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1. UvOD
1.1. Sedimentacija eritrocita

Sedimentacija eritrocita proces je razdvajanja stani¢nog od plazmatskog dijela krvi na nacin da
se eritrociti spustaju na dno epruvete. Odvija se u tri faze, a zapocinje unutar prvih pet do deset
minuta stvaranjem nakupina eritrocita u obliku nov¢i¢a naslaganih jedan na drugi, tzv.
rouleaux formacija. Nakon agregacijske faze, slijedi klju¢na faza koja odreduje brzinu
cjelokupnog procesa - sedimentacijska faza u kojoj eritrociti formiraju agregate te se izdvajaju
iz otopine (Kovac, 1990). Posljednja faza, faza pakiranja, podrazumijeva pakiranje eritrocitnih

agregata jedan do drugoga na dnu epruvete.

Eritrociti u svojoj membrani imaju sijalinsku kiselinu zbog koje su negativno nabijeni i
medusobno se odbijaju. Odbijanje eritrocita u ravnotezi je s njihovim privlaéenjem pod
utjecajem van der Waalsovih elektrodinamickih sila, ¢ime se odrzava homeostaza krvi,
odnosno njena homogenost. Stoga, promjene u sedimentaciji eritrocita ukazuju na promjenu
ravnoteze gravitacijskih, elektrostatskih i viskoznih sila medu sastojcima krvi (Kova¢, 1990).
U in vitro uvjetima, eritrociti agregiraju zbog veée gustoc¢e u odnosu na plazmu. Nadalje,
povecane koncentracije proteina velike molekularne mase, primarno proteina akutne faze (C-
reaktivni protein, fibrinogen, a- i y-globulini, antitripsin, haptoglobin, proteini komplementa,
plazminogen), dovode do smanjenja ukupnog negativnog naboja membrane eritrocita (zeta
potencijala, gré. {) ¢ime se smanjuje odbijanje, odnosno udaljenost eritrocita 1 ubrzava proces
sedimentacije. Budu¢i da se dominantno radi o proteinima ¢ije se koncentracije u plazmi
povecavaju u prisutnosti upalnih procesa, odredivanje brzine sedimentacije eritrocita koristi se
upravo pri sumnji na njihovu prisutnost. S druge strane, proteini male molekularne mase, kao
Sto su hemoglobin i albumin, osim ako nisu polimerizirali, ne¢e potaknuti agregaciju eritrocita.
Nadalje, polisaharidi i sintetski polimeri, ovisno o stupnju polimeriziranosti te molekularnoj
masi, u razli¢itoj mjeri mogu pozitivno utjecati na agregaciju eritrocita, povecavajuci brzinu
njihove sedimentacije (Armstrong i sur., 2004). Sedimentacija ovisi i o drugim ¢imbenicima,
kao Sto su veli¢ina 1 oblik eritrocita, ali 1 0 njthovom broju. Na primjer, makrociti ¢e brze
sedimentirati u odnosu na mikrocite, ali i u odnosu na poikilocite buduc¢i da poikilociti, zbog
neobiéne strukture, nisu u moguénosti stvarati rouleaux formacije. Ovisnost sedimentacije
eritrocita o njihovom broju obrnuto je proporcionalna, odnosno, $to je veci broj eritrocita,

brzina se smanjuje i obrnuto (McKenzie i sur., 2014).



1.2. Patofiziologija i klini¢ki zna¢aj sedimentacije eritrocita

John Hunter (1728.-1793.), britanski Kirurg, prvi primje¢uje promjenu sedimentacije eritrocita
u prisutnosti bolesti (Tishkowski i Gupta, 2022). No, smatra se da je poljski lije¢nik Edmund
Faustyn Biernacki (1866.-1911.) krajem 19. stoljeca otkrio njenu klinicku znac¢ajnost. Jedna je
od njegovih najvaznijih spoznaja da brzina sedimentacije eritrocita ovisi 0 koncentraciji
plazmatskog fibrinogena, odnosno da je u febrilnim bolestima, uklju¢uju¢i reumatsku
groznicu, s visokim koncentracijama fibrinogena brzina sedimentacije povecana. Svedski
hematolog Robert Sanno Fahraeus (1888.-1968.) uocio je porast brzine sedimentacije eritrocita
u trudno¢i te predvidio odredivanje brzine sedimentacije eritrocita u svrhu dokazivanja
trudnoce (Grzybowski, 2011).

Referentni intervali za brzinu sedimentacije eritrocita ovisni su 0 dobi i spolu. Za stanovnike
Republike Hrvatske vrijede harmonizirane referentne vrijednosti Hrvatske komore
medicinskih biokemi¢ara (HKMB) iz dokumenta Harmonizacija laboratorijskih nalaza u
podrucju opcée, specijalne i visokodiferentne medicinske biokemije, a prikazani su u Tablici 1

(Stavljeni¢ Rukavina i Cvori§éec, ured., 2007).

Tablica 1. Referentni intervali za brzinu sedimentacije eritrocita

spol dob referentni interval mjerna jedinica

muski, zenski 1d.-7g. 0-20

muski 8-14 g. 2-21

muski 15-19 g. 2-12

mugki 20-50 g. 2-13

muski >50 g. 3-23 mm/3,6 ks

zenski 8-19 ¢g. 2-20

Zenski 20-50 g. 4-24

zenski >50 g. 5-28

Promjena brzine sedimentacije eritrocita ukazuje na prisutnost akutne ili kroni¢ne upale i/ili
tkivnog ostecenja. Zbog svoje nespecificnosti ova se pretraga koristi u kombinaciji s drugim
testovima za otkrivanje/pracenje upalne aktivnosti uzrokovane autoimunim bolestima,
infekcijama ili tumorima. Brzina sedimentacije eritrocita veca je kod Zena nego kod muskaraca
uglavnom zbog manje koncentracije hemoglobina kod Zzena, odnosno zbog povecane

koncentracije fibrinogena (https://microbiologie-clinique.com/sedimentation-rate-esr.html).
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Takoder, starenjem, utjecajem stresa i povecanjem tjelesne temperature dolazi do njenog
porasta (Tishkowski i Gupta, 2022; Kovac, 1990). Osim u trudno¢i, akutnim i kroni¢nim
infekcijama, tumorima  (multipli  mijelom, Hodgkinov limfom, Waldenstromova
makroglobulinemija) i autoimunim bolestima (reumatodini artritis, sistemski eritemski lupus,
sistemski vaskulitis), do porasta brzine sedimentacije eritrocita moze doé¢i i kod akutnog
koronarnog sindroma, osteomijelitisa, bolesti $titne Zlijezde i bubrega te anemije (Tishkowski
I Gupta, 2022; McKenzie i sur., 2014). | druga klinicka stanja koja imaju proupalni ucinak, kao
Sto su pretilost i metabolicki sindrom, mogu povecati brzinu sedimentacije eritrocita. Takoder,
prekomjerna i kroni¢na konzumacija alkohola ima proupalno djelovanje, tako da brzina
sedimentacije moze biti povecana i kod osoba s alkoholnom bolesti jetre (Alende-Castro i sur.,

2019).

Osim porasta brzine sedimentacije eritrocita, postoje ¢imbenici koji dovode do njenog
smanjenja. Povecan broj crvenih krvnih stanica u policitemiji rubri veri povecava viskoznost
krvi te otezava spustanje rouleaux formacija na dno epruvete i na taj na¢in dovodi do smanjenja
brzine sedimentacije (Tishkowski i Gupta, 2022). Hereditarna sferocitoza i anemija srpastih
stanica takoder su stanja u kojima ¢e, zbog promijenjenog oblika eritrocita i otezanog stvaranja
rouleaux formacija, biti usporena sedimentacija. Smanjenje brzine sedimentacije eritrocita
takoder je prisutno i u patoloSkim stanjima pra¢enima hipofibrinogenemijom, buduci da je
fibrinogen jedan od proteina akutne faze koji ubrzava sedimentaciju. Tjelesna aktivnost ima
antiupalno djelovanje te negativno korelira s koncentracijom C-reaktivnog proteina, to jest
povecanjem tjelesne aktivnosti, njegova se koncentracija smanjuje, Sto dovodi do smanjenja
brzine sedimentacije eritrocita. Takoder, blaga do umjerena konzumacija alkohola povezana je
sa smanjenjem koncentracije C-reaktivnog proteina pa je brzina sedimentacije eritrocita
smanjena kod osoba koje konzumiraju vrlo malu koli¢inu alkohola (Alende-Castro i sur.,
2019).

Osim fizioloskih 1 patoloskih stanja koja dovode do promjene u brzini sedimentacije eritrocita,
brzina se moze mijenjati 1 pod utjecajem brojnih vanjskih 1 interferiraju¢ih ¢imbenika. Tako,
na primjer, poviSena sobna temperatura ili izravna izloZenost sun¢evim zrakama mogu dovesti
do povecanja brzine sedimentacije zbog smanjenja viskoznosti. IzloZenost uzoraka vibracijama
ili prisutnost mjehuric¢a u spremniku takoder moze povecati brzinu sedimentacije (Tishkowski

i Gupta, 2022).



Budu¢i da je promjena brzine sedimentacije eritrocita podlozna raznim fizioloskim 1
patofizioloskim utjecajima te ne daje podatke o uzroku ostecenja ili upale tkiva, ve¢ samo
upucuje na njihovu prisutnost, nedovoljno je specifi¢an test za postavljanje dijagnoze. Usprkos
tomu, i dalje je Cesta pretraga u sSvakodnevnom radu laboratorija te se danas odreduje kao jedan
od dijagnosti¢kih kriterija reumatodinih bolesti (reumatoidni artritis, polimialgija reumatika,
temporalni arteritis) kao i za pracenje terapije i odredenih upalnih poremecaja (Lapi¢ i sur.,
2019; Kratz i sur., 2017).

1.3. Metode odredivanja brzine sedimentacije eritrocita

Prilikom odredivanja brzine sedimentacije eritrocita, potrebno je zadovoljiti predanaliticke i
analiticke zahtjeve te se upoznati s ¢cimbenicima koji utjecu na rezultate mjerenja, kako bi se
osigurala pouzdanost rezultata. Na primjer, uzorak se mora analizirati unutar deklariranog
razdoblja stabilnosti uzorka (stabilnost uzorka je 6 sati na sobnoj temperaturi, 20-25 °C) zbog
mogucénosti promjene oblika eritrocita, Sto moze dovesti do smanjenja brzine njihove
sedimentacije. Zgrusani uzorci takoder nisu prikladni budu¢i da inhibiraju stvaranje rouleaux
formacija. Ikteri¢ni i hemoliti¢ni uzorci mijenjaju boju plazme i tako oteZavaju o€itanje razine

do koje su eritrociti sedimentirali (Tishkowski i Gupta, 2022).

Nekoliko je razli¢itih metoda mjerenja brzine sedimentacije eritrocita. Najstarija, ali ujedno do
danas i referentna metoda odredivanja je Westergren metoda. Novije metode ukljucuju razlicite
modifikacije Westergren metode. Do prije dvadesetak godina ova se pretraga izvodila
isklju¢ivo ru¢no, a u posljednje vrijeme su, zbog visestrukih prednosti, sve zastupljenije
poluautomatizirane i automatizirane metode, koje se temelje na modificiranoj Westergren
metodi, ali i na nekim novijim pristupima kao §to su centrifugiranje, kapilarna fotometrijsko-

kineti¢ka tehnologija i fotometrijska reologija.

Osnovne znacajke automatiziranth u odnosu na ruéne metode za odredivanje brzine

sedimentacije eritrocita prikazane su u Tablici 2.



Tablica 2. Usporedba automatiziranih i ru¢nih metoda za odredivanje brzine sedimentacije

eritrocita

AUTOMATIZIRANE METODE

RUCNE METODE

manji bioloski rizik
manji volumen uzorka
kraée vrijeme analize
manja mogucénost ljudske greske
manji utjecaj vanjskih ¢cimbenika
(temperatura, prasSina)
analiza uzorka u epruveti s
etilendiamintetraoctenom kiselinom
(EDTA) ili natrijevim citratom kao
antikoagulansom
upotreba zatvorenih sustava
manji troSak
moguénost povezivanja u laboratorijski
informacijski sustav/bolnicki informacijski

sustav

1.3.1. Westergren metoda

veci bioloski rizik
vedi volumen uzorka
dulje vrijeme analize
veca moguénost ljudske greske
veci utjecaj vanjskih ¢cimbenika

(temperatura, praSina)

analiza uzorka u epruveti s natrijevim

citratom kao antikoagulansom

upotreba zatvorenih i otvorenih sustava
vedi troSak
rucni unos podataka u laboratorijski
informacijski sustav/bolnicki informacijski

sustav

1921. godine §vedski internist Alf Vilhelm Albertsson Westergren (1891.-1968.) osmislio je
metodu za mjerenje brzine sedimentacije eritrocita. Test se jo§ naziva i Fahraeus-Westergren
(FW) test prema svedskom hematologu koji je sudjelovao u njegovom kreiranju, a danas je i
dalje vrlo cesto koriStena metoda (Tishkowski i Gupta, 2022). Prema smjernicama
Medunarodnog vije¢a za standardizaciju u hematologiji (engl. International Council for
Standardization in Haematology, ICSH) i Instituta za klinicke i laboratorijske standarde (engl.
Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) Westergren metoda zlatni je standard

(referentna metoda) za odredivanje brzine sedimentacije eritrocita (Kratz i sur., 2017).

Metoda se izvodi iz uzorka venske krvi uzorkovanog u epruvetu s 3,8%-tnim natrijevim

citratom kao antikoagulansom u omjeru krvi i antikoagulansa 5:1. Nakon pravilnog mijesanja



uzorka, u epruvetu se postavlja graduirana, standardizirana Westergren-Katzova cjev¢ica. Pod
utjecajem kapilarnih sila, krv se u cjevcici podize do oznake ,,0° na vrhu cjevcice. Epruvete se
postave okomito na odgovarajuci stalak, a tijekom 60 minuta eritrociti ¢e, pod utjecajem
gravitacijske sile, sedimentirati na dno epruvete te ¢e iznad njih ostati tekuéi dio krvi, odnosno
plazma. Nakon 60 minuta o¢itava Se razlika u milimetrima izmedu meniskusa plazme i vrha
stupca sedimentiranih eritrocita, $to odgovara brzini sedimentacije eritrocita koja se izrazava u

milimetrima po satu (mm/h) (Tishkowski i Gupta, 2022; McKenzie i sur., 2014).

1.3.2. Modificirane Westergren metode

Modificirane Westergren metode temelje se na Westergren metodi. Modifikacije metode
odnose se na vrijeme trajanja analize ili vrstu spremnika (volumen, antikoagulans). Ucestale
su u laboratorijskoj praksi, a osmisljene su s ciljem nadilazenja ograni¢enja koja ima referentna
metoda. Modificirane metode mjere pocetni korak sedimentacije eritrocita koji obuhvaca
stvaranje rouleaux formacija pa je trajanje analize krace. Vecina ih koristi mjerenje krace od
60 minuta, ali dobivene rezultate matematicki ekstrapolira na 60 minuta. Osim toga, mogu se
koristiti epruvete s EDTA antikoagulansom ¢ime se smanjuje ucinak razrjedenja natrijevim
citratom. Takoder, mogu se koristiti zatvoreni sustavi, tj. oni u kojima nije potrebno odcepiti
epruvetu, 1 manji volumeni krvi. Mogu se izvoditi ru¢no ili na automatskim analizatorima. lako
neke studije pokazuju odli¢nu korelaciju izmedu modificirane i Westergren metode te bolju
preciznost modificiranih metoda u odnosu na referentnu, razlicito su osjetljive na odredena

patofizioloska stanja (Shapkaitz i sur., 2018).



1.3.3. Automatizirane metode

Automatizirane metode postaju dostupne 1990-ih godina te su danas vrlo zastupljene u
laboratorijskoj praksi zbog sveprisutne potrebe za smanjenjem troSkova i povecanjem
sigurnosti pacijenata i zaposlenika. Automatizirani nacin odredivanja brzine sedimentacije
eritrocita omogucuje standardizaciju mjerenja — povecanjem tocnosti i reproducibilnosti
povecava se 1 pouzdanost rezultata, $to je vazno za donosenje odgovarajuce klinicke odluke za
pacijenta (Lapi¢ i sur., 2019; McKenzie i sur., 2014). U skladu s tim, ICSH i CLSI 2010. i
2011. godine izdaju nove preporuke prema kojima se svaka nova metoda ili uredaj prije
uvodenja u klini¢ku rutinu mora usporediti s referentnom Westergren metodom te da su klinicki
znacajni samo oni sustavi koji daju rezultate nakon 60 minuta ili su preracunati na 60 minuta.
Nadalje, proizvoda¢ima je preporuceno prilaganje podataka o pouzdanosti, to¢nosti, kalibraciji

I kontrolama (Kratz i sur., 2017).

Princip mjerenja automatskih analizatora moze se temeljiti na modificiranoj Westergren
metodi, ali i na nekim novijim pristupima kao §to su centrifugiranje, kapilarna fotometrijsko-
kineticka tehnologija i fotometrijska reologija. Analizator ESR STAT PLUS
(HemaTechnologies, Lebanon, NJ) koristi centrifugiranje uzorka krvi u epruveti s EDTA
antikoagulansom, nakon ¢ega nizom optickih ocitanja sucelja eritrocit-plazma odreduje brzinu
sedimentacije eritrocita. Uredaj iSED (Alcor Scientific, Smithfield, SAD) radi po principu
fotometrijske reologije; mjeri intenzitet transmitirane ili reflektirane svjetlosti, ovisan o veli¢ini
i broju eritrocita, u ovisnosti o vremenu tijekom sedimentacije eritrocita u uzorku (Baskurt i
Uyuklu, 2009). Nadalje, analizator Roller 20 LC (Alifax, Polverara, Italija) koristi kapilarnu
fotometrijsko-kineticku tehnologiju; nakon §to se mali volumen uzorka Krvi iz epruvete s
EDTA antikoagulansom stavi u cjevcicu, ubrzava se pomocu ,,kruga zaustavljenog protoka“ te
dolazi do sedimentacije eritrocita (Kratz i sur., 2017). Kod vecine analizatora rezultati se dobiju
nakon 20 do 30 minuta, ali se prerac¢unavaju te izrazavaju u mm/h. Neke metode ne mjere sve
faze sedimentacije eritrocita, nego na temelju pocetne faze stvaranja rouleaux formacija
izraCunavaju brzinu, stoga mogu biti prisutne razlike u rezultatima u odnosu na referentnu
metodu. Takoder, mogu imati razli¢itu osjetljivost na interferencije, anemiju i pojedine stadije
bolesti (Tashkowski, 2022; Kratz i sur., 2017; McKenzie i sur., 2014).



1.4. Verifikacija kvantitativnih metoda

Verifikacija je postupak provjere analitickih karakteristika metode, odnosno utvrdivanje
istinitosti podataka navedenih u deklaraciji proizvodaca. Provodi se pri uvodenju nove metode
u rutinski rad (novi analizator ili reagens), kod postojec¢ih problema s ve¢ uvedenom metodom
te kada laboratorij koristi viSe analitickih sustava ili usluge drugih laboratorija. Prvi korak
verifikacije podrazumijeva oblikovanje verifikacijskog protokola. Koje ¢e se znacajke metode
obuhvatiti protokolom ovisi o0 analizatoru na kojemu se metoda provodi te njenoj klini¢koj
primjeni, a odluka se donosi na temelju podataka iz literature te dostupnih smjernica i
preporuka. Prema definiranom protokolu provodi se eksperimentalno ispitivanje pojedinih
karakteristika metode, prikupljeni podaci statisticki se obraduju te se na temelju unaprijed
odabranih kriterija prihvatljivosti donosi odluka o prikladnosti metode u okviru svakodnevne
rutinske upotrebe za donosenje klini¢ki znacajnih odluka za pacijenta. Kriteriji prihvatljivosti
odabiru se u skladu s posebnostima i klinickom znacajnosti pojedine metode. Moze ih biti vise,
a izvor kriterija moze biti deklaracija proizvodaca, kriterij vanjske procjene kvalitete, klinicki

znacaj, bioloska varijabilnost te novija literatura.

Verifikacija uvodenja nove metode (inicijalna verifikacija) ukljucuje:

a) ispitivanje preciznosti (ponovljivost, unutarlaboratorijska preciznost, pove¢ana mjerna
nesigurnost),

b) usporedbu metode s postoje¢im analitickim sustavom (samo za pretrage koje su veé
bile u primjeni, za nove nije primjenjivo),

c) ispitivanje linearnosti (kada je primjenjivo),

d) ispitivanje (ocjenu) referentnih intervala.

Za pretrage kojima je to klinicki znacajno, potrebno je ispitati i ponovljivost pomocu uzoraka,

prijenos analita te provijeriti slijepu probu, granice detekcije i kvantifikacije.



2. OBRAZLOZENJE TEME

U Klini¢kom bolni¢kom centru (KBC) Sestre milosrdnice koriste se spremnici VACUETTE®
Tube 4NC ESR s 3,2%-tnim natrijevim citratom volumena 2 mL za odredivanje brzine
sedimentacije eritrocita. Pri Klini¢kom zavodu za kemiju brzina sedimentacije eritrocita iz tih
spremnika odreduje se pomocu referentne Westergren metode. Zbog ukidanja proizvodnje
navedenih spremnika od strane proizvodaca i zamjene postoje¢ih spremnika novim
(VACUETTE® Tube 4NC ESR s 3,2%-tnim natrijevim citratom volumena 1,5 mL i 2,75 mL),
cilj je prvog dijela ovog rada provesti verifikaciju novih spremnika, a potom i uvesti
modificiranu Westergren metodu koja se moze izvoditi ruéno pomocu graduiranog stalka, kao
i automatiziranom metodom na analizatoru Sed Rate Screener 100/11 (SRS 100/11, Greiner Bio-
One, BmbH, Austrija). Neizbjezan korak prije nego li se na Zavodu za klini¢ku kemiju po¢ne
koristiti samo automatizirana modificirana Westergren metoda za odredivanje brzine
sedimentacije eritrocita provedba je usporedbe nove metode (automatizirane modificirane
Westergren metode na SRS 100/I1 analizatoru) s prethodno Kkoristenom (ru¢nom

modificiranom Westergren metodom na graduiranom stalku) metodom.

Cilj rada: usporedba automatizirane modificirane Westergren metode na analizatoru SRS
100/11 (Greiner Bio-One, Kremsminster, Austrija) sa ru¢nom modificiranom Westergren

metodom na graduiranom stalku
Specifi¢ni ciljevi rada:

a) validacija spremnika s 3,2%-tnim natrijevim citratom (VACUETTE® Tube 4NC ESR
volumena 1,5 mL i 2,75 mL),

b) usporedba ru¢ne modificirane Westergren metode na graduiranom stalku i modificirane
Westergren metode na analizatoru SRS 100/11,

c) ispitivanje ponovljivosti pomoc¢u uzoraka,

d) donoSenje odluke o wuvodenju automatizirane metode za odredivanje brzine

sedimentacije eritrocita u rutinski rad laboratorija na temelju dobivenih rezultata.



3. MATERIJALI | METODE
3.1. Ru¢na modificirana Westergren metoda

Rucna modificirana Westergren metoda zahtijeva upotrebu graduiranih stalaka na koje se
spremnici postave u okomiti polozaj. Prije postavljanja uzorka na stalak, potrebno ga je dobro
homogenizirati okre¢uci spremnik za 180° osam do deset puta. Ovisno o veli¢ini spremnika,
koristi se stalak za spremnike volumena 1,5 mL (Slika 1a), odnosno stalak za spremnike
volumena 2,75 mL (Slika 1b). Nakon postavljanja uzoraka na stalak, ukljuci se zaporni sat. Za
spremnike volumena 1,5 mL rezultat se o¢itava nakon 30 minuta, a za spremnike volumena

2,75 mL nakon 60 minuta tako da se meniskus plazme postavi u razinu oznake ,,0“ i o¢ita se

stupac do kojeg su eritrociti sedimentirali (Slika 2).

8 = = -
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Slika 1a-b. 1a: Stalak za spremnike od 1,5 mL, 1b: Stalak za spremnike od 2,75 mL
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Slika 2. Ocitavanje brzine sedimentacije eritrocita
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3.2. Sed Rate Screener 100/11 (SRS 100/11, Greiner Bio-One, GmbH, Austrija)

Slika 3. Automatizirani analitic¢ki sustav SRS 100/I1 (Greiner Bio-One, GmbH, Austrija)

SRS 100/I1 (Slika 3) automatizirani je analiti¢ki sustav za mjerenje brzine sedimentacije
eritrocita. Ukljucuje 1 softver G2S140BO, Vers. 1.4. U analizator se postavljaju iskljucivo
spremnici  VACUETTE® Tube 1,5 mL 4NC ESR koji moraju biti pravilno obiljezeni
barkodom na za to predvidenom mjestu (Slika 4). Prije postavljanja u analizator, uzorke je
potrebno promijesati okretanjem za 180° osam do deset puta kako bi se homogenizirali. Nakon
toga, ocitavaju se barkodovi spremnika te se postavljaju na odgovarajuce polozaje u uredaj.
Analizator omogucuje mjerenje u trajanju od 15, 30 i 60 minuta te preracunavanje rezultata na
30, 60 i 120 minuta. Istovremeno se moze analizirati 100 uzoraka i tijekom rada analizatora
dopusteno je uklanjati i postavljati spremnike. SRS 100/II neprestano i istovremeno skenira
spremnike te neovisno prati i memorira razinu sedimentacije svakog uzorka tijekom cijele
analize, a rezultat matemati¢ki preraCunava na vrijeme mjerenja; tijekom 30 minuta,

infracrvenim snopom zraka ocitava razinu sedimentacije deset puta.

Slika 4. Pravilno (oznaceno crveno) i nepravilno (oznaceno plavo) obiljezavanje spremnika

12



3.3. Usporedba metode s postoje¢im sustavom

Pri uvodenju nove metode u svakodnevni rad laboratorija kao sastavni dio njene verifikacije
provodi se usporedba metoda. Smisao je usporedbe otkriti postoji li znacajna razlika u
relativnoj to¢nosti metoda analizirajuéi uzorke pacijenata (Bili¢-Zulle, 2011). Idealno bi bilo
usporediti novu metodu s referentnom. Medutim, ne koriste svi laboratoriji referentnu metodu,
tako da se metoda koja se Zeli uvesti usporeduje s postoje¢im sustavom u laboratoriju. Za
usporedbu s postojeéim sustavom potrebno je minimalno 20, a optimalno 40 uzoraka kojima
se mora pokriti cijelo mjerno podru¢je metode. Ako se mjerno podrucje pojedinih metoda
razlikuje, uzorci moraju pokriti podrucje zajedni¢ko objema metodama kako bi se izbjeglo
veliko odstupanje zbog dilucijskog protokola ili donje granice osjetljivosti. Provodi se
usporednim i, ako je moguce, istovremenim mjerenjem uzoraka na oba analiti¢ka sustava.
PozZeljno je usporedbu raditi sa svjezim uzorcima, ali je dopusSteno koristiti i prethodno
pohranjene uzorke. Nakon eksperimentalnog dijela, potrebno je napraviti vizualni pregled
podataka, a zatim izracun srednjeg odstupanja, Bland-Altmanovu analizu i Passing-Bablokovu

regresijsku analizu.

3.3.1. Validacija spremnika s 3,2%-tnim natrijevim citratom (VACUETTE® Tube 1,5
mL 4NC ESR i 2,75 mL 4NC ESR)

Usporedbi automatizirane i ru¢ne modificirane Westergren metode prethodila je usporedba
spremnika od 1,5 mL i 2,75 mL (Slika 5a-b) sa spremnicima od 2 mL koji su od ranije u
svakodnevnoj upotrebi. Svi spremnici sadrzavali su 3,2%-tni natrijev citrat kao antikoagulans.
U sklopu toga, provedena je tehniCka i klinicka validacija spremnika buduéi da se novi
spremnici (1,5 mL 1 2,75 mL) od postoje¢ih (2 mL) razlikuju po obliku, volumenu uzorka,
vremenu o€itavanja (30 minuta za spremnike volumena 1,5 mL, 60 minuta za spremnike
volumena 2,75 mL) 1 nacinu oc€itavanja (bez od¢epljivanja na graduiranim stalcima). Na tri
odjela KBC-a Sestre milosrdnice (Zavod za kardiomiopatije, Hemato-onkoloski odjel, Odjel
za prijem bolesnika, predanalitiku 1 kontrolu kvalitete Klinickog zavoda za kemiju) poslano je
50 spremnika volumena 1,5 mL i 50 spremnika volumena 2,75 mL za odredivanje brzine
sedimentacije eritrocita namijenjenih tehnickoj i klinickoj validaciji. Za klini¢ku validaciju
pacijentima je bilo potrebno uzorkovati krv u dva spremnika — spremnik volumena 2 mL te,
ovisno o dostupnosti, u spremnik volumena 1,5 ili 2,75 mL. Brzina sedimentacije eritrocita u

spremnicima volumena 2 mL odredena je referentnom Westergren metodom, a u spremnicima
13



volumena 1,5 mL i 2,75 mL ru¢nom modificiranom Westergren metodom na graduiranim
stalcima. Dobiveni rezultati statisticki su obradeni Bland-Altmanovom i Passing-Bablokovom

regresijskom analizom.

« //,///~ : ‘%//

Slika 5a-b. 5a: Spremnik volumena 1,5 mL, 5b: Spremnik volumena 2,75 mL

3.3.2. Usporedba ru¢ne modificirane Westergren metode na graduiranom stalku i
modificirane Westergren metode na analizatoru SRS 100/11

U svrhu usporedbe ru¢ne i automatizirane modificirane Westergren metode kori$teni su ostatni
uzorci pacijenata KBC-a Sestre milosrdnice, koji su zaprimljeni u sklopu njihove redovite
obrade, stoga nije bilo potrebno dodatno naknadno uzorkovanje krvi pacijenata. Koristeni su
uzorci u spremnicima VACUETTE® Tube 4NC ESR s 3,2%-tnim natrijevim citratom
isklju¢ivo volumena 1,5 mL buduc¢i da se samo oni mogu postaviti u analizator SRS 100/11. Po
primitku uzorka, potrebno je na pravilan nacin oznaciti spremnik barkodom. Nakon toga,
uzorak se homogenizira mijeSanjem osam do deset puta te se postavlja na graduirani stalak za
spremnike volumena 1,5 mL. Ukljuci se zaporni sat, a nakon 30 minuta ocitava se brzina
sedimentacije eritrocita. Isti uzorak ponovno se homogenizira te postavlja u analizator. Vrijeme
mjerenja se postavi (definirano u postavkama analizatora) na 30 minuta. Po zavrSetku mjerenja,
ponovi se postupak homogenizacije (mijeSanje) te se isti uzorak ponovno postavlja u uredaj na
mjerenje u trajanju od 15 minuta. Budu¢i da analizator omogucuje mjerenje u trajanju od 15,
301 60 minuta, s rezultatima na graduiranom stalku nakon 30 minuta usporedivani su rezultati
dobiveni na analizatoru nakon 15 i nakon 30 minuta kako bi se donijela odluka o duljini

mjerenja koja daje statisticki 1 klinicki prihvatljive rezultate.
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3.4. Provjera referentnih intervala

Klini¢ki zavod za kemiju KBC-a Sestre milosrdnice slijedi preporuke HKMB za uspostavu
referentnih intervala za pretrage obuhvacene Nacionalnim preporukama ili trenutno vazeéim
dokumentima. Pregledom dostupnih preporuka HKMB i specifikacija proizvodaca donosi se
odluka o potrebi provodenja provjere referentnih intervala ispitivanjem uzoraka odabrane
populacije pacijenata. Ukoliko se zaklju¢i da je potrebno provesti provjeru ispitivanjem
uzoraka, provjera se provodi odredivanjem koncentracije analita u 20 odabranih
reprezentativnih zdravih ispitanika uz postivanje predanalitickih i analitickih zahtjeva metode.
Nakon mjerenja provjeri se postoje li rezultati s ekstremnim odstupanjima; vrijednosti manje
od vrijednosti prvog kvartila (Q1) — 3 x vrijednost interkvartilnog raspona (engl. interquartile
range, IQR, Q3-Q1) ili vrijednosti ve¢e od vrijednosti tre¢eg kvartila (Q3) + 3 x vrijednost
interkvartilnog raspona. Ukoliko postoje takve vrijednosti, iskljucuju se iz skupa ispitanika te
se uvode novi ispitanici. Referentni se interval prihvaca ako je unutar njega barem 18 od 20
vrijednosti. Ako je >3 vrijednosti izvan provjeravanog referentnog intervala, odabire se novih
20 ispitanika te se ispitivanje ponavlja na njima. Ako je nakon ponovljenog mjerenja barem 18
vrijednosti unutar referentnog intervala, referentni se interval prihvaca, a, ako je >3 vrijednosti
u ponovljenom mjerenju izvan referentnog intervala, potrebno ga je odbaciti te odabrati novi
referentni interval i za njega napraviti provjeru. Ukoliko ni tada provjera nije potvrdna,

potrebno je odrediti vlastite referentne intervale.

Za potrebe ovog rada provjeru referentnih intervala nije bilo potrebno raditi. Referentni
intervali za brzinu sedimentacije eritrocita na razini Republike Hrvatske harmonizirani su,
stoga je, temeljem pregleda dostupnih preporuka HKMB i specifikacija proizvodaca, odlu¢eno

da provjeru referentnih intervala za ovu pretragu nije potrebno provesti.
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3.5. Statisticka analiza

Pohrana podataka kao i njihova priprema za statisticku obradu nacinjena je u programu Excel
2013, u sklopu Microsoft Office programskog paketa (Microsoft, SAD). Statisticke analize
nacinjene su u statistickom programskom paketu Med Calc 14.8.1 za Windows (MedCalc
Software).

Sve skupine podataka testirane su na normalnost raspodjele Kolmogorov Smirnovljevim
testom. S obzirom da su sve skupine podataka pokazale asimetri¢nu raspodjelu, rezultate za
pojedine skupine podataka prikazali smo medijanom i interkvartilnim rasponom, a statisticku
znacajnost razlike izmedu skupina brojéanih podataka testirali smo neparametrijskim
Wilcoxon-ovim testom koji usporeduje medijane analiziranih skupina. Vrijednost P < 0,05
smatrana je statisti¢ki znacajnom.

U svrhu ispitivanja usporedivosti metode s postoje¢im sustavom koristili smo izracun srednjeg

odstupanja, Bland-Altmanovu analizu i Passing-Bablokovu regresijsku analizu.

3.5.1. Ispitivanje ponovljivosti pomocu uzoraka

Ponovljivost je bliskost slaganja rezultata dobivenih uzastopnim mjerenjem iste veliine pri
istim uvjetima mjerenja. Za ispitivanje ponovljivosti pomoc¢u uzoraka pacijenata potrebno je
odabrati najmanje dva uzorka klinicki znacajnih koncentracijskih podrucja. Svaka
koncentracijska razina odreduje se 20 puta u jednom danu. Iz rezultata se izracuna koeficijent
varijacije (CVp) te se, usporedbom s odabranim kriterijem prihvatljivosti, odlucuje o

zadovoljavajucoj ili nezadovoljavaju¢oj ponovljivosti.

Formule potrebne za izraCun ponovljivosti su:

X1+ X2 +"‘X20

Aritmeticka sredina (X) X = 0

_in2
Standardno odstupanje (Sq) Sa= ’Z(;C%, n=20,

Koeficijent varijacije (CV;) CVp = % x 100.
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3.5.2. Izracun srednjeg odstupanja
Srednje odstupanje izmedu metoda (bias) racuna se prema formuli:

. Metoda 2—Metoda 1
bias = X 100%
Metoda 1

gdje je:
Metoda 1 — postojeca metoda (ru¢na modificirana Westergren metoda)

Metoda 2 — nova metoda (automatizirana modificirana Westergren metoda)

Odstupanje se racuna za svaki par rezultata pojedinacno, a srednje odstupanje kao srednja

vrijednost pojedina¢nih odstupanja.

3.5.3. Bland-Altmanova analiza

Bland-Altmanova analiza slikovna je statisti¢ka metoda za usporedbu dviju analitickih metoda.
Za potrebe ovog rada izradena je pomocu statistickog programa MedCalc (ver. 14.8.1), a
omogucuje procjenu konstantnog i proporcionalnog odstupanja. Konstantno odstupanje
predstavlja matematicki otklon izmedu metoda koji je jednak u svim koncentracijskim
podrucjima, a proporcionalno odstupanje podrazumijeva matematicki otklon izmedu metoda
koji je ovisan o veli¢ini koncentracijskog podruéja. Postojanje konstantnog ili proporcionalnog
odstupanja procjenjuje se granicama 95%-tnog intervala pouzdanosti (engl. confidence
interval, Cl) prikazanog uz srednju razliku (engl. mean difference, MD). Ukoliko se obje
granice 95%-tnog intervala pouzdanosti nalaze iznad ili ispod 0, prisutno je statisti¢ki znac¢ajno
odstupanje, a, ukoliko granice 95%-tnog intervala pouzdanosti obuhvacaju 0, statisticki
znacajno odstupanje nije prisutno. Rezultati su prikazani graficki (Slika 6), tako da se na apscisi
nalazi srednja vrijednost (Metoda 1, Metoda 2), a na ordinati razlika vrijednosti Metode 2 (nove
metode) i Metode 1 (postoje¢e metode). Ako je razlika izmedu metoda na y-0si prikazana kao
apsolutni iznos (u mjernim jedinicama), opisuje se konstantno odstupanje, a ako je izrazena

relativno (u postocima, %), opisuje se proporcionalno odstupanje.
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Slika 6. Prikaz rezultata Bland-Altmanove analize

3.5.4. Passing-Bablokova regresijska analiza

Passing-Bablokova regresijska analiza kvantitativna je statisticka metoda za usporedbu dviju
analitickih metoda, a, za ovaj rad, izradena je u statistickom programu MedCalc (ver. 14.8.1).
Da bi se analiza mogla provesti, metode moraju biti usporedive, broj uzoraka mora biti > 40
te odnos dviju metoda mora biti moguce opisati jednadzbom y = a + bx. Passing-Bablokova
regresijska analiza neparametrijska je metoda (neovisna je o vrsti raspodjele) koja nije
osjetljiva na rezultate s iznimnim odstupanjem (engl. outliers). Omogucuje utvrdivanje
statisti¢ki znacajnog konstantnog ili proporcionalnog odstupanja tumacenjem rezultata prema

95%-tnim intervalima pouzdanosti. Rezultat analize opisuje jednadzba pravca:

y =a(95% CI) + b (95% CI) x
gdje je:

a — odsjecCak na osi vy,
b — koeficijent smjera pravca,

95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti.

Konstantno odstupanje odgovara odsjecku na osi y (a), a proporcionalno nagibu pravca (b).
Ukoliko 95%-tni interval pouzdanosti za odsjecak na osi y obuhvaéa 0, moze se zakljuciti da
nije prisutno statisticki znacajno konstantno odstupanje (Slika 7a). Ukoliko 95%-tni interval
pouzdanosti za nagib pravca obuhvaca 1, moze se zakljuciti da nije prisutno statisticki znac¢ajno

proporcionalno odstupanje (Slika 7b). Dakle, idealan je slu¢aj jednadzba u obliku y = x, $to
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znaCi da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu dviju metoda. Ako se ipak utvrdi
statisti¢ki znacajno konstantno ili proporcionalno odstupanje, potrebno je vrijednost srednjeg
odstupanja usporediti s unaprijed definiranim Kriterijem prihvatljivosti te na temelju toga
zakljuciti je li statisticki znac¢ajno konstantno ujedno i klinicki zna¢ajno konstantno odstupanje,
odnosno potrebno je vidjeti koliki broj pojedina¢nih odstupanja ima vrijednost vecu od
definiranog kriterija prihvatljivosti za utvrdivanje prisutnosti klinicki znacajnog
proporcionalnog odstupanja (ako viSe od 5% vrijednosti ima odstupanje vece od kriterija

prihvatljivosti, proporcionalno je odstupanje klinicki znacajno) (Bili¢-Zulle, 2011).

< y=1xX+0

A 4

7a

y=bxX+0

- y=1xX+0

A 4

70

Slika 7a-b. Prikaz rezultata Passing-Bablokove regresijske analize u kojoj je prisutno

konstantno (7a) i proporcionalno (7b) odstupanje
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4. REZULTATI

4.1. Statisticka analiza rezultata razvrstanih u podskupine s obzirom na vrijednosti

brzine sedimentacije eritrocita, hematokrita i prosje¢nog volumena eritrocita

Rezultati su podijeljeni u tri skupine s obzirom na vrijednosti brzine sedimentacije eritrocita.

Uocena je statisticki znacajna razlika u rezultatima ru¢ne i automatizirane metode u slucaju

svih analiziranih uzoraka, kao i u sluaju tri skupine s obzirom na vrijednost brzine

sedimentacije eritrocita (Tablica 3).

Tablica 3. Rezultati za podskupine oblikovane prema vrijednostima brzine sedimentacije

eritrocita

rucna modificirana
Westergren metoda
na graduiranom
stalku (30 min)
medijan (IQR)

svi analizirani
uzorci
N =317
uzorci s brzinom
sedimentacije
eritrocita
<20 mm/3,6 ks
N =205
uzorci s brzinom
sedimentacije
eritrocita
20 — 40 mm/3,6 ks
N =45
uzorci s brzinom
sedimentacije
eritrocita
> 40 mm/3,6 ks
N =67

8 (4 - 33)

6 (5 10)

30 (20 — 35)

56 (50 — 90)

modificirana
Westergren metoda

na SRS 100/11
analizatoru (30 min)

medijan (IQR)

10 (5 — 35)

5(2-7)

23 (17 - 33)

49 (40— 73)

P-vrijednost

<0,0001

<0,0001

0,0006

< 0,0001

Rezultati su prikazani medijanom (interkvartilnim rasponom) te su testirani Wilcoxon-ovim

testom; P<0,05 smatrana je statisticki zna¢ajnom.
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Rezultati su razvrstani u podskupine s obzirom na vrijednosti hematokrita i srednjeg volumena
eritrocita (engl. mean corpuscular volume, MCV) te su prikazani u Tablici 4. P-vrijednost za
sve podskupine iznosi <0,05, sto razliku u rezultatima izmedu ru¢ne modificirane Westergren

metode i modificirane Westergren metode na SRS 100/11 analizatoru €ini statisticki zna¢ajnom.

Tablica 4. Rezultati za podskupine oblikovane prema vrijednostima hematokrita i srednjeg

volumena eritrocita

ru¢na rucna SRS
metoda S(F;?) :r?i?\/)“ metoda 100/11
(30 min) P (30 min) (30 min) P
uzorci s vrijednostima vrijednost uzorci s vrijednostima vrijednost
hematokrita hematokrita
< 0,350 > 0,350
N =35 N =251

brzina
sedimentacije
eritrocita 50 (36 -55) 40(33-51) <0,0000 9(-20) 7(3-16) <0,0001
(mm/3,6 ks)
medijan (IQR)

uzorci s vrijednostima uzorci s vrijednostima
srednjeg volumena srednjeg volumena
eritrocita eritrocita
<87 fL > 87 fL
N =64 N =158

brzina
sedimentacije
eritrocita 6 (5-14) 53-9) <0,0000 8(5-15 6(2-13) <0,0001
(mm/3,6 ks)
medijan (IQR)
Rezultati su prikazani medijanom (interkvartilnim rasponom) te su testirani Wilcoxon-ovim

testom; P<0,05 smatrana je statisticki zna¢ajnom.
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4.2. Rezultati validacije spremnika s 3,2%-tnim natrijevim citratom (VACUETTE®
Tube 1,5 mL 4NC ESR i 2,75 mL 4NC ESR)

Za potrebe verifikacijskog postupka na tri bolnicka odjela poslano je 100 spremnika (50
spremnika volumena 1,5 mL, 50 spremnika volumena 2,75 mL), povratno je u laboratorij
dostavljeno 97 spremnika s uzorcima (50 spremnika volumena 1,5 mL, 47 spremnika volumena
2,75 mL). 4% uzoraka bilo je zgruSano (3 spremnika volumena 1,5 mL i 1 spremnik volumena
2,75 mL) te su izuzeti iz statisti¢ke obrade podataka odradene prema smjernicama Radne grupe
za predanalitiku Europske federacije za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu (engl.

European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, EFLM).

Rezultati usporedivosti spremnika volumena 1,5 mL i 2,75 mL sa spremnicima volumena 2

mL u svim analiziranim uzorcima prikazani su u Tablicama 5 i 6.

Tablica 5. Rezultati usporedivosti spremnika volumena 1,5 mL i 2 mL za odredivanje brzine

sedimentacije eritrocita

VACUETTE® VACUETTE®

redni Tube 2 mL Tube 1,5 mL )
broj datum protokol ANC ESR ANC ESR odstupanje
(mm/3,6 ks) (mm/3,6 ks)

1 20.06.2023. B 5 ) 0,00%
2 20.06.2023. NS 7 9 28,57%
3 20.06.2023. 1J 16 15 -6,25%
4 20.06.2023. MR 13 13 0,00%
5 20.06.2023. JV 6 6 0,00%
6 21.06.2023. RH 8 10 25,00%
7 21.06.2023. AS 16 20 25,00%
8 21.06.2023. MN 7 5 -28,57%
9 21.06.2023. IS 7 8 14,29%
10 27.06.2023. 2019 5 5) 0,00%
11 27.06.2023. 0188 4 3 -25,00%
12 27.06.2023. 2095 3 3 0,00%
13 27.06.2023. 2112 1 1 0,00%
14 27.06.2023. 0321 12 13 8,33%
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
ag
40
41
42
43
44
45
46

27.06.2023.
28.06.2023.
28.06.2023.
28.06.2023.
28.06.2023.
28.06.2023.
28.06.2023.
28.06.2023.
28.06.2023.
28.06.2023.
28.06.2023.
29.06.2023.
29.06.2023.
30.06.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
04.07.2023.
04.07.2023.
04.07.2023.
05.07.2023.
05.07.2023.
05.07.2023.
05.07.2023.
05.07.2023.
05.07.2023.
06.07.2023.
06.07.2023.
06.07.2023.
06.07.2023.

2171
2049
2072
2077
2097
0281
2116
2101
0288
0528
0526
0277
0346
0317
2098
0456
0540
0454
0526
0244
0497
0768
0310
0339
0325
0300
0525
0750
0409
0424
0347
0368

14
10

74

31

27
47
50
13
65
84
10
60
56
42
57
17

109
47

60
12
39

70
37
45

15
10
1
80
10
25
5
4
zgrusano
zgrusano
40
10
55
105
10
50
55
30
45
25
85
55
1
5
25
60
zgrusano
35
5
70
35
50

7,14%
0,00%
-66,67%
8,11%
11,11%
-19,35%
0,00%
-20,00%
/

/
-20,00%
-23,08%
-15,38%
25,00%
0,00%
-16,67%
-1,79%
-28,57%
-21,05%
47,06%
-22,02%
17,02%
-50,00%
-28,57%
733,33%
0,00%
/
-10,26%
0,00%
0,00%
-5,41%
11,11%
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47
48
49
50

06.07.2023.
06.07.2023.
06.07.2023.
07.07.2023.

srednja
vrijednost

0351
0270
0789
0314

19
20
16

251

20

15

24,8

0,00%
5,26%
-60,00%
-6,25%

14,66%
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Tablica 6. Rezultati usporedivosti spremnika volumena 2,75 mL i 2 mL za odredivanje brzine

sedimentacije eritrocita

redni

broj

© 00 N o o A W DN P

N NN NN NN R R PR R R R R R
o 0B W N P O © 0 N ©o O M W N L O

datum

20.06.2023.
20.06.2023.
20.06.2023.
20.06.2023.
20.06.2023.
21.06.2023.
21.06.2023.
27.06.2023.
27.06.2023.
27.06.2023.
27.06.2023.
27.06.2023.
27.06.2023.
27.06.2023.
27.06.2023.
27.06.2023.
28.06.2023.
28.06.2023.
28.06.2023.
29.06.2023.
29.06.2023.
29.06.2023.
29.06.2023.
29.06.2023.
29.06.2023.
30.06.2023.

protokol

DR
FT
NC
RM
GD
B
B
2019
0202
0191
2095
2190
2189
2157
0586
0639
2008
0233
0308
2035
2032
2089
0283
0461
0320
2024

Tube 2 mL
ANC ESR
(mm/3,6 ks)
4
20
7
4
10
3
3
5
56
10
3
19
18
13
27
27
6
32
18
8
5
13
57
16
19
35

VACUETTE® VACUETTE®
Tube 1,5 mL

4NC ESR
(mm/3,6 ks)
6
20
8
4
10
2
2
10
70
14
4
20
22
16
27
27
10
zgruSano
18
8
10
18
50
18
16
46

odstupanje

50,00%
0,00%
14,29%
0,00%
0,00%
-33,33%
-33,33%
100,00%
25,00%
40,00%
33,33%
5,26%
22,22%
23,08%
0,00%
0,00%
66,67%
/
0,00%
0,00%
100,00%
38,46%
-12,28%
12,50%
-15,79%
31,43%
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27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

30.06.2023.
30.06.2023.
30.06.2023.
30.06.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
03.07.2023.
04.07.2023.
04.07.2023.
04.07.2023.
04.07.2023.
06.07.2023.
06.07.2023.
09.07.2023.
10.07.2023.

srednja

vrijednost

0310
0320
0316
0551
2034
0387
0357
0294
0314
0440
0554
0455
0628
2096
0319
0233
0462
2024
0346
2001
0269

118

120

20,6

74

28

26
18
10
34
10

22
30
24
14
12

10
36
26
25
120

21,7

-37,29%
100,00%
27,27%
-50,00%
30,00%
100,00%
100,00%
88,89%
66,67%
33,33%
-4,35%
-3,23%
9,09%
-41,67%
-33,33%
-42,86%
11,11%
56,52%
188,89%
0,00%
0,00%

19,55%

Srednje odstupanje ispitivanja usporedivosti za spremnike volumena 1,5 mL i 2 mL iznosi

14,7%, a za spremnike volumena 2,75 mL i 2 mL iznosi 19,6%.
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4.2.1. Rezultati statisticke analize za spremnike volumena 1,5 mL (VACUETTE® Tube
1,5mL 4NC ESR)

4.2.1.1. Bland-Altmanova analiza

30
i o
20}
+1.96 SD
o o o 15,2
10} o} o o
i o
°)
I ol 0 S— Mean
oo 07
o
L (o] o
o o}
-10 -
-1.96 SD
i -13,8
20
o o
30 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 20 40 60 80 100 120
Mean of Vacuette_2mL and Vacuette 1_5mL
8a
1000
o +1.96 SD
o 74,4
50 -
o o}
Q" o
[©] o O [¢]
0 Looso° > < ?, : o} Mean
o000 @ 6% o 4,7
® o o}
[}
S0 -1.96 SD
-64,9
-100 |-
-150 |- o
-200 | . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 20 40 60 80 100 120
8b Mean of Vacuette_2mL and Vacuette 1_5mL

Slika 8a-b. Bland-Altmanov grafikon — konstantno (8a) i proporcionalno (8b) odstupanje

usporedivosti spremnika volumena 1,5 mL i 2 mL

Bland-Altmanovom statistickom analizom nije utvrdeno statisticki znac¢ajno konstantno (Slika
8a) ni proporcionalno (Slika 8b) odstupanje pri usporedbi spremnika volumena 1,5 mL i 2 mL

za odredivanje brzine sedimentacije eritrocita Westergren metodom.
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4.2.1.2. Passing-Bablokova regresijska analiza

120 -
100
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60
40

20

0 20 40 60 80 100 120
Vacuette_2mL

Slika 9. Graficki prikaz Passing-Bablokove regresijske analize usporedivosti spremnika

volumenal5mLi2mL

Jednadzba pravca Passing-Bablokove regresijske analize usporedivosti spremnika volumena

1,5 mL i 2 mL za odredivanje brzine sedimentacije eritrocita \Westergren metodom je:
y = 0,000000 (-0,7692 do 0,4545) + 1,000000 (0,9091 do 1,0769) x.

Passing-Bablokovom regresijskom analizom (Slika 9) nije utvrdeno statisticki znacajno
konstantno (odsjecak na osi y = 0,000000, 95% CI = -0,7692 do 0,4545) ni proporcionalno
odstupanje (nagib pravca = 1,000000, 95% CI = 0,9091 do 1,0769).
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4.2.2. Rezultati statisticke analize za spremnike volumena 2,75 mL (VACUETTE®
Tube 2,75 mL 4NC ESR)

4.2.2.1. Bland-Altmanova analiza

50 |-
- o
40 |-
30}
20 +1.96 SD
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| oo °
:QOQQ 2 Mean
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© o
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80 |-
T O
60 +1.96 SD
i ° o 58,9
o
40} o o
20 -
- O O
Ok--0-00 o .2 o
- o) no o Mean
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L 00 o
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10b Mean of Vacuette_2mL and Vacuette_2_75mL

Slika 10a-b. Bland-Altmanov grafikon — konstantno (10a) i proporcionalno (10b) odstupanje

usporedivosti spremnika volumena 2,75 mL i 2 mL

Bland-Altmanovom statistickom analizom usporedivosti spremnika volumena 2,75 mL i 2 mL
utvrdeno je statisticki znacajno proporcionalno odstupanje (Slika 10b) bez prisutnog statisticki
znacajnog konstantnog (Slika 10a) odstupanja.
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4.2.2.2. Passing-Bablokova regresijska analiza
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz Passing-Bablokove regresijske analize usporedivosti spremnika

volumena 2,75 mL i 2 mL

Jednadzba pravca Passing-Bablokove regresijske analize usporedivosti spremnika volumena

2,75 mL i 2 mL za odredivanje brzine sedimentacije eritrocita Westergren metodom je:
y =1,000000 (-0,8684 do 2,3478) + 1,000000 (0,9130 do 1,2105) x.

Passing-Bablokovom regresijskom analizom (Slika 11) nije utvrdeno statisticki znacéajno
konstantno (odsjecak na osi y = 1,000000, 95% CI = -0,8684 do 2,3478) ni proporcionalno
odstupanje (nagib pravca = 1,000000, 95% CI = 0,9130 do 1,2105).
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4.3. Rezultati ispitivanja ponovljivosti pomo¢u uzoraka

Ponovljivost je ispitana pomocéu dvaju uzoraka pacijenata razliitih vrijednosti brzine
sedimentacije eritrocita; jedan uzorak vrijednosti unutar referentnog intervala, drugi uzorak
vrijednosti iznad gornje granice referentnog intervala. Brzina sedimentacije eritrocita mjerena

je na analizatoru SRS 100/11 u trajanju od 30 minuta (Tablica 7).

Ponovljivost u uzorcima pacijenata nije ispitana za automatiziranu metodu na SRS 100/11
analizatoru za vrijeme mjerenja od 15 minuta, s obzirom da su rezultati usporedbe (odjeljak
4.4.3.) pokazali neprihvatljivo srednje odstupanje izmedu mjerenja na analizatoru i ru¢nog

odredivanja brzine sedimentacije eritrocita.

Tablica 7. Rezultati ispitivanja ponovljivosti mjerenja brzine sedimentacije eritrocita na

analizatoru SRS 100/11 u trajanju od 30 minuta

vrsta uzorka uzorak pacijenta 1 uzorak pacijenta 2
datum 24.11.2023. 24.11.2023.
protokol 2009 320
mjerenje 1, 11

5 5 34 32
(mm/3,6 ks)
mjerenje 2, 12

6 3 34 31
(mm/3,6 ks)
mjerenje 3, 13

5 3 36 32
(mm/3,6 ks)
mjerenje 4, 14

5 4 36 30
(mm/3,6 ks)
mjerenje 5, 15

5 7 34 30
(mm/3,6 ks)
mjerenje 6, 16

6 3 33 29
(mm/3,6 ks)
mjerenje 7, 17

5 3 34 26
(mm/3,6 ks)
mjerenje 8, 18

5 4 36 25
(mm/3,6 ks)
mjerenje 9, 19

5 7 33 37
(mm/3,6 ks)
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mjerenje 10, 20
(mm/3,6 ks)

Ponovljivost (CVp) za uzorak pacijenta 1 iznosi 24,63%, a za uzorak pacijenta 2 iznosi 9,66%.
Oba su unutar definiranog kriterija prihvatljivosti (Hrvatski centar za vrednovanje kvalitete u
laboratorijskoj medicini, CROQALM, 25%, https://crogalm.hdmblm.hrimagesupute/2024
TABLICA DOZVOLJENIH ODSTUPANJA za web.pdf).

4.4. Rezultati usporedivosti ru¢ne modificirane Westergren metode na graduiranom

stalku i modificirane Westergren metode na analizatoru SRS 100/11

U svrhu usporedbe automatizirane i ru¢ne modificirane Westergren metode, obradeni Su uzorci
krvi uzorkovani u spremnike s 3,2%-tnim natrijevim citratom volumena 1,5 mL
(VACUETTE® Tube 1,5 mL 4NC ESR) buduc¢i da je rad na analizatoru SRS 100/l mogu¢
isklju¢ivo uz primjenu spremnika tog volumena. Spremnici volumena 2,75 mL nisu primjenjivi
za analizu na SRS 100/11 analizatoru, stoga usporedba za te spremnike nije provedena. Iz

statisticke obrade izuzeti su zgrusani uzorci (uzorak protokola 342).
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4.4.1. Rezultati usporedivosti mjerenja ru¢nom modificiranom Westergren metodom i

modificiranom Westergren metodom na analizatoru u trajanju od 30 minuta

Analizirana su 243 uzorka, jedan uzorak bio je zgruSan te je iskljucen iz statistiCke obrade

podataka. Rezultati usporedivosti mjerenja ru¢nom i automatiziranom metodom u trajanju od

30 minuta prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. Rezultati usporedivosti mjerenja ruénom metodom i metodom na analizatoru u

trajanju od 30 minuta

redni

broj
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datum

25.10.2023.
25.10.2023.
25.10.2023.
25.10.2023.
25.10.2023.
25.10.2023.
25.10.2023.
25.10.2023.
25.10.2023.
25.10.2023.
25.10.2023.
25.10.2023.
26.10.2023.
26.10.2023.
26.10.2023.
26.10.2023.
26.10.2023.
26.10.2023.
26.10.2023.
26.10.2023.
26.10.2023.

protokol

2031
2077
2015
2086
2088
2105
2004
2013
2022
2106
2129
2207
2116
2130
2132
2004
2010
2008
2026
2028
2055

ruéno
mjerenje
(mm/3,6 ks)
7
2
20
5
25
15
20
15
5
19
25
6
5
10
16
17
10
5
13
5
g

SRS 100/11

(mm/3,6 ks)
4
2
18
2
17
9
17
11
5
14
23

-43%
0%
-10%
-60%
-32%
-40%
-15%
-27%
0%
-26%
-8%
-33%
0%
-30%
-19%
-6%
-20%
-20%
-31%
-40%
0%

nakon 30 minuta odstupanje

33



22
23
24
25
26
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28
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

26.10.2023.
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26.10.2023.
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27.10.2023.
27.10.2023.
27.10.2023.
27.10.2023.

2077
2090
2110
2094
2166
2195
2205
2227
2256
2246
474
403
342
299
2010
2012
2017
2023
2024
2027
2050
2056
2061
2074
2076
2080
2093
2103
2144
2137
2110
2155

zgrusano
9
8
20
15
26
8
30
30
15
15
10
16
6
10
10
3
15
4
8

w A W oo N N~ R

=
N

2
zgrusano
7
2
16
13
21
3
21
23
12
10
6
10

-26%
-30%
-53%
-58%
-60%
-14%
-17%
-25%
0%
-25%
-20%
-33%

-22%
-75%
-20%
-13%
-19%
-63%
-30%
-23%
-20%
-33%
-40%
-38%
-67%
-30%
-40%
-33%
-13%
-50%
-63%
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

27.10.2023.
27.10.2023.
27.10.2023.
28.10.2023.
28.10.2023.
28.10.2023.

28.10.2023.
28.10.2023.
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28.10.2023.
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28.10.2023.
28.10.2023.
28.10.2023.
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28.10.2023.
28.10.2023.
28.10.2023.
28.10.2023.
28.10.2023.
30.10.2023.

30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023

361
421
2230
145
146
147
149
152
153
154
156
155
157
158
159
161
162
163
164
165
166
167
168
150
169
2010
2016
2022
2026
2028
4103
2039

20
15

12

19
16

13

-30%
-15%
-40%
14%
-60%
33%
14%
-50%
0%
0%
-5%
7%
0%
8%
-40%
-67%
-50%
10%
0%
-60%
-14%
-33%
-60%
-20%
-60%
-45%
-33%
-50%
0%
-60%
-60%
-67%
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87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117

30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023
30.10.2023

31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.

2049
2060
2063
2064
2123
2130
2137
2098
2093
2154
2153
2166
2173
2183
2236
2242
563
2275
752
2010
2066
2051
2025
2033
2029
2022
2001
2028
2075
2068
2106
2123

25
14

-30%
-40%
-25%
-13%
-38%
-60%
11%
-28%
7%
-14%
-20%
-17%
0%
29%
0%
-22%
25%
-1%
-42%
-33%
-20%
4%
-25%
-14%
-23%
-14%
0%
-45%
-33%
-25%
-20%
0%
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120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
31.10.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
02.11.2023.
03.11.2023.

2131
324
2190
2138
2209
2226
2220
2218
2201
kont. 5401
2001
2013
2045
2048
2043
2041
2050
2071
2051
2059
2052
2109
2077
2087
2146
2153
2205
2202
272
452
728
2040

0%
17%
20%
-12%
-33%
-60%
-60%
-20%
0%
-17%
0%
20%
-60%
0%
15%
80%
0%
-13%
0%
-33%
-20%
-40%
-38%
-40%
-13%
-716%
-67%
-13%
100%
-17%
-11%
-22%

37



150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181

03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
03.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.

2038
2046
2059
2067
2028
2127
2128
2111
2114
2132
2098
2204
2218
2236
451
356
474
404
2266
168
170
181
190
186
185
169
196
194
193
198
177
172

0%
-2%
7%
-13%
-14%
75%
0%
0%
-50%
7%
150%
-30%
-44%
-60%
-36%
-80%
-50%
100%
-33%
-13%
-20%
-65%
-16%
-20%
-17%
-20%
-50%
-33%
-50%
-50%
-40%
-56%
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183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213

04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
04.11.2023.
06.11.2023.
06.11.2023.
06.11.2023.
06.11.2023.
07.11.2023.
07.11.2023.
07.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.

195
184
176
182
175
189
187
188
191
197
2063
2159
535
604
392
2261
2230
2044
2023
2012
2021
2032
2005
2059
2082
2083
2085
2091
2125
2103
2131
2136

-50%
0%
-33%
-30%
-29%
-60%
-33%
-20%
0%
100%
-63%
190%
-710%
-24%
0%
-57%
-38%
-80%
-6%
-35%
-47%
-60%
-80%
0%
-50%
-17%
0%
3%
-29%
-20%
-25%
-17%
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214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243

08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
08.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.
10.11.2023.

srednja

vrijednost

2185
2206
477
449
2223
2232
2259
2004
2036
2043
2044
2045
2057
2059
2082
2066
2075
2064
2081
2086
2089
146
142
2114
2109
2184
2170
486
329
296

12
10
15
10
10
17

15
10
15

15

11,6

12

12

-33%
-33%
-4%
25%
-60%
-60%
-25%
-40%
-13%
-40%
20%
-18%
-40%
-13%
-29%
-20%
-20%
-40%
-20%
0%
0%
-40%
-60%
-33%
-40%
-20%
-60%
-50%
-29%
-20%

-22%
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4.4.1.1. Rezultati Bland-Altmanove analize usporedivosti mjerenja rué¢nom metodom i

metodom na analizatoru u trajanju od 30 minuta
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Slika 12. Bland-Altmanov grafikon — konstantno (12a) i proporcionalno (12b) odstupanje

usporedivosti ru¢ne i automatizirane metode mjerenja na analizatoru u trajanju od 30 minuta

Bland-Altmanovom statistickom analizom podataka utvrdeno je postojanje statisticki

znacajnog 1 konstantnog (Slika 12a) i proporcionalnog (Slika 12b) odstupanja.
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4.4.1.2. Rezultati Passing-Bablokove regresijske analize usporedivosti mjerenja ru¢nom

metodom i metodom na analizatoru u trajanju od 30 minuta

120

100 |-
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40

SRS 100/1130 min"

20

0 _I 7 . | . l . | . | . l . |
0 20 40 60 80 100 120
Ruc¢na_metoda ep. 1 5 mL

Slika 13. Graficki prikaz Passing-Bablokove regresijske analize usporedivosti ru¢ne i

automatizirane metode mjerenja na analizatoru u trajanju od 30 minuta
JednadZzba pravca Passing-Bablokove regresijske analize podataka je:
y =-0,6154 (-0,9714 do -0,2000) + 0,8462 (0,8000 do 0,8857) x.

Passing-Bablokovom regresijskom analizom (Slika 13) utvrdeno je statisticki znacajno
konstantno (odsjecak na osiy =-0,6154, 95% CI = -0,9714 do -0,2000) i proporcionalno (nagib
pravca = 0,8462, 95% CI = 0,8000 do 0,8857) odstupanje prilikom ispitivanja usporedivosti
rucne i automatizirane modificirane Westergren metode u trajanju od 30 minuta za odredivanje

brzine sedimentacije eritrocita.

Srednje odstupanje za mjerenje ru¢nom metodom i na analizatoru u trajanju od 30 minuta
iznosi -22% (Tablica 5). Broj pojedina¢nih odstupanja koja imaju vrijednost vecu od
definiranog kriterija prihvatljivosti (CROQALM, 25%, https://crogalm.hdmblm.hrima
gesupute/2024TABLICA_ DOZVOLJENIH _ODSTUPANJA za web.pdf) iznosi >5%
(121/242).
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4.4.2. Rezultati usporedivosti mjerenja ru¢nom modificiranom Westergren metodom i
modificiranom Westergren metodom na analizatoru u trajanju od 30 minuta za uzorke s

vrijednostima brzine sedimentacije eritrocita >30 mm/3,6 ks

Ispitivanjem usporedivosti metode s postoje¢im sustavom potrebno je obuhvatiti ¢itavo mjerno
podrucje analita. Buduéi da su vrijednosti brzine sedimentacije eritrocita vecine prethodno
ispitanih uzoraka (odlomak 4.3.1.) za mjerenje od 30 minuta unutar granica referentnog
intervala, naknadno su iz ostatnih uzoraka pacijenata odabrani uzorci (njih 75) s vrijednostima
brzine sedimentacije eritrocita ve¢ima od 30 mm/3,6 ks te im je odredena brzina sedimentacije
eritrocita i na analizatoru SRS 100/11 u svrhu ispitivanja usporedivosti. Dobiveni rezultati

prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. Rezultati usporedivosti mjerenja ruénom metodom i metodom na analizatoru u

trajanju od 30 minuta za uzorke s vrijednostima brzine sedimentacije eritrocita >30 mm/3,6 ks

] ruéno SRS 100/11
rs:;l datum protokol mjerenje nakon 30 minuta  odstupanje

(mm/3,6 ks) (mm/3,6 ks)
1 04.04.2024. 65 35 33 -6%
2 04.04.2024. 2088 42 34 -19%
3 04.04.2024. 2087 40 34 -15%
4 04.04.2024. 255 85 69 -19%
5 04.04.2024. 358 45 34 -24%
6 04.04.2024. 495 40 33 -18%
7 04.04.2024. 576 80 70 -13%
8 04.04.2024. 2316 50 44 -12%
9 05.04.2024. 2289 90 81 -10%
10 05.04.2024. 446 50 42 -16%
11 05.04.2024. 265 70 68 -3%
12 05.04.2024. 352 100 74 -26%
13 05.04.2024. 354 105 81 -23%
14 05.04.2024. 280 37 34 -8%
15 05.04.2024. 2172 50 36 -28%
16 08.04.2024. 313 90 73 -19%
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25
26
27
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32
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37
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46
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08.04.2024.
08.04.2024.
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236
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391
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475
490
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538
652
713
434
375

2314
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40
135
45
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20
45
50
38
70
65
45
100
100
40
90
65
50
55
95
85
50
90
45
95
30
16
30
85

40

32
30
108
47
70
82
51
34
40
40
61
44
38
79
75
31
73
54
46
52
88
77
44
75
38
82
49
33
40
71
40
32

-9%
-25%
-20%

4%
-22%
-22%
155%
-24%
-20%

5%
-13%
-32%
-16%
-21%
-25%
-23%
-19%
-17%

-8%

-5%

-71%

-9%
-12%
-17%
-16%
-14%

63%
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33%
-16%
-27%
-20%
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57
58
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65
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12.04.2024.
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15.04.2024.
16.04.2024.
16.04.2024.
16.04.2024.
16.04.2024.
16.04.2024.
16.04.2024.
16.04.2024.
16.04.2024.
16.04.2024.

srednja

vrijednost

2002
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2176
494
553
535
505
2271
2297
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380
479
590
671
695
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481
2078
417
2236
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50
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51
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34
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44
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4.4.2.1. Rezultati Bland-Altmanove analize usporedivosti mjerenja ruénom metodom i
metodom na analizatoru u trajanju od 30 minuta za uzorke s vrijednostima brzine

sedimentacije eritrocita >30 mm/3,6 ks
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Slika 14. Bland-Altmanov grafikon — konstantno (14a) i proporcionalno (14b) odstupanje
usporedivosti rucne i automatizirane metode mjerenja na analizatoru u trajanju od 30 minuta

za uzorke sa vrijednostima brzine sedimentacije eritrocita >30 mm/3,6 ks
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Bland-Altmanovom statistickom analizom podataka utvrdeno je postojanje statisticki
znacajnog konstantnog (Slika 14a) i proporcionalnog (Slika 14b) odstupanja za uzorke s

vrijednostima brzine sedimentacije eritrocita ve¢ima od 30 mm/3,6 ks.

4.4.2.2. Rezultati Passing-Bablokove regresijske analize usporedivosti mjerenja ru¢nom
metodom i metodom na analizatoru u trajanju od 30 minuta za uzorke s vrijednostima

brzine sedimentacije eritrocita >30 mm/3,6 ks
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Slika 15. Graficki prikaz Passing-Bablokove regresijske analize usporedivosti ru¢ne i
automatizirane metode mjerenja na analizatoru u trajanju od 30 minuta za uzorke s

vrijednostima brzine sedimentacije eritrocita >30 mm/3,6 ks
Passing-Bablokovom regresijskom statistickom analizom dobivena je jednadzba pravca
y = 2,5000 (-0,8947 do 6,2857) + 0,7833 (0,7143 do 0,8421) x.

Passing-Bablokovom regresijskom analizom nije utvrdeno statisticki znacajno konstantno
odstupanje (odsjecak na osi y = 2,5000, 95% CI = -0,8947 do 6,2857). Medutim, utvrdeno je
postojanje statisticki znacajnog proporcionalnog odstupanja (nagib pravca = 0,7833, 95% CI =
0,7143 do 0,8421) prilikom ispitivanja usporedivosti ru¢ne modificirane Westergren metode i
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automatizirane modificirane Westergren metode na uzorcima s brzinom sedimentacije

eritrocita >30 mm/3,6 Kks.

Srednje odstupanje za uzorke s brzinom sedimentacije eritrocita ve¢om od 30 mm/3,6 ks iznosi
-12% (Tablica 9). Broj pojedina¢nih odstupanja koja imaju vrijednost ve¢u od unaprijed
definiranog  kriterija  prihvatljivosti (CROQALM, 25%, https://crogalm.hdmblim.
hrimagesupute/2024TABLICA_DOZVOLJENIH ODSTUPANJA za web.pdf) je 17/75 te

iznosi >5%.

4.4.3. Rezultati usporedivosti mjerenja ruénom modificiranom Westergren metodom i

modificiranom Westergren metodom na analizatoru u trajanju od 15 minuta

Analizirano je ukupno 240 uzoraka, od ¢ega je jedan uzorak bio zgrusan, stoga nije obuhvaéen
statistiCkom analizom podataka. Uzorak pod rednim brojem 97 (Tablica 10) takoder nije
obuhvacden statistickom analizom zbog nemjerljive brzine sedimentacije eritrocita na

analizatoru (>140 mm/3,6 ks).

Tablica 10. Rezultati usporedivosti mjerenja ruénom metodom i metodom na analizatoru u

trajanju od 15 minuta

] ruéno SRS 100/11
rsfor;l datum protokol mjerenje nakon 15 minuta  odstupanje
(mm/3,6 ks) (mm/3,6 ks)
1 25.10.2023. 2031 7 4 -43%
2 25.10.2023. 2077 2 2 0%
3 25.10.2023. 2015 20 13 -35%
4 25.10.2023. 2086 5 2 -60%
5 25.10.2023. 2088 25 16 -36%
6 25.10.2023. 2105 15 9 -40%
7 25.10.2023. 2004 20 14 -30%
8 25.10.2023. 2013 15 13 -13%
9 25.10.2023. 2022 5 1 -80%
10 25.10.2023. 2106 19 13 -32%
11 25.10.2023. 2129 25 19 -24%
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4.4.3.1. Rezultati Bland-Altmanove analize usporedivosti mjerenja ru¢nom metodom i

metodom na analizatoru u trajanju od 15 minuta
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Slika 16. Bland-Altmanov grafikon — konstantno (16a) i proporcionalno (16b) odstupanje

usporedivosti rucne i automatizirane metode mjerenja na analizatoru u trajanju od 15 minuta

Bland-Altmanovom statistickom analizom utvrdeno je statisticki znacajno konstantno (Slika
16a) i statisticki znacajno proporcionalno (Slika 16b) odstupanje prilikom ispitivanja
usporedivosti ruéne modificirane Westergren metode i modificirane Westergren metode na

analizatoru u trajanju od 15 minuta.
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4.4.3.2. Rezultati Passing-Bablokove regresijske analize usporedivosti mjerenja ru¢nom

metodom i metodom na analizatoru u trajanju od 15 minuta
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Slika 17. Graficki prikaz Passing-Bablokove regresijske analize usporedivosti ru¢ne i

automatizirane metode mjerenja na analizatoru u trajanju od 15 minuta

Passing-Bablokovom regresijskom analizom usporedivosti ru¢ne modificirane Westergren
metode i modificirane Westergren metode na analizatoru u trajanju od 15 minuta (Slika 17)

dobivena je jednadzba regresijskog pravca:
y=-1,4000 (-1,8571 do -1,0000) + 0,8000 (0,7500 do 0,8571) x.

Utvrdena je prisutnost statisticki znac¢ajnog konstantnog (odsjecak na osi y = -1,4000, 95% CI
=-1,8571 do -1,0000) i statisti¢ki znac¢ajnog proporcionalnog (nagib pravca = 0,8000, 95% CI
=0,7500 do 0,8571) odstupanja.

Srednje odstupanje usporedivosti mjerenja na analizatoru u trajanju od 15 minuta i ru¢nog
mjerenja brzine sedimentacije eritrocita iznosi -33 (Tablica 10). Broj pojedina¢nih odstupanja
vrijednosti veée od definiranog kriterija prihvatljivosti (CROQALM, 25%, https://crogalm
.hdmblm.hrimagesupute/2024TABLICA DOZVOLJENIH_ODSTUPANJA_za_web.pdf)
iznosi >5% (147/238).
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5. RASPRAVA

Medicinsko-biokemijska laboratorijska dijagnostika sastavni je dio medicinskih djelatnosti
kojima je u srediStu djelovanja dobrobit pacijenta. Kako bi se osigurala pouzdanost rezultata i
sigurnost informacije koja se prosljeduje iz laboratorija, vazno je pridrzavati se smjernica i
preporuka krovnih organizacija, sudjelovati u programima vanjske kontrole kvalitete te teziti
harmonizaciji i standardizaciji. Ovisno o potrebama laboratorija, odnosno o ustanovi i
pacijentima kojima se pruza usluga, financijskom stanju, prostoru, uvjetima, kvaliteti pretrage,
dostupnosti novih pretraga, uvode se nove metode i mijenjaju postojece. Danas se sve vise tezi
k automatizaciji i zamijeni ru¢nih metoda automatiziranima kako bi se smanjila izloZenost
zaposlenika bioloskom riziku, varijabilnost rezultata te ljudska greska. Prije uvodenja nove
metode, potrebno je provesti njenu validaciju i verifikaciju. Validacija je postupak ispitivanja
osnovnih znacajki metode (referentni intervali, preciznost, linearnost, granice slijepe probe,
detekcije i1 kvantifikacije, analiti¢ka osjetljivost, interferencije, prijenos analita — engl. carry
over, stabilnost uzorka i druge) koji je duzan obaviti proizvodac, a verifikacija podrazumijeva
provjeru zna¢ajki metode navedenih u deklaraciji proizvodaca pri ¢emu laboratorij sam odabire
znacajke metode obuhvacene verifikacijskim protokolom uz obavezno ispitivanje preciznosti i

usporedivosti (Saracevié, 2013).

Odredivanje brzine sedimentacije eritrocita desetlje¢ima je prisutna pretraga u medicinsko-
biokemijskim laboratorijima (Tishkowski i Gupta, 2022). Donedavno se odredivala iskljucivo
ruéno izvodenom referentnom Westergren metodom, a danas se sve viSe zamjenjuje
automatiziranim metodama koje se temelje na modifikaciji originalne Westergren metode. S
obzirom na to, prema CLSI i ICSH smjernicama, prije uvodenja nove metode za odredivanje
brzine sedimentacije eritrocita, potrebno je novu metodu usporediti s referentnom Westergren
metodom (Kratz i sur., 2017). U sklopu ispitivanja prikladnosti uvodenja automatizirane
modificirane Westergren metode u rutinski rad, ovim je radom obuhvacena usporedba
modificirane Westergren metode na analizatoru SRS 100/ s ru¢nom modificiranom

Westergren metodom na graduiranom stalku.

Modificirana Westergren metoda na analizatoru i na graduiranom stalku zahtjeva upotrebu
novih spremnika (VACUETTE® Tube 4NC ESR) u odnosu na spremnike za Westergren
metodu. U skladu s time, usporedbi dviju metoda prethodila je tehnicka 1 klinicka validacija
novih spremnika volumena 1,5 mL i 2,75 mL. Udio svih promatranih indikatora kvalitete

tehnicke validacije zadovoljio je postavljene kriterije prihvatljivosti (udio spremnika s
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nezadovoljavajuéim indikatorom <1%), osim udjela zgruSanih uzoraka koji je iznosio 4%.
Bland-Altmanovom i Passing-Bablokovom analizom za spremnike volumena 1,5 mL nije
utvrdeno statisticki znacajno ni konstantno ni proporcionalno odstupanje. Srednje odstupanje
za spremnike volumena 1,5 mL iznosi 14,66% te je manje od kriterija prihvatljivosti koji je
preuzet iz CROQALM-a  (https://crogalm.hdmblm.hrimagesupute/2024TABLICA

DOZVOLJENIH ODSTUPANJA za web.pdf), stoga nije prisutno ni klini¢ki znacajno

konstantno odstupanje. Za spremnike volumena 2,75 mL Bland-Altmanovom analizom

utvrdeno je postojanje statisticki znaCajnog proporcionalnog odstupanja bez statistic¢ki
znaajnog Kkonstantnog odstupanja, dok je Passing-Bablokovom regresijskom analizom
utvrdeno da ne postoji statisti¢ki znacajno ni konstantno ni proporcionalno odstupanje. Srednje
odstupanje  (19,55%) manje je od kriterija prihvatljivosti (CROQALM, 25%,
https://crogalm.hdmblm.hrimagesupute/2024TABLICA DOZVOLJENIH_ODSTUPANJA

za_web.pdf), prema ¢emu ne postoji klini¢ki znacajno konstantno odstupanje medu ispitivanim
spremnicima. Dobiveni rezultati upucuju na prikladnost uvodenja novih spremnika u
svakodnevni rad, §to omogucuje sigurniji rad (nema potrebe za odcepljivanjem), analiziranje
spremnika razli¢itih volumena istom metodom te, za spremnike volumena 1,5 mL, manji
volumen uzorka i krace vrijeme analize. Uvodenjem novih spremnika, potrebno je pazljivije
homogenizirati uzorak s obzirom na njihov vrlo uzak promjer (otezava homogenizaciju uzorka)
te paziti na pravilno obiljezavanje spremnika buduci da neispravno zalijepljena barkod
naljepnica moze otezavati oCitavanje rezultata. Brzina sedimentacije eritrocita iz novih
spremnika moZe se odredivati pomoc¢u ru¢ne modificirane metode na graduiranom stalku
oCitavanjem razine do koje su eritrociti sedimentirali nakon 30 minuta. Ocitavanje razine
oteZano je zbog nacina gradacije stalka koja nije precizna poput Westergren metode te uvelike
ovisi o djelatniku koji tu razinu ocitava. Kako bi se sprijecile pogreske prilikom vizualnog
oCitavanja rezultata te kako bi se ubrzao proces analize, nastoji se uvesti automatizirana metoda
na analizatoru SRS 100/I1.

Analizator SRS 100/II moze odrediti brzinu sedimentacije eritrocita tijekom mjerenja u trajanju
od 60, 30 i 15 minuta (definirano u postavkama analizatora) isklju¢ivo u spremnicima
volumena 1,5 mL, stoga su daljnji koraci provedeni samo za spremnike volumena 1,5 mL.
Uvodenjem automatizirane metode, izmedu ostalog, nastoji se skratiti trajanje analize pa je
ispitivana usporedivost mjerenja analizatora nakon 30 minuta i nakon 15 minuta s ru¢nom
modificiranom metodom u trajanju od 30 ili 60 minuta. Bland-Altmanovom i Passing-

Bablokovom statistickom analizom usporedivosti metoda nakon 30 minuta utvrdeno je
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statisti¢ki znac¢ajno konstantno i proporcionalno odstupanje. Srednje odstupanje (-22%) unutar
je kriterija prihvatljivosti (CROQALM, 25%, https://crogalm.hdmblm.hrimagesupute/2024
TABLICA DOZVOLJENIH _ODSTUPANJA za web.pdf), $to ukazuje da statisticki

znacajno konstantno odstupanje nije klinicki znacajno, dok Ccinjenica da vise od 5%
pojedinacnih vrijednosti ima odstupanje vece od kriterija prihvatljivosti upucuje na prisutnost
klini¢ki znaCajnog proporcionalnog odstupanja. Ispitivanjem usporedivosti za uzorke s
vrijednostima brzine sedimentacije eritrocita >30 mm/3,6 ks (trajanje analize 30 minuta),
Bland-Altmanovom analizom utvrdena je prisutnost statisticki znacajnog i konstantnog i
proporcionalnog odstupanja, dok je Passing-Bablokovom analizom utvrdena prisutnost
statisticki znacajnog proporcionalnog bez statisticki znacajnog konstantnog odstupanja.
Srednje odstupanje za ovu skupinu uzoraka iznosi -12% te je unutar Kriterija prihvatljivosti
(CROQALM, 25%, https://crogalm.hdmblm.hrimagesupute/2024TABLICA DOZVOLJENI
H ODSTUPANJA za web.pdf), a broj pojedina¢nih vrijednosti ve¢ih od kriterija

prihvatljivosti >5%, $to proporcionalno odstupanje ¢ini klini¢ki znacajnim. Ispitivanjem
usporedivosti automatizirane metode na analizatoru s ru¢nom metodom za vrijeme mjerenja
od 15 minuta, statisticka analiza takoder ukazuje na prisutnost statisticki znacajnog i
konstantnog i proporcionalnog odstupanja uz srednje odstupanje (-33%) izvan Kriterija
prihvatljivosti (CROQALM, 25%, https://crogalm .hdmblm.hrimagesupute/2024TABLICA
DOZVOLJENIH_ODSTUPANJA za web.pdf), Sto znacCi da postoji klini¢ki znacajno

konstantno odstupanje. Dodatno, na klinicki znac¢ajno proporcionalno odstupanje ukazuje vise
od 5% pojedinacnih vrijednosti s odstupanjem ve¢im od definiranog kriterija prihvatljivosti.
Zbog svega navedenog, automatizirana metoda u trajanju od 15 minuta smatra se
neprihvatljivom za uvodenje u rutinski rad laboratorija te se za svakodnevni rad smatra
prihvatljivom jedino automatizirana metoda s mjerenjem od 30 minuta kod koje statisticki
znacajno konstantno odstupanje nije ujedno i klini¢ki znacajno. Uvodenju automatizirane
metode s vremenom mjerenja od 30 minuta u svakodnevni rad doprinose i rezultati
usporedivosti ispitane pomoc¢u uzoraka s patoloskim vrijednostima brzine sedimentacije
eritrocita (>30 mm/3,6 ks), koji takoder pokazuju prihvatljive vrijednosti, odnosno koji ne
pokazuju klinicki znacajno konstantno odstupanje. Time je provjerena prikladnost metode i za
podru¢je brzine sedimentacije eritrocita >30 mm/3,6 ks. Moguée je objasSnjenje za
neprihvatljivo vrijeme mjerenja od 15 minuta to Sto se proces sedimentacije eritrocita odvija u
tri koraka za koja je vremenski potrebno oko 60 minuta (10 minuta stvaranje rouleaux

formacija, 40 minuta sedimentacija i 10 minuta faza pakiranja), tako da je ekstrapolacija
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rezultata nakon 15 minuta mjerenja nedovoljno pouzdana jer se u periodu od 30 minuta ipak

obuhvati vec¢i udio dogadaja u spremniku.

Buduc¢i da je ispitivanjem usporedivosti ru¢ne i automatizirane modificirane metode utvrdena
primjerenost uvodenja automatizirane metode u trajanju od 30 minuta, ponovljivost je ispitana
uzastopnim mjerenjem brzine sedimentacije eritrocita dvaju uzoraka razli¢itih vrijednosti u
trajanju od 30 minuta. Rezultati ponovljivosti obaju uzoraka unutar su kriterija prihvatljivosti
(CROQALM, 25%, https://crogalm.hdmblm.hrimagesupute/2024TABLICA DOZVOLJENI
H ODSTUPANJA za web.pdf), sto ide u prilog implementaciji metode u rutinski rad,

odnosno pokazuje da je metoda ponovljiva. Ponovljivost ovisi i o stabilnosti uzorka, koja u
ovom radu nije ispitana s obzirom da su svi uzorci analizirani unutar deklariranog vremena
stabilnosti za pretragu, tj. unutar 6 sati na 20-25 °C (Stavljeni¢ Rukavina i Cvori§¢ec, ured.,
2007). Medutim, Brenci¢ i suradnici ispitali su stabilnost uzorka te su utvrdili da, stajanjem
uzorka na sobnoj temperaturi, ne dolazi do statisti¢ki znacajne razlike u rezultatima na SRS
100/11 analizatoru nakon 3 sata ni nakon 6 sati u odnosu na pocetne vrijednosti, dok se
vrijednosti na iISED analizatoru (AlcorScientific, Smithfield, SAD) mijenjaju stajanjem uzorka
na sobnoj temperaturi ve¢ nakon 3 sata u odnosu na pocetne vrijednosti i u odnosu na one
izmjerene na SRS 100/Il (Bren¢i¢ i sur., 2020). Lapi¢ i suradnici ustanovili su da ne postoji
statistiCki znaCajna razlika u rezultatima na Ves-Matic Cube 200 analizatoru (Diesse
Diagnostica Senese, Siena, Italija) nakon cjelodnevne pohrane uzorka na 4 °C, dok se rezultati
uzoraka pohranjenih na sobnoj temperaturi uvelike mijenjaju u odnosu na prvotne vrijednosti
(Lapi¢ i sur., 2019).

Uvodenjem automatizirane modificirane metode na SRS 100/1I analizatoru skracuje se vrijeme
analize na 30 minuta, povecava se sigurnost rada zbog upotrebe novih spremnika koje nije
potrebno odcepljivati, a kojima se takoder smanjuje i volumen uzorka potreban za mjerenje,
smanjuju se troskovi laboratorija, a, ukoliko zbog tehni¢kih razloga nije moguée provesti
odredivanje brzine sedimentacije eritrocita na analizatoru, moguce ju je odrediti na
graduiranom stalku za koji se koriste isti spremnici, stoga nije potrebno ponavljati uzorkovanje.
Metoda na graduiranom stalku, ru¢na modificirana metoda, takoder osigurava rezultate nakon
30 minuta, ne iziskuje odcepljivanje spremnika ili neki drugi manualni rad, osim dobre
homogenizacije koja je potrebna 1 za uredaj, postavljanje zapornog sata i vizualno ocitavanje
rezultata. Rezultati upucuju na postojanje statisticki znacajne razlike izmedu rucne i
automatizirane metode (P<0,05) za sve tri podskupine s obzirom na brzinu sedimentacije
eritrocita (<20, 20-40, >40 mm/3,6 ks). Vrijednosti oCitane na graduiranom stalku za sve su
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podskupine nesto vece nego na analizatoru, cemu doprinosi otezano ocitavanje razine do koje
su eritrociti sedimentirali, zbog na¢ina gradacije stalka, te ovisnost rezultata o zaposleniku koji
vrijednosti oCitava. Naime, stalak je graduiran tako da crtice prikazuju vrijednosti
sedimentacije eritrocita u razmaku od 5 mm/3,6 ks, $to je nepreciznije u odnosu na Westergren
metodu u kojoj je jedna crtica 1 mm. Budu¢i da postoji razlika u rezultatima dobivenim na
analizatoru 1 oCitavanjem na graduiranom stalku, metode se ne smiju koristiti istovremeno.
Nadalje, Asif i suradnici utvrdili su pozitivnu korelaciju analizatora Vacuette SRS 20/11 s
Westergren metodom, s nizim izmjerenim vrijednostima dobivenim na Vacuette SRS 20/11 u
usporedbi s Westergren metodom pri ve¢im vrijednostima brzine sedimentacije eritrocita (Asif
i sur., 2012). Brenc¢i¢ i suradnici usporedbom metode na iSED analizatoru i SRS 100/11 Bland-
Altmanovom analizom utvrdili su konstantno odstupanje s veéim izmjerenim vrijednostima na
ISED analizatoru (Brenci¢ i sur., 2022). Moguci uzrok razli¢itih rezultata dobivenih na iISED
analizatoru u odnosu na one dobivene na SRS 100/l moze biti upotreba razli¢itih
antikoagulansa. iISED zahtjeva upotrebu spremnika s EDTA antikoagulansom, a SRS 100/I1
spremnike s citratnim antikoagulansom. Budu¢i da je citratna krv manje viskozna od EDTA
krvi, upotreba spremnika s citratnim antikoagulansom moze biti uzrok vecih rezultata na iSED
analizatoru u odnosu na one dobivene na SRS 100/Il (Brenci¢ i sur., 2022). Neki od sustava
koji su danas Cesto u upotrebi su i Starrsed Inlerliner (Starrsed RL, RR Mechatronics,
Nizozemska), Testl (Alifax, Polverara, Italija) i Ves-Matic Cube 200. Razli¢ite automatizirane
metode razlikuju se po nacelu mjerenja, spremnicima potrebnima za mjerenje, stupnju
automatiziranosti i drugim znacajkama. Rezultati dobiveni na tim sustavima takoder uglavnom
pozitivno koreliraju s rezultatima dobivenima Westergren metodom, uz povremene iznimke
(AlFadnli i Al-Awadhi, 2005). Medutim, odredivanje korelacije nedovoljno je
zadovoljavajuce, buduci da dvije metode mogu snazno korelirati, ali se rezultati dobiveni tim
metodama ne moraju slagati (AlFadhli i Al-Awadhi, 2005). Orkmez i suradnici usporedivali
su Starrsed Interliner s Westergren metodom. Bland-Altmanova analiza pokazala je povecanje
razlike medu metodama s povecanjem vrijednosti dobivenih Westergren metodom. Smatraju
da je potencijalan uzrok takvim rezultatima razlika u antikoagulansima koji se koriste u dvjema
metodama — citratni u Westergren metodi i EDTA u Starrsed Interliner analizatoru (Orkmez i
sur., 2020). Nadalje, Patil i suradnici usporedbom automatiziranog sustava Ves-Matic Cube 80
1 modificirane metode (obje metode koriste spremnike s EDTA) uocili su znacajno odstupanje
u rezultatima dviju metoda, osobito pri ve¢im vrijednostima brzine sedimentacije eritrocita, §to
se smatra klinicki neprihvatljivim (Patil i sur., 2013). Sli¢ne rezultate dobili su i AlFadhli i Al-

Awadhi usporeduju¢i SEDIsystem i Westergren metodu — dvije metode koje koriste spremnike
63



s citratnim antikoagulansom (AlFadhli i Al-Awadhi, 2005). Modificirana metoda temelji se na
Westergren metodi koja koristi spremnike s citratnim antikoagulansom. Stoga, upotrebom
EDTA dolazi do razrjedenja uzorka i odmaka od Westergren metode, Sto moze utjecati na
dobivene rezultate. Takoder, EDTA ubrzava stvaranje rouleaux formacija pa moze utjecati na
rezultate mjerenja uredaja koji odreduju brzinu sedimentacije eritrocita na pocetku same
reakcije, kao §to to radi iSED (Brencic¢ i sur., 2022). SRS 100/11 zahtjeva upotrebu spremnika
s citratnim antikoagulansom, stoga izostaje taj ucinak razrjedenja i dodatnog manipuliranja
uzorkom iz spremnika s EDTA te mijeSanja s citratom pa je modificirana, I rucna i
automatizirana, Westergren metoda po svojim znaCajkama bliza referentnoj Westergren
metodi. Zbog toga je takoder moguce koristenje istih referentnih intervala uspostavljenih na
temelju Westergren metode za metodu analizatora SRS 100/1I i ru¢nu modificiranu metodu,
dok su Orkmez i suradnici utvrdili da je potrebno uspostaviti nove referentne intervale zbog
velikih odstupanja medu rezultatima dobivenim na Starrsed Interliner analizatoru i Westergren
metodom (Orkmez i sur., 2020). Ci¢ak je ustanovila da bi, uvodenjem automatskog analizatora
Roller 20 PN (Alifax, Polverara, Italija), bilo potrebno izraditi nove referentne intervale zbog
njegove neusporedivosti s Westergren metodom (Cicak, 2018).

Usporedbom rezultata dobivenih mjerenjem brzine sedimentacije eritrocita na analizatoru i
ruénom metodom kod pacijenata s razlicitim vrijednostima hematokrita i MCV-a, uocene su
smanjene vrijednosti brzine sedimentacije eritrocita kod uzoraka s hematokritom >0,350,
odnosno povecane kod uzoraka s hematokritom <0,350. Brzina sedimentacije eritrocita u ovom
ispitivanju nije bila pod znacajnim utjecajem MCV-3, to jest, iako postoji statisticki znacajna
razlika u rezultatima dobivenim ru¢nom i automatiziranom metodom za obje podskupine s
obzirom na MCV, vrijednosti dobivene istom metodom u podskupinama ne razlikuju se u
tolikoj mjeri kao za hematokrit. Statisti¢ki znacajna razlika izmedu ru¢nog i automatiziranog
mjerenja prisutna je za sve podskupine s obzirom na vrijednosti hematokrita i MCV-a, ponovno
s ve¢im izmjerenim vrijednostima ru¢nom modificiranom metodom na graduiranom stalku.
Brenci¢ i suradnici usporedbom SRS 100/11 i iSED analizatora, utvrdili su postojanje statisticki
znacajne razlike u vrijednostima za podskupine sa smanjenim i urednim MCV-om te urednim
1 povecanim hematokritom, dok za mjerenja u uzorcima s povecanim MCV-om i smanjenim
hematokritom nema statisticki znacajne razlike (Brenci¢ 1 sur., 2020). Nadalje, takoder su
utvrdili negativnu korelaciju izmedu dvaju parametara, odnosno znacajno vece vrijednosti
brzine sedimentacije eritrocita i na iSED 1 na SRS 100/I automatskom sustavu pri nizem

hematokritu i srednjem volumenu eritrocita (Brenci¢ i sur., 2020). Bogdaycioglu i suradnici
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usporedbom Ves-Matic Cube 200 i iISED automatskih sustava s Westergren metodom utvrdili
su negativnu Kkorelaciju izmedu brzine sedimentacije eritrocita i hematokrita, $to dodatno
upucuje na to da SRS 100/1I podlijeze istim utjecajima kao i iSED i Ves-Matic Cube 200
(Bogdaycioglu i sur., 2015). Bogdaycioglu i suradnici uvidjeli su i pozitivnu korelaciju izmedu
rezultata analizatora Ves-Matic Cube 200 i ISED i broja eritrocita te koncentracije C-
reaktivnog proteina (Bogdaycioglu i sur., 2015). S obzirom na to da se brzina sedimentacije
eritrocita odreduje kao parametar i u pracenju jacine (intenziteta) upalnog procesa u organizmu,
vazan je utjecaj i proteina akutne faze, do Cijeg porasta u takvom stanju dolazi, na rezultate
same analize. Upravo su to ispitali Bren¢i¢ i suradnici te pokazali kako je usporedbom iSED i
SRS 100/II uredaja apsolutno odstupanje znafajno vece u patoloSkom rasponu vrijednosti,
zbog Cega postoji mogucénost pogresne klinicke interpretacije nalaza dobivenih na iSED
analizatoru kod 14,17% pacijenata (Brenci¢ i sur., 2020). Potencijalni uzrok znacajno veéim
vrijednostima lezi u ¢injenici da fibrinogen potiée stvaranje rouleaux formacija, ¢ime ubrzava
proces sedimentacije, a, s obzirom na to da iSED odreduje brzinu sedimentacije eritrocita na
temelju stvaranja rouleaux formacija, rezultati ¢e biti znac¢ajno poviseni (Brencic i sur., 2020).
S druge strane, Lapi¢ i suradnici ispitali su u¢inak fibrinogena na rezultate analize uredaja Ves-
Matic Cube 200 1 TEST1 te na rezultate Westergren metode dodajuci otopinu liofiliziranog
humanog fibrinogena u uzorke zdravih pacijenata. Pokazali su najveci utjecaj fibrinogena na
rezultate dobivene na Ves-Matic Cube 200 analizatoru, a najmanji na TEST1 analizatoru.
Autori zakljucuju da je ucinak fibrinogena najizraZeniji u drugoj fazi sedimentacije eritrocita
te da, budu¢i da TEST1 odreduje brzinu sedimentacije na temelju prve faze, rezultati njegove
analize bit ¢e pod najmanjim utjecajem. Ispitivanje je provedeno na tek 4 zdrava uzorka, stoga
na temelju dobivenog nije mogucée zakljuciti o rezultatima uzoraka osoba kojima je
koncentracija fibrinogena promijenjena zbog patoloSkih zbivanja (Lapi¢ 1 sur., 2019). Budu¢i
da SRS 100/1I koristi druk¢iji princip mjerenja, odnosno odreduje razinu sedimentacije
visekratnim o¢itavanjem (10 puta) tijekom 30 minuta ukupnog trajanja analize, za ocekivati je

da ¢e taj uéinak fibrinogena biti manje izraZzen na rezultatima.

Usporedbom automatizirane i ru¢ne modificirane metode za odredivanje brzine sedimentacije
eritrocita utvrdena je prikladnost uvodenja automatizirane metode na SRS 100/1I analizatoru u
svakodnevni rad. S obzirom da je za mjerenje od 30 minuta prisutno klinicki znacajno
proporcionalno bez klini¢ki znac¢ajnog konstantnog odstupanja, a za mjerenje od 15 minuta i
klinicki znacajno konstantno i proporcionalno odstupanje, u svakodnevni se rad uvodi mjerenje

u trajanju od 30 minuta. Uvodenje automatizirane metode omogucuje i tehnicka i klinicka
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validacija spremnika kojom je utvrdena prikladnost uvodenja novih spremnika (VACUETTE®
Tube 1,5 mL 4NC ESR, 3,2%-tni natrijev citrat) potrebnih za analizu na SRS 100/Il. Metoda
je 1 ponovljiva, buduci da rezultati ispitivanja ponovljivosti pomocu uzorka vrijednosti brzine
sedimentacije eritrocita unutar i iznad referentnog intervala zadovoljavaju Kriterij
prihvatljivosti. No, s obzirom nato da je statisti¢ki znacajna razlika izmedu mjerenja u trajanju
od 30 minuta na analizatoru i ruéne metode na graduiranom stalku prisutna i u podskupinama
uzoraka razvrstanin prema brzini sedimentacije eritrocita te vrijednostima MCV-a i
hematokrita, s ve¢im izmjerenim vrijednostima ru¢nom metodom, obje se metode ne smiju

koristiti istovremeno.
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6. ZAKLJUCAK

Tehnicka 1 klinicka validacija spremnika VACUETTE® Tube 4NC ESR volumena 2,75 mL
i 1,5 mL potvrdila je prikladnost uvodenja novih spremnika u rutinski rad laboratorija.

Ispitivanjem ponovljivosti pomocu dvaju uzoraka razlicitih vrijednosti brzine sedimentacije
eritrocita na SRS 100/11 u trajanju mjerenja od 30 minuta, dobiveni su koeficijenti varijacije
koji zadovoljavaju definirane kriterije prihvatljivosti, stoga se zakljucuje da je metoda

ponovljiva.

Bland-Altmanovom i Passing-Bablokovom  statistickom analizom  usporedivosti
automatizirane i ru¢ne metode u trajanju mjerenja od 30 minuta utvrdeno je statisti¢ki znacajno
konstantno i proporcionalno odstupanje. Ispitivanjem usporedivosti automatizirane metode s
vremenom mjerenja od 15 minuta s ruénom metodom u trajanju od 30 minuta, statistiCkom je
analizom utvrdeno statisticki znacajno konstantno i proporcionalno odstupanje. Za vrijeme
mjerenja od 15 minuta statisti¢ki znacajna odstupanja su i klini¢ki zna¢ajna, dok za vrijeme
mjerenja od 30 minuta samo je proporcionalno odstupanje klinicki znacajno. Prema tome, za
uvodenje u svakodnevni rad laboratorija 1 zamjenu ru¢ne modificirane metode prikladna je

automatizirana metoda s vremenom mjerenja od 30 minuta i spremnicima volumena 1,5 mL.

Ispitivanjem usporedivosti na uzorcima s vrijednostima brzine sedimentacije eritrocita >30
mm/3,6 ks s vremenom mjerenja od 30 minuta Bland-Altmanovom statistickom analizom
utvrdena je prisutnost statisticki znacajnog konstantnog i proporcionalnog odstupanja. Passing-
Bablokovom regresijskom analizom utvrdena je prisutnost statisticki znafajnog
proporcionalnog odstupanja, koje je ujedno i klinicki znacajno, bez statisticki znacajnog
konstantnog odstupanja, stoga se automatizirana metoda s vremenom mjerenja od 30 minuta

smatra prihvatljivom i za uzorke s patoloskim vrijednostima brzine sedimentacije eritrocita.

Uvodenjem automatizirane modificirane Westergren metode na SRS 100/11 analizatoru za
odredivanje brzine sedimentacije eritrocita s vremenom mjerenja od 30 minuta smanjuje se
bioloski rizik buduc¢i da se koriste spremnici volumena 1,5 mL koje nije potrebno od¢epljivati,
smanjuje se mogucénost ljudske greske i utjecaj vanjskih ¢imbenika (temperature, prasine).
Metoda je usporediva s ru¢énom metodom na graduiranom stalku tako da se, ukoliko dode do
kvara analizatora, brzina sedimentacije eritrocita iz istih spremnika moze odrediti ru¢nom
metodom na graduiranom stalku. Zbog vecih vrijednosti dobivenih ocitavanjem na

graduiranom stalku, vazno je da se automatizirana i ruéna metoda ne koriste u isto vrijeme.
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7. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina
FW test - Fahraeus-Westergren test

ICSH — Medunarodno vijece za standardizaciju u hematologiji, engl. International Council for

Standardization in Haematology

CLSI - Institut za klinicke i laboratorijske standarde, engl. Clinical and Laboratory Standards

Institute

KBC — klinicki bolnicki centar

Cl —interval pouzdanosti, engl. confidence interval

MD - srednja razlika, engl. mean difference

X — aritmeticka sredina

Sq — standardna devijacija

CV, — koeficijent varijacije

HKMB — Hrvatska komora medicinskih biokemicara

Q1 — prvi kvartil

Q3 — treci kvartil

IQR, Q3-Q1 — interkvartilni raspon, engl. interquartile range
CROQALM — Hrvatski centar za vrednovanje kvalitete u laboratorijskoj medicini

EFLM — Europska federacija za klinicku kemiju 1 laboratorijsku medicinu, engl. European

Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine

MCYV - srednji volumen eritrocita, engl. mean corpuscular volume
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9. SAZETAK/SUMMARY
9.1. SazZetak

Brzina sedimentacije eritrocita rutinska je metoda koja se Cesto koristi u medicinsko-
biokemijskim laboratorijima. Westergren metoda referentna je metoda, no danas se Cesto u
upotrebi nalaze automatizirane i modificirane metode za odredivanje brzine sedimentacije
eritrocita. Svrha ovog ispitivanja usporedba je automatizirane modificirane metode na SRS
100/11 analizatoru (Greiner Bio-One, GmbH, Austrija) i ru¢ne modificirane metode na
graduiranom stalku. Budu¢i da analiza na SRS 100/II analizatoru i na graduiranom stalku
iziskuje nove spremnike, prije usporedbe metoda provedena je tehnicka i klinicka validacija
spremnika VACUETTE® Tube 4NC ESR volumena 1,5 i 2,75 mL s 3,2%-tnim natrijevim
citratom. Takoder, ispitana je i ponovljivost pomoc¢u uzoraka, jednog unutar, a jednog iznad
referentnog intervala. Utvrdena je primjerenost uvodenja obaju spremnika u rutinski rad, no, s
obzirom na to da analizator koristi samo spremnike volumena 1,5 mL, usporedivost je ispitana
samo na njima. SRS 100/II posjeduje moguénost mjerenja u trajanju od 15 i 30 minuta, tako
da su usporedivani rezultati dobiveni i nakon 15 minuta i nakon 30 minuta s rezultatima
dobivenim na graduiranom stalku nakon 30 minuta. Statistickom analizom utvrdeno je da za
mjerenje u trajanju od 30 minuta ne postoji klinicki znac¢ajno konstantno odstupanje, dok za
mjerenje u trajanju od 15 minuta postoji klini¢ki znacajno konstantno odstupanje, stoga je
prihvacena metoda na SRS 100/II s mjerenjem u trajanju od 30 minuta za uvodenje u rutinski
rad. Ispitivanjem ponovljivosti na toj metodi, dobiveni rezultati zadovoljavaju kriterije

prihvatljivosti.
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9.2. Summary

Erythrocyte sedimentation rate is a routine method commonly used in medical-biochemical
laboratories. While the Westergren method is a reference method, today automated and
modified methods for measuring the sedimentation rate of erythrocytes are often in use. The
purpose of this examination is to compare the automated modified method on SRS 100/11
analyzer (Greiner Bio-One, GmbH, Austria) and the manual modified method on the graduated
stand. Since the analysis on the SRS 100/11 analyser and on the graduated stand requires new
test tubes, a technical and clinical validation of THE VACUETTE ® tube 4NC ESR test tubes
of 1.5 and 2.75 ml with 3.2% sodium citrate was performed prior to the comparison of the
methods. Also, repeatability using samples, one within and one above reference interval, was
tested. The appropriateness of introducing both test tubes into routine was established,
however, since the analyser only uses 1,5 ml test tubes, comparability was only tested on them.
The SRS 100/11 has the possibility of measuring for 15 and 30 minutes, so the results obtained
after both 15 minutes and 30 minutes were compared with the results obtained on the graduated
stand after 30 minutes. A statistical analysis showed that there is no clinically significant
constant difference for a 30 minute measurement, while a clinically significant constant
difference was found for a 15 minute measurement. Therefore, a 30 minute measurement SRS
100/11 method was adopted for routine implementation. By testing repeatability on this method,

the results were found to meet the acceptability criteria.
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