢imo vsaj 1000 eritrocitov (Preglednica I1) (1). Delez

v razmazu prisotnih shizocitov okvirno kvantitativno dolo¢imo v odstotkih. (8).
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Preglednica Il: Natan¢nost rezultatov v odvisnosti od celokupno prestetih shizocitov po
Riimkeju (Prirejeno po 1).

Presteti eritrociti (Stevilo)

0 0.0-3.6 0.0-0.4 0.0-0.1

2 0.2-7.0 1.2-3.1 1.7-2.3

4 1.1-9.9 29-54 3.6-4.5

6 2.2-12.6 4.6-7.7 55-6.5

8 3.5-15.2 6.4-9.9 7.4-8.6

10 4.9-17.6 8.2-12.0 9.4-10.7

*rezultati so podani kot 95 % interval zaupanja

Diagnosti¢no je smiselno doloCanje shizocitov le takrat, kadar shizociti prevladujejo v
razmazu Krvi in ni prisotne poikilocitoze, ki kaze na drugo obolenje in je diagnoza TMA
malo verjetna (1).

Slika 4: Shizociti ter mikrosferociti v razmazu krvi (1000x povecava).
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1.3. SHIZOCITI PRI MIKROANGIOPATICNI
HEMOLITICNI ANEMIJI

V TMA uvrs$¢amo (2):

Bolezni z okvaro arteriol in prekapilar (maligna arterijska hipertenzija, karcinomi z

zasevki, zavrnitev ledvice, itd).
Tromboti¢no trombocitopeni¢no purpuro (TTP) in hemoliticni uremi¢ni sindrom (HUS).

Sindrom disemenirane intravaskularne koagulacije (DIK).

1.3.1 Tromboti¢na trombocitopenicna purpura (TTP) in hemoliticno

uremicni sindrom (HUS)

TTP in HUS predstavljata skupino klini¢nih sindromov, kjer je prisotna poskodba
endotelija v mikrocirkulaciji, posledi¢no nastajajo mikrotrombi, kar imenujemo
tromboti¢na mikroangiopatija. Najpogosteje se pojavlja spontano, govorimo o primarni oz.
idiopatski TTP. Vlogo pri nastanku trombocitnih strdkov ima von - Willebrandov faktor
(vWf). To je multimerni glikoprotein, ki ga izloCajo endotelijske celice in trombociti.
Aktivnost vWT se ve€a z velikostjo multimera. Veliki polimeri imajo veliko mest za
vezavo s trombociti in drugimi celicami in so funkcijsko tudi uéinkovitejsi od malih. Tako
vWT stalno nastaja in se izloca iz endotelijskih celic, le manjsi del je uskladiS€en. Vecina
vWI, ki nastaja v trombocitih, je uskladi$¢ena v zrncih alfa in se izlo¢a po stimulaciji. vW{
je potreben za adhezijo trombocitov na endotelij in za agregacijo trombocitov. Specifi¢ne
metaloproteaze v plazmi vWf takoj razcepijo na manjSe multimere, ki ne zlepljajo
neaktiviranih trombocitov v obtoku. Zelo veliki multimeri vVWT pa trombocite zlepljajo. Pri
(TTP) - HUS je aktivnost specificnih metaloproteaz (ADAMTS-13) zmanjSana, zato veliki
multimeri vWf v mikrocirkulaciji povzrocijo nastanek strdkov trombocitov. Ti
predstavljajo oviro za prehod eritrocitov, kar povzro¢i nastanek shizocitov. Pri podedovani
obliki TTP je prisotna mutacija gena za ADAMTS-13, ki povzro¢i odsotnost ali zmanjSano

aktivnost metaloproteaz (6,13).
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Simptomi TMA so: trombocitopenija, vro¢ina, nevroloski simptomi, spremljajo jo lahko
tudi drugi klini¢ni znaki, kot so glavobol, zmedenost ter kréi (10,12). Ko je prisotna
ledvi¢na okvara, govorimo o hemoliticnem uremi¢nem sindromu (HUS). HUS se pogosteje
pojavlja pri otrocih v starosti od 6. meseca do 4. leta starosti in obi¢ajno nastopi po okuzbi
z E.coli (9). Sekundarno TTP lahko povzroc¢ijo Stevilna bolezenska stanja (maligna
obolenja, okuzbe, HUS, sindrom (HELLP)) (11).

Za potrditev TTP in HUS ni diagnosticnega testa, S katerim bi ju lahko nedvoumno
dokazali. Pri pacientih je prisotna trombocitopenija (§tevilo trombocitov <100 x 10%L) ter
TMA s prisotnostjo shizocitov v razmazu krvi (14). Pri pregledu krvi najdemo anemijo,
zaradi hemolize je poveCana aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH), znizana je
koncentracija haptoglobina, rahlo je poviSana vrednost retikulocitov, Coombsov test je
negativen, testi hemostaze so obi¢ajno normalni. V razmazu krvi najdemo poleg
shizocitov, se polikromati¢ne eritrocite na racun povecanega deleza retikulocitov. V pomo¢
pri potrditvi diagnoze je dolocCitev aktivnosti encima metaloproteaze ADAMTS-13 in
bolnikovih avtoprotiteles proti ADAMTS-13 (11). Aktivhost ADAMTS-13 je pri
idiopatski obliki TTP zmanj$ana pod 5% normalne, titer protiteles proti ADAMTS-13 pa je
povecan. Pri sekundarnih oblikah TTP pa so vrednosti aktivnosti ADAMTS-13 normalne
ali rahlo znizane, raven protiteles pa ni povec¢ana (11).

TTP je urgentno stanje, ki zahteva takoj$nje zdravljenje. V primeru poznega zdravljenja pa
le ta vodi do hudih ter trajnih mozganskih posSkodb oziroma celo do smrti (15). Zdravljenje
poteka s plazmaferezo, ki se je izkazala kot edino ucinkovito zdravljenje. S
plazmaferezami bolniku nadomestimo antigen ADAMTS-13 in odstranimo protitelesa
proti ADAMTS-13. Dnevno se izmenja 1-1,5-kratnik predvidenega volumna plazme
bolnika. V primeru nezadostnega odgovora se lahko plazmafereza izvaja dvakrat dnevno-
toliko Casa, da se normalizira Stevilo trombocitov in laboratorijskih kazalcev hemolize.
Uspeh dosezemo pri priblizno 90% bolnikov. Ker imajo plazmafereze kratkotrajen u¢inek,
bolniki socasno prejemajo kortikosteroide v visokih odmerkih. TTP se lahko kljub
zaCetnemu uspeSnemu zdravljenju ponovi pri 23-44% bolnikov, zato se za dolgoro¢no
preprecevanje ponovitve bolezni priporoca splenektomija, v zadnjem casu tudi zdravljenje

z monoklonskimi protitelesi proti CD20 (13,16).
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1.3.2 Shizociti pri TTP

Kot zZe receno, je najdba shizocitov v krvnem razmazu klju¢na za postavitev diagnoze pri
TTP. Ker je v primerjavi z doloc¢itvijo ADAMTS-13 hitrejSa, z dolocitvijo ostalih
biokemijskih kazalcev pa bolj specificna, je njihova dolocitev bistvena za ¢im hitrejSe
ukrepanje, ki je pri tem stanju nujno. Diagnosti¢ni algoritem doloc¢anja shizocitov v
razmazu krvi pri sumu na TTP prikazuje slika 5. Priporocila ICSH navajajo, da je pri
mejni vrednosti shizocitov ve¢ kot 1% zadostni diagnosti¢ni kriterij za potrditev TTP
vklju¢no z klini¢no sliko. Interval deleza shizocitov v periferni krvi pri TTP je od 1,1 do
9,4%. V primeru, kadar pri TTP najdemo shizocite v razmazu krvi, je potrebno

mikroskopsko dolocitev izvajati ve¢ dni zapored in spremljati njihovo dinamiko (1).

Dolocitev
shizociov v
razmazu Krvi

Shizociti Shizociti niso
prisotni prisotni
Prevladujejo shizociti Mocan sum na

(+polikromazija, NRBC,

trombocitopenija) TMA
Da Ne Da Ne
Mikroskopski Dnevno . ST
pregled razmaza doloc¢anje rez nadaljnje
S R 1AL krvi (drugo shizocitov v diagnostike
obolenje) krvnem razmazu
Mikroskopska Dologitev

dolociten parametra FRC
shizocitov na analizatorju

Slika 5: Diagnosti¢ni algoritem dolocanja shizocitov v razmazu krvi pri sumu na TMA po
priporocilih ICSH (Prirejeno po 1).
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1.4 POVEZAVA MED PARAMETROM FRC TER
SHIZOCITI

Parameter FRC, ki ga doloc¢ajo hematoloski analizatorji, nam je lahko v pomo¢ kot
presejalni parameter za ugotavljanje prisotnosti shizocitov v periferni krvi. Proizvajalci so
poimenovali parameter fragmentirani eritrociti oz. FRC, in je zaenkrat namenjen v
raziskovalne namene. Pri vpeljavi parametra FRC v rutinsko diagnostiko so dolocili, da je
vrednost parametra FRC> 0,5% tista, pri kateri je smiselno pregledati krvni razmaz (17).
Na trziScu obstajata dva analizatorja, ki omogocata dolocitev parametra FRC, vendar se
princip dolocanja razlikuje. Pri skupini zdravih preiskovancev so bile povprecne vrednosti
parametra FRC na enem analizatorju med 0,25-0,3%, na drugem analizatorju pa med 0,23-
0,34% (18). V studijo so bili vkljuceni zdravi preiskovanci, pri katerih delez parametra
FRC ni presegel 1%. Dolocili so mejno vrednost za oba analizatorja pri zdravih

preiskovancih (manj kot 0,3% in manj kot 0,5%) (17,19).

Naredili so korelacijo med parametrom FRC in mikroskopsko dolocitvijo shizocitov. Pri
vrednostih parametra FRC med 0,59-13,42% in shizocitov med 0,5-10%. Korelacijski
koeficient med metodama je bil dober (r=0,790, P<0,001), primerjava metod z Bland-
Altmanovim diagramom pa je pokazala, da so vrednosti pri analizatorju za 0,82% vi§je kot

pri mikroskopski dolocitvi (17).

Parameter FRC ni specifi¢en diagnosti¢en parameter za potrditev dolo¢enega bolezenskega
stanja, lahko pa nam je v pomo¢ pri odlo¢itvi za mikroskopsko dolo¢itev shizocitov v
razmazu krvi. Studije so pokazale, da se specifiénost parametra FRC poveéa v kombinaciji
s parametrom HIPO-He. Parameter HIPO-He je delez hipokromnih eritrocitov z vsebnostjo
Hb<17 pg. Normalne referencne vrednosti za HIPO-He so med 0,1-1,1%. Dolocali so
korelacijski koeficient med parametroma FRC in HIPO-He (r=0,566, P<0,01). Delovna
skupina ICSH je dolocila tri stopnje hipokromije. Blaga hipokromija, z vrednostmi
parametrom HIPO-He (0,1-1,1%), srednje blaga hipokromija (1,1-5,2%) in moc¢na
hipokromija (5,3-35,4%).V §tudijah so dokazali mo¢no povezavo med parametrom HIPO-
He ter parametrom FRC. Pri vrednostih HIPO-He med 1,1-5,2% se je delez parametra FRC
zvisal (P<0,001). Tako dobimo visji delez lazno pozitivnih rezultatov za parameter FRC,
kadar je vrednost parametra HIPO-He med 1,1-5,2% (18). Vzrok temu je v principu
doloCanja parametra FRC. Dolocitev parametra FRC poteka v retikulocitnem kanalu

analizatorja, kjer pride do vezave fluorescencnega barvila na RNA. Sipanje prednje
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svetlobe doloca velikost celice, medtem ko fluorescenca vezanega barvila doloc¢a zrelost
celice, ne doloca pa oblike eritrocita. FRC so manjsi od normalnega eritrocita in vsebujejo
manj RNA, zato je fluorescenca nizka. Doloc¢itev parametra HIPO-He prav tako poteka s
pomocjo retikulocitnega diagrama na podlagi razmerja med Stevilom signalov nizke
intenzitete prednjega sipanja svetlobe in Stevilom zrelih eritrocitov z vsebnostjo

hemoglobina <17 pg (19). Eritrociti z nizko vsebnostjo Hb se tako prekrivajo s shizociti.

13
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2. NAMEN DELA

Shizocite dologamo s Stetjem pri mikroskopskem pregledu krvnega razmaza. Ceprav je
dolocanje shizocitov dolgo uveljavljena diagnosti¢na metoda pri opredelitvi TMA, pa do
nedavnega ni bilo natan¢nih morfoloskih meril za prepoznavanje, razvrs¢anje in Stetje
shizocitov. Zato je bilo stetje shizocitov nenatan¢no in netoéno, vselej pa tudi podvrzeno
subjektivni presoji. V ta namen Zelimo uvesti dolo¢anje deleza shizocitov v krvnem
razmazu v skladu s priporocili ICSH (1). Pri dolo¢itvi deleza shizocitov v krvnem razmazu
bomo upostevali vsa priporocila glede morfoloskih oblik eritrocitov, ki jih lahko uvrs¢amo
med shizocite. Po konc¢ani dolocitvi shizocitov v skladu s priporo¢ili bomo rezultate
primerjali s tistimi, ki bodo doloceni pri rutinski analizi, ki se ze dolgo uporablja rutinsko.
Pri¢akujemo, da se rezultati med rutinsko in novo metodo ne bodo znacilno razlikovali in

da bodo meritve dolo¢ene z novo metodo natancnejse.

V raziskovalno delo bomo vkljuéili vzorce bolnikov, pri katerih pricakujemo zvecan delez
shizocitov. To so vzorci odraslih in otrok s pretezno hematoloskimi in drugimi boleznimi
vkljuéno s TTP, pri katerih bomo mikroskopsko dolocali shizocite zaradi opozoril
analizatorja oziroma, ¢e bo preiskava zaradi klini¢nih razlogov naro¢ena vnaprej. Druga
skupina bodo vzorci novorojenckov, pri katerih se zvecan deleZ shizocitov pojavlja

fiziolosko.

Hematoloski analizatorji lahko opozarjajo na prisotnost shizocitov (opozoril), nekateri pa
omogocajo tudi kvantitativno dolo¢itev parametra FRC. Zaenkrat dolocitev parametra FRC
z analizatorjem sluzi zgolj v raziskovalne namene. V nasem delu bomo primerjali delez
shizocitov doloc¢enih z mikroskopskim pregledom krvnega razmaza z vrednostjo parametra
FRC hematoloskega analizatorja. S pomocjo statisticne obdelave podatkov bomo dolo¢ili
diagnosti¢no ob¢utljivost ter specifi¢nost opozoril hematoloskega analizatorja na prisotnost
parametra FRC, ter dolocili, kaks$ni sta negativna in pozitivna napovedna vrednost
opozoril. Zelimo tudi dologiti povezavo med vrednostmi analizatorja ter mikroskopsko
dolocitvijo shizocitov. Pricakujemo, da bo obcutljivost za parameter FRC vecja od 90% in
bo njegova negativna napovedna vrednost tako visoka, da bo lahko FRC sluzil kot

presejalni parameter pri odlo¢anju za mikroskopski pregled razmaza.

14



Magistrska naloga Lidija PusSnik

3. MATERIALI IN METODE
3.1 OBRAVNAVANI VZORCI

V obdobju od januarja 2014 do februarja 2015 smo skupno analizirali 272 vzorcev venske
krvi. Vsi vzorci so bili polna venska kri odvzeta z antikoagulantom di- ali trikalijeva sol
etilendiamintetraocetne kisline (K,EDTA ali K3EDTA). Pri vseh vzorcih smo z
analizatorjem dolocili celotno krvno sliko z DKS in naredili krvni razmaz za oceno
shizocitov. Izdelava, suSenje ter barvanje krvnega razmaza je pri vseh vzorcih potekala
ro¢no. Vsi vzorci, ki so bili uporabljeni za naso raziskavo, so bili namenjeni za rutinsko

analizo.

V raziskavo smo vkljucili 179 vzorcev krvi, ki so bili analizirani v Specializiranem
hematoloSkem laboratoriju Klinicnega oddelka za hematologijo Univerzitetnega klinicnega
centra v Ljubljani. Osnovno krvno sliko, diferencialno krvno sliko (DKS), ter delez
parametra FRC smo doloc¢ili na hematoloskem analizatorju Sysmex XN-1000. Vseh 179
preiskovancev je bilo napotenih na preiskave zaradi suma na krvno bolezen ali zaradi

zdravljenja ze potrjene krvne bolezni. Lahko so imeli tudi druga ali pridruZena obolenja.

33 vzorcev krvi je bilo odvzetih in analiziranih v Laboratoriju za hematocitologijo Sluzbe
za specialno laboratorijsko diagnostiko, Pediatricne klinike Univerzitetnega klini¢nega
centra Ljubljana. Osnovno krvno sliko, DKS smo dolo¢ili na hematoloskem analizatorju
Sysmex XT-2000i. Vseh 33 preiskovancev so bili otroci zdravljeni ali obravnavani na

Pediatri¢éni kliniki.

60 vzorcev krvi novorojenckov je bilo analiziranih v 24-urnem laboratoriju Klini¢nega
instituta za kemijo in klini¢no biokemijo UKCL. Osnovno krvno sliko in DKS smo dolo¢ili

na hematoloSkem analizatorju ADVIA120.
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3.2 DOLOCANJE FRAGMENTIRANIH ERITROCITOV NA
HEMATOLOSKEM ANALIZATORJU

3.2.1 Doloc¢anje parametra FRC in parametra HIPO-He na hematoloSkem

analizatorju

Hematoloski analizator omogoc¢a analizo krvnih celic in deluje na principu pretocne
citometrije in elektriéne impedance (hidrodinami¢no fokusiranje). Analizator za analizo
potrebuje le 88 pL krvi (20). Osrednji del pri hidrodinamskem fokusiranju je preto¢na
celica. V pretocni celici je vzorec fokusiran v center prenosne tekocine, kjer laserski zarek

osvetli celico v vzorcu (21).

Princip meritve pri preto¢ni citometriji temelji na laserski svetlobi dolo¢ene valovne
dolzine, ki presvetli celice in ob tem pride do sipanja svetlobe. Analizator zazna stransko
sipanje svetlobe (ang. Side scattered light, SSC), prednje sipanje svetlobe (ang. Forward
scattered light, FSC), ter stransko fluorescenco (side fluorescence, SFL). Prednje sipanje
da informacijo o velikosti celice. Mo¢nejsi kot je signal sipane svetlobe, veéja je celica.
Stransko sipanje svetlobe poda informacije o stopnji granuliranosti, obliki in velikosti
jedra. Intenziteta SFL svetlobe je odvisna od vrste in koli¢ine aminokislin ter nukleinskih

kislin v celici in celi¢nih organelih (22,23,24).
Princip doloc¢anja parametra FRC se razlikuje od proizvajalca do proizvajalca.

Pri analizatorju ADVIA poteka direktna dolocitev parametra FRC v eritrocitni trombocitni
komori. Analizator lo¢i FRC glede na volumen eritrocitov, ki so manjsi od 30 fL in s
pomocjo rerfaktornega indeksa, ki je vecji od 1,4 dolo¢i koncentracijo hemoglobina in jih

tako loc¢i od trombocitov (25).

Pri analizatorjih Sysmex XN in XT poteka dolocitev parametra FRC v retikulocitnem
kanalu. Fluorescen¢no barvilo Fluorecell RET obarva ribonukleinske kisline (RNA) v
retikulocitih. Na podlagi razline intenzitete fluorescence analizator locuje razli¢ne
zrelostne stopnje retikulocitov. Razsevni diagram prikazuje razlike v intenziteti
fluorescence glede na zrelost retikulocitov (Slika 6). Vsebnost nukleinskih kislin se z
dozorevanjem retikulocitov manjsa, zato je fluorescenca najnizja pri zrelih eritrocitih.

Delez parameter FRC analizator dolo¢i glede na velikost in vsebnost hemoglobina v
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eritrocitih. V Stetje so lahko vkljuceni mikrociti kot tudi majhni membranski fragmenti
(25,26,27,28). V to¢kovnem diagramu analizator med parametrom FRC razvrsti eritrocite z

majhnim volumnom in nizko vsebnostjo RNA (29).

ments

PLT-O

Slika 6: Razsevni diagram retikulocitnega kanala pri analizatorju Sysmex XN-1000 (17).

RBC -eritrociti, IFR -nizka fluorescenca retikulocitov, MFR -srednja fluorescenca retikulocitov, HFR -visoka

fluorescenca retikulocitov, IRF -nezrela frakcija retikulocitov, RET -retikulociti, PLT -trombociti merjeni v

retikulocitnem kanalu. Povzeto po (25)

Analizator Sysmex parameter HIPO-He prav tako dolo¢a v retikulocitnem kanalu.
Fluorescencno barvilo obarva RNA v retikulocitih in na podlagi razli¢ne intenzitete
fluorescencne svetlobe analizator locuje razli€ne zrelostne stopnje retikulocitov. Diagram
prikazuje razlike v intenziteti fluorescenéne svetlobe glede na razvojne stopnje
retikulocitov, ki je odvisna od intenzitete prednjega sipanja in stranskega sipanja svetlobe
(Slika 6). Analizator s pomocjo retikulocitnega diagrama dolo¢i razmerje med Stevilom
signalov nizke intenzitete prednjega sipanja laserja in $tevilo zrelih eritrocitov z vsebnostjo
hemoglobina <17 pg (11,19,28,30). Eritrociti z nizko vsebnostjo Hb se tako prekrivajo s

shizociti.
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3.2.2 Reagenti in kontrole

Vzorci so bili analizirani na hematoloskih analizatorjih Sysmex-XN-1000, ADVIA 120 in
Sysmex-XT-2000. Analizator sam prepozna vzorec v epruveti oznaceni s ¢rtno kodo, zato
ni potrebno rocno vnasati pacientovih podatkov, s ¢imer se izognemo nekaterim
predanalitskim napakam. Analizator neprekinjeno mesa vzorec, kar omogocCa dobro
homogenost vzorca. Za analizo vzorcev smo dnevno uporabljali kontrolne vzorce na treh
koncentracijskih ravneh. Kontrole so bile hranjene v hladilniku med 2-8°C. V skladu z
navodili proizvajalca smo pred analizo kontrolne vzorce segreli na sobno temperaturo. Rok
uporabe posameznega kompleta kontrol je 2 meseca, epruvete iz kompleta je potrebno
menjavati tedensko. Uporabljali smo reagente proizvajalca in delovali po nacelu dobre
laboratorijske prakse. Pri vseh krvnih analizah smo upostevali standardne operacijske

postopke posameznega laboratorija, ki so natan¢no dolocali izvedbo.

3.2.3 Mikroskopski pregled krvnega razmaza

Pri vseh preiskovancih, Kkjer je analizator opozoril na prisotnost parametra FRC
(»fragments«) smo mikroskopsko pregledali razmaz. Razmaze smo pobarvali po

Pappenhimu z barvili May-Griinwald in Giemsa (8).

3.2.3.1 Material in oprema

Za izdelavo diferencialne krvne slike smo potrebovali:

Predmetna stekla: 26 x 76 x 1,2 mm (Vitrognost Biognost, d.0.0 Zagreb)
Krovna stekla: 22 x 22 mm (Brand, Nemcija)

Kapalni nastavek: Diff - Save Blood Dispanser (Alpha Scietific, Zdruzene drzave
Amerike)

Rokavice iz lateksa za enkratno uporabo, nesterilne brez pudra
Posodice za barvanje s pokrovom in nosilcem krvnih razmazov
Stoparica

Imerzijsko olje

Svetlobni mikroskop
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3.2.3.2. Reagenti

Barvilo May-Griinwald, (Sigma Life Science, Amerika)
Barvilo Giemsa, (Fluka Analytical, Amerika)

Delovna raztopina Giemse v fosfatnem pufru (1:10). V merilnem valju odmerimo 10 mL

Giemse in s fosfatnim pufrom dopolnimo do 100 mL.

Sorensenov fosfatni pufer z vrednostjo pH =6,8 pripravimo iz KH,PO,4 in Na;HPO,4 x
2H,0 ali Na,POg4

Raztopina A: Natehtamo 9,1 g KH,PO, indopolnimo do 1000 mL destilirane vode.

Raztopina B: Natehtamo 9,5 g Na,PO, ali 11,9 g Na,HPO, x 2H,0 ter raztopimo v

destilirani vodi.

Priprava delovne raztopine: Vzamemo 630 mL raztopine A in 370 mL raztopine B,
uravnamo pH vrednost na 6,6. V 1000 mL bucki razred¢imo 50 mL mati¢ne raztopine in
dopolnimo z redestilirano vodo do oznake. Kon¢na pH vrednost mora biti 6,8. Bucko

ozna¢imo z datumom priprave in imenom raztopine.
Raztopina za ¢iS¢enje mikroskopa

Imerzijsko olje

3.2.3.3 lzdelava in barvanje krvnega razmaza

Za kvalitativno doloCanje in vrednotenje krvnih celic v preparatu moramo izdelati
kvaliteten krvni razmaz. Razmaz pobarvamo po Pappenhimu z barvilom May-Grunwald in
razredéenim barvilo po Giemsi. Bazi¢no barvilo May-Grunwald vsebuje azur, metilensko
modrilo ter metanol, ki deluje kot fiksacijsko sredstvo, s pomocjo katerega se ohranijo vse
morfoloske lastnosti celic. Kislo barvilo Giemsa pa vsebuje eozin in dva derivata

metilensko modrega, azur A in azur B (31,32).

Preparate venske krvi pripravimo tako, da na sredino predmetnega stekla pod matiranim
robom, kanemo kapljo venske krvi. Pri tem si pomagamo s kapalnim nastavkom Diff -

Save Blood Dispeanser za pripravo razmazov, s katerim prebodemo zamasek in ga
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pritisnemo ob objektno steklo, da skozenj pritece kaplja krvi. Ta naj bo tolik$na, da je
skupna dolzina razmaza 3-4 cm. Nato se s krovnim steklom, nagnjenim pod kotom 45°
dotaknemo krvne kaplje, da se ta razpotegne po vsej Sirini stekelca. Pri tem ne smemo
spreminjati nagiba, hitrosti in jakosti pritiska krovnega stekla na povrSino. Pravilno
pripravljen krvni razmaz pokriva priblizno dve tretjini Sirine (v sredini) in tri Cetrtine
dolzine predmetnega stekla. Ne sme biti stopnicast, imeti mora ravne stranske robove in na
koncu mora biti zaobljen. Na matirani del predmetnega stekla napiSemo ime, priimek
pacienta, ter potrebne podatke o preiskovancu. V tem obmoc¢ju razmaza morajo biti
eritrociti porazdeljeni tesno drug ob drugem, ne smejo pa se prekrivati. Pred barvanjem

razmaze su$imo vsaj 30 min v vodoravnem polozaju (8,32).

Posusene razmaze venske krvi zlozimo v stojalo za barvanje in postavimo v posodico z
raztopino May-Grunwald za 5 min. Razmaze brez vmesnega spiranja prenesemo v drugo
posodico, Kjer sta raztopina May-Grunwald in fosfatni pufer v razmerju 1:1 za 1 min. Z
raztopino Giemsa v fosfatnem pufru (1:10) barvamo razmaze 20 min in jih speremo v

fosfatnem pufru ter posusimo na zraku (33).

Pobarvane preparate dobro posuSimo in pri mali (100x) pove€avi najprej pois¢emo vidno

polje in ocenimo kakovost preparata, e je ustrezen za dolocitev shizocitov.
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3.3 STATISTICNE METODE

Podatke smo obdelali s pomoc¢jo racunalniSkih programov Microsoft Excel 2010 ter
Medcalc ®Version 14.8.1. Podatke smo analizirali z opisno statistiko. Racunali smo
povprecno vrednost (x), vzoréni standardni odklon (SD), mediano, minimalno vrednost

(min), maksimalno vrednost (max), 95% interval zaupanja.

Medsebojno korelacijo parametrov smo preverjali s Spearmanovim koeficientom in Bland-
Altmanovim diagramom. Vrednost korelacije je izratunana kot povpre¢je vseh korelacij in
nam pove mo¢ povezave dveh spremenljivk. Z Bland-Altmanovim diagramom pa

ugotovimo, kaksno je ujemanje dveh razlicno merjenih spremenljivk (34).

Klini¢no uporabnost deleza shizocitov v periferni krvi smo preverili z ROC analizo. Mejne

evee

posamezen parameter v vsaki raziskovalni skupini.
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4. REZULTATI ZRAZPRAVO
4.1 MIKROSKOPSKO DOLOCANJE SHIZOCITOV

4.1.1 Dolocanje shizocitov v skladu s priporocili ICSH

Pri 179-ih vzorcih bolnikov s krvnimi boleznimi smo mikroskopsko dolocali shizocite z
rutinsko metodo in novo metodo. Izbrali smo tiste vzorce, kjer nas je analizator opozoril na
parameter FRC in tiste, kjer je bila preiskava naroc¢ena s strani specialista hematologa. Pri
10-ih vzorcih je bila prisotna izrazita poikilocitoza in v dveh primerih je bila doloCitev
shizocitov tezavna. Pri 16-ih vzorcih so bili v razmazu prisotni mikrosferociti (Slika 7). Pri
naSem delu je prihajalo do velikih razhajanj predvsem pri tistih vzorcih, kjer je bil delez
shizocitov >4% in ob prisotnih mikrosferocitih. Razlog za velike razlike je bil na raun

mikrosferocitov, ki smo jih upostevali le pri dolo€itvi z novo metodo.

A B

Slika 7: Razmaz venske krvi s shizociti (1000x povecava). A) Shizociti in mikrosferociti.
B) Shizociti, mikrosferociti ter poikilocitoza.
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4.1.2 Mikrosferociti

Ocena shizocitov ob prisotnosti mikrosferocitov je bila tezavna. Najprej smo morali
postaviti merilo za opredelitev mikrosferocitov glede na velikost ostalih eritrocitov. Med
mikrosferocite smo tako uvrstili eritrocite, ki so manj$i od 5 um ter intenzivno obarvani
(Slika 7B). Za stetje mikrosferocitov med shizocite smo se odloc¢ili samo takrat, ko so v
razmazu krvi prevladovali shizociti. S tem smo izkljuéili morebitno prisotnost podedovane
sferocitoze ali imunske hemolize. V nadaljevanju predstavljam tri primere, pri Katerih so

bili prisotni tudi $tevilni mikrosferociti.

Pri bolnici z izrazito trombocitopenijo (9 x 10%L), anemijo (66 g/L) in zviSanimi
Stevilénimi vrednostmi retikulocitov (4,72%) nas je analizator opozoril na prisotnost
fragmentiranih eritrocitov, ki jih je doloc¢il 1,08%. (Slika 8A). Zaradi nizkih vrednosti
trombocitov in opozoril na FRC je bilo potrebno krvni razmaz pregledati mikroskopsko.

A Y4
(—="

A B

Slika 8: A) Razsevni diagram retikulocitnega kanala. B) Razmaz venske krvi z
mikrosferociti (1000x povecava) (Primer 49, Priloga I).

V razmazu periferne krvi 53 letne bolnice, napotene k hematologu s sumom na TTP, smo
potrdili prisotnost shizocitov in jih ovrednotili v odstotkih. Delez shizocitov dolo¢en z
rutinsko metodo je bil 4,5%, z novo metodo pa 12,9% (Slika 8B). Razlika v rezultatu med
obema metodama je bila velika, ker smo upostevali tudi mikrosferocite kot priporocajo
smernice ICSH. V razmazu krvi ni bilo poikilocitoze, delez shizocitov pa zelo visok, zato

je diagnoza tromboti¢ne mikroangiopatije zelo verjetna.
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Pri 35 letnem pacientu je bila prisotna anemija, trombocitopenija, Steviléna vrednost
retikulocitov je bila normalna. Analizator nas je opozoril na prisotnost fragmentocitov v
krvi, vrednost je bila 3,31%, povecan je bil tudi RDW (17,2%) (Slika 9A).

c. 10 uym

Slika 9: A) Razsevni diagram retikulocitnega kanala. B) Shizociti v razmaz venske krvi
(1000x povecava) (Primer 174, Priloga).

Zaradi nizkih vrednosti trombocitov in opozoril na FRC smo pregledali krvni razmaz. V
razmazu krvi so prevladovali shizociti ter mikrosferociti. Pri vrednotenju smo dologili
10,7% shizocitov z rutinsko metodo ter 26,0% z novo metodo. Tako kot v prej$njem
primeru, je bila razlika med obema metodama zelo velika na rac¢un mikrosferocitov (Slika

9B). Pri pacientu je bila potrjena TMA.

Pri bolnici srednjih let zdravljeni za akutno levkemijo, je bila prisotna levkocitoza,
anemija, trombocitopenija, delez retikulocitov je bil normalen. Analizator nas je opozoril

na prisotnost fragmentocitov, blastov, anizocitozo ter agregate trombocitov (Slika 10).
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Slika 10: Razsevni diagram retikulocitnega kanala.

TR LR c—
o 0.9 %op |
N St e Mo 85

i AR O -ﬂ-_.‘u

Slika 11: Razmaz venske krvi (1000x povedava). A) Steviléni shizociti. B) Mikrosferociti
(Primer 149, Priloga I).

Ugotovili smo, da v razmazu krvi ni bilo agregatov trombocitov, prisotni pa so bili blasti.
V eritrocitni vrsti so prevladovali shizociti ter mikrosferociti (Slika 11). S rutinsko metodo
smo dolocili 4,2%, z novo metodo pa 11,4% shizocitov. Delez shizocitov dolo¢en z novo
metodo je bil znova vecji na ra¢un mikrosferocitov, ki smo jih uvrscali glede na velikost

ostalih eritrocitov, ki so manjsi od 5 pm ter intenzivno obarvani (Slika 11B).

4.1.3 Poikilocitoza

Priporocila ICSH navajajo, da dolocitev shizocitov v razmazu krvi ni smiselna v primeru,
kadar je prisotna izrazita poikilocitoza. O poikilocitozi govorimo takrat, kadar je v razmazu
krvi hkrati prisotnih ve¢ razli¢nih oblik eritrocitov (4,32).
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V nadaljevanju predstavljam primere vzorcev, Kjer je shizocite spremljala tudi
poikilocitoza. Pri vseh teh primerih je priSlo do vecjih odstopanj med vrednostmi

dolo¢enimi z rutinsko in novo metodo.

Pri starejSem pacientu z limfoplazmocitnim limfomom nas je analizator opozoril na
prisotnost fragmentocitov. Vrednost FRC na aparatu je bila 4,39%, RDW je bil zviSan
(18,9%), tudi analizator nas je opozoril na anizocitozo. Naredili smo krvni razmaz in
dolocili shizocite. Z rutinsko metodo smo dolocili 1,1%, z novo pa 2,2% shizocitov. V
razmazu venske krvi so bili poleg mikrosferocitov ter shizocitov prisotni Se eliptociti,
akantociti ter kodociti. Priporocila ICSH navajajo, da dolocanje shizocitov v takih primerih

ni smiselno (Slika 12, 13).

SFL

Slika 12: Razsevni diagram retikulocitnega kanala.

[Toum | 10um |

Slika 13: Shizociti v razmazu venske krvi s poikilocitozo (1000x povecava) (Primer 18,
Priloga I).
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Mlajsi gospod je bil napoten k hematologu zaradi sideropeni¢ne anemije. Analizator nas je
opozoril na prisotnost FRC, vrednost je bila 0,19%, RDW povisan (22,2%), MCYV je bil le
54,7 fL Ob tem je bilo prisotno opozorila na anizocitozo. Ceprav je bil delez FRC samo
0,19%, je bilo v razsevnem diagramu kanala RET v podroc¢ju fragmentocitov zelo veliko
celic (Slika 14). Z rutinsko metodo shizocitov nismo dolo¢ili, z novo metodo pa smo
dolo¢ili delez shizocitov 5,8%. V razmazu krvi smo ugotavljali izrazito poikilocitozo,
hipokromijo eritrocitov ter eliptocitoza (Slika 15). Poveéana populacija v podro¢ju FRC
retikulocitnega kanala pa ustreza hipokromnim eritrocitom in ne shizocitom. Glede na

poikilocitozo dolocitev shizocitov v takem primeru ni smiselna.

Slika 14: Razsevni diagram retikulocitnega kanala.

B 10um_| T0pm

Slika 15: Poikilocitoza v razmazu krvi (1000x povecava) (Primer 129, Priloga I).
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Pri bolniku srednjih let, ki se je zdravil zaradi hematoloskega obolenja, nas je analizator
opozoril na prisotnost FRC, vrednost je bila 8,84%, RDW je bil povisan (25%) (Slika 16).
V krvnem razmazu smo s rutinsko metodo doloé¢ili 3,8% shizocitov, z novo metodo pa
4,4%. V razmazu krvi smo potrdili poikilocitozo. Prisotni so bili shizociti, anulociti,
eliptociti ter dakriociti. Dolo€itev —shizocitov je bila vnaprej naroCena, zato smo jih
dolo¢ili, vendar je smiselno v takem primeru opozoriti, da ob poikilocitozi ni smiselna

(Slika 17).

Slika 16: Razsevni diagram retikulocitnega kanala.

0pm | W0pm |

Slika 17: Poikilocitoza v razmazu venske krvi (1000x povecava) (Primer 51, Priloga I).
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4.1.4 Tehnic¢no neprimerni preparati

Pri delu smo se srecali tudi s tezavami pri vrednotenju shizocitov zaradi neprimernosti
preparatov za vrednotenje. Na spodnji sliki 18 sta dva razmaza venske krvi odvzete pri
pediatricnih  pacientih. Vzrok za slabo kakovost razmazov je verjetno napaka v
predanalitski fazi pri postopku odvzema krvi. VVzorec je bil verjetno odvzet iz venskega
kanala, velika je verjetnost, da je kri razredCena. Tezava je lahko tudi v daljSem
transportnem casu od odvzema do analize 0ziroma majhnem volumnu odvzete krvi, zaradi
Cesar lahko pride do presezka K3EDTA. Odlocili smo se, da vrednotenje shizocitov ni
smiselno, saj so lahko prisotni kot artefakt in na$ rezultat bi bil posledi¢no lazno pozitiven
(Slika 18A). V drugem primeru je bil vzrok tehni¢ne neustreznosti v sami izdelavi ter
postopku barvanja razmaza. V preparatu ni bilo podrocja, ki bi bilo primerno za
vrednotenje (neenakomeren poteg krvnega razmaza). Tudi v tem primeru shizocitov nismo
dolocali (Slika 18B.)

-
L8

Slika 18: Neprimerni preparati za doloc¢anje shizocitov (1000x povecava). A) Napaka v
predanalitski fazi. B) Tehni¢no slabo izdelan preparat.
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4.2 PRIMERJAVA DOLOCITVE SHIZOCITOV Z
RUTINSKO METODO IN V SKLADU S PRIPOROCILI

Pri 179-ih vzorcih krvnih bolnikov, ki so imeli naro¢eno krvno sliko, smo shizocite
dolocili v razmazu krvi vzporedno z rutinsko metodo ter metodo po mednarodnih
priporocilih ICSH. Kriterij za dolocitev shizocitov je bilo bodisi opozorilo na FRC
hematoloskega analizatorja Sysmex XN-1000, ali vnaprejSnje narocilo dolocitve

shizocitov.

Preglednica I11: Primerjava dolocitve shizocitov glede na metodo pri skupinah krvnih
bolnikov (N=179).

Stevilo bolnikov
Shizociti

(%) Rutinska doloéitev Doloceno ngsp:;lporomhh
0-1 138 106
1-2 13 35
2-5 21 22

5-10 2 8

10-15 5 6

>20 0 2

Zanimalo nas je, kakSna je povezava med standardno metodo ter novo metodo
mikroskopske dolo€itve shizocitov. S pomocjo statisticnega programa Medcalc smo s
testom Kolmogorov-Smirnov preverjali, kako so porazdeljene vrednosti. Ugotovili smo, da
so rezultati porazdeljeni nenormalno, zato smo za izracun korelacije med rutinsko metodo,

ter novo metodo uporabili Spearmanov koeficient korelacije.
Koeficient korelacije znasa 0,797, kar pomeni odli¢no povezavo med obema metodama.

95% interval zaupanja je 0,737-0,845 (Slika 19A). Naredili smo neparametri¢ni test Mann-

Whitney za dve neodvisni spremeljivki. Na grafu so izrisane to¢ke posamezne meritve in
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mediana za shizocite dolocene z rutinsko in novo metodo. Razlika mediane porazdelitve

obeh metod je statisticno vecja za novo metodo (P<0,0001) (Slika 19B).
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Slika 19: Dolocitev shizocitov z rutinsko metodo in v skladu s priporocili ICSH. A)
Korelacija med metodama. B) Porazdelitev vrednosti mediane obeh metod (N=179).

Bland-Altmanov diagram na sliki 20A prikazuje, da so vrednosti parametra FRC
dolo¢enega z novo metodo za 0,8% visje od vrednosti dolo¢enih z rutinsko metodo. 7
vzorcev, ki se nahajajo izven dolo¢enega obmocja +2SD v Bland-Altmanovem diagramu,
je posebej prikazanih na sliki 21. Izstopajo tisti vzorci, Kjer je razlika v Stetju med obema
metodama veéja od 5%. OCitno je, da so vrednosti, dolo¢ene z novo metodo, vedno vedje
od tistih, dolo¢enih z rutinsko. V 6-ih primerih od 7-ih so vrednosti vecje zaradi prisotnih
mikrosferocitov, ki smo jih upostevali pri dolo¢itvi z novo metodo. V primeru 2 pa smo
ugotovili, da je v razmazu krvi prisotna izrazita poikilocitoza. Kot je navedeno v
mednarodnih priporo€ilih, je v takih primerih mikroskopsko dolo¢anje shizocitov
nesmiselno. Ta primer pokaZe, kako pomembno je, da najprej ovrednotimo populacijo
eritrocitov in se nato odlo¢imo, ali je mikroskopsko dolo¢anje shizocitov smiselno ali ne.
V 3. primeru je bila razlika v mikroskopski dolo€itvi zaradi prisotnosti mikrosferocitov. V
diagramu prepognjene empiriéne kumulativne porazdelitve potrjuje razliko med
metodama, ki smo jo dobili z Bland-Altmanovim diagramom, da je razlika 0,8% (Slika
20B).
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Slika 20: Doloc¢anje shizocitov z rutinsko metodo in v skladu s priporoc¢ili ICSH. A)

Bland-Altmanov diagram. B) Diagram prepognjene empiricne kumulativne porazdelitve
deleza shizocitov (N=179).
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Slika 21: Vzorci z najvecjim odstopanjem v dolocitvi deleza shizocitov (modra - rutinska
metoda, zelena — nova metoda).
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4.2.1 Natanénost dolocanja shizocitov 7 obema metodama

Pri mikroskopski dolocitvi shizocitov nas je zanimalo, kakSna je natan¢nost nasih meritev,
saj gre za metodo, ki je podvrzena veliki napaki tudi zaradi subjektivnosti dolocitve.
Natan¢nost nam pove, kako blizu so si izmerjene vrednosti ene in iste koli¢ine, merjene
pod enakimi pogoji (35). S ponovljivostjo rezultatov ugotavljamo natanc¢nost metode.
Najboljso oceno natanénosti metode daje ponovljivost »iz dneva v dan« (36). Naredili smo
ponovljivost dolo¢itve shizocitov z rutinsko metodo, kjer so odstotek shizocitov dolocale 3
razli¢ne osebe, ter ponovljivost dolo¢anja shizocitov z novo metodo, kjer je odstotek
shizocitov dolocala ena oseba. Rezultati ponovljivosti dolo¢eni z novo metodo so prikazani
v spodnji preglednici (Preglednica 1V). Veéje odstopanje je opazno pri vzorcu 2, V
katerem so bili prisotni mikrosferociti, saj je mikrosferocite med razli¢nimi morfoloSkimi
oblikami shizocitov najtezje opredeliti. V priporo¢ilih je sicer navedeno, da so to eritrociti
manj$i od 5 um, ter temneje obarvani, njihovo prepoznavanje pa je odvisno od subjektivne

presoje. Ponovljivost je slaba tako pri eni kot pri ve¢ razli¢nih osebah ne glede na metodo.

Preglednica 1V: Rezultat ponovljivosti dolo¢anja shizocitov z rutinsko in novo metodo.

Prvo Drugo Tretje Cetrto
Metoda Stetje Stetje Stetje Stetje X
(%0) (%0) (%0) (%0)
ICSH 1,1 0,7 1,4 0,8 1+0,31
Vzorec 1
rutinsko 0,6 0,7 0,9 0,73+0,15
ICSH 4,7 8,4 8,1 79 7,27£1,72
Vzorec 2
rutinsko 2.9 49 3,8 3,87+1,00
ICSH 1,6 1,5 1,7 1.4 1,5+0,13
Vzorec 3
rutinsko 15 1,2 15 1,44+0,17
ICSH 2,2 2,5 3,8 43 3,2+1,01
Vzorec 4
rutinsko 2,2 2,8 0,2 1,73+1,36
ICSH 11,4 11,6 11,5 11,8 11,6+0,17
Vzorec 5
rutinsko 4,2 54 4,2 4,6+0,69
ICSH 7,6 6,4 7,3 7,0 7,1£0,51
Vzorec 6
rutinsko 6,2 4,7 59 5,6+0,79
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Ponovljivost je bila v splosnem boljsa pri dolocitvi shizocitov z novo metodo, saj je bil
standardni odklon pri vseh 6-ih vzorcih nizji kot pri vzorcih dolocenih z rutinsko metodo.
Delno pa tudi vecje Stevilo oseb, ker gre za preiskavo, ki je podvrzena subjektivni presoji.
To potrjuje navedbe v literaturi, da je metoda po priporocilih ICSH natan¢nejsa in bolj
ponovljiva. Do ve¢jih odstopanj in slabse ponovljivosti vseeno lahko pride zaradi izbire
neustreznega podrocja krvnega razmaza za Stetje shizocitov in nepravilne morfoloske

opredelitve shizocitov (1).
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4.3 ZAZNAVANIJE FRAGMENTIRANIH ERITROCITOV S
HEMATOLOSKIM ANALIZATORJEM

Vklju¢ili smo vzorce z in brez opozoril na FRC (n=233). Za izraun diagnosti¢ne
obcutljivosti, diagnosti¢ne specifiCnosti ter pozitivne in negativne napovedne vrednosti
opozoril hematoloskega analizatorja na fragmentirane eritrocite smo rezultate
mikroskopskega pregleda opredelili kot resni¢no pozitivne, ¢e smo dolocili shizocite v
razmazu Krvi in resni¢no negativne (n=56), kadar shizocitov v razmazu krvi nismo opazili.
Prazna vrednost za pozitivno najdbo shizocitov pri mikroskopskem pregledu razmaza Kkrvi

je bila 0,2% (37).

Preglednica V: Ovrednotenje opozoril na FRC analizatorja Sysmex XN-1000 (N=233).

Opozorilo »Fragments« Rutinska metoda
Resni¢no negativni 80 (34,3%)
LaZno negativni 4 (1,7%)

Resni¢no pozitivni 89 (38,2%)

LaZno pozitivni 60 (25,7%)
Obcutljivost 95,7%
Specifi¢nost 57,1%
Pozitivna napovedna vrednost 59,7%
Negativna napovedna vrednost 95,2%

Trdimo lahko, da obcutljivost aparata Sysmex XN-1000 za fragmentirane eritrocite zelo
dobra, specificnost pa slabsa. Nasi rezultati so primerljivi z literaturo. Literatura navaja
diagnosticno obcutljivost tega analizatorja 91,8-100%, ter specifi¢nost 20-52,2%. Ker
delez lazno pozitivnih ne presega 40%, ter delez lazno negativnih ne 35%, sta obcutljivost
ter specifi¢nost analizatorja zadostni (38). Negativna napovedna vrednost je zelo visoka,
kar pomeni, da bi lahko avtomatsko zaznavanje parametra FRC uporabili presejalno pri

odloc¢anju, kdaj prisotnost shizocitov preverjati mikroskopsko (28, 29).
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4.4 PRIMERJAVA VREDNOSTI PARAMETRA FRC Z
MIKROSKOPSKO DOLOCITVIJO SHIZOCITOV

Pri 179-ih vzorcih smo dolocili parameter FRC z analizatorjem. Ob tem smo pregledali
tudi ostala opozorila analizatorja povezana z eritrocitno in trombocitno vrsto. Spodnja
preglednica VI prikazuje primerjavo naSih rezultatov z rezultati iz literature (19). V
raziskavi, ki so jo naredili na zdravih preiskovancih, so vzorce razdelili v dve skupini:
vzorci, kjer je analizator dolo¢il FRC in ni bilo nobenih opozoril, ter druga skupina
vzorcev, Kkjer je analizator dal opozorila (nenormalna porazdelitev trombocitov,
nenormalna porazdelitev eritrocitov, odstopanja v retikulocitni porazdelitvi). Mi smo
doloc¢ili visji delez FRC, kar je pricakovano, saj je bila navedena Studija narejena na
normalnih vzorcih. Razvidno je tudi, da smo pri dolocitvi deleza FRC s socasnimi
opozorili analizatorja dobili vi§je vrednosti kot pri dolocitvi parametra FRC brez opozoril.
Sklepamo lahko, da ob nenormalni porazdelitvi eritrocitov ter trombocitov prihaja do lazno
zvisanega deleza FRC. Zato je zelo pomembno, da ob zve¢anem parametru FRC skrbno

pregledamo ostala opozorila povezana s trombociti in eritrociti ter pripadajoce diagrame.

Preglednica VI: Primerjava rezultatov doloCitve deleza parametra FRC z literaturnimi
navedbami (19).

Literaturni podatki — zdravi (n=1366) Hematoloski bolniki (n=179)
FRC (%) . FRC (%) -
FRC(@®%)  brez ~ TRC®)  ppcion)  brez  FRC (%)
. zopozorili .. zopozorili
opozoril opozoril
Min 0 0 0 0 0,0 0,0
Max 4,01 2,4 4,1 13,62 8,53 11,09
Mediana 0 0 0,115 1,48 0,86 2,23
95%

interval 0,12-0,16 0,11-0,13 0,64-0,76  0,69-2,27 0,31-1,74 1,05-3,78
zaupanja

Z opisno statistiko smo pri 179-ih vzorcih, kjer smo dolo¢ili FRC z analizatorjem in
shizocite z mikroskopskim pregledom z obema metodama, ovrednotili vse tri dolocitve

(Preglednica VII).
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Preglednica VI1: Primerjava dolocitve shizocitov z rutinsko metodo, metodo po
priporocilih ICSH ter avtomatizirano FRC (N=179).

RUTINSKA METODA PO
METODA PRIPOROCILIH FRC
NajniZja vrednost 0 0 0
(%)
Najvi§ja vrednost 12,7 26,0 13,62
(%)
Mediana 0,20 0,85 1,48
(%)
95% interval 0,10-0,40 0,60-1,00 0,69-2,17
zaupanja

S pomocjo statisticnega programa Medcalc smo s testom Kolmogorov-Smirnov preverjali,

kako so naSe meritve porazdeljene. Ugotovili smo, da so rezultati nenormalno porazdeljeni.

Dolo¢ili smo mediano za parameter FRC, ki je znaSala 1,48% in interval zaupanja, Ki je
znagal (0,69-2,17%). Zeleli smo ugotoviti, kaksno je ujemanje med vrednostjo parametra

FRC ter dolo¢itvijo shizocitov v razmazu Krvi.

V eni $tudiji so dolocili za parameter FRC mediano na normalnih vzorcih 0%, 95%
interval zaupanja je bil (0,12-0,16%) (39). Mi na normalnih vzorcih nismo dolocali
parametra FRC lo¢eno. Razpon vrednosti, ki smo jih dolo¢ili za FRC (0,0-13,62) pa je zelo
primerljiv z literaturo (0,59-13,42%) (39).

Najprej smo primerjali rezultate za FRC, izmerjene na analizatorju Sysmex XN-1000, z
vrednostmi shizocitov dolo¢enimi v razmazu krvi z rutinsko metodo. Naredili smo Bland-
Altmanov diagram, iz katerega je razvidno, da je povprecje razlik -1,5%, kar pomeni, da je
delez FRC doloc¢en na analizatorju Sysmex XN-1000 za 1,5 % vec¢ji kot delez shizocitov
doloc¢en z rutinsko metod. Na diagramu so tocke porazdeljene v obliki troblje, kar pomeni
vecanje razlik z veCanjem vrednosti opazovanega parametra (Slika 22A). Nato smo
primerjali delez FRC dolo¢en na analizatorju z delezem shizocitov dolo¢enim z metodo po
priporo¢ilih ICSH. Bland-Altmanov diagram prikazuje, da je povpreéje razlik med
delezem FRC in delezem shizocitov -0,6%. Vrednost parametra FRC je za 0,6% vecja od

deleza, dolo¢enega z mikroskopskim Stetjem v skladu z novimi priporocili (Slika 22B).
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Slika 22: Primerjava dolocitve shizocitov A) FRC in rutinsko doloceni shizociti. B) FRC
in shizociti dolo¢eni z novo metodo (N=179).

50 |

40 -

30

—— Shizocit (%)-nova metoda
——  Shizociti(%)-rutinska metoda

20 |-

10

(0] = i \ i i i
-30 -20 -10 0 10 20
Difference with FRC% (A)

Slika 23: Primerjava parametra FRC z delezem shizocitov, dolo¢enim z rutinsko ter novo
metodo. Diagram prepognjene empiricne kumulativne porazdelitve (N=179).

Naredili smo $e diagram prepognjene empiri¢éne kumulativne porazdelitve, iz katere je
razvidno, da vrh ni na polni navpicni ¢rti, ki oznacuje razliko 0, pa¢ pa je pomaknjen v
desno. Rep krivulje je nekoliko daljsi pri novi metodi, razhajanja med metodama so vecja
pri visjih vrednostih (Slika 23). Na ta nacin dobimo enako vrednost kot iz Bland-
Altmanovega diagrama, da je namre¢ delez FRC na analizatorju Symex XN-1000 za 1,5%
vedji kot pri mikroskopski dolo¢itvi parametra FRC z rutinsko metodo (Slika 22A). Pri
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dolocitvi shizocitov z novo metodo je vrednost parametra FRC na analizatorju za 0,6%

vedja kot pri mikroskopski dolocitvi (Slika 22B).

Ker je iz zgornjih diagramov ocitno, da se razlika med parametrom FRC in mikroskopsko
dolocitvijo shizocitov poveCuje z narascajocim delezem shizocitov, smo loceno pogledali
razliko za vzorce z deleZem shizocitov med 0,5 in 1,5%. Gre za vzorce, ki se nahajajo

okrog klini¢no mejne vrednosti 1%.
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Slika 24: Primerjava dolocitve parametra FRC in shizocitov dolo¢enimi z novo metodo
vzorcev, kjer je delez shizocitov med 0,5-1,5%.

Zanimalo nas je, kaksna je razlika med rezultati parametra FRC dolofenimi na
hematoloskem analizatorju in shizociti dolocenimi z metodo po priporocilih ICSH, pri 69
vzorcih, kjer je bil delez shizocitov med 0,5-1,5%. Bland-Altmanov diagram prikazuje, da
je delez FRC na analizatorju za 2,2% vecji od delez doloCenega z mikroskopskim Stetjem v
skladu z novimi priporocili. Iz slike 24 je razvidno,da se povpre¢na napaka linearno
povecuje z velikostjo merjene vrednosti (CV=5%), z narascajo¢im delezem shizocitov
torej. Vidimo pa tudi to, da je nasprotno s precenitvijo FRC, ki smo jo ugotovili za vse
vzorce (slika 22, 23), FRC pri vzorcih s povecanim delezem shizocitov podcenjen.
Spodnja slika prikazuje podatke za FRC in deleZ shizocitov za 17 bolnikov z ve¢ kot 3%
shizocitov. 1z grafa na sliki 25 vidimo, da je podcenitev FRC pri velikem delezu shizocitov

izrazita. Imeli smo celo tri bolnike, kjer je bil FRC<0,5%.
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Slika 25: Podcenitev parametra FRC pri bolnikih z delezem shizocitov dolo¢enim z novo
metodo > 3%.

4.5 POVEZAVA MED FRC, SHIZOCITI IN PARAMETRI
ERITROCITNE KRVNE SLIKE

V primerjavo smo vkljucili 272 vzorcev. Od tega je bilo 179 vzorcev hematoloskih
bolnikov, 60 vzorcev novorojenckov ter 33 vzorcev otrok. Pri vseh smo dolo¢ili krvno

sliko in mikroskopsko z novo metodo dolo¢ili delez shizocitov (Priloga I).

V primerjavo smo vkljuéili parametra RDW in MCV, pri 179-ih vzorcih bolnikov s krvno
boleznijo pa ¢ HIPO-He (hipokromni eritrociti).

Ker smo pokazali, da parameter FRC ni zadosti specificen kazalnik TTP, nam lahko
parametra RDW ter HIPO-He dodatno povecata njegovo specifi¢nost. Zanimalo nas je,
kakSna je statisticna povezava parametra FRC s parametroma RDW in HIPO-He.
Parameter HIPO-He nam pove, kaksen je delez hipokromnih eritrocitov s hemoglobinom <
17 pg. Parameter HIPO-He je dober kazalnik ocene eritropoeze in doloca pomanjkanje
zeleza v 120 dnevnem obdobju. Delez HIPO-He vecji od 1,1% smo dolocili pri 110-ih
vzorcih. Izracunali smo Spearmanov koeficient korelacije med parametroma FRC in

HIPO-He, ki je znasal 0,788, kar pomeni odli¢no povezavo med parametroma.
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Dolocitev parametra HIPO-He neposredno vpliva na dolocitev parametra FRC. Pri
vrednosti HIPO-He>1,1%, lahko dobimo lazno vi§ji delez FRC. Vrednosti parametra
HIPO-He med 1,2-5,2% neposredno vpliva na poviSanje parametra FRC (P<0,001)
(18,19). Mi smo dobili 25,7% lazno pozitivnih rezultatov za parameter FRC. V §tudiji, ki
je bila narejena pri bolnikih z razlicnimi obolenji, so dobili 23,0% lazno pozitivnih
rezultatov, kar se dobro ujema z naSimi rezultati. Razlog je lahko zvisan delez HIPO-He
(17, 18). Da bi znizali odstotek lazno pozitivnih rezultatov pri zve¢anem FRC, je smiselno
upostevati parameter HIPO-He. Ugotavljali so korelacijo med parametroma, ¢e je delez
HIPO-He med 1,2-5,2%, korelacijski koeficient je znasal 0,621 (P<0,001). Tudi mi smo
dolo¢ili korelacijski koeficient pri vzorcih, kjer je bil delez HIPO-He med 1,2-5,0%, in
dobili domala enako vrednost 0,636 (P<0,001) (19).

Parameter RDW, pove, kako homogena je populacija eritrocitov v dolo¢enem vzorcu.
Kadar imamo vrednosti RDW znotraj referencnega intervala, lahko sklepamo, da je
populacija eritrocitov homogena. Ko so vrednosti RDW visoke, je populacija eritrocitov
heterogena. V nasi raziskovalni nalogi je bila mediana statisticno visja v primerjavi z
literaturnimi navedbami (28). Mediana pri 266-ih vzorcih je znasala 17,5, mediana iz
literature, kjer so v raziskavo vkljucili 220 zdravih preiskovancev, pa je znaSala 13,3.
Vzrok za vi§je vrednost mediane v na$i preiskovani skupini je v tem, da imamo
preiskovance s pretezno hematoloskim obolenjem in lahko pric¢akujemo vecjo heterogenost
eritrocitne populacije. IzraCunali smo Spearmanov koeficient korelacije med parametrom
RDW in parametrom FRC, ki je znaSal 0,588, kar pomeni zmerno dobro povezavo med
parametroma. Literatura navaja, da takrat, kadar je shizocitov ve¢ kot 6%, analizator ne

more dolociti parametra RDW (24). Mi tej trditvi ne moremo pritrditi.
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Med 179-imi vzoreci je bil delez FRC pri 22-ih vzorcih vecji od 6%, analizator pa ni dolocil
RDW le v enem primeru, Kjer je bila vrednost FRC 7,1% (Vzorec 5, Preglednica VIII).
Analizator pri Stirth primerih ni dolo¢il RDW, ampak je opozoril na nenormalno

porazdelitev eritrocitov, vrednosti FRC pa so bile nizje od 3% ( Preglednica VIII).

Preglednica VI11: Delez FRC pri vzorcih, kjer analizator ni dolo¢il RDW (N=5).

FRC na

analizatorju (%o)
1,74

2,51
0,80
2,77
7,10

g B~ W NP

Slika 26A prikazuje razliko mediane ter porazdelitev vrednosti posameznih meritev za
parameter RDW, kjer je bil delez shizocitov manj kot 0,2% in pri vzorcih, kjer je bil delez
shizocitov ve¢ kot 0,2%. Ta naj bi bila okvirna zgornja referen¢na vrednost za zdrave.
Uporabili smo neparametri¢ni test Mann-Whitney za dve neodvisni spremenljivki. Izbrali
smo 95% interval zaupanja in izrisali graf. Na vsakem grafu so izrisane tocke posamezne
meritve ter mediana posameznega parametra. Vrednosti manjSe od 5 in vecje od 95
percentile so ekstremne vrednosti. Porazdelitev obeh parametrov statisticno ni razli¢na pri
preiskovancih, kjer je delez shizocitov manj oziroma vec¢ kot 0,2% pri mikroskopski
dolo¢itvi (P=0,0512). Nato smo primerjali razliko mediane ter porazdelitev posameznih
meritev za parameter RDW, kjer je bil delez shizocitov vecji od kliniéno pomembne
vrednosti 1%. Tokrat smo dokazali, da je porazdelitev obeh parametrov statisti¢no znacilno
razli¢na (P=0,0015) (Slika 26B). Parameter RDW je pri bolnikih z ve¢ kot 1% shizocitov

znacilno povecan.
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Slika 26: Porazdelitev vrednosti mediane za parameter RDW pri preiskovancih z A)
delezem shizocitov manj ter ve¢ kot 0,2% ter B) deleZem shizocitov manj ter ve¢ kot 1%

(N=272).

Princip merjenja parametra FRC na analizatorju temelji na velikost ne pa na obliki
eritrocitov, zato je vpliv mikrocitoze na dolocitev FRC vec¢ji. Shizociti (<7 pm) so po
velikosti manjsi od normalnih eritrocitov. Zato nas je zanimal tudi parameter MCV. Pri 36-
ih vzorcih je bil MCV>95 fL, pri dveh od teh je bil RDW >22%. Pri ostalih 34-ih vzorcih
je bil RDW normalen. V literaturi priporo¢ajo, da se pri makrocitozi, kjer je MCV>105 fL
in vrednost RDW normalna, priporo¢a pregled krvnega razmaza zaradi moznosti, da so
vzorci lazno negativni (40). Pri 7-ih vzorcih smo ugotovili MCV>105 fL, nobeden od njih
ni bil lazno negativen. Korelacijski koeficient med FRC in shizociti je bil pri teh vzorcih
0,79. Kar kaze dobro povezavo med parametroma, kljub temu, da je bila prisotna

makrocitoza (17).

Za parameter MCV nismo nasli statisti¢nih razlik (P=0,0952) med preiskovanci, kjer je
delez shizocitov manj kot 1% ter ve¢ kot 1% (Slika 27). Za parameter FRC smo dobili zelo
visoko negativno napovedno vrednost, ki je znaSala 95,2%, lazno negativnih vzorcev pa
samo 1,7%. Vzrok lazno negativnih rezultatov je lahko prisotnost mikrocitoze, kar pa pri

nasih vzorcih ni bil. Vrednosti MCV so bile pri vseh lazno negativnih vzorcih normalne
(19).
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Slika 27: Porazdelitev vrednosti mediane za parameter MCV pri preiskovancih z delezem
shizocitov manjsim ter ve¢jim kot 1% (N=272).

4.6 DOLOCANJE SHIZOCITOV Z METODO PO
PRIPOROCILIH ICSH PRI TREH SKUPINAH BOLNIKOV

Shizocite skladno s priporocili ICSH smo dolocali pri 272 vzorcih preiskovancev. V naso
raziskavo smo vkljucili tri glavne skupine, ki smo jih lo€ili na preiskovance s pretezno
hematoloskim obolenjem, skupino novorojenckov ter skupino otrok (Slika 28).
Preiskovance smo vkljucili, ¢e so se pojavila opozorila na FRC oziroma je bila njihova

dolocitev vnaprej narocena s strani zdravnika.

33; 12%

M Otroci

|

‘ 179; 66%

B Novorojencki

Bolniki s krvnimi
boleznimi

Slika 28: Stevilo vzorcev glede na skupine preiskovancev (N=272).
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Seznam okrajSav: TTP - tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura, ANEMIJE (avtoimunska hemoliticna
anemija, sideropeni¢na anemija, hemoliticna anemija), LIMFOPROLIFERATIVNE BOLEZNI (kroni¢na
limfati¢na levkemija, disemeniran plazmocitom, dlkastoceli¢na levkemija), MDS - MIELODISPLASTICNI
SINDROM (esencialna trombocitemija, citopenija), MPB — MIELOPROLIFERATIVNE BOLEZNI ( prava
policitemija), KML - kroni¢na mieloi¢na levkemija, NEFRO (nefrotski sindrom)

Slika 29: Stevilo vzorcev glede na diagnozo pri skupini bolnikov s preteZzno hematoloskim
obolenjem (N=179).

V skupini novorojenckov smo imeli 60 vzorcev. Med njimi je bilo 10 taksnih, pri katerih
preparati tehni¢no niso bili ustrezni za vrednotenje shizocitov. V skupini otrok smo imeli
33 krvnih razmazov. Med njimi so bili 3 preparati tehni¢no neustrezni za vrednotenje
shizocitov. Pri skupini hematoloskih pacientov so bili vsi preparati primerni za
vrednotenje. Najvi§ja vrednost mediane je bila pri skupini novorojenckov, ki je znasala
nedonoSenckih, kjer je mediana znasala 1,7% (0,90-2,45%). Shizociti so pri nedonosenckih

prisotni ob rojstvu, zato je okvirni referenéni interval zanje med 4,9-5,5% (7).

Preglednica 1X: Delez shizocitov pri treh skupinah preiskovancev.

Mediana Min Max 95%
(%) (%) (%) interval
Novorojenci 085 0.10 38 0,89-1.42
(N=50)
Otroci 0,65 0.1 4 0,60-1.34
(N=30)
Hematoloski
bolniki 07 0 26.0 1.34-2.42
(N=179)
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4.6.1 Dolocanje fragmentiranih eritrocitov pri skupini bolnikov s TTP

Podrobno smo primerjali shizocite dolo¢ene z rutinsko metodo in novo metodo (po
priporo¢ilih ICSH), pri preiskovancih z napotno diagnozo TTP. V raziskavo so bili
vkljuceni Stirje pacienti s potrjeno diagnozo TTP. Pri vseh 4-ih pacientih smo dnevno
spremljali delez shizocitov. Ovrednotili smo 24 preparatov z obema metodama
(Preglednica X). Opazen je bil trend padanja deleza shizocitov, isto¢asno pa je Steviléna

koncentracija trombocitov naras¢ala po terapiji s plazmaferezo (Priloga I, slika 30).

Preglednica X: Delez shizocitov pri preiskovancih v s TTP dolo¢en z obema metodama

(N=24).

(o)
Mediana Min Izg/a; in?t:real
(%) (%) ° :
zaupanja
REMELE 2,85 0.2 127 1,10-3.98
metoda
Nova 3.45 0.3 26,0 1,04-8.07
metoda

Spodnja slika 30 prikazuje spremljanje deleza shizocitov in S$teviléne koncentracije
trombocitov med zdravljenjem bolnikov s TTP s plazmaferezami. Na sliki je vidna razlika
v krivuljah med rutinsko in novo metodo. Pri novi metodi je viden trend padanja deleza
shizocitov, medtem ko pri rutinski metodi ni tako opazen.

Sklepamo lahko, da z novo metodo lahko bolj natanéno dolo¢imo delez shizocitov, zato je
bolj primerna za spremljanje deleza shizocitov med zdravljenjem. Rezultati shizocitov
doloceni z novo metodo zelo dobro prikazujejo dinamiko bolezni, kar je lahko v pomo¢

zdravniku hematologu med zdravljenjem.

Slika 30A prikazuje primer bolnice z novo odkrito TTP. Ko je prisla na pregled k
specialistu hematologu, je bila vrednost shizocitov 12,9% in trombocitov 9 x 10%/L. Priceli
so zdravljenje s plazmaferezami in kortikosteroidi. Po 4-ih dneh je vrednost trombocitov
narastla na 173 x 10%/L delez shizocitov je bil 3,6%. Ker so se po 3-eh dneh trombociti
znizali na 18 x 10%L, je bilo potrebno povecati stevilo plazmaferez na dvakrat dnevno. Po
Sestih dneh so trombociti narastli na 177 x 10%L, delez shizocitov je bil 4,4%. V nadaljnjih
4-ih dneh je prejemala zdravila, vrednost trombocitov je narastla na 265 x 10%/L, delez

shizocitov je padel na 1,6% in bolnica je bila odpuscena iz bolnisnice.
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Slika 30B prikazuje primer pacienta ob 3. zagonu bolezni. Gospod je imel ob prvem
merjenju 22 x 10%L trombocitov, deleZ shizocitov pa 26,0%. Priceli so zdravljenje s
plazmaferezo in visoko koncentracijo kortikosteroidov. Enkrat dnevno Sest dni zapored so
izvajali plazmaferezo, da so trombociti narastli na 292 x 10%/L, deleZ shizocitov pa je padel
na 18,8%. Do konca zdravljenja je bolnik prejel 10 plazmaferez, delez shizocitov je padel

pod 10,0%, §teviléna koncentracija trombocitov pa porastla na 422 x 10%/L.

300 14 500 30
= 250 +— - 12 = 400 22— | 25
-)? - 10 < g’ <
S 200 X ) - 20 &
g R ¥ -8 g | 300 z
£ 150 f ] = - 15 g
8 N -6 8 8 200 - T8
2 100 1 fip DI 0§
o o
= 50 - o W ) = 100 5
0 1 T T T T T 0 O T T T T T O
Zaporedje meritev Zaporedje meritev
A B

Slika 30: Spremljanje Steviléne koncentracije trombocitov (modra) in delez shizocitov z
rutinsko metodo (rdeca) ter z novo metodo (zelena) pri bolnikih s TTP zdravljenih s
plazmaferezami. A) Bolnica 1A- 6A. B) Bolnik 1B- 6B (Priloga I, Preglednica XII1).

4.6.2 Dolocitev mejne vrednosti za delez shizocitov pri bolnikih s TTP

S pomocjo ROC krivulje lahko lo¢imo bolnike od zdravih preiskovancev. ROC krivuljo
lahko uporabljamo za primerjavo diagnosti¢ne ucinkovitosti dveh ali ve¢ diagnosti¢nih
testov (40, 41). Z ROC- analizo smo zeleli postaviti mejno vrednost, pri kateri bi dosegli
najboljSo diagnosti¢no obcutljivost ter diagnosti¢no specifi¢nost. Na§ namen je bil dolociti
mejne vrednosti za delez shizocitov, pri katerem bi pri preiskovancih z najvecjo

verjetnostjo sumili na TTP.

S pomocjo povrsine pod krivuljo (AUC) lahko dolo¢imo diagnosti¢no zanesljivost testa.
Vecja kot je AUC, boljsa je uporabnost testa (40, 41):

0,90-1 = izvrsten test

0,80-0,90 = dober test

47



Magistrska naloga Lidija PusSnik

0,70-0,80 = srednje dober test
0,60-0,70 = slabsi test

Zanimalo nas je, katera je mejna vrednost dolocena mikroskopsko z novo metodo, pri
kateri bi lahko sklepali, da gre najverjetneje za TTP. V spodnji preglednici XI so zbrane
mejne vrednosti za parameter FRC ter shizocite. AUC, obcutljivost ter specificnost so
izraGunane za analizator ter za mikroskopsko dolocitev z novo metodo. ROC krivulja pri
mejni vrednosti 1,1% shizocitov za mikroskopsko oceno je pokazala statisti¢no znacilno
vi§jo diagnosti¢no zanesljivost meritev. Pri mejni vrednosti >1,1%, smo dobili specifi¢nost
75,7% in obcutljivost 96,1%. Povrsina pod krivuljo je znasala 0,909, kar pomeni, da je test
izvrsten (Slika 31A). Delez shizocitov v razmazu krvi nad 1,1% torej zanesljivo kaze na
TTP.

Mejna vrednost za FRC je bila <0,49%, specificnost 67,1% ter obcutljivost 61,5%, AUC
pa 0,648 (Slika 31B). Dolocitev parametra FRC na analizatorju nima pomembne klini¢ne
vrednosti, test je glede na vrednost AUC slab.

Shizocit (%)-nova metoda FRC% (Analizator)

0 1 1 1 1 1 o 1 1 1 1 1
[¢] 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100-Specificnost 100-Specif inost

Slika 31: ROC krivulja za zaznavanje TTP. A) Mejna vrednost za TTP pri mikroskopski
doloc¢itvi shizocitov. B) Mejna vrednost za parameter FRC (N=179).
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Preglednica XI: Dolocitev mejnih vrednosti za FRC in shizocite.

Mejna vrednost AUC Obcutljivost Specifi¢nost
(%) () (%) (%)
Mikroskop- >1,1 0,909 96,1 75,7
nova metoda
Analizator <0,49 0,669 66,67 67,41

(FRC)

V Studijah, ki so bile narejene za analizatorja ADVIA in Sysmex, so s pomoc¢jo ROC
krivulje dolocili mejno vrednost za analizator, kjer je zelo verjetno, da so shizociti prisotni
v razmazu krvi. Mejna vrednost za patoloski vzorec za parameter FRC je bila dolo¢ena
>0,5%. Za analizator Sysmex so dolo¢ili mejno vrednost za parameter FRC 0,5%, AUC je
znaSala 0,78, diagnosti¢na obcutljivost 95% in negativna napovedna vrednost 99%. Tudi
smernice navajajo, da je mejna vrednost za parameter FRC >1%, kjer je shizocite potrebno
dolo¢iti v razmazu krvi. Mi smo dolocili mejno vrednost za parameter FRC na analizatorju
>0,49%. Ker je specificnost nizka, bi bilo smiselno vkljuciti Se parameter HIPO-He, da bi
zvisali diagnosti¢no specifi¢nost parametra FRC in hkrati znizali delez lazno pozitivnih

rezultatov (17).
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5. ZAKLJUCEK

. Uvedli smo doloc¢anje shizocitov v skladu s priporo¢ili ICSH. Pri tem smo ugotovili, da je
kljucna predhodna ocena ustreznosti kakovosti preparatov ter izloCitev vzorcev s

poikilocitozo. Najbolj tezavno je vrednotenje vzorcev s Stevilnimi mikrosferociti.

Ugotovili smo odli¢no ujemanje med rutinsko in novo metodo skladno s priporocili ICSH
(r=0,79). Ugotovili smo, da so vrednosti shizocitov pri mikroskopski dolocitvi z novo
metodo za 0,8% vi§je od vrednosti, dolo¢enimi z rutinsko metodo. Ponovljivost

mikroskopskega dolo¢anja shizocitov je bila bolj$a z novo metodo.

Ugotovili smo, da ima raziskovalni parameter FRC 95% obcutljivost in 95% negativno
napovedno vrednost. Le 4% vzorcev je bilo lazno negativnih, kar pomeni, da lahko
parameter FRC uporabljamo pri odlocanju za mikroskopski pregled krvnega razmaza.
Njegova vrednost pa ima majhno uporabnost, ker je pri nizkih vrednostih shizocitov

precenjena, pri visokih pa podcenjena.

Delez FRC je bil za 1,5% vecji kot delez shizocitov pri rutinski mikroskopski dolo¢itvi,
oziroma za 0,6% vecji od rezultatov dobljenih z metodo po priporo¢ilih ICSH. Vrednosti

parametra FRC bolje korelirajo z deleZem shizocitov dolocenim z novo metodo.

. Delez shizocitov smo dolocali v skupini bolnikov s preteZzno hematoloskimi in nekaterimi
drugimi obolenji ter v skupini otrok in novorojenc¢kov. Najvi§ja vrednost deleZa shizocitov
v skupini otrok je bila 4,0%, v skupini novorojenckov 3,8%, v skupini bolnikov s pretezno

hematoloskim obolenjem pa 26,0% pri bolniku s TTP.

Za postavitev mejne vrednosti pri preiskovancih s TTP smo ugotovili, da je klini¢no
pomembna mejna vrednost >1,1% shizocitov, kar je blizu literaturnim navedbam (1%).
Mejna vrednost za analizator >0,49%, a ima slabo diagnosti¢no vrednost. Da bi povecali
specifi¢nost parametra FRC, bi bilo smiselno upostevati parameter 1,1%<HIPO-HE<5,2%.
Nova metoda je zelo primerna tudi za spremljanje kinetike deleza shizocitov med

zdravljenjem bolnika.
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PRILOGA |

Preglednica XII: Rezultati doloCitve shizocitov s hematoloskim analizatorjem ter
mikroskopsko dolocitvijo z rutinsko in novo metodo pri preiskovancih v skupini
hematoloskih bolnikov.

ZAPOREDNA FRCO6A MCV | RDW | TROMBOCITI | SHIZOCITI (%)- | SHIZOCITI(%) - HIPO-

STEVILKA (fL) (%) (10*9/L) rutinska metoda nova metoda He
1 9,42 113,1 17,7 244 0,6 11 0,9
2 0,01 97,9 15,9 138 0 0 0,3
3 0,64 88,6 14,5 73 0,2 05 0,3
4 0,02 95,9 21,7 34 0 0 09
5 0,47 101,9 17,3 159 29 38 04
6 0,00 92,4 14,1 88 0 0 21
7 0,01 103,1 14,6 146 0 0 54
8 3,64 103,2 17,7 152 0 05 12
9 1,74 99,4 NP 139 01 0,1 05
10 2,09 91,9 17,2 54 0 07 17,4
11 13,62 100 24,9 643 0,8 0,9 185
12 2,83 89,1 18,6 2 0 0,1 .7
13 0,12 96,5 11,9 248 0 03 6,6
14 1,97 87,7 20,6 119 0 05 10,2
15 0 93,4 115 230 0 0,2 8,6
16 5,51 86,3 19,6 716 0 0,3 17,2
17 0,55 55,3 27,1 1093 0 1,1 23,8
18 4,39 82,2 18,9 41 1,1 2,2 0,7
19 3,88 85 13,8 27 0 03 3.9
20 8,53 81,8 26,2 157 03 0,2 08
21 5,61 93,1 17,6 7 0,2 0 2,7
22 2 85,4 24,6 223 0,8 1,6 29
23 0,06 102,8 15,7 146 0 0,3 4.2
24 3,24 82,9 19 160 15 1,2 39
25 4,82 82,1 19,9 339 0 01 4
26 0,54 89,3 14 53 15 0,2 69,6
27 5,05 71 21,1 697 0,2 04 36,8
28 0,07 96 14 282 2,2 38 338
29 0,00 95,1 13,6 359 1,1 29 0,2
30 0,13 91,3 13,9 3 0,9 15 35
31 0,00 94,6 13 216 1,3 1,3 0,2
32 0,00 94,3 12,6 161 1,1 1,8 15
33 0,00 104 21,6 320 0 05 13,2
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34 0,00 95 12,4 191 0,2 03 66,9
35 0,00 94,4 12,1 348 0,2 2 60,6
36 0,05 93,1 14,8 138 0,2 08 77,7
37 0,01 935 15,3 139 0,2 04 0,1
38 0,06 94,8 15,7 131 0,2 038 0,7
39 0,04 102,9 14,3 285 0 01 56,3
40 0,25 102,4 15,6 214 0 0,2 245
41 0,04 94,5 15,4 85 0,2 08 2,5
42 0,02 92,4 14,9 123 04 05 41
43 0,02 96,4 16,5 89 0,2 08 34
44 0,43 97,6 175 39 2,9 6,8 31
45 0,02 98,1 16,6 161 0,2 0,2 35
46 04 81,5 14,1 10 06 1 3,8
47 0,07 96,6 14,9 48 05 09 3.4
48 4,46 70,2 175 349 0,1 03 56,6
49 1,08 88,2 16,9 9 45 12,9 11,2
50 8,14 83,5 23,2 987 13 0,6 038
51 8,84 88 25 168 3.8 44 0,3
52 6,68 87,5 155 168 0,2 03 40,3
53 4,86 81 18,6 112 24 2,8 0,5
54 0,25 59,8 23,9 725 1,7 2,2 15,3
55 2,23 105,5 26,8 74 2,2 31 8
56 1 89,5 18 213 03 11 8,1
57 9,87 83,9 19,9 338 0,4 0,7 2,6
58 8,2 80,5 15,1 325 04 06 0,3
59 0,49 97,1 18,3 173 0,7 3,6 105
60 7,04 86,4 243 105 32 3 79
61 0,47 95 18,8 15 29 6,5 01
62 7,76 84,7 18,3 58 13 1,1 02
63 0 86,4 11,9 162 0 01 0,2
64 0,28 87,8 14 34 0,7 11 0,2
65 2,26 81,9 17,2 80 0 0,2 0,2
66 0 87,6 11,9 1 0 01 0,3
67 0,45 84,2 15,7 110 0 0,2 01
68 0 91,1 13 80 0 0 04
69 0,61 89,4 14,2 306 0,5 0,5 6.8
70 2,26 84,5 24,4 250 0,7 1,2 54
71 1,23 62,5 22 223 1,3 1,3 2,8
72 2,51 86,7 NP 193 01 09 36,3
73 411 83,4 20,5 26 2,1 1,4 85,2
74 0,2 96,4 17,9 177 31 4.4 36,1
75 0,7 93 19,9 430 0 0,2 40,3
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76 0,04 96,1 17,7 244 2,9 33 8,4
77 0,06 89,7 17,2 13 0 0,2 11
78 3,09 83,8 21 66 31 52 1
79 0,17 118,4 173 148 0 04 0,1
80 0,17 96,6 17,8 265 2,8 1,6 0,2
81 4,17 80 19,6 5 11 1,4 0,2
82 1,25 89,7 11,9 85 08 11 0,6
83 0,33 85,4 14,8 230 0 05 0,6
84 0 87,8 12,2 280 0 0,2 27,2
85 4,99 67.8 19,7 364 03 1,2 1
86 0,29 62,4 19,2 286 03 3 56,7
87 0 106,2 17,9 139 0 0 18
88 57 81 16,8 260 0 06 5
89 0 100,7 14,7 332 0 06 135
90 5,41 80,8 229 170 3 34 838
91 0,14 86,4 16,5 38 0,1 0,1 81
92 3,84 84,4 22,6 68 38 6 32
93 0,8 66,5 20,4 298 0,2 09 1
94 1,64 69,6 22,9 366 0,2 0,4 2
95 43 92,3 15,4 100 09 1,9 8,9
96 4,67 92 20,4 290 0,1 0,4 09
97 4,15 85,3 21,2 282 0,1 0,9 12,5
98 0,28 58,3 27,8 464 0 0,3 153
99 2,62 85 14,5 24 0,3 1,7 14
100 5,04 80,1 19,5 82 0,2 09 3
101 3,58 119,3 20,9 98 05 2,9 0,6
102 6,53 87,7 26,2 46 0,2 2,4 0,7
103 0,11 90,5 13,5 225 0 0 01
104 5,73 87,1 24,7 312 0,1 0,9 02
105 11,09 86,7 20,6 164 6,7 7,6 06
106 8,78 90,8 22,4 1619 0,7 1 0,3
107 4,34 70,1 20,2 255 0 06 0,2
108 12,24 90,6 25,6 30 49 5,7 19,8
109 0,2 85,1 16,8 296 0,2 1,1 0,7
110 4,32 81,7 19,9 208 0 0,2 0,2
111 3,12 72,6 17,9 247 0,1 13 01
112 0,92 91,7 14,8 175 03 0,4 0,4
113 5,37 91,3 27,8 54 03 0,7 29
114 2,55 79,7 18,9 474 01 06 8,3
115 0,29 90,5 14,4 38 0,4 3.2 03
116 47 94,5 14,2 343 0 0,7 6,9
117 1,42 63,2 27,3 272 0,3 18 03
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118 5,15 85 215 58 1,9 2,2 0,4
119 4,55 80,2 20 127 01 0,2 0,3
120 3,74 82,4 19,4 442 0 0,1 05
121 0,19 89,1 17,6 34 01 05 0,3
122 2,64 81,1 173 20 13 18 0,3
123 1,31 90,7 173 129 09 09 0,3
124 0 97,6 15,6 97 0 0 0,7
125 0,32 109,1 16,7 124 0 0,2 11,9
126 1,52 65,5 16,9 237 0,6 13 3,7
127 0,77 60,6 19,9 264 0,2 1 232
128 0,62 96,4 15,7 46 07 09 46
129 0,19 54,7 22,2 505 0 58 143
130 4,06 86,1 13,4 78 0 0,4 52,5
131 6,24 82,1 22,2 426 0 1,5 90,9
132 0,80 72,4 NP 675 0,4 05 5
133 5,19 80,7 22,5 129 2 2,2 24
134 0,00 92,2 17,1 402 0,2 0,4 8,2
135 0,09 92,2 17,1 402 0 0,1 74
136 6,65 925 234 226 05 06 0,4
137 2,77 75 NP 220 0,1 06 10,2
138 3,94 90,1 19,9 31 06 09 0,2
139 3,93 81 22,5 333 0,1 0,7 03
140 6,21 83,4 19,4 271 0,2 2 10,4
141 7,26 81,8 13,9 132 0,1 1 03
142 2,17 69,8 26,3 180 0,1 05 2,1
143 6,62 79,3 27,4 333 05 1,1 25,9
144 0,13 105,5 17 66 0 02 0,6
145 0,00 92,5 15,6 194 0 08 17
146 1,76 81,1 16,9 37 25 34 29
147 7,61 82,4 18,5 13 0,1 0,2 22,5
148 4,14 89,5 17,9 17 0,2 1 23,2
149 2,81 80,5 18,9 36 4.2 11,4 45,4
150 3,70 82,4 14,5 50 0 1,1 14
151 0,25 58 27,9 406 0,1 0,1 19
152 1,75 70,2 26,5 287 0,4 0,6 038
153 8,27 91,9 24,7 260 0,9 19 1
154 1,84 82,8 17,2 50 01 0,2 0,7
155 4,14 75 28,8 550 038 1,2 12
156 5,99 82,2 18,9 25 0 03 9,1
157 1,74 90,2 17,1 32 0,2 0,5 01
158 0,00 84,1 13,1 104 0 0 85
159 1,29 96,9 14,4 67 0 0,4 5,7
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160 0 89,6 15,3 36 0 01 0,2
161 0,52 84,1 17,2 19 09 18 0,1
162 0,05 90,2 15,1 448 0,2 0,2 22,1
163 0,02 102 18,2 236 0 01 5,6
164 0,00 85,8 13,3 373 01 05 54
165 7,07 92,4 275 45 44 5,5 46
166 1,85 82,9 23,1 196 0 0 4,7
167 0,48 935 18,4 78 01 0,2 8
168 0,15 92,7 14 12 0,1 0,2 03
169 5,08 83,1 16 223 05 08 9,8
170 0,99 94,5 15,7 72 0 0 8,1
171 0,01 98,2 14,6 216 0 0,2 2,6
172 0,00 102,8 13,8 57 0 0,2 22,3
173 0,03 86,2 13 227 0,4 06 0,3
174 331 84,4 17,2 22 10,7 26 36,4
175 2,94 83,4 18,3 87 12,7 20,6 14
176 2,29 86,2 17,1 292 11,7 18,8 01
177 2,34 86,6 16,8 344 11,2 16,7 357
178 1,74 86,6 17 423 115 15 0,4
179 1,48 88 17,2 422 10 12,7 18
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Preglednica XIII: Rezultati dolocitve shizocitov s hematoloskim analizatorjem ter
mikroskopsko dolocitvijo z rutinsko in novo metodo pri preiskovancih z diagnozo TTP.

ZAPOREDNA FRC% (A) TROMBOCITI SHIZOCITI (%)- SHIZOCITI (%)-
STEVILKA. (10*9/L) rutinska metoda nova metoda
la 1,08 9 45 12,9
2a 0,49 173 0,7 36
3a 0,47 15 2,9 6,5
4a 0,2 177 3,1 44
5a 0,04 244 2,9 3,3
6a 0,17 265 28 16
1b 3,31 22 10,7 26
2b 2,94 87 12,7 20,6
3b 2,29 292 11,7 18,8
4b 2,34 344 11,2 16,7
5b 1,74 423 11,5 15
6b 1,48 422 10 12,7
1c 0,07 282 2,2 3,8
2c 0,00 359 11 2,9
3c 0,00 216 13 13
4c 0,00 161 1,1 1,8
5c 0,00 191 0,2 0,3
6c 0,00 348 0,2 2
1d 8,84 168 3,8 4,4
2d 7,04 105 3,2 3
3d 411 26 2,1 1,4
4d 4,17 5 1,1 1,4
5d 5,37 54 0,3 0,7
6d 6,53 46 0,2 2,4
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Preglednica XIV: Rezultati dolocitve shizocitov s hematoloskim analizatorjem ter

mikroskopsko dolocitvijo z novo metodo pri preiskovancih v skupini otrok.

ZAPOREDNA MCV RDW TROMBOCITI SHIZOCITI (%)-
STEVILKA (fL) (%) (10%9/L) nova metoda
1 94,4 23,6 134 NP
2 93,5 20,1 329 0,2
3 82,9 13,4 273 0,5
4 82,7 13,3 288 0,2
5 82,1 20,4 305 1,1
6 100 17,6 158 15
7 83,6 13,9 459 0,7
8 107,6 16 133 0,6
9 95 20,1 61 0,1
10 57,7 21,2 605 15
11 54,8 18,3 255 11
12 92,1 14,9 375 1,2
13 101,3 19,5 218 0,8
14 101,7 30,4 76 0,6
15 78,5 26,7 524 NP
16 89,2 17,5 334 0,6
17 72,6 18,5 802 0,4
18 88,5 21,8 396 1,2
19 61,8 27,7 409 0,2
20 98,7 17,2 466 1,6
21 84,3 14,6 167 1,1
22 74,8 26,4 337 4
23 50,9 21,4 259 2,7
24 90,9 15,5 509 0,4
25 83,8 14,4 177 NP
26 101 135 172 1,1
27 83,6 14,6 193 0,2
28 88,7 17,1 209 0,2
29 74,7 25,8 212 3,8
30 98 23,6 378 0,2
31 84,5 14,6 197 0,8
32 50,9 21,6 289 0,4
33 84,3 18,7 377 0,2
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Preglednica XV: Rezultati doloc¢itve shizocitov s hematoloskim analizatorjem ter
mikroskopsko dolocitvijo z novo metodo pri preiskovancih v skupini novorojenckov.

ZAPOREDNA MCV RDW TROMBOCITI SHIZOCITI(%0)-
STEVILKA (FI) (%) (10*9/L) nova metoda
1 126,1 19,8 112 0
2 113 17,1 377 0,8
3 107,5 17,3 252 NP
4 117,3 16,8 237 NP
5 119,1 22,8 78 18
6 113,2 23,6 50 3,6
7 129,6 15,9 175 0,7
8 128 16,4 163 0,6
9 116,2 16,5 68 NP
10 118,3 16,4 170 1,1
11 110,8 191 191 0,1
12 118,6 16 53 17
13 120,4 20,9 201 0,7
14 104,9 16,4 294 14
15 114,9 16,8 233 0,8
16 126,9 18,6 207 NP
17 117,3 19,3 141 0,5
18 102,4 163 163 1
19 113 14,6 78 0,2
20 110,2 18,4 290 2,2
21 1115 14,4 80 0,7
22 117,2 15,2 248 1,7
23 103,4 21,1 112 NP
24 114,8 16,1 214 0,5
25 105,5 16,5 332 0,2
26 107,3 18,7 262 1,1
27 108,8 19,3 291 1
28 115,9 17,6 309 0,7
29 123,3 16,1 103 04
30 126,2 17,1 99 1
31 127 17 95 0,9
32 105,7 16,4 188 NP
33 96,5 19,4 317 0,3
34 120,2 17 73 NP
35 112,9 15,7 150 0,5
36 132,8 18,7 307 0,4
37 118,6 17,9 239 0,5
38 126,2 17,7 97 NP
39 124,7 18,1 108 0,6
40 109,5 16,9 325 15
41 112,2 17,6 209 1,9
42 103,7 280 280 2,9
43 129,8 18,7 184 1
44 112,9 18 262 NP
45 1245 16,7 134 NP
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46 1053 171 225 13
47 109,9 191 235 08
48 1134 16,8 181 19
49 116,6 173 228 05
50 94,4 159 294 32
51 105,7 NP 11 13
52 106,3 284 11 14
53 59,9 18 355 07
54 1058 NP 8 38
55 106,3 259 7 38
56 95,7 191 362 09
57 1028 22,7 7 13
58 1004 19 207 03
59 90,8 26,2 366 06
60 97,4 223 260 06
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