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1.UVOD
1.1.Eritrociti

Zreli eritrocit bikonkavnog je oblika, bez jezgre, promjera 7-8 um i prosjecnog volumena 80-
100 fL. Bojanjem razmaza periferne krvi metodom po Pappenheimu boji se rozo zbog
unutarstani¢nog sadrzaja acidofilnog proteina hemoglobina. Stanica nije sposobna sintetizirati
nove proteine ili lipide zbog gubitka ostatne ribonukleinske kiseline (engl. Ribonucleic acid,

RNA), mitohondrija i vaznih enzima (McKenzie, 2014).

1.2.Eritrocitopoeza

Eritropoeza je jedan od najvaznijih fizioloskih procesa, neophodan za sve osnovne aktivnosti
organa i za preZivljavanje. Dnevno se stvara 3 x 10° eritrocita po kilogramu tjelesne mase.
Eritroidna homeostaza je strogo reguliran proces. Stanice u mikrookruzenju kostane srzi
proizvode faktore rasta potrebne za daljnju diferencijaciju stanica. Kljucni faktori rasta za
eritropoezu su faktor rasta maticnih stanica (engl. stem cell factor, SCF) i eritropoetin (EPO).
Pluripotentna mati¢na stanica (PMS) je pocetna stanica iz koje zapoc€inje cijela hematopoeza.
Diferencijacijom PMS nastaje multipotentna mijeloidna stanica (MMS) i limfoidna mati¢na
stanica (LMS). Iz MMS-a se diferencira mijeSani mijeloidni progenitor CFU-GEMM (engl.
colony forming unit-granulocyte, erythroid, megakaryocyte and monocyte). Pod utjecajem
SCF-a, interleukina 3 (IL-3) i granulocitno-makrofagnog faktora stimulacije rasta kolonija
(engl. granulocyte-macrophage colony stimulating factor, GM-CSF), iz CFU-GEMM nastaje
usmjerena stanica, progenitor za eritropoezu, BFU-E (engl. burst forming unit - erythroid),
najranija eritroidna stanica. BFU-E stvara subpopulaciju stanica koje formiraju eritroidni
progenitor CFU-E (engl. colony forming unit - erythroid). Eritropoetin najintenzivnije djeluje
na CFU-E, sprjecavaju¢i njihovu apoptozu i induciraju¢i njihovu klonalnu ekspanziju i
nastanak proeritroblasta. Proeritroblast je najnezrelija, morfoloSki prepoznatljiva stanica
eritrocitne loze, s jezgrom koja zauzima vecinu stanice i ispunjena je sitnim mrezastim
kromatinom. Zbog velike koli¢ine RNA, proeritroblast je bazofilan. U jezgri se vidi
perinuklearni halo, podru¢je mitohondrija. Iz jednog proeritroblasta nastane prosje¢no osam
eritrocita. Sljede¢i razvojni oblik eritrocita je bazofilni eritroblast koji je neSto manji. U
citoplazmi se nazire crvenkasto obojenje zbog pocetka sinteze hemoglobina. Za normalnu

sintezu deoksiribonukleinske kiseline (engl. deoxyribonucleic acid, DNA), potrebni su



vitamini B12 i B9, dok je za stvaranje hemoglobina potrebno Zeljezo. Sintezom hemoglobina,
stanica prelazi u polikromatofilni eritroblast ¢ija je citoplazma sivo-plava zbog acidofilnosti
hemoglobina. Kromatin je grubo i nepravilno kondenziran, a to je posljednja stanica u razvoju
eritrocita koja se dijeli. U sljede¢em stadiju, acidofilnom eritroblastu, jezgra je reducirana i
dolazi do ekstrudacije jezgre koju fagocitiraju makrofagi. Nakon toga slijedi stadij retikulocita,
mladeg eritrocita, stanice bez jezgre, ali s ostacima RNA u citoplazmi. Retikulocit sazrijeva u
vremenu od dva do tri dana, prvu polovicu sazrijeva u kostanoj srzi, a drugu u cirkulaciji,
pretezno u slezeni pri ¢emu gubi RNA (Labar, 2017). Na slici 1 prikazan je proces

eritrocitopoeze u kostanoj srzi.

EpoR Cirkulacija
woOq = Utjecaj EPO -
alte Kostana sr2
$ D e~ um @
D Pluripotentna BFU-E CFU-E Procritroblast  Efitroblast Retikulocit
‘ matiéna stanica
<
9 vo — 7dana —
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Slika 1. Prikaz procesa eritropoeze (preuzeto i prilagodeno iz Elliott i sur.,2014.)



1.3.Crvena krvna slika

Hematoloske pretrage jedne su od najcesce koristenih laboratorijskih pretraga. Rutinski testovi
kompletna krvna slika, diferencijalna krvna slika i broj retikulocita koriste se u otkrivanju
primarnih bolesti hematopoetskog sustava ili hematoloskih promjena uslijed drugih bolesti
(McKenzie, 2014). Kompletna krvna slika (KKS) multiparametrijska je laboratorijska pretraga
koja se sastoji od broja leukocita, eritrocita i trombocita, koncentracije hemoglobina,
hematokrita, diferencijalne krvne slike te odabranih izmjerenih ili izraCunatih parametara
vezanih uz veliCinu 1 sadrzaj stanica dobivenih na automatiziranim hematoloskim
analizatorima (Lapi¢ i sur., 2022.)

Crvenu krvnu sliku ¢ini broj eritrocita, koncentracija hemoglobina, hematokrit koji se definira
kao volumen stanica u jednoj litri krvi, eritrocitne konstante koje ukljuc¢uju prosjecni volumen
eritrocita (engl. mean corpuscular volume, MCV), prosjecni sadrzaj hemoglobina u eritrocitu
(engl.mean corpuscular hemoglobin, MCH), prosjecnu koncentraciju hemoglobina u jednoj
litri krvi (engl. mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC), razdiobu eritrocita po
volumenu (engl. red blood cell distribution width, RDW), te retikulocite izraZene kao apsolutni
broj ili relativni u promilima. U tablici 1. prikazani su referentni intervali za parametre crvene
krvne slike za odraslu populaciju. Eritrocitne konstante racunaju se prema sljede¢im izrazima
(Tietz, 2018):

MCYV (fL) = 10 x Het (%) / Erc (10%/uL),

MCH (pg) = Hb (g/L) / Erc (x10'%/L),

MCHC (g/L) =Hb (g/L) / Het (L/L)



Tablica 1. Referentni intervali parametara crvene krvne slike za odraslu populaciju

Jedinica Referentni interval Referentni interval
Pretraga (muskarci) (Zene)
Eritrociti x10'%/L 4,34-5,72 3,86-5,08
Hemoglobin g/L 138-175 119-157
Hematokrit L/L 0,415-0,530 0,356-0,470
MCV fL 83,0-97,2 83,0-97,2
MCH pg 27,4-33,9 27,4-33,9
MCHC g/L 320-345 320-345
RDW % 9,0-15,0 9,0-15,0
Retikulociti /1000 eritrocita (%o) 5,0-21,6 5,0-21,6
Retikulociti x10°/L 22-97 22-97




1.4. Retikulociti

1.4.1. Morfologija i razvoj retikulocita

Retikulocit ili mladi eritrcit, stanica je bez jezgre i sadrzi ostatke ribonukleinske kiseline u
citoplazmi. Stvaraju se u kostanoj srzi iz acidofilnog eritroblasta. Veli¢ine je 8-10um. Ovakva
stanica jo$ uvijek ima sposobnost sinteze hemoglobina. Retikulocit napusta kostanu srz nakon
1-2 dana, te za 1-2 dana sazrijeva, pretezito u slezeni pri ¢emu gubi RNA (Labar, 2017). U
perifernoj krvi zadrzava se 2-3 dana. Zivotni vijek retikulocita moZe se produziti na 3 ili vise
dana kao rezultat preranog oslobadanja tijekom povecane eritropoeze. Povecanje razine EPO
stimulira koStanu srz da poveca proizvodnju retikulocita. Razine EPO obi¢no rastu 3 do 4 dana
prije nego dode do porasta broja retikulocita (Rai i sur.,2023).

Retikulocitni stadij pocCinje ekstruzijom jezgre normoblasta i1 zavrSava gubitkom
citoplazmatskih organela. U interakciji s makrofagima dogada se enukleacija, a razgradnja i
izbacivanje organela pocinje u kosStanoj srzi i nastavlja se u krvotoku. Jednom u cirkulaciji, u
razgradnji RNA sudjeluju ribonukleaze. Rastavljanjem mitohondrija i razgradnjom ribosoma,
retikulociti poprimaju diskoidni oblik i cirkuliraju kao zrele crvene stanice. (Glassy 2018; Rai

isur., 2023)

Normalno predstavljaju oko 1% cirkuliraju¢ih eritrocita (Glassy 2018). Mogu aktivno
sintetizirati hemoglobin i druge proteine u kostanoj srzi. U usporedbi sa zrelim eritrocitima,
retikulociti imaju veci volumen, veci sadrZzaj hemoglobina i niZzu koncentraciju hemoglobina
(Rai i sur., 2023). Na slici 2 prikazan je retikulocit obojen po Wrightu u usporedbi sa zrelim

eritrocitom na slici 3.

Slika 2. Retikulocit obojen po Wrightu (preuzeto iz Slika 3. Zreli eritrocit (preuzeto iz McKenzie 2014.)
Mckenzie 2014.)



1.4.2 Retikulocitni pokazatelji

Broj retikulocita moze se izraziti kao postotak svih eritrocita odnosno relativni broj retikulocita,
apsolutni broj retikulocita, korigirani broj retikulocita, indeks proizvodnje retikulocita (engl.
Reticulocyte Production Index, RPI) ili kao frakcija nezrelih retikulocita (engl. Immature
Reticulocyte Fraction, IRF) (Kundrapu i sur.,2018).

Apsolutni broj retikulocita (x 10%L) racuna se kao umnozak broja svih eritrocita i postotka
retikulocita tj. njihovog relativnog broja. Kod pacijenata oboljelih od anemije, postotak
retikulocita u perifernoj krvi moze se €initi poviSen u odnosu na ukupan broj eritrocita. [zracun
koji se naziva korigirani broj retikulocita, takoder i retikulocitni indeks (engl. Reticulocyte
index, RI) moZe se koristiti za to¢niju procjenu funkcije kostane srzi. Rac¢una se prema sljedecoj

formuli:

__ broj retikulocita (%)x hematokrit bolesnika

RI 0,45

IRF se racuna kao omjer nezrelih retikulocita prema ukupnim retikulocitima. Zrelost
retikulocita moZe se procijeniti na temelju intenziteta fluorescentnog bojenja koji je
proporcionalan njihovom sadrzaju RNA. Intenzitet fluorescencije retikulocita dijeli se na niski,
visoki i srednji. Retikulociti s visokim intenzitetom fluorescencije ¢ine frakciju najnezrelijih
retikulocita. IRF predstavlja zbroj retikulocita visoke i srednje fluorescencije i odrazava
populaciju nezrelih retikulocita, a izrazava se kao postotak.

Iako broj retikulocita u perifernoj krvi odrazava eritrocitopoetsku aktivnost kostane srzi, RPI
parametar daje tocniji uvid u ucinkovitost koStane srzi u odgovoru na anemiju. Vrijednost
RPI<2 povezuje se s hipoproliferacijskim poremecajima (aplasticnom anemijom) i
neucinkovitom eritropoezom, RPI >3 povezuje se s hemolitickim anemijama, nedavno
krvarenje ili odgovor na terapiju te ukazuje kako je odgovor kostane srzi odgovarajuéi za

stupanj anemije (Tietz, 2018.). Vrijednost RPI racuna se prema formuli:

hematokrit bolesnika broj retikulocita (%)

RPI=

0,45 vrijeme sazrijevanja retikulocita (dani)
Na danasnjim hematoloskim analizatorima analogno znacenje RPI indeksu ima retikulocitni
pokazatelj IRF pa njegova poveéana vrijednost ukazuje na ucinkovit odgovor kostane srzi na
anemiju, za razliku od normalne ili snizene vrijednosti (Topi¢ i sur.,2018). Bolji je pokazatelj
odgovora kosStane srzi od ukupnog broja retikulocita u stanjima dokazivanja uspjeSnosti
transplantacije koStane srzi ili u pracenju odgovora na terapiju eritropoetinom u bolesnika s

anemijom povezanom s kroni¢nim zatajenjem bubrega (Kundrapu i sur., 2018) .



Retikulocitni sadrzaj hemoglobina (engl. Reticulocyte hemoglobin content, Chr) koristan je
indirektni pokazatelj sideropeni¢ne anemije. Mjeri koli¢inu Zeljeza dostupnog u kostanoj srzi

koju retikulocit moze iskoristiti za proizvodnju hemoglobina (Rai i sur.,2023).

1.4.3 Klinic¢ki znacaj broja retikulocita

Odredivanje broja retikulocita koristi se u dijagnostici raznih bolesti, kao i kod preventivnih i
sistematskih pregleda zdravih osoba (Sosnin i sur.,2017).

Broj retikulocita koristi se za procjenu funkcije ucinkovite eritropoeze i moze pomoc¢i u
dijagnozi razlicitih tipova anemije. Relativni broj retikulocita u zdravih osoba iznosi od 0,5 do
2%. Visoki broj retikulocita javlja se zbog povecanog odgovora na eritropoetin (EPO) koji se
vidi kod hemolitickih anemija, gubitka krvi ili odgovora na lijeCenje. Nizak broj retikulocita
moze se pojaviti zbog smanjene proizvodnje crvenih krvnih stanica zbog smanjenog odgovora
kostane srzi, nutritivnog nedostatka (npr. zeljeza, vitamina B12, folata) ili smanjene razine
EPO kod kroni¢nog zatajenja bubrega, moze se javiti u sideropeni¢noj anemiji i anemiji
kroni¢ne bolesti zbog smanjene sinteze hemoglobina, aplastinoj anemiji zbog zatajenja
kostane srzi, aplastinim krizama usred hemoliti¢nih anemija, mijelodisplasticnom sindromu

(Kundrapu i sur.,2018;Rai i sur.2023).

1.5. Anemija

Anemija se prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organization,
WHO) definira kao stanje u kojem je koncentracija hemoglobina u eritrocitima <130 g/L za
odrasle muskarce, a <120g/L za zene (Cappellini, 2015).

Razlikuju se morfoloska (morfoloska obiljezja eritrocita), funkcionalna (procjena eritropoetske
aktivnosti koStane srzi) i patofizioloska (mehanizam nastanka) podjela anemija (Topi¢ i
sur.,2018).

Kod bolesnika s blazim oblikom anemije obi¢no nema nikakvih simptoma. Tek kada je
koncentracija hemoglobina <90 g/L zapazaju se simptomi kao $to su nedostatak zraka, umor,
slabost, lupanje srca, glavobolja, gubitak koncentracije (Labar, 2017).

Laboratorijska dijagnostika anemija ukljucuje rutinske hematoloske pretrage koje ukljuc¢ujuu
kompletnu krvnu sliku, retikulocitne pokazatelje, pregled razmaza periferne krvi koji ukazuju
na prisutnost morfoloski promijenjenih eritrocita, a za utvrdivanje etiopatogeneze koriste se i

specificne hematoloske i biokemijske pretrage (Topi¢ i sur., 2018). Idiopatska anemija moze



biti posljedica progresivne rezistencije eritroidnih preteCa koStane srzi na eritropoetin ili

kroni¢nog proupalnog stanja (Cappellini, 2015).

1.5.1. Sideropeni¢na anemija

Sideropeni¢na anemija jedna je od najce$¢ih kroni¢nih poremecaja i ¢ini 50% anemija, a
nastaje zbog smanjene ugradnje Zzeljeza u hemoglobin (Topi¢ i sur., 2018). Uzroci
sideropenicne anemije razlikuju se ovisno o dobi, spolu i socioekonomskom statusu.
Nedostatak zeljeza najcesce je posljedica nedovoljnog unosa zeljeza, smanjene apsorpcije ili
gubitka krvi osobito u starijih bolesnika (Rai i sur., 2023).

Najraniji stadij bolesti obiljeZen je smanjenim rezervama Zeljeza u organizmu, ali i dalje
normalnim vrijednostima hematoloskih i biokemijskih pokazatelja statusa Zeljeza. Bolest u
ovom stadiju moze biti klini¢ki neprepoznatljiva i bez simptoma. U drugom stadiju smanjeni
su pohrana i transport zeljeza u organizmu u odnosu na potrebe organizma, smanjuje se
raspoloZivost Zeljeza za eritrocitopoezu, koncentracija feritina u serumu i zasi¢enje transferina
zeljezom su smanjeni. U posljednjem stadiju bolest je klinicki razvijena.

Sideropeni¢na anemija karakterizirana je smanjenim brojem eritrocita u krvnoj slici,
koncentracija hemoglobina ovisna je o stupnju anemije, snizene su eritrocitne konstantne
MCV, MCH i MCHC uz povisen RDW. Relativni i apsolutni broj retikulocita te IRF mogu biti
sniZeni ili unutar referentnog intervala, ali je RPI<2,5. Odredivanje retikulocitnih pokazatelja
klini¢ki je znacajno u pracenju ucinkovitosti lijeCenja nadomjesnim preparatima zeljeza, a sam
porast broja retikulocita i frakcije nezrelih retikulocita dva tjedna nakon pocetka lijecenja
upucuje na uspjesnost samog lijeCenja. Na hematoloskim analizatorima nove generacije
dostupan je i podatak o sadrzaju hemoglobina u retikulocitima (CHr, engl. Reticulocyte
Hemoglobin Content) 1 postotku hipokromnih eritrocita (%Hypo). %Hypo se definira kao
postotak eritrocita s koncentracijom Hb-a manjom od 280 g/L. Normalna vrijednost %Hypo je
<2,5%, dok je vrijednost >10% pouzdan pokazatelj nedostatka Zeljeza (Topi¢ i sur.,2018). Na
slici 4 prikazani su hipokromni, mikrocitni eritrociti i retikulocitoza prisutni kod sideropenicne

anemije.



Slika 4. Sideropeni¢na anemija, mikrocitni, hipokromni eritrociti i retikulocitoza (preuzeto iz Warner i Kamran
2023.)

1.5.2.Megaloblasti¢na anemija

Megaloblasticna anemija nastaje kao posljedica manjka vitamina B2 ili folne kiseline $to
dovodi do poremecene sinteze DNA. Dolazi do vidljivih morfoloskih promjena u krvi i
kostanoj srzi (Damjanov i sur., 2011). Obiljezja megaloblasticne anemije su makrocitoza uz
povisene vrijednosti MCV i MCH, megalocitoza, hipersegmentacija neutrofilnih granulocita u
diferencijalnoj krvnoj slici (DKS) i karakteristi¢cne promjene stanica hematopoeze u kostanoj
SIZi.

Relativni i apsolutni broj retikulocita najc¢escée je u granicama referentnog intervala, ali uz RPI
<2,5, a uspjesno lijeCenje praceno je njihovim porastom u perifernoj krvi ve¢ 5-8 dana od
pocetka lijecenja. NajceSCe pretrage za dijagnosticiranje megaloblasticne anemije su
odredivanje koncentracije vitamina B12 1 Bo u serumu. Naj¢es¢i oblik megaloblasticne anemije
zbog nedostatka vitamina Bi2 je tzv. perniciozna anemija koja se javlja zbog nedostatka ili
smanjenog izlu¢ivanja unutraSnjeg Cimbenika (engl. Intrinsic Factor,IF) u parijetalnim
stanicama zeluca zbog prisutnosti autoprotutijela protiv parijetalnih stanica zeluca i IF-a (Topié¢

isur., 2018).



Slika 5. Megaloblasti¢na anemija, shistociti, hipersegmentirani granulocit (preuzeto i prilagodeno iz Bain 2010.)

1.5.3.Hemoliticka anemija

Hemoliticke anemije heterogena su skupina normocitnih, normokromnih anemija kod kojih
dolazi do preranog uniStavanja eritrocita. Moze se klasificirati prema izvoru poremecaja,
nacinu nastanka i mjestu nastanka (McKenzie, 2014). Uzrok poremecaja moZe se javiti u
eritrocitu (intrinzicni poremecaj) ili zbog vanjskih Cimbenika (ekstrinzicni poremecaj).
Razaranje eritrocita dogada se u mononuklearno-fagocitnom sustavu slezene. Ukoliko dode do
preranog razaranja eritrocita u slezeni, radi se o ekstravaskularnoj hemolizi, za razliku od one
koja se zbiva unutar krvozilnog sustava i naziva se intravaskularna hemoliza (Damjanov i sur.,
2011). Razlikuju se nasljedne i steCene hemoliticke anemije. Nasljedne hemoliticke anemije
posljedica su poremecéaja eritrocitne membrane, poremecaja metabolizma u eritrocitu
uzrokovane nedostatkom glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze(G6PDH) i1 piruvat-kinaze (PK),
poremecaja sastava i sinteze hemoglobina. Obiljezje steCenih hemolitickih anemija je
normalno stvaranje eritrocita u koStanoj srzi, ali njihovo prijevremeno uniStavanje
intravaskularno ili ekstravaskularno zbog vanjskih ¢imbenika. Vazno obiljezje hemolitickih
anemija je retikulocitoza tj. povecéan relativni i apsolutni broj retikulocita i IRF-a uz RP1>2,5
(Topi¢ 1 sur.,2018). U tablici 2. prikazana je klasifikacija hemolitickih anemija, a u tablici

3.laboratorijski pokazatelji hemolize u organizmu.
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Tablica 2. Klasifikacija hemolitickih anemija (Damjanov i sur.,2011)

Intrinziéni uzroci hemolize

Urodene hemoliticke anemije defekti stanicne membrane: hereditarna
sferocitoza
enzimopatije: manjak glukoza-6-fosfat
dehidrogenaze
hemoglobinopatije: anemija srpastih stanica,
talasemija

Stecene hemoliticke anemije paroksizmalna no¢na hemoglobinurija

EKkstrinziéni uzroci hemolize

Imunosni uzorci Autoimunosna hemoliticka anemija: anemija
uzrokovana toplim protutijelima, hladnim
protutijelima

Aloimunosna hemoliticka anemija:
transfuzijska reakcija, fetalna eritroblastoza,
imunoreakcija na  lijekove,  sistemske

autoimune bolesti

Infekecije i toksini malarija, ugriz zmije

Fizicki uzorci hemolize umjetne  sr¢ane  valvule, izvantjelesna
cirkulacija za vrijeme operacije srca
mikroangiopatija
hipersplenizam

Tablica 3. Laboratorijski pokazatelji hemolize (Topi¢ i sur., 2018)

HematoloSki
Rte poviseni
Krvni razmaz polikromatofilija,  specificne = promjene

eritrocita ovisno o tipu HA: sferociti, srpaste
stanice, target-stanice, eliptociti, pojava
eritroblasta u perifernoj krvi, inkluzije u
eritrocitima: Heinzova tjelesca

Kostana srz hiperplazija eritrocitopeze

Biokemijski (serum, plazma)
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Ukupni i indirektni bilirubin poviseni

Haptoglobin, hemopeksin smanjeni ili odsutni

LDH povisen

Zelj ezo, UIBC poviseno, snizen

Methemalbumin pozitivan kod intravaskularne hemolize
Urin

Hemoglobin pozitivan kod intravaskularne hemolize

Bilirubin negativan

Urobilinogen povisen

Hemosiderin negativan ili pozitivan u kroni¢noj hemolizi

Laktat dehidrogenaza (engl. Lactate dehydrogenase, LDH); Nezasiceni kapacitet vezanja
zeljeza (engl. unsaturated iron binding capacity, UIBC); Hemoliticka anemija (engl.
Hemolytic anemia, HA); Retikulociti (engl.Reticulocyte, Rtc)

1.7. Hematoloski brojac

Hematoloski analizatori koriste dva principa brojanja krvnih stanica, metodu impedance ili
promjene otpora i optickog rasprsenja svjetlosti. Metoda impedance temelji se na promjeni
otpora koja se javlja prolaskom stanica suspendiranih u elektrolitskoj otopini izmedu dviju
elektroda. Broj zabiljezenih impulsa oznacava broj stanica, a amplituda odnosno veli¢ina
promjene svakog impulsa proporcionalna je volumenu svake stanice. Kako bi se izbjegla
recirkulacija stanica i prolazak vise stanica kroz aperturu odjednom, uzorak se oblaze strujom
tekucine tj. hidrodinamicki fokusira.

Opticka metoda koristi karakteristike monokromatskog svjetla u svrhu brojenja i diferenciranja
stanica. Hidrodinamicki fokusirana struja stanica usmjerava se kroz kvarcnu kivetu na izvor
svjetlosti. Kako stanice prolaze podru¢jem detekcije, prekidaju zraku svjetlosti i ona se rasipa
u svim smjerovima. RasprSene zrake svjetlosti detektiraju se fotodetektorima i pretvaraju u
elektri¢ne signale . Stupanj prednjeg rasprSenja svjetlosti, pod malim kutem, mjera je veli¢ine

stanice, a stupanj bo¢nog rasprSenja mjera unutarnje slozenosti stanice (McKenzie 2014).
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1.8. Metode brojenja retikulocita

1.8.1. Metoda supravitalnog bojenja i brojenja na svjetlosnom mikroskopu

Bojanjem po Pappenheimu retikulociti su nesto veci od zrelih crvenih krvnih stanica i imaju
plavkastu nijansu (polikromazija). Toc¢nije se prepoznaju koriStenjem supravitalne boje (za
zive nefiksirane stanice) obi¢no novim metilenskim modrilom ili briljant krezil modrilom, koje
boje preostalu RNA, Golgijev kompleks i mitohondrije u citoplazmi. Nakon bojenja, ribosomi
i organele aglutiniraju u mrezu koja korelira sa zrelosc¢u retikulocita, mlade stanice imaju
izrazenije zrnate naslage povezane precipitiranom ribosomskom mrezom promjenjive duljine
(Glassy 2018).

Kod ru¢nog brojenja retikulocita, puna krv uzeta u epruvetu s ljubicastim ¢epom na
antikoagulans kaljj etilendiamin-tetraoctenu kiselinu (K3EDTA), mijeSa se sa supravitalnom
bojom kao $to je novo metilensko modrilo (tetrametiltionin-klorid) ili briljant krezil modrilo.
Boja uzrokuje nakupljanje i bojenje ostataka nukleinske kiseline RNA prisutne u nezrelim
retikulocitima. Uzorak se inkubira i priprema se razmaz periferne krvi. Pripremljeni nativni
preparat gleda se pod imerzijom na poveéanju 1000x na svjetlosnom mikroskopu. Retikulociti
se broje tako da se u smanjenomu vidnom polju izbroji 1000 eritrocita (200 eritrocita u 5 vidnih
polja) i zabiljezi broj nadenih retikulocita. Svaka stanica koja sadrzi dva ili vise plavo-
ljubiCastih inkluzija smatra se retikulocitom. Obojene stanice (retikulociti) broje se kao
postotak od ukupnih crvenih krvnih stanica (promili) ili kao apsolutan broj (McKenzie, 2014).
Slika 6 prikazuje vidno polje s retikulocitima obojenim novim metilenskim modrilom pod
svjetlosnim mikroskopom na povecanju 1000x.

Tocnost brojanja retikulocita ru¢nim metodama prilino je promjenjiva i ovisi 0 mnogim
¢imbenicima, od bojenja, dogovora §to zapravo ¢ini sam retikulocit do metode brojanja (Glassy

2018).

Slika 6. Prikaz retikulocita obojenih novim metilenskim modrilom pod svjetlosnim mikroskopom na povecanju
1000x (preuzeto iz McKenzie 2014.)
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1.8.2. Metoda fluorescencije na hematoloSkom analizatoru

Broj retikulocita i retikulocitni parametri danas se rutinski odreduju automatiziranom
metodom na hematoloskim analizatorima. Koristi se protocna citometrija s fluorescentnim
bojama.

Specificna fluorescentna boja koja sadrzi oksazin ili polimetin prodire kroz stanicnu membranu
stanica i veze se za RNA u retikulocitima, koji za razliku od eritrocita jo§ sadrze ostatnu RNA.
Fokusirana laserska zraka okomito pada na proto¢nicu kroz koju prolazi otopina sa stanicama
i pobuduje fluorescentnu boju vezanu za RNA u retikulocitima. Fluorescentna boja emitira
svjetlost odredene valne duljine koja se detektira fotodetektorom. Stanice se procjenjuju prema
prednjem rasprSenju svjetlosti i fluorescenciji. Retikulociti se dalje klasificiraju i prema
intenzitetu fluorescencije. Intenzitet fluorescencije korelira s kolicinom RNA u stanicama §to
omogucuje diferencijaciju retikulocita od zrelih eritrocita.

Ove automatizirane metode odreduju i dodatne retikulocitne parametre, ukljucujuéi
koncentraciju hemoglobina u retikulocitima, srednji volumen retikulocita, frakciju nezrelih
retikulocita. Koncentracija hemoglobina u retikulocitima odreduje se izravnim mjerenjem
hemoglobina u retikulocitima prema karakteristika rasprSenja svjetlosti. Srednji volumen
retikulocita izveden je iz citograma retikulocita i odrazava prosjecnu veliCinu populacije

retikulocita (McKenzie 2014).

1.9. Digitalna mikroskopija

Poceci razvoja digitalne mikroskopije datiraju iz 1960-tih kada su uvedeni prvi automatizirani
sustavi za morfolosku analizu. U novije vrijeme razvijeni su i predstavljeni na trziStu
laboratorijske  hematologije napredniji automatski digitalni mikroskopski sustavi
CellaVision®DM96, CellaVision® DM 1200, CellaVision® DM9600 (CellaVision AB),
Sysmex DI-60 (Sysmex Corp. Kobe, Japan, temeljen na platformi CellaVision DM1200),
Vision Hema (West Medica), EasyCell (Medica Corporation), Nextslide (Nextslide Imaging
LLC), Cobas m511 (Roche Diagnostics) te HemaCAM (Fraunhofer Institute for Integrated
Circuits IIS) (Kratz, 2019).

CellaVision sustav temelji se na automatskom lociranju i snimanju digitalne slike stanica iz
obojenog razmaza periferne krvi. Stanice se preklasificiraju koriste¢i softver za analizu slika i
njihove slike prikazuju se na ekranu racunala. Analizator skenira dio mikroskopskog stakalca
i identificira odgovaraju¢i monosloj stanica. Prepoznavanje stanica temelji se na tehnologiji

umjetne neuronske mreze (Kratz, 2019).
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2. OBRAZLOZENIJE TEME

Broj retikulocita vazan je laboratorijski parametar u procjeni eritropoetske aktivnosti kostane
srZi u odgovoru na anemiju, krvarenja, kemoterapiju i razlicite toksine.

Iako se pregled razmaza periferne krvi na svjetlosnom mikroskopu i ru¢no brojanje retikulocita
i dalje smatra zlatnim standardom, takav proces je dugotrajan, zamoran, sklon greskama zbog
varijabilnosti i subjektivnosti medu promatracima, zahtjeva dobro educirano laboratorijsko
osoblje.

Digitalni analizatori za morfologiju stanica sve su viSe raSireni i uklopljeni u rutinskim
hematoloskim laboratorijima. U Zelji za automatizacijom, poboljSanjem performanse,
standardizacijom rezultata, smanjenjem vremena obrade uzorka i prakti¢nog rada u laboratoriju
te brzim morfoloskim pregledom razmaza periferne krvi analizatori za digitalnu morfologiju
stanica sve se viSe usavrsavaju, a njihova izvedba procjenjuje.

Trenutna konfiguracija uredaja za digitalnu morfologiju Sysmex DI-60 ne predvida ciljani
preglednik za brojenje retikulocita. Cilj ovog istrazivanja je usporediti rezultate brojenja
retikulocita ruénom metodom na svjetlosnom mikroskopu, na Sysmex XN-10 hematoloSkom
analizatoru automatiziranom metodom i brojenjem unutar eritrocitnog podizbornika na
Sysmex DI-60 analizatoru za digitalnu morfologiju stanica i provjeriti je li on pogodan za

odredivanje broja retikulocita.
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3.MATERIJALI I METODE
3.1.Uzorci

Istrazivanje je provedeno u Odjelu za laboratorijsku hematologiju i koagulaciju Klinickog
zavoda za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb u studenom i prosincu 2023. i obuhvatilo
je 59 uzoraka. Uzorci pune krvi koriSteni u istrazivanju birani su nasumi¢no nakon obrade na
hematoloskom sustavu Sysmex XN-3100 (Sysmex, Kobe, Japan). U obzir su dolazili bolesnici
kojima je rutinski odradena kompletna krvna slika te apsolutni i relativni broj retikulocita,
neovisno o dobi i spolu. Periferna krv je uzorkovana standardiziranom metodom, prema
smjernicama Hrvatskog drustva medicinske biokemije i laboratorijske medicine HDMBLM
(https://www.hdmblm.hr/images/preporuke/Nacionalne-preporuke-za-uzorkovanje-venske-
krvi.pdf). Uzorci su uzorkovani u standardiziranu epruvetu s ljubicastim ¢epom (Greiner Bio-

One, Kremsmiinster, Austria) koja sadrzi K3EDTA kao antikoagulans.

3.2. Priprema razmaza periferne krvi i brojenje retikulocita pomocu svjetlosnog
mikroskopa

Nasumicno su odabrani rutinski uzorci pune krvi s hematoloskog analizatora Sysmex XN-10
i pravilno homogenizirani. Svaki uzorak pune krvi alikvotirao se u zasebne mikroepruvete od
1,5 mL i promijesao sa supravitalnom bojom briljant krezil modrilom u omjeru 2:1. Boja
uzrokuje nakupljanje i1 bojenje ostataka ribonukleinske kiseline (RNA) prisutne u
retikulocitima. Sadrzaj mikroepruveta ponovno se homogenizirao kako bi se krv i boja $to bolje
pomijesale. Uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi 20-30 minuta. Osposobljeni
laboratorijski tehnicar izradio je razmaze periferne krvi. Tako pripremljeni razmazi pregledani
su pomocu svjetlosnog mikroskopa Olympus BX41 (Olympus Corp., Tokio, Japan). Nakon
pronalaska slike koristenjem makrovijka i izoStravanja mikrovijkom, na stakalce razmaza je
dodana kap imerzijskog ulja, a mikroskop je podeSen na najveée povecanje (1000x). Razmazi
su pregledani u tanjem dijelu gdje su eritrociti rasporedeni jedan do drugog u jednom sloju.
Retikulociti su brojani ru¢no na 1000 eritrocita (200 eritrocita u 5 vidnih polja) te je zabiljezen

broj nadenih retikulocita.
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3.3. Brojenje retikulocita na uredaju za digitalnu morfologiju

3.3.1.0pis hematoloSkog sustava Sysmex XN-3100

Za odredivanje kompletne krvne slike i broja retikulocita automatiziranom metodom na
hematoloskom analizatoru koristen je hematoloski sustav Sysmex XN-3100 koji se sastoji od
dva hematoloska analizatora Sysmex (XN-10L i XN-10R), uredaja za izradu i bojenje razmaza
periferne krvi (SP-50), uredaja za uzorkovanje (SA-31, CF-70) i uredaja za digitalnu
morfolosku analizu Sysmex DI-60.

3.3.1.1. Sysmex XN-10

Sysmex XN-10 (Sysmex, Kobe, Japan) automatizirani je hematoloski analizator, koji radi na
principu fluorescentne protocne citometrije pomocu lasera i hidrodinamickog fokusiranja. Kao
uzorke koristi punu vensku ili kapilarnu krv, a ima moguénost rada u nacinu za tjelesne
tekucine.

Za odredivanje broja eritrocita i trombocita koristi nacelo hidrodinamicki fokusirane
impedance, ali ima moguénost odrediti ih i opticki. Za subpopulacije leukocita, retikulocita i
trombocita koristi opticku metodu s fluorescentnim bojama.

Odredivanje koncentracije hemoglobina temelji se na metodi s natrijevim lauril sulfatom, koji
se nakon hemolize eritrocita veze za hemoglobin i denaturira ga, pri ¢emu zeljezo iz fero-
oblika prelazi u feri-oblik. Apsorpcija se mjeri na 546 nm. Eritrocitne konstante MCV, MCH i
MCHC izracunavaju se iz broja eritrocita, hemoglobina i hematrokrita.

3.3.1.2. Sysmex DI-60

Sysmex DI-60 uredaj je za digitalnu morfolosku analizu razmaza periferne krvi. Sastoji se od
automatiziranog mikroskopa, visokokvalitetne digitalne kamere i racunalnog sustava koji
sadrzi programsku podrsku CellaVision DM koja prikuplja i preklasificira stanice iz obojenih
razmaza periferne krvi. Analizator pregledava krvni razmaz, pronalazi stanice, snima slike
stanica, preklasificira ih 1 prekarakterizira njihovu morfologiju tehnologijom umjetne
neuronske mreze.

Analizator za digitalnu morfologiju stanica Sysmex DI-60 sadrzi opticku jedinicu koja se
sastoji od mikroskopa, kamere i racunalnog sustava s ugradenim softverom za klasifikaciju
CellaVision DM. Mikroskop sadrzi dva objektiva s povecanjima 10x i 100x i meduobjektiva
koji se prebacuje izmedu povecanja 1,0x 1 0,5x , a u konacnici se stvara slika s poveéanjima od
5x, 10x, 50x ili 100x (Kim, 2018).

Laboratorijski stru¢njak provjerava i moze po potrebi promijeniti predlozenu klasifikaciju

pojedinih stanica, kao i dodavati biljeSke i komentare. Sve slike i rezultati pohranjuju se u bazu
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podataka. Odabirom Zeljenog razmaza otvara se prozor s podizbornicima za pojedine krvne
stanice, WBC, RBC i PLT. Otvaranjem WBC podizbornika vidljiva je predklasifikacija
subpopulacija leukocita. Leukociti se preklasificiraju u 12 kategorija: nesegmentirani
granulociti, segmentirani granulociti, eozinofili, bazofili, monociti, limfociti, promijelociti,
mijelociti, metamijelociti, blasti, atipi¢ni limfociti, plazma stanice. Ostale stanice i elementi
koji nisu leukociti preklasificiraju se kao eritroblasti, makrotrombociti, nakupine trombocita,
artefakti. Pojedine elemente koje ne moze identificirati svrstava u kategoriju neidentificirano.
U eritrocitnom podizborniku RBC mogu¢ je pregled morfologije eritrocita, ali i provjera
trombocita i1 prisutnosti nakupina trombocita. Morfologija eritrocita prekarakterizira se na
temelju Sest morfoloskih karakteristika: polikromazija, hipokromija, anizocitoza, mikrocitoza,
makrocitoza i poikilocitoza. Karakteristike su svrstane u tri stupnja 1+, 2+ ili 3+. U PLT
podizborniku trombociti se broje Fonio metodom. Trenutna konfiguracija uredaja Sysmex DI-
60 ne predvida ciljani preglednik za brojenje retikulocita. (Upute za rad na Sysmex XN-3100

hematoloskoj liniji)

3.3.2.Postupak obrade uzoraka i brojanja retikulocita na digitalnom analizatoru
za morfologiju Sysmex DI-60

Nakon pregleda svakog razmaza pod svjetlosnim mikroskopom, isti razmazi periferne krvi
propusteni su na analizator za digitalnu morfologiju Sysmex DI-60. Umetanjem stakalca
robotska jedinica za hvatanje pomice stakalce pod objektiv digitalnog mikroskopa. Digitalni
mikroskop pretrazuje razmaz, a digitalna kamera snima pregledne slike monosloja eritrocita
koje se prikazuju na zaslonu racunala. U podizborniku za crvene krvne stanice vizualno su
pregledane snimljene slike monosloja crvenih krvnih stanica, koji su sadrzavali retikulocite,
izbrojani su i zabiljezeni retikulociti nadeni na 1000 eritrocita (u 5 vidnih polja na 200
eritrocita), analogno metodi brojenja retikulocita pomocu svjetlosnog mikroskopa. Slika 7
prikazuje vidno polje u eritrocitnom podizborniku uredaja Sysmex DI-60 koje sadrzi
retikulocite, Slike 8,9,10 poblizi prikaz vidnog polja s retikulocitima u podizborniku za

eritrocite na uredaju Sysmex DI-60, a slika 11 vidno polje s prisutnoscu retikulocitoze.
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Slika 7. Prikaz monosloja eritrocita uz prisustvo retikulocita u eritrocitnom podizborniku analize digitalnom
morfologijom na uredaju Sysmex DI-60
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Slika 8: Prikaz Yidnqg polja s rejtikulocitima u Slika 9. Prikaz vidnog polja s retikulocitima u
podizborniku za eritrocite na uredaju Sysmex DI-60 podizborniku za eritrocite na uredaju Sysmex DI-60



d
c : e B ) ®
L DOE %Y (00, @ o a8 . SPES 358 o,
0s%e (1] 02 % % 29
)
o2 00

*cSed

2 a
Slika 10. Prikaz vidnog polja s retikulocitima u Slika 11. Prikaz vidnog polja sa prisutnoscu

oog ©
o
’0_290 o s0Sed
% O no 0380 ®' "ot &
M50 8 FeetiGte, . P
a” 900 00, 3.‘.30. ‘i” a
podizborniku za eritrocite na uredaju Sysmex DI-60 retikulocitoze u podizborniku za eritrocite na
uredaju Sysmex DI-60

20



3.4.Statisticka analiza podataka
Normalnost raspodjele podataka ispitana je Shapiro-Wilk testom i rezultati su prikazani kao

aritmeticke sredine i standardne devijacije u sluCaju normalne distribucije, odnosno kao
medijani i interkvartilni rasponi, ako je utvrdeno odstupanje od normalne raspodjele (Razali i
Yap, 2011).

Za procjenu usporedivosti metoda koriSteni su Spearmanov koeficijent korelacije ranga (p),
Passing-Bablok regresija i Bland-Altman analiza. Za sve statisticke analize, P-vrijednost ispod
0,05 smatrala se statisticki znacajnom. Statisticka analiza provedena je statistickim programom
MedCalc, v.22.021 (Ostend, Belgija).

Korelacija je statisticki postupak za izracunavanje povezanosti dviju varijabli. Vrijednost
korelacije brojéano se iskazuje koeficijentom korelacije, najceSée Pearsonovim ili
Spearmanovim, dok se znacajnost koeficijenta iskazuje vrijednos¢u P. Koeficijent korelacije
pokazuje u kojoj su mjeri promjene vrijednosti jedne varijable povezane s promjenama
vrijednosti druge varijable, ali predznak koeficijenta korelacije (+ ili -) govori o smjeru
povezanosti. Prilikom tumacenja vrijednosti koeficijenata korelacije uobic¢ajeno se smatra kako
vrijednosti r od 0 do 0,25 ili od 0 do — 0,25 upucuju kako nema povezanosti, dok vrijednosti r
od 0,25 do 0,50 ili od -0,25 do -0,50 upucuju na slabu povezanost medu varijablama.
Vrijednosti r od 0,50 do 0,75 ili od -0,50 do -0,75 upu¢uju na umjerenu do dobru povezanost,
te vrijednosti r od 0,75 do 1 ili od -0,75 do -1 upuéuju na vrlo dobru do izvrsnu povezanost
medu varijablama. (Udovici¢ i sur., 2007).

Passing -Bablok regresijska analiza je statisticki postupak kojim je moguce ispitati podudarnost
izmedu dviju metoda. Usporedba rezultata mjerenja na dvama analitickim sustavima temelji se
na izradi regresijskog pravca te pripadajucoj jednadzbi pravca. Vrijednost odsjecka mjera je
sustavne, a vrijednost nagiba proporcionalne razlike izmedu dviju metoda. IzraCunavanjem
95%-tnih intervala pouzdanosti za vrijednosti odsjecka i nagiba ispituje se postoji li statisticki
znacajno odstupanje vrijednosti odsje¢ka od 0 te vrijednosti nagiba od 1. Ukoliko 95%-tni
intervali pouzdanosti za odsjecak i nagib sadrze 0, odnosno 1, zaklju€ujemo kako ne postoji
znacajno sustavno ni proporcionalno odstupanje. Jedini uvjeti za njenu primjenu jesu
kontinuirana raspodjela podataka te linearna povezanost izmedu rezultata mjerenja. Linearnost
se ispituje Cusum (engl. cumulative sum) testom. Mala P vrijednost (P<0,05) ukazivat ¢e na to
da ne postoji linearna povezanost izmedu dva mjerenja, odnosno Passing- Bablok analiza tada
nije primjenjiva (Bili¢ - Zulle, 2011).

Bland Altman statisticka analiza metoda je procjene slaganja kvantitativnih mjerenja temeljena

na intervalima slaganja (engl. limits of agreement, LOA). Ovi statisticki intervali izraCunavaju
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se iz srednje vrijednosti razlika dvaju mjerenja (engl. mean) te standardne devijacije (s) razlika
dvaju mjerenja. Rezultati analize prikazuju se Bland Altman dijagramom, koji prikazuje
ovisnost razlike dvaju mjerenja (A-B) i njihove srednje vrijednosti (A-B/2). Bland Altman
analiza jednostavna je metoda procjene odstupanja, kao i definicije intervala slaganja koji
obuhvaca 95% razlika dvaju mjerenja, no ne govori jesu li navedeni intervali prihvatljivi ili ne.

(Giavarina, 2015).
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4 REZULTATII RASPRAVA

4.1.Rezultati

4.1.1.Usporedba broja retikulocita metodom ru¢nog brojanja svjetlosnom
mikroskopijom 1 Sysmex XN-10 metodom

Usporedeno je 59 uzoraka koji su analizirani ruénom metodom svjetlosnom mikroskopijom i

automatiziranom metodom odredivanja broja retikulocita na hematoloskom analizatoru

Sysmex XN-10. Koriste¢i Spearmanovu rang korelaciju dobivena je vrijednost u iznosu od

0,980 s 95%-tnim intervalom pouzdanosti od 0,967 do 0,988 (Tablica 4). Na osnovu dobivene

korelacije, moze se zakljuciti da se radi o izvrsnom slaganju dviju usporedivanih metoda. Iz

grafickog prikaza korelacije ru¢nog brojanja i Sysmex XN-10 metode vidljivo je da analizirani

uzorci nisu ravnomjerno distribuirani po cijelom mjernom podrucju nego je ucestaliji broj

uzoraka s brojem retikulocita u nizem mjernom podrucju.

Tablica 4. Korelacija broja retikulocita dobivena na uredaju Sysmex XN-10 i ruénom metodom svjetlosnom

mikroskopijom

metoda, %o

Broj retikulocita rucna

Broj retikulocita Sysmex

XN-10, %o

Koeficijent korelacije (p)

Medijan 17 (IQR: 12-27)

Medijan 17 (IQR:11-26)

0,980 (95% CI: 0,967-0,988)

Interkvartilni raspon (engl. Interquartile range, IQR); Interval pouzdanosti (engl. Confidence

interval, CI)

Sysmex XN-10 hematoloski analizator / %o

180
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100
80
60
40
20
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1 1
50 100 150
ruéno brojanje

L
200

Slika 12. Graf rasprsenja vrijednosti broja retikulocita dobivenih ruénom metodom svjetlosnom mikroskopijom

i Sysmex XN-10 metodom
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Passing-Bablok regresijom dobiven je pravac regresije y = 0,65 (95% CI: od 0,01 do 1,66) +
0,95 (95% CI: od 0,91 do 0,99) x. Odsje€ak na osi y pomocu kojeg se procjenjuje konstantno
odstupanje iznosi 0,65 (95% CI: od 0,01 do 1,66). S obzirom da 95% interval pouzdanosti ne
obuhvaca nulu, moze se zakljuciti da postoji statisticki znacajno konstantno odstupanje ru¢nog
brojanja retikulocita i Sysmex XN-10 metode. Rezultat dobiven regresijskom jednadzbom za
nagib pravca iznosi 0,95 (95% CI: od 0,91 do 0,99). 95 % interval pouzdanosti za nagib pravca
ne obuhvaca jedan, dakle postoji statisticki znacajno proporcionalno odstupanje ru¢nog
brojanja i Sysmex XN-10 metode.

Cusumov test linearnosti koji se koristi za procjenu valjanosti linearnog modela pokazao je da
nema znacajnog odstupanja u linearnom odnosu izmedu mjerenja broja retikulocita ru¢nom
metodom i Sysmex XN-10 metodom c¢ime je zadovoljne uvjet koriStenja Passing-Bablok

regresijske metode (P=0,54; P > 0,05)

180

y=0655 + 0950 x ;
| n=59

160

140

120

100

80

60

Sysmex XN-10 hematoloski analizator / %o

40

20

ruéno brojanje

Slika 13. Prikaz Passing-Bablok regresijske analize usporedbe ruéne metode svjetlosnom mikroskopijom i
Sysmex XN-10
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Bland-Altman analiza prikazana je kao apsolutna (Slika 14.) i relativna razlika (Slika 15.). Na
y- osi nalazi se razlika dviju mjerenih metoda u ovom slucaju ru¢na metoda i Sysmex XN-10
metoda, a na x- osi nalazi se srednja vrijednost razlike mjerenja tim metodama. Srednja razlika
usporedenih metoda iznosi 0,3 x 10°/L odnosno —1,0 %, uz pripadajuée 95%-tne intervale
pouzdanosti koji iznose (—0,24 - 0,81)x 10%/L, odnosno —3,87% do 1,81 %. S obzirom da 95%
interval pouzdanosti apsolutne i relativne razlike obuhvaéaju nulu (P=0,47), mozemo zakljuciti
da ne postoje statisticki znacajno konstantno 1 proporcionalno odstupanje izmedu
usporedivanih metoda ruénog brojanja i Sysmex XN-10. Sysmex XN-10 metoda brojenja mjeri
vrijednosti za 0,3 x 10°/L manje, odnosno 1,0% veée nego ru¢na metoda. U podru¢ju manjeg

broja izmjerenih retikulocita postoji bolje slaganje metoda jer su vrijednosti blize jedna drugoj.

T +1.96 SD

Mean
e f)

| T : -1.96 SD

ruEno brojanje - Sysmex XN-10 hematoloski anallzator / %o
o
1

_6 L L L L L
0 50 100 150 200
Mean of ruéno brojanje and Sysmex XN-10 hematoloski analizator / %e

Slika 14. Prikaz rezultata Bland Altman analize usporedbe ru¢nog brojanja svjetlosnom mikroskopijom i
Sysmex XN-10 metode; x-os je srednja vrijednost mjerenja dviju metoda, a y-os srednja vrijednost razlike
mjerenja u apsolutnom obliku
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Slika 15. Prikaz rezultata Bland Altman analize usporedbe ru¢nog brojanja svjetlosnom mikroskopijom i
Sysmex XN-10 metode; x-0s je srednja vrijednost mjerenja dviju metoda, a y-os srednja vrijednost razlike
mjerenja u postotnom obliku

4.1.2. Usporedba ru¢nog brojanja i Sysmex DI-60 metode

Usporedeno je 59 razmaza periferne krvi ru¢nim brojenjem svjetlosnom mikroskopijom i
brojenjem unutar eritrocitnog podizbornika na uredaju za digitalnu morfologiju DI-60.
Koriste¢i Spearmanovu rang korelaciju dobivena je vrijednost u iznosu od 0,970 s 95%-tnim
intervalom pouzdanosti od 0,950 do 0,982 (Tablica 5). Na osnovu dobivene korelacije, moze
se zakljuciti da se radi o izvrsnom slaganju dviju usporedivanih metoda. 1z grafickog prikaza
korelacije ru¢nog brojanja i Sysmex DI-60 metode vidljivo je da analizirani uzorci nisu
ravnomjerno distribuirani po cijelom mjernom podrucju nego je ucestaliji broj uzoraka s

brojem retikulocita u nizem mjernom podrucju.

Tablica 5. Korelacija broja retikulocita dobivena na uredaju Sysmex DI-60 i ru¢énom metodom svjetlosnom
mikroskopijom

Broj retikulocita rué¢na | Broj retikulocita Sysmex | Koeficijent korelacije (p)
metoda, %o DI-60, %o
Medijan 17 (12-27) Medijan 15 (11-25) 0,970 (95% CI: 0,950 do
0,982)
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Interkvartilni raspon (engl. Interquartile range; IQR); Interval pouzdanosti (engl. Confidence
interval; CI)

200

150 |-

100 |

50 -

Sysmex DI-60 digitalni analizator

0L L i i i i
0 50 100 150 200
ru¢no brojanje

Slika 16 Graf rasprSenja vrijednosti broja retikulocita dobivenih ruénom metodom svjetlosnom mikroskopijom i
Sysmex DI-60 metodom

Passing-Bablok regresijom dobiven je pravac regresije y = 1,56 (95% CI: od 1,00 do 2,69) +
0,94 (95% CI: od 0,88 do 1,00) x. Odsjecak na osi y pomoc¢u kojeg se procjenjuje konstantno
odstupanje iznosi 1,56 (95% CI: od 1,00 do 2,69). S obzirom da 95% interval pouzdanosti ne
obuhvaca nulu, moze se zakljuciti da postoji statisticki znacajno konstantno odstupanje ru¢nog
brojenja retikulocita i Sysmex DI-60 metode. Rezultat dobiven regresijskom jednadzbom za
nagib pravca iznosi 0,94 (95% CI: od 0,88 do 1,00). 95 % interval pouzdanosti za nagib pravca
obuhvac¢a jedan, dakle ne postoji statistiCki znaCajno proporcionalno odstupanje rucnog
brojanja i Sysmex DI-60 metode.

Cusumov test linearnosti koji se koristi za procjenu valjanosti linearnog modela pokazao je da
nema znacajnog odstupanja u linearnom odnosu izmedu mjerenja broja retikulocita ru¢nom
metodom i Sysmex DI-60 metodom ¢ime je zadovoljen uvjet koriStenja Passing-Bablok

regresijske metode (P=0,86; P > 0,05)
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Slika 17. Prikaz Passing-Bablok regresijske analize usporedbe ru¢ne metode svjetlosnom mikroskopijom i
Sysmex DI-60

Bland-Altman analiza prikazana je kao apsolutna (Slika 18.) i relativna razlika (Slika 19.). Na
y- osi nalazi se razlika dviju mjerenih metoda u ovom slu¢aju ru¢na metoda i Sysmex DI-60
metoda, a na x- osi nalazi se srednja vrijednost razlike mjerenja tim metodama. Srednja razlika
usporedenih metoda iznosi -0,4 x 10°/L, odnosno -4,4 %, uz pripadajuée 95%-tne intervale
pouzdanosti koji iznose (~1,21 - 0,40) x 10%/L odnosno -8,08% do -0,76%. S obzirom da 95%
interval pouzdanosti apsolutne razlike obuhvacéa nulu (P= 0,31), a 95% interval pouzdanosti
relativne razlike ne obuhvaca nulu uz (P=0,02) moze se zakljuciti da postoji statisticki znacajno
konstantno i proporcionalno odstupanje. Sysmex DI-60 metoda brojenja mjeri vrijednosti za

0,4 x 10°/L vece (4,4%) nego ru¢na metoda.
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Slika 18. Prikaz rezultata Bland Altman analize usporedbe ru¢nog brojanja svjetlosnom mikroskopijom i
Sysmex DI-60 metode; x-o0s je srednja vrijednost mjerenja dviju metoda, a y-os srednja vrijednost razlike

brojanje - Sysmex DI-60 digitalni analizator) / Mean %

ruéno

(

30

20

10

-10

-20

-30

-40

mjerenja u apsolutnom obliku
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Slika 19. Prikaz rezultata Bland Altman analize usporedbe ru¢nog brojanja svjetlosnom mikroskopijom i
Sysmex DI-60 metode; x-0s je srednja vrijednost mjerenja dviju metoda, a y-os srednja vrijednost razlike

mjerenja u postotnom obliku
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4.1.3.Usporedba Sysmex XN-10 1 Sysmex DI-60 metode

Usporedeno je 59 uzoraka koji su analizirani na hematoloskom analizatoru Sysmex XN-10 i

Sysmex DI-60 metodom odredivanja broja retikulocita. Koriste¢i Spearmanovu rang korelaciju

dobivena je vrijednost u iznosu od 0,970 s 95%-tnim intervalom pouzdanosti od 0,950 do 0,982

(Tablica 6). Na osnovu dobivene korelacije, moZe se zakljuciti da se radi o izvrsnom slaganju

dviju usporedivanih metoda. Iz grafickog prikaza korelacije Sysmex XN-10 i Sysmex DI-60

metode vidljivo je da analizirani uzorci nisu ravnomjerno distribuirani po cijelom mjernom

podrucju nego je ucestaliji broj uzoraka s brojem retikulocita u nizem mjernom podrucju.

Tablica 6. Korelacija broja retikulocita dobivena na uredaju Sysmex XN-10 i Sysmex DI-60

Broj retikulocita Sysmex

XN-10, %o

Broj retikulocita Sysmex

DI-60, %o

Koeficijent korelacije (p)

Medijan 17 (IQR:11-26)

Medijan 15 (IQR: 11-25)

0,970 (95% CI 0,950 do
0,982)

Interkvartilni raspon (engl. Interquartile range; IQR); Interval pouzdanosti (engl. Confidence

interval; CI)

IO e e

100 |-

40 |-

Sysmex DI-60 digitalni analizator
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Slika 20. Graf rasprsenja vrijednosti broja retikulocita dobivenih na uredaju Sysmex XN-10 i Sysmex DI-60
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Passing-Bablok regresijom dobiven je pravac regresije y = 0,62 (95% CI: od -0,05 do 1,60) +
1,00 (95% CI: od 0,94 do 1,04) x. Odsje€ak na osi y pomocu kojeg se procjenjuje konstantno
odstupanje iznosi 0,62 (95% CI: od -0,05 do 1,60). S obzirom da 95% interval pouzdanosti
obuhvac¢a nulu, moze se zakljuciti da ne postoji statisticki znacajno konstantno odstupanje
Sysmex XN-10 i Sysmex DI-60 metode. Rezultat dobiven regresijskom jednadzbom za nagib
pravca iznosi 1,00 (95% CI: od 0,94 do 1,04). 95 % interval pouzdanosti za nagib pravca
obuhvaca jedan, dakle ne postoji statisticki znacajno proporcionalno odstupanje Sysmex DI-
60 i Sysmex XN-10 metode.

Cusumov test linearnosti koji se koristi za procjenu valjanosti linearnog modela pokazao je da
nema znacajnog odstupanja u linearnom odnosu izmedu mjerenja broja retikulocita Sysmex
DI-60 i Sysmex XN-10 metodom c¢ime je zadovoljne uvjet koriStenja Passing-Bablok

regresijske metode (P=0,54; P > 0,05).

T L B LT 38
y=0624 + 0.997 x

Sysmex DI-60 digitalni analizator

Sysmex XN-10 hematoloski analizator / %o

Slika 21. Prikaz Passing-Bablok regresijske analize usporedbe Sysmex XN-10 i Sysmex DI-60

Bland-Altman analiza prikazana je kao apsolutno (Slika 22.) i relativno (Slika 23.) odstupanje.

Na y- osi nalazi se razlika dviju mjerenih metoda u ovom slucaju Sysmex XN-10 i Sysmex DI-
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60 metoda, a na x- osi nalazi se srednja vrijednost razlike mjerenja tim metodama. Srednja
razlika usporedenih metoda iznosi -0,7 x 10%L odnosno -3,4 %, uz pripadajuce 95%-tne
intervale pouzdanosti koji iznose (—1,37 - —0,02) x 10%/L (P=0,04), odnosno -6,40% do -0,40
% (P=0,03). S obzirom da 95% interval pouzdanosti apsolutne (P=0,04) i relativne razlike
(P=0,03) ne obuhvacaju nulu, mozemo zakljuciti da postoje statisticki znacajno konstantno i
proporcionalno odstupanje izmedu usporedivanih metoda Sysmex XN-10 i Sysmex DI-60.

Sysmex DI-60 metoda mjeri vrijednosti za 0,7 x 10°/L vece (3,4%) nego Sysmex XN-10.
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Slika 22. Prikaz rezultata Bland Altman analize usporedbe Sysmex XN-10 i Sysmex DI-60 metode; x-os je
srednja vrijednost mjerenja dviju metoda, a y-os srednja vrijednost razlike mjerenja u apsolutnom obliku
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Slika 23. Prikaz rezultata Bland Altman analize usporedbe Sysmex XN-10 i Sysmex DI-60 metode; x-o0s je
srednja vrijednost mjerenja dviju metoda, a y-os srednja vrijednost razlike mjerenja u postotnom obliku
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4.2. RASPRAVA

Sysmex DI-60 je automatizirani digitalni analizator morfologije stanica koji omogucava brz
pregled razmaza periferne krvi. U Odjelu za laboratorijsku hematologiju i koagulaciju KBC-a
Zagreb uveden je u rutinski rad za mikroskopsko odredivanje diferencijalne krvne slike te
provjeru broja i nakupina trombocita. Pri tome je u usporedbi sa svjetlosnom mikroskopijom i
automatiziranom metodom na hematoloskom brojac¢u pokazao zadovoljavajuée rezultate.
Zlatni standard odredivanja broja retikulocita u razmazima periferne krvi je svjetlosna
mikroskopija. Morfoloska analiza i pregled razmaza periferne krvi neophodan je u dijagnozi
hematoloskih bolesti. Procjena morfologije leukocita, eritrocita i trombocita klju¢na je u
otkrivanju odredenih hematoloskih stanja (Kratz, 2019). Morfoloska procjena krvnih stanica
svjetlosnom mikroskopijom zahtjeva pomnu pripremu razmaza periferne krvi i uvelike ovisi o
njihovoj kvaliteti (McKenzie, 2014). Cilj ovog diplomskog rada je provjeriti pouzdanost
odredivanja broja retikulocita na Sysmex DI-60 analizatoru.

Pouzdanost odredivanja broja retikulocita ispitana je usporedbom broja retikulocita dobivenog
mjerenjem na Sysmex XN-10 analizatoru, runom metodom svjetlosnom mikroskopijom i
analogno njoj broj retikulocita dobiven brojenjem unutar eritrocitnog podizbornika na Sysmex
DI-60 analizatoru za digitalnu morfologiju stanica. Ispitana je korelacija metoda, Passing-
Bablok linearna regresija i Bland-Altman analiza.

Temeljem koeficijenta korelacije zakljucujemo da je korelacija ru¢nog brojanja svjetlosnom
mikroskopijom i Sysmex XN-10 metode blizu vrijednosti 1, odnosno da su rezultati dobiveni
ovim dvjema metodama blizu 100%-tnog poklapanja. Postoji snazna linearna korelacija tj.
matematicka povezanost metoda.

Passing-Bablok regresijskom analizom usporedbe ru¢nog brojanja svjetlosnom mikroskopijom
i Sysmex XN-10 metode zaklju€ujemo da postoji manje statisticki znacajno konstantno i
proporcionalno odstupanje izmedu rezultata dobivenih ovim dvjema metodama. Moze se
zakljuciti da su metode podudarne s manjim odstupanjem. Testom linearnosti (Cusumov test)
utvrdujemo da nema znacajnog odstupanja od linearnosti jer P-vrijednost iznosi 0,54.
Bland-Altman analizom i tumacenjem 95%-nog intervala pouzdanosti grafova s apsolutnim i
postotnim vrijednostima uoCavamo da ne postoji statisticki znacajno konstantno ni
proporcionalno odstupanje. Prema vrijednosti aritmeticke sredine uo¢avamo da automatskom
metodom na Sysmex XN-10 mjerimo vrijednosti za 0,3 x 10°/L manje nego ru¢nom metodom.
Temeljem koeficijenta korelacije zakljucujemo da je korelacija ru¢nog brojanja svjetlosnom

mikroskopijom i brojenja unutar eritrocitnog podizbornika Sysmex DI-60 analizatora blizu
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vrijednosti 1, odnosno da su rezultati dobiveni ovim dvjema metodama blizu 100%-tnog
poklapanja. Postoji snazna linearna korelacija tj. matematicka povezanost metoda.
Passing-Bablok regresijskom analizom usporedbe ru¢nog brojanja svjetlosnom mikroskopijom
i Sysmex DI-60 metode zakljuCujemo da postoji manje konstantno odstupanje izmedu rezultata
dobivenih ovim dvjema metodama, ali ne i proporcionalno odstupanje. Moze se zakljuciti da
su metode podudarne s manjim odstupanjem. Testom linearnosti (Cusumov test) utvrdujemo
da nema znacajnog odstupanja od linearnosti jer P-vrijednost iznosi 0,86.

Bland-Altman analizom i tumacenjem 95%-nog intervala pouzdanosti grafova s apsolutnim i
postotnim vrijednostima uoCavamo da postoji manje statisticki znacajno konstantno i
proporcionalno odstupanje u metodama gledajuéi relativne razlike. Prema vrijednosti
aritmetic¢ke sredine uo¢avamo da Sysmex DI-60 metodom mjerimo vrijednosti za 0,4 x 10%/L
vece nego ru¢nom metodom svjetlosnom mikroskopijom.

Temeljem koeficijenta korelacije zakljucujemo da je korelacija automatizirane metode na
Sysmex XN-10 hematoloskom analizatoru i Sysmex DI-60 metode blizu vrijednosti 1, odnosno
da su rezultati dobiveni ovim dvjema metodama blizu 100%-tnog poklapanja. Postoji snazna
linearna korelacija tj. matematicka povezanost metoda.

Passing-Bablok regresijskom analizom usporedbe Sysmex XN-10 i Sysmex DI-60 metode
zaklju¢ujemo da ne postoji konstantno i proporcionalno odstupanje izmedu rezultata dobivenih
ovim dvjema metodama. Moze se zakljuciti da metode pokazuju dobru podudarnost. Testom
linearnosti (Cusumov test) utvrdujemo da nema znacajnog odstupanja od linearnosti jer P-
vrijednost iznosi 0,54.

Bland-Altman analizom i tumacenjem 95%-nog intervala pouzdanosti grafova s apsolutnim i
postotnim vrijednostima uoCavamo da postoji manje statisticki znacajno konstantno i
proporcionalno odstupanje. Prema vrijednosti aritmeticke sredine uo¢avamo da Sysmex DI-60
metodom mjerimo vrijednosti za 0,7 x 10%/L veée (3,4%) nego Sysmex XN-10.

Dobiveni rezultati pokazuju da je podudarnost provjere broja retikulocita zadovoljavajuc¢a sto
potvrduju i dosadasnje studije provedene na CellaVision DM96 i DI-60 analizatorima. Ipak,
najveci broj istrazivanja obuhvatio je provjeru pouzdanosti odredivanja diferencijalne krvne
slike i provjere morfologije eritrocita u usporedbi sa svjetlosnom mikroskopijom. Objavljene
studije izvijestile su o tocnosti diferencijalnog brojenja leukocita od 90,3% u usporedbi s
ruénim diferencijalnim brojenjem. Drugi radovi izvijestili su o rasponu tocnosti
prekarakterizacije morfoloskih abnormalnosti eritrocita od 65% do 98%, ovisno o prirodi
abnormalnosti. Procijenila se i podudarnost odredivanja broja trombocita u odnosu na standard

biljezec¢i raspon korelacijskih koeficijenata od 0,92 do 0,94. Svi podaci govore u prilog
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CellaVision platformi kao privla¢noj opciji za potrebe poluatomatizacije pregleda morfologije
razmaza periferne krvi (Mahe i sur.,2014).

Postoji samo ograni¢ena koli¢ina literature posveéene usporedbi ru¢ne metode za brojenje
retikulocita u obojenim krvnim razmazima s automatiziranim analizatorima za digitalnu

morfologiju (Sosin i sur.,2017).

U istraZivanju Mabhe i sur.iz 2014. analizirano je 100 razmaza periferne krvi i usporeden je broj
retikulocita pomocu svjetlosne mikroskopije, automatiziranog hematoloskog analizatora
Beckman Coulter LH750 i CellaVision tehnologije. Rezultati su usporedeni pomocéu
Spearmanovog koeficijenta korelacije i Friedmanove dvosmjerne analize varijance (ANOVA).
Rezultati su pokazali visoku korelaciju izmedu svih metoda, posebno izmedu CellaVision
metode i1 analizatora LH750 koji se Cesto smatra referentnom metodom. Distribucije broja
retikulocita nisu se znacajno razlikovale medu metodama. Srednja vrijednost i standardna
devijacija pristranosti bili su najnizi u usporedbi CellaVision i LH750 brojeva, Sto sugerira da
su ove dvije metode najdosljednije i najpouzdanije. Zaklju¢no, automatizirane metode (LH750
i CellaVision) pokazale su se vrlo preciznima za odredivanje relativnog broja retikulocita, uz

manju varijabilnost nego kod ru¢nog brojanja (Mahe i sur.,2014).

U istrazivanju Sosin i sur. iz 2017. analizirano je 15 razmaza periferne krvi s retikulocitozom
(glavna skupina) i 15 s normalnim brojem retikulocita (kontrolna grupa). Rezultati brojenja
retikulocita Vision Hema® Reticulocyte (Vision Hema® RET) softverom usporedeni su s
rezultatima dobivenim ru¢nim brojenjem retikulocita. Pokazano je da je koriStenjem
automatiziranog brojenja retikulocita vrijeme analize u glavnoj skupini smanjeno za 90,5%, a
u kontrolnoj skupini za 56%. Rezultati brojanja retikulocita programom Vision Hema® RET
ne razlikuju se od podataka svjetlosnog mikroskopa u glavnoj skupini (P=0,211) i u kontrolnoj
skupini (P=0,530). Spearmanov koeficijent korelacije p je 0,977 Sto ukazuje na vrlo visoku
razinu slaganja izmedu dviju metoda. Rezultati procjene preciznosti unutar serije pokazuju
visoku ponovljivost broja retikulocita u usporedbi s ruénom metodom u slucajevima
normalnog i visokog broja retikulocita. Na temelju ovih rezultata softver Vision Hema® RET
preporucuje se za koristenje u klinickim dijagnostickim laboratorijima zbog svoje tocnosti i

pouzdanosti (Sosin i sur., 2017).

U ovom istrazivanju utvrdeni koeficijent korelacije izmedu ru¢ne metode i Sysmex DI-60
metode (p=0,970) odnosno automatizirane metode na Sysmex XN-10 i Sysmex DI-60 metode

(p=0,970) u skladu je s koeficijentima korelacije dobivenim u istrazivanjima Mahe i sur.iz
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2014. i Sosin i sur. iz 2017. U navedenim istrazivanjima rezultati brojenja retikulocita
digitalnom mikroskopijom i referentnim metodama nisu pokazali statisticki znacajnu razliku
tj. odstupanje, dok je u ovom istrazivanju utvrdeno manje statisticki znacajno odstupanje u
odredivanju broja retikulocita Sysmex DI-60 metodom i ru¢nom metodom, odnosno Sysmex
DI-60 metodom i Sysmex XN-10 metodom §to je oCekivano uzevsi u obzir da su ru¢na metoda
i brojenje retikulocita unutar eritrocitnog podizbornika na Sysmex DI-60 analizatoru samo
aproksimativne, sklone subjektivnosti pri brojenju i neprecizne u odnosu na automatiziranu

metodu na hematolo$kom analizatoru.
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5. ZAKLJUCAK

Usporedbom broja retikulocita odredenih ruénom metodom na svjetlosnom mikroskopu, na
Sysmex XN-10 hematoloskom analizatoru i brojenjem unutar eritrocitnog podizbornika na
Sysmex DI-60 analizatoru za digitalnu morfologiju stanica moze se zakljuciti:

- Utvrdena je vrlo visoka korelacija izmedu Sysmex DI-60 metode i ru¢ne metode, kao i
Sysmex DI-60 i Sysmex XN-10 metoda §to ukazuje na vrlo dobru podudarnost metoda

- Utvrdeno je manje statisticki znac¢ajno konstantno i proporcionalno odstupanje u odredivanju
broja retikulocita Sysmex DI-60 metodom i ru¢nom metodom, odnosno Sysmex DI-60
metodom i Sysmex XN-10 metodom

- Brojenjem retikulocita unutar eritrocitnog podizbornika Sysmex DI-60 utvrdeno je da su
vrijednosti za 0,4 x 10%/L veée nego vrijednosti ruénom metodom svjetlosnom mikroskopijom,
odnosno 0,7 x 10°/L vece nego automatiziranom metodom na hematoloSkom analizatoru
Sysmex XN-10

- Postoji bolje slaganje broja retikulocita izmjereno kod nizih vrijednosti nego kod visih
vrijednosti

- Sysmex DI-60 moze se uvesti u rutinski rad hematoloskog laboratorija za odredivanje broja
retikulocita

- Uvijek je moguca dodatna provjera broja retikulocita i morfologije eritrocita svjetlosnom
mikroskopijom

-Koriste¢i analizator za digitalnu morfologiju stanica Sysmex DI-60 unutar integrirane

hematoloske linije o¢ekuje se doprinos poboljSanju rutinske hematoloske analize
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6.POPIS KRATICA, OZNAKA, SIMBOLA

BFU-E- engl. burst forming unit — erythroid

CFU-E- engl. Colony forming unit — erythroid

CFU-GEMM-engl. colony forming unit — granulocyte, erythroid, megakaryocyte and
monocyte, mijesani mijeloidni progenitor

Chr- engl. Reticulocyte hemoglobin content, retikulocitni sadrzaj hemoglobina

CI- engl. Confidence interval, Interval pouzdanosti

DKS- diferencijalna krvna slika

DNA-engl. deoxyribonucleic acid , deoksiribonukleinska kiselina

EPO- eritropoetin

G6PDH- glukoza-6-fosfat dehidrogenaza

GM-CSF- engl. granulocyte-macrophage colony stimulating factor, granulocitno-makrofagni
faktor stimulacije rasta kolonija

HA-hemoliticka anemija

Hb-hemoglobin

ICSH-engl. The International Council for Standardization in Haematology, Medunarodno
vijece za standardizaciju u hematologiji

[F-engl.Intrinsic factor, unutrasnji ¢cimbenik

IL-3- interleukin 3

IL-6- interleukin 6

IRF-engl.Immature reticulocyte fraction , nezrela frakcija retikulocita

IQR-engl. Interquartile range, Interkvartilni raspon

K3-EDTA-engl. Tripotassium thylenediaminetetraacetic, Xkalij etilendiamin-tetraoctena
kiselina

KKS- kompletna krvna slika

LDH- laktat dehirogenaza

LMS- limfoidna mati¢na stanica

MCH- engl. mean corpuscular hemoglobin, prosje¢ni sadrZaj hemoglobina u eritrocitu
MCV- engl. mean corpuscular volume, prosjecni volumen eritrocita

MMS- multipotentna mijeloidna stanica

PK- protein kinaza

PMS- pluripotentna mati¢na stanica

RDW-engl. red blood cell Distribution Width, razdioba eritrocita po volumenu
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RI-engl. Reticulocyte indeks,retikulocitni indeks

RNA- engl. ribonucleic acid, ribonukleinska kiselina

RPI- engl. Reticulocyte Production Indeks, indeks proizvodnje retikulocita
Rtc-retikulociti

SCF- engl. stem cell factor, faktor rasta mati¢nih stanica

UIBC- engl. unsaturated iron binding capacity, nezasi¢eni kapacitet vezanja zZeljeza

WHO- Svjetska zdravstvena organizacija
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8.SAZETAK/SUMMARY
8.1.SAZETAK

Retikulociti su mladi eritrociti, stanice bez jezgre i sa ostacima ribonukleinske kiseline u
citoplazmi. Razvijaju se u kostanoj srzi iz acidofilnog eritroblasta. Broj retikulocita vazan je
laboratorijski parametar u procjeni eritropoetske aktivnosti kostane srzi u odgovoru na anemiju,
krvarenja, kemoterapiju i razliite toksine. Zlatni standard brojenja retikulocita je svjetlosna
mikroskopija koja je dugotrajna i zamorna, sklona greskama zbog varijabilnosti i subjektivnosti
medu promatrac¢ima. Razvojem tehnologije razvijaju se i digitalni analizatori za morfologiju
stanica koji omogucuju brzi pregled razmaza periferne krvi. Cilj ovog diplomskog rada je
usporediti rezultate brojenja retikulocita ruénom metodom na svjetlosnom mikroskopu, na
Sysmex XN-10 hematoloskom analizatoru automatiziranom metodom i brojenjem unutar
eritrocitnog podizbornika na Sysmex DI-60 analizatoru za digitalnu morfologiju stanica i
provjeriti je li on pogodan za odredivanje broja retikulocita. Za procjenu usporedivosti metoda
koriSteni su Spearmanov koeficijent korelacije ranga (p), Passing-Bablok regresija i Bland-
Altman analiza. Utvrdena je vrlo visoka korelacija izmedu Sysmex DI-60 i automatizirane
Sysmex XN-10 (p = 0,970) metode i ru¢ne metode (p = 0,970) Sto ukazuje na vrlo dobru
podudarnost metoda. Utvrdeno je manje, o¢ekivano odstupanje izmedu Sysmex DI-60 metode
i ruéne metode, odnosno Sysmex XN-10 metode. Zakljuceno je da se analizator moze uvesti u
rutinski rad hematoloskog laboratorija za odredivanje broja retikulocita unutar eritrocitnog

podizbornika.

8.2. SUMMARY

Reticulocytes are immature erythrocytes, cells without a nucleus and with remnants of
ribonucleic acid in their cytoplasm. They are produced in the bone marrow from acidophilic
erythroblasts. Reticulocyte count is an important laboratory parameter in assessing the
erythropoietic activity of the bone marrow in response to anemia, bleeding, chemotherapy, and
various toxins. The gold standard for counting reticulocytes is light microscopy, which is time-
consuming and tedious, prone to errors due to variability and subjectivity among observers.
With the advancement of technology, digital analyzers for cell morphology have been
developed, enabling faster examination of peripheral blood smears. The aim of this thesis was
to compare the results of reticulocyte count using the manual method by light microscopy, the
automated method on the Sysmex XN-10 hematology analyzer, and the counting within the

erythrocyte submenu on the Sysmex DI-60 cell morphology analyzer, and to determine if it is
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suitable for reticulocyte counting. To assess the comparability of the methods, Spearman's rank
correlation coefficient (p), Passing-Bablok regression, and Bland-Altman analysis were used.
A very high correlation was found between the Sysmex DI-60 and the automated Sysmex XN-
10 (p=0,970) method and the manual method (p = 0,970), indicating a very good concordance
of the methods. A small, expected deviation was found between the Sysmex DI-60 method and
the manual method, as well as the Sysmex XN-10 method. In conclusion, Sysmex DI-60
analyzer can be introduced into the routine work of the hematology laboratory for reticulocyte

count within the erythrocyte submenu.
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IN DETERMINATION OF THE RETICULOCYTE COUNT

Anamarija Petrekovi¢
SUMMARY

Reticulocytes are young erythrocytes, cells without a nucleus and with remnants of ribonucleic
acid in their cytoplasm. They develop in the bone marrow from acidophilic erythroblasts. The
number of reticulocytes is an important laboratory parameter in assessing the erythropoietic
activity of the bone marrow in response to anemia, bleeding, chemotherapy, and various toxins.
The gold standard for counting reticulocytes is light microscopy, which is time-consuming and
tedious, prone to errors due to variability and subjectivity among observers. With the advancement
of technology, digital analyzers for cell morphology have been developed, enabling faster
examination of peripheral blood smears. The aim of this thesis is to compare the results of
reticulocyte counting using the manual method with light microscopy, the automated method on
the Sysmex XN-10 hematology analyzer, and the counting within the erythrocyte submenu on the
Sysmex DI-60 cell morphology analyzer, and to determine if it is suitable for reticulocyte counting.
To assess the comparability of the methods, Spearman's rank correlation coefficient (p), Passing-
Bablok regression, and Bland-Altman analysis were used. A very high correlation was found
between the Sysmex DI-60 and the automated Sysmex XN-10 (p = 0,970) method and the manual
method (p = 0,970), indicating a very good concordance of the methods. A small, expected
deviation was found between the Sysmex DI-60 method and the manual method, as well as the
Sysmex XN-10 method. It was concluded that the analyzer can be introduced into the routine work
of the hematology laboratory for reticulocyte counting within the erythrocyte submenu.
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