T.C.
ISTANBUL MEDENiS{ET UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi BiYOKIMYA ANABILiM DALI

HEMATOLOJI ANALIZORLERINDE YONTEM
KARSILASTIRMASI, CIKAN CIHAZ UYARILARININ
PERIFERIK YAYMA ILE BIiRLIKTE
DEGERLENDIRILMESI

Dr. Ahmad KADO

TIPTA UZMANLIK TEZI

Haziran 2024
ISTANBUL



T.C.
ISTANBUL MEDENiS{ET UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi BiYOKIMYA ANABILiM DALI

HEMATOLOJI ANALIZORLERINDE YONTEM
KARSILASTIRMASI, CIKAN CIHAZ UYARILARININ
PERIFERIK YAYMA ILE BIRLIKTE
DEGERLENDIRILMESI

Dr. Ahmad KADO

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Mustafa Baki CEKMEN

TIPTA UZMANLIK TEZI

Haziran 2024
ISTANBUL



ONAY

Istanbul Medeniyet Universitesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda Uzmanlik
ogrencisi olan Ahmad KADO’un hazirladig1 ve jiiri oniinde savundugu “HEMATOLOJI
ANALIZORLERINDE  YONTEM  KARSILASTIRMASI, CIKAN  CIHAZ
UYARILARININ PERIFERIK YAYMA ILE BIRLIKTE DEGERLENDIRILMESI”
baslikli tez basarili kabul edilmistir.

JURI UYELERI iMZA

Prof. Dr. Ferruh Kemal ISMAN s
Istanbul Medeniyet Universitesi

Prof. Dr. Mustafa Baki CEKMEN
Istanbul Medeniyet Universitesi

Ogr. Uyesi Dr. Hayriye ERMAN e,

Istanbul Medeniyet Universitesi

Tez Savunma Tarihi: ....... /06 /2024



YAZAR BiLDiRiMi

Istanbul Medeniyet Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali biinyesinde

hazirladigim bu Uzmanlik tezinin bizzat tarafimdan ve kendi sézciiklerimle yazilmis orijinal

bir ¢aligma oldugunu ve bu tezde;

Cesitli yazarlarin calismalarindan faydalandigimda bu c¢alismalarin ilgili
boliimlerini dogru ve net bi¢cimde gostererek yazarlara acik bigimde atifta

bulundugumu;

Yazdigim metinlerin tamami ya da sadece bir kismi, daha 6nce herhangi bir yerde

yayimlanmigsa bunu da agikga ifade ederek gosterdigimi;

Alintilanan bagkalarina ait tiim verileri (tablo, grafik, sekil vb. de dahil olmak

tizere) atiflarla belirttigimi;

Bagka yazarlarin kendi kelimeleriyle alintiladigim metinlerini kaynak gostererek
atifta bulundugum gibi, yine baska yazarlara ait olup fakat kendi sézcliklerimle

ifade ettigim hususlar1 da istisnasiz olarak kaynak gostererek belirttigimi,

Beyan ve bu etik ilkeleri ihlal etmis olmam halinde biitiin sonuglarina katlanacagimi

kabul ederim.

Haziran, 2024 Dr. Ahmad KADO

Imza:

11



BIiLGILENDIRME

e Bu tez daha 6nce herhangi bir yerde yaymlanmamuistir.

e Bu tezin hazirlanmasinda tez danismanim Prof. Dr. Mustafa Baki CEKMEN

katkida bulunmustur.

e Bu calismaya ait herhangi bir ¢ikar ¢atigsmasi yoktur.

Dr. Ahmad KADO

i1



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim ve tez ¢alismam sirasinda kiymetli bilgi, birikim ve tecriibeleri
ile bana yol gosterici, destek olan ve Onerilerini gostermekten kaginmayan degerli danisman
hocam sayin Prof. Dr. Mustafa Baki CEKMEN basta olmak iizere Prof. Dr. Ferruh
Kemal ISMAN’a, Uzm. Dr. Ramazan Murat KOSER’e, Dog. Dr. Fatih YESILDAL’a ve
Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yalgin Sehir Hastanesi

Biyokimya Boliimii’ndeki biitlin hocalara ve uzmanlara tesekkiir ederim.

v



ICINDEKILER

ONALY Lottt R bt R R R R R bRt R e bR Rt e Rt be et Ee bt neere s [
YAZAR BILDIRIMI ..ot i
BILGILENDIRME .......coooiiiiiiiiiiies sttt iii
TESEKKUR .......cooviiiiiiiieece ettt n st n st n et s st en st aas e iv
ICINDEKILER .......ooooioieiieeeeee ettt se e et v
KISALTMALAR .ottt e e s e e s e e e snb e e e nna e e e nneee e e vii
TABLO LISTESI ..ottt iX
SEKIL LISTEST........cooiiiiieieee ettt en st X
L@ )4 I TR P R TRP PP PPRPR Xii
F N = S I 2 ¥ X O PRSPPI Xiv
1. GIRIS Ve AMAC ..ottt ettt n ettt sttt tetns 1
2. GENEL BILGILER.........cocooiiiiiiiiiiece ettt 3
2.1. KAN HUCRELERIN ANALIZI ....c.ccoviiiiiiiiniiiecc e, 3
2.1.1. Kan hucrelerin analizine tarihsel baki§ ...........ccvveivirieiieenieeneiie e 3

2.1.2. Hematolojik tanida tam kan sayim analizi (CBC) .........cccooviiiiiiiiiiiiiiienne 4

2.1.3. Hemogram parametreleri ... 4
2.1.3.1. Eritrosit say1s1 (RBC) ........ccoouiiiiiiiiiiie e 4

2.1.3.2. Hemoglobin KONSantraSyonu ...........ccccoeieieienininieeieseneese e 4

2.1.3.3. HEMALOKITE ..o 5

2.1.3.4. Eritrositlerle iligkili indeKsler...........ccovuiiiiiiiiiiieiee e 5

2.1.3.5. Lokosit say1s1 (WBO) ....ooiiiiiiiiiiiieiee e 6

2.1.3.6. Trombosit say1S1 (PLT).....cccooiiiiiiiii e 6

2.1.4. Otomatik tam kan sayim1 analizi ..........cccccvveiiiiiiiiiiiicee e 6

2.2. HEMATOLOJIK TANIDA PERIFERIK KAN YAYMASININ ONEMI ............... 7
2.3. ANALITIK PERFORMANS .......cottmiiiiiiiinesnesneseeetseesei e issississssssassa s, 9
2.3.1. Metot validasyon ve VErifikasyonu ..o 9

2.3.2. Metot verifikasyon parametreleri.........ccocvoeeiiiii e 10
2.3.2.1. DOZruluk (ACCUTIACY) ... eviiveeiiriiiienieieieesiee e 10

2.3.2.2. Dogrusallik (Linearite) — analitik 6l¢iim aralig1 (AMI).........c............ 10

2.3.2.3. Analitik O1gUm HMITIEri.......cviiiiiiii e 10

2.3.2.4. Tekrarlanabilirlilik (Precision) ..........ccccoeiviiiciii e 11

2.3.2.5. Analitik duyarlilik (analitik SenSitivity) ......cccccoevviriiiiiieniiniecreee 12

2.3.2.6. Analitik 6zgulllik (analitik SPeCifiCity).......cccccvvvviiviiiiiieiie e, 12

2.3.2.7. Geri Kazanim (TE€COVETY) ....eoiviiireerrieieesreeieesee e 12



2.3.2.8. INLEITEIANS c.vcvveveeee e e e e e e e e e e e e e e e s e s e et e ereeeereeeareeraeans 13

2.3.2.9. TaSIMAa (CAITY-0VEN) ...veivreiierieiieeiesieseestesee s e eeesseesseenesreesseeneesneennas 13

2.3.2.10. MALriKS EEKIST ...veeviiiieiiieiiciie e 14

2.3.2.11. Referans aralik dogrulama............cccccueviiiiiiiiiiiiicii e 14

2.3.2.12. Yontem Kargtlagtirma.........cc.eeeeerieiiiniiiieese e 14

2.3.2.13. Bulgularin istatistiksel degerlendirmesi ..........occcvvvvviniiininiieiiinnnnns 14

3. GEREC VE YONTEM ..ottt sttt naans 15
3.1. HASTA GRUPLARININ OZELLIKLERI......cccoiuiuiictiieeeccececeeeee e 15
3.2. ORNEK TOPLAMA VE ANALIZ EDILME ......cooviiiiiirininineincincneeeseeeeeeenes 16
3. 3. GEREGLER ...ttt et 16
3.4. UYGULANAN YONTEMLER.......coitieiiiieeseeeeeee et 16
3.4.1. Mindray BC-6200 tam kan saytm analizorii.........c..cuevvereereerennenesesesesennens 17

3.4.2. Edan H60 tam kan sayim analizOril ............covveviinieniiiinienieeseese e 21

3.4.3. Mindray SC-120 otomatik periferik yayma ve boyama analiz6rg................. 23

3.4.4. Mindray MC-80 periferik yayma dijital optik okuma analiz0rg.................... 25

3.5. METOT VERIFIKASYON PARAMETRELERI .......cceitiiiiiiinininieeeeeins 26
3.5. 1. DOZIUSALIIK ...t 26

3.5.2. LOB/LOD (WBC, HGB, PLT parametreleri i¢in)..........cccceeveveiiveirarinsnenn. 27

3.5.3. Tekrarlanabilirlik (PreCiSion) ..........ccoveieiiiiieieseree e 28

3.5.4. Tagima (Carry = OVEL) ....ccueiiiiiiiiieiiieeeee et 28

3.5.5. Ureticiye Ait Performans OzelliKIEri..........cocooevveeceeeeeeeee e, 28

= T I O I S 30
4.1. CITHAZ PERFORMANS CALISMASI ....ooioiiieeeeeeeeee e 30
4.1.1. Dogrusallik (IINEATTe) ........ceerviiireiiiieiee e 30

4.1.2. LOB/LOD (WBC, HGB, PLT parametreleri i¢in)..........ccccevvevvivicirerieennnn, 32

4.1.3. Tekrarlanabilirlilik (PreCiSION).........ccoouiiiieiiiiieie s 33

4.1.4. TaSIMa (Carry = OVEI) ..cuecieieieeie ettt ens 40

4.2. MINDRAY — EDAN VERILERIN KARSILASTIRMA SONUCU....................... 42
4.3. FLAG PERFORMAINSI ..ottt 44

5. TARTISMA Ve SONUC .......oooiiiiiiiiii ittt e e e et e e e e st e e e e anaae e e s snneeeeaans 47
KAYNAKLAR ..ottt ettt sttt et se et tenn et nenre e 54
o o RSP 57
EK 1: ETIK KURUL ONAY FORMU.......cciiiiiiiiiiiiiieieieieeeeee e, 57
EK 2: INTTHAL FORMU ......ocoiiiiieiiceee e en ettt 59

vi



KISALTMALAR

VANV, | [ Analitik Olgiim Aralig

BAS ... Bazofil

CAA ... Karsilagtirmali Otomatize Analizor
CAP...co, Amerikan Patologlar Birligi

CBC ..o, Tam Kan Sayimi

CL ., Gtliven Sinirt

(OF I [ Clinical and Laboratory Standarts Institute
CRI.coiiiiiie, Klinik Rapor Edilebilir Aralik
CV.e, Varyasyon Katsayisi
EDTA....ooiiiii Etilen Diamin Tetra Asetikasit

EOS. ..., Eozinofil

G-CSF ..ot Granulocyte — Colony Stimulating Factor
HCS...oooveeee Yiksek Konsantrasyonlu Stok

HCT .o Hematokrit

HGB....oooieeee Hemoglobin

HPF Yiiksek Giig¢ Alan1 (High Power Field )
HTV o Yiiksek Hedef Deger

ICSH ..o Uluslararas1 Hematoloji Standardizasyon Komitesi
IMG (OG) ....cvevvnee Olgunlagmamig Graniilosit

LCS . Diisiik Konsantrasyonlu Stok

LOB ..o Limit of Blank

LOD ..o Limit of Detection

LOQ oo Limit of Quantitation

LTV . Diisiik Hedef Deger

LYM...ooooiiiiin, Lenfosit

MCH ... Ortalama Korpiskiler Hemoglobin
MCHC.......cooeeviee Ortalama Korpuskiler Hemoglobin Konsantrasyonu
MCV ..o Ortalama korpuskiler Hacmi

MON .....ccoviiiin, Monosit

NCCLS.......coeieeee Ulusal Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Komitesi
NEU ..o Notrofil

NRBC.....cccooveiieiienns Cekirdekli kirmizi kan hiicresi

vil



PBF/PY ..o, Periferik Kan Yaymasi

PBS ..o, Phosphate Buffer Saline

PCT oo, Plateletkrit

PLT.......oviiinn Trombosit

PMN. ..o, Polimorfonikleer

QC.. Kalite Kontrol

RBC ..o Kirmizi Kan Hiicresi

RDW-CV .....ccccvvnens Kirmiz1 Kan Hiicresi Dagilim Genisligi-Varyasyon Katsayisi
RDW-SD........coevueene Kirmizi Kan Hiicresi Dagilim Genisligi-Standart Sapma
RPM ..o, Dakikada Devir Sayisi (Revolution Per Minute)

SR ......... ;g ... Standart Deviasyon

TAA Test edilen otomatize Analizor

WBC ... Beyaz Kan Hucresi

viil



Tablo 3.1,
Tablo 3.2,
Tablo 3.3.
Tablo 3.4
Tablo 3.5.
Tablo 3.6.
Tablo 3.7.
Tablo 3.8.
Tablo 3.9.
Tablo 3.10.
Tablo 3.11.
Tablo 4.1.
Tablo 4.2,
Tablo 4.3.
Tablo 4.4.
Tablo 4.5.
Tablo 4.6.
Tablo 4.7,
Tablo 4.8.
Tablo 4.9.
Tablo 4.10.
Tablo 4.11.
Tablo 4.12.
Tablo 4.13.
Tablo 4.14.
Tablo 4.15.
Tablo 4.16.
Tablo 4.17.

TABLO LISTESI

Yontem Karsilastirma Calismasinda Olusturulan Gruplar............ccccevevvennnns 15
WBC ile T1gili Parametreler........coovvueuevevererereieieiereeeeee et reseeeseeesens 19
RBC ve PLT ile ilgili parametreler ... 21
Mindray BC-6200 ve Edan H60 Analizorlerin Farklart...........cccooceiinvnnnnns 23
Mindray MC-80 Temel FONKSIYONIArt .......c.ccviveiverieiieieeie e sieesiesieseeneean 25
RBC, HGB, HCT Havuz Hazirlama Semasi ..........cccccccovvvvieeeiiiieec i 26
WBC Havuz Hazirlama Semast .......c.cueieriiiiriiiiie e 27
PLT Havuz Hazirlama SEmast .........ccocvueeiiiieiiiie i 27
Onerilen Carry Over Ornek Degerleri........ovuiiiviiiireieiiiesieescessee s 28
Mindray BC6200 Ureticiye Ait Performans Verileri............c.cocovvvveievennnn, 29
Edan H60 Ureticiye Ait Performans VErileri ..........ccocvveeveceeiicrereceenennns 29
Mindray BC6200 WBC LOB — LOD TablOSU........ccccccoiriiiniiecncnieeeines 32
Mindray BC6200 HGB LOB — LOD Tablosu ...........ccocevveiiiiieiieiecieceee 32
Mindray BC6200 PLT LOB — LOD TablOSU..........ccccevueiveieiieieecie e 33
Edan H60 WBC LOB — LOD TablOSU.........ccovviiiiieiiiieiee e 33
Edan HE0 HGB LOB — LOD TablOSU .....cccoveiiiienieeee e 33
Edan H60 PLT LOB — LOD TablOSU........ccceiieriiiiiieieies e 33
Mindray — Edan WBC Tekrarlanabilirlilik Tablosu............ccccccovveviiiieinenenn 34
Mindray — Edan RBC Tekrarlanabilirlik Tablosu ............cccoeiiiiiiiiniiinns 35
Mindray — Edan PLT Tekrarlanabilirlik Tablosu...........cccccooeiiiiniiiiiinns 36
Mindray — Edan HGB Tekrarlanabilirlik Tablosu............cccccooeiiviiiiicinenne 37
Mindray — Edan HCT Tekrarlanabilirlik Tablosu ..........ccccccceeviiieviiieieeee 38
Mindray — Edan HGB Giin i¢i Tekrarlanabilirlilik Tablosu .......................... 39
Mindray — Edan WBC Giin I¢i Tekrarlanabilirlik Tablosu............................ 39
Mindray — Edan PLT Giin I¢ci Tekrarlanabilirlik Tablosu..........cccccc.eveeeeee... 40
Mindray — Edan Carryover Analiz Sonug Tablosu ..........cccccovviiiiiienieene 41
Mindray — Edan Verilerin Karsilastirma Sonug¢ Tablosu ..........cccceevvveivennnne 42
Mindray — Edan Flaglerin ROC Analiz Tablosu..........ccccooeiiiiienciciiiins 45

X



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 3.7.
Sekil 3.8.
Sekil 3.9.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.
Sekil 4.12.
Sekil 4.13.
Sekil 4.14.
Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.
Sekil 4.20.
Sekil 4.21.

SEKIL LISTESI

Normal Periferik Kan Hucrelerinin GOrantuleri ..........ccoccovvveinienenc s 8
Anormal Periferik Kan Hiicrelerinin GOrantuleri ..........ccoovveveveieienvnnninne, 8
SF Cube Hicre Analizi Teknolojisi (Mindray BC-6200). .........ccccoevverivrnennne. 18
DIFF ve WNB Dagilim Grafigi (Mindray BC-6200)..........cccccoeieninininnnnnns 18
HGB 6lcimi (Mindray BC-6200)..........cciiieiiiieiieiie e se e seeee 20
Sheath Fluid Empedans Ydntemi (Mindray BC-6200). ..........ccccoevevveiienneenne. 20
Lokositlerin Analiz ve Dagilim Grafigi (Edan H60)..........ccccceeviiiiiininnnnn 22
PLT ve RBC Histogram Grafigi (Edan H60). ..........coovvvvniiiiininciencne 22
PY Yayma Yontemi (Mindray SC- 120).......cccccoviieiiiieiieie e 23
Kan Yaymasinin Akig Semasi (Mindray SC-120) ........cccccoririiieneneienennns 24
Kan Yaymasi1 Boyamanin Akis Semasi (Mindray SC-120) .........c.ccocvvvrnnnnne 25
Mindray — Edan WBC Linearite GrafikIleri...........ccoccoovviiininiieniicnics 30
Mindray — Edan RBC Linearite GrafikIeri............cccccooevveiiiieiicieccceen 31
Mindray — Edan HGB Linearite GrafiKIeri..............ccccooevveiiiiiinccececeee 31
Mindray — Edan HCT Linearite GrafiKIeri.........c..ccoovoiiiiiieniiniienis 31
Mindray — Edan PLT Linearite GrafikIeri...........c.ccooooviiiiiiiie 32

Mindray — Edan WBC (Diisiik-Orta-Y liksek) Tekrarlanabilirlik Grafikleri..34
Mindray — Edan RBC (Diisiik-Orta-Y iksek) Tekrarlanabilirlik Grafikleri ...35
Mindray — Edan PLT (Diisiik-Orta-Yuksek) Tekrarlanabilirlik Grafikleri.... 36
Mindray — Edan HGB (Diisiik-Orta-Y tiksek) Tekrarlanabilirlik Grafikleri...37
Mindray — Edan PLT (Diisiik-Orta-Yuksek) Tekrarlanabilirlilik Grafikleri..38
Mindray—Edan Giin ici HGB (Orta Seviye) Tekrarlanabilirlilik Grafikleri...39
Mindray—Edan Giin i¢i WBC (Orta Seviye) Tekrarlanabilirlik Grafikleri ....40
Mindray — Edan Giin I¢i PLT (Orta Seviye) Tekrarlanabilirlik Grafikleri ....40

Carry over Analiz SONUGIATT .........ccoiiiiiiiiii 41
Mindray — Edan WBC Regresyon GrafikIeri ..........cccccooveiieiiiiiiiiicciec 42
Mindray — Edan Notrofil Regresyon GrafiKIeri ... 42
Mindray — Edan Lenfosit Regresyon GrafikIeri.............ccocooeiiiiniiiiiinns 43
Mindray — Edan Monosit Regresyon Grafikleri............ccccoocoviiiiiiiiciiecnn 43
Mindray — Edan Eozinofil Regresyon Grafikleri ..........cccccocevviiiiiiiciincins 43
Mindray — Edan Bazofil Regresyon GrafiKIeri...........cccoovviiiininininiiinnns 43
Mindray — Edan HGB Regresyon GrafiKIeri............ccccooviiiiiiiniiiiis 44

X



Sekil 4.22.
Sekil 4.23.
Sekil 4.24.
Sekil 4.25.
Sekil 4.26.
Sekil 4.27.

Mindray — Edan RBC Regresyon GrafiKIer ............ccooeveiiiiiiiiniiiiiis 44

Mindray — Edan PLT Regresyon GrafikIer ..........cccooeveiiieiinniniis 44
Olgunlagsmamis Graniilosit Flag’in ROC Analizi..........cccccoviviiiiieiniiiniiinnnns 45
Anormal Lenf — Blast Flag’in ROC ANaliZi..........cccccooveeviiveiieiecre e 45
Anormal PLT Histogrami Flag’in ROC Analizi ..........ccccovvviiiiiieiiiiciicnns 46
PLT Kiimesi Flag’in ROC ANalizi.........ccccovviviiiiniiiiiiciiccecec e 46

X1



OZET

HEMATOLOJIi ANALIZORLERINDE YONTEM KARSILASTIRMASI, CIKAN
CiHAZ UYARILARININ PERIFERIK YAYMA iLE BiRLIKTE
DEGERLENDIRILMESI

Farkli hematoloji analizorleri, hemogram testinde (tam kan sayimi) farkli yontemler
kullanmaktadir. Sayim sirasinda anormal hiicreler varliginda da flag uyarilar ekrana
gelmektedir. Morfolojik olarak anormal hiicreleri hizla tespit etmek biiylik onem arz
etmektedir. Bu ¢alismada dnce Mindray BC-6200 ve Edan H60 hematoloji analizorlerinin
analitik performanslarmin ve her iki analizoriin analiz sonuglarini Karsilastirilarak
degerlendirilmesi, daha sonra da bu analizdrlerde tespit edilen flag’lerin, periferik kan

yaymasi incelenerek dogrulanmasi amaglanmistir.

Bu c¢alismadaki analizler, Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yalgin Sehir Hastanesi’nin
servislerinde yatarak tedavi géren ve acil servise bagvuran 18 — 70 yas arasi erkek ve kadin
hastalardan rastgele alinan toplam 900 adet tam kan numuneleri kullanilarak yapilmigtir.
Tam kan sayimi analizlerinden 6nce Mindray BC-6200 ve Edan H60 hematoloji
analizorlerinin analitik performans degerlendirmesi, CLSI H26-A2 prosedirine uygun
olarak yapilmistir. Hastalardan alinan tam kan numuneleri 6nce Mindray BC6200 ve Edan
H60 analizorlerinde analiz edilmis; ¢alisma sirasinda tespit edilen flag uyarisina sahip

numunelerin, periferik kan yaymasi incelenerek ¢ikan sonuglar karsilastiriimastir.

Her iki hematoloji analizoriin de iyi bir analitik performans gosterdigi saptanmistir.
Iki cihazin tam kan sayim sonuglarinin WBC ve alt siniflari, HGB, RBC ve PLT
parametreleri acisindan birbiriyle uyumlu bulunmustur. Hemogram analizorlerinde ortaya
cikan flag’lerin cutoff degerleri Mindray BC-6200 ve Edan H60 cihazlarinda sirasiyla OG:
(>0, >1), Anormal Lenf/Blast: (>0, >0), Anormal PLT Histogrami: (>56, >54), PLT Kiimesi
(Mindray BC-6200 >4) olarak saptanmustir.
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Mindray BC-6200 ve Edan H60 analizérlerinin hemogram sonuglari birbiriyle
uyumlu olup, her iki cihaz icin de gorilen flag uyarilarinin “’periferik kan yaymasi uzman

degerlendirmesi’’ ile dogrulanmasi uygundur.

Anahtar Kelimeler: CBC, Flag, Otomatik kan sayim analizorii, Performans

caligmasi, Periferik kan yaymasi.
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ABSTRACT

METHOD COMPARISON OF HEMATOLOGY ANALYZERS, EVALUATION OF
DEVICE ALERTS WITH PERIPHERAL SMEAR

Different hematology analyzers use different methods for CBC (complete blood count) test.
Flags are also displayed in the presence of abnormal cells during the count. Detecting
morphologically abnormal cells rapidly, is very important. The aim of this study is to
evaluate the analytical performances of Mindray BC-6200 and Edan H60 hematology
analyzers and to compare the analysis results of both analyzers, and then to verify flags
detected in these analyzers by examining the peripheral blood smear.

900 whole blood samples taken randomly from male and female patients between the ages
of 18 and 70 who were treated as inpatients and who applied to the emergency department
of Goztepe Prof. Dr. Suleyman Yalcin City Hospital were included in this study. Before all
blood count analyses, analytical performance evaluation of Mindray BC-6200 and Edan H60
hematology analyzers was performed in accordance with the CLSI H26-A2 procedure.
Whole blood samples taken from the patients were analyzed with Mindray BC6200 and Edan
H60 analyzers; The peripheral blood smears of the samples with the flags detected during
the study were examined and the results were compared.

Both hematology analyzers have good analytical performance. The complete blood count
results of the two devices were found to be compatible with each other, in terms of WBC
and its subclasses, HGB, RBC and PLT parameters. The cut-off values of the flags are >0
and >1 for IMGs; >0 and >1 for abnormal Lymph/Blast; >56 and >54 for abnormal PLT
Histogram; when Mindray BC-6200 is compared with Edan H60 respectively. PLT Cluster
can only be detected by Mindray BC-6200 with a cut-off level of >4,

The hemogram results of Mindray BC-6200 and Edan H60 analyzers are compatible with
each other and it is appropriate to verify the flag warnings seen for both devices with "expert
evaluation of peripheral blood smear".

Keywords: Automatic blood count analyzer, CBC, Flag, Performance study, Peripheral

blood smear.
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1. GIRIS ve AMAC

Tam Kan sayimi gerek hematopoietik sistem, gerekse hematopoietik sistem disindaki
organ hastaliklarinin tanisinda, tedavi ve takibinde kullanilan, klinik laboratuvarlarda en sik
istenen testlerden biridir. Bu nedenle tam kan sayiminin dogru ve hizli bir sekilde ¢alisilarak
raporlanmast, klinik anlamda ¢ok 6nem arz etmektedir. Tam kan sayimi (CBC) analizinde;
kirmizi kan hiicreleri (RBC'ler), beyaz kan hucreleri (WBC'ler) ve trombositleri (PLT'ler)
iceren dolasimdaki kan hiicreleri, otomatik kan sayimi analizorlerinde elektronik olarak
sayllmakta ve boyutlandirilmaktadir. CBC analizi, ek olarak RBC'lerin boyutu, sekli ve
icerdikleri hemoglobin konsantrasyonu agisinda morfolojik olarak da tanimlanmasina
yardim ederken, WBC’nin alt tipleri hakkinda benzeri bilgileri saglar (1). CBC analizi ile
cihaza gore degismekle birlikte ortalama 14 ile 30 aras1 degisen hematolojik parametre

olculebilir.

Ancak analizorlerin morfolojik anormallikleri tanimlama yetenegi siirhidir, bu
nedenle manuel mikroskobik inceleme gerektiren numunelerin yakalanmasi i¢in bazi
kurallarin ve uyarilarin (flagler) cihazlarda tanimlanmasi gerekmektedir. Periferik kan
yaymasi incelemesi, tam kan sayimi (CBC) sonuglarmi desteklerken; miyelodisplastik
sendrom, l6semi, lenfoma ve hemolitik anemi gibi belirli hematolojik ve bulasic1 hastalik
gruplar1 i¢in dogrudan teshis olanagi saglar. Mevcut gelismis otomatik hematoloji
analizorleri, akig sitometrisi de dahil olmak fizere ileri teknolojiye dayali gesitli 6lglim
sonuglar1 ve varsa uyari flagleri raporlarlar (2). Kisacasi, periferik yaymadan maksimum
bilgiyi elde etmek icin bu parametreler dikkate almmalidir. Ornegin; "Anizositozlu
mikrositik hipokromik anemi" tanimi, hemoglobin (HGB), ortalama korpuskiler hacim
(MCV), ortalama korpuskuler hemoglobin (MCH), ortalama korpuskiiler hemoglobin
konsantrasyonu (MCHC) ve kirmizi kan hiicresi dagilim genisligi (RDW) gibi CBC
parametrelerine dayanarak, kan yaymalar1 incelenmeden de yapilabilir. Benzer sekilde,
beyaz kan hiicresi (WBC) sayisi, trombosit sayist ve ndtrofil yilizdesi gibi cihaz tarafindan
uretilen CBC parametrelerine dayanarak "natrofili ile birlikte 16kositoz™ veya "trombositoz"
degerlendirmeleri de yapilabilir. Uluslararast Hematoloji Standardizasyon Konseyi'ne
(ICSH) gore, RBC, WBC ve PLT anormalliklerinde, hematoloji analizorleri tarafindan

oOlgllen parametrelerin yorumlanmasinda, periferik yaymanin kullanilmasi ile daha dogru

1



sonuglar olusturmaktadir (3,4). Periferik kan yaymasi altin standart olarak kabul edilmekle
beraber, gozlemciler aras1 degerlendirme farkliliklari, zaman alic1 olmasi ve iyi egitimli
profesyoneller gerektirmesi gibi ¢esitli dezavantajlara sahiptir (5). Sonug olarak, periferik
yaymanin manuel mikroskobik incelenmesinin dezavantajlarint  6nlemek, klinik
laboratuvarlarin is yiikiinii iyilestirmek ve standartlastirmak igin, otomatik periferik kan

yaymasi hazirlayici ve otomatik dijital hiicre morfolojisi okuyucu sistemleri gelistirilmistir.

Klinisyenler, genellikle hastalarin klinik gidisine veya hastalarin 6nceki tam kan
saymminda gorilen bir anormallige istinaden periferik yayma testi isteyebilir. Laboratuvar
personeli de genellikle tam kan sayimindaki bir anormal sonug¢ sonrasinda veya cihaz
tarafindan verilen uyariya istinaden periferik yayma testi yapabilir. Yogun emek gerektirdigi
icin nispeten pahalidir. Uluslararasi Laboratuvar Hematoloji Dernegi, otomatik kan sayimi
sonuglarina dayanarak, kan yaymalarinin laboratuvar tarafindan yapilmasina gerek

gorilmesi ve incelenmesi igin fikir birligi kriterleri yayinlamistir (www.islh.org).

Laboratuvarlarda kan sayimi analizi her ne kadar firmalar tarafindan tim dunyada
calisilmak {izere piyasaya siiriilen ve performansini ispatlamis otomatik sistemlerle
gerceklesse de, her laboratuvarin gelen cihazla ilk ¢alismasinda, o cihazin performansinin 0
laboratuvarda da gerceklestirmesi beklenir. Bu siirece verifikasyon denir. Verifiye edilmis
bir cihaz, laboratuvarda giivenle kullanilabilir. Ozel laboratuvarlarda teknolojik gelismelerle
paralel olarak veya kamuda 1-3 y1l arasi siirelerde yapilan ihalelerde, hizmet alinan firma ve
dolayisiyla cihaz ve metot degisebilmekte olup, degisen cihazlarin da verifiye edilmesi
gerekmektedir. Laboratuvarlar, verifikasyon yaparken eski cihazlari ile yeni cihazlarini da

kiyaslamak durumunda kalabilmektedir.

Bu ¢alismada hematoloji analizéri olarak piyasaya yeni surilen Edan marka H60
model cihazin performansini degerlendirmek i¢in Goztepe Sehir Hastanesi laboratuvarinda
5 yildir aktif olarak kullanilan Mindray marka BC6200 model cihaz1 ile karsilastirma
caligmast yapilmistir. Ayn1 zamanda anormal hucreler (immattr grandlosit, blast, atipik
lenfosit, vs...), anemi, demir eksikligi anemisi, ¢ekirdekli kirmizi kan hiicreleri, PLT
kiimelesmesi gibi gereken durumlarda da flag (uyari, bayrak) olarak nitel bir bilgi
verebilmektedir. Bu ¢alismada ayrica her iki analizor tarafindan verilen uyarilarin dogrulugu
Mindray SC-120 cihazi ile periferik yaymalar1 yapilip, Mindray MC-80 dijital optik okuyucu
cihazi ile degerlendirmesi de yaparak, flag’lerin klinik hassasiyetin nemini tespit edilmistir.
Biitiin bu caligmalarla, Edan H60 cihazinin laboratuvarimizda ¢alismak agisindan uygun

olup olmadiginin saptanmasi1 amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KAN HUCRELERIN ANALIiZi

2.1.1. Kan hucrelerin analizine tarihsel bakis

Insan, hastaliklar1 anlamaya calisirken, Kkan hiicrelerinin inceleme sansini
mikroskobun kesfi ile bulmustur. Ilk 6l¢iimler, bir lam iizerinde preparat hazirlayarak ve bir
optik mikroskop yardimiyla, gorsellestirmeye ve manuel saymaya dayanmaktaydi. Her ne
kadar giiniimiizde basitligi nedeniyle hala pratikte kullaniliyor olsa da hiicrelerin manuel
hesaplanmasi, yapan kisiden kaynaklanan farklardan dolay1 standardizasyon agisindan
hatalara sahiptir. Hem zaman alict1 hem de zahmetli bir is oldugundan, kan hicrelerini
saymak icin otomatik yontemler bir gereklilik haline gelmistir. Muhendislerin
hematologlarla birlikte ¢alismasi ile daha sonraki 6lglim teknikleri, hicreleri tek tek
yakalayip saymak i¢in empedans Ol¢limleri ya da 151k sagilma-floresan teknikleri ile birlesen
akig yontemlerini i¢eren teknikler gelistirilmistir. Mikroskopi tabanli teknikler alaninda ¢1gir
acan gelismeler sonucunda, goriintiileme ve goriintii isleme Ozellikleri olan, otomatik hiicre

sayma analizorleri giderek gelismektedir.

Kan Saymm Yoéntemlerinde, Otomasyona Onciilik Eden Temel Gelismelerin
Kisa Tarihgesi (6):

P MIKIOSKOP .oovveiiieiecc et Vierordt - 1852

» Isik sacilim ve emiliminin g6z ile Slgimil ........ccccevvvennnee Oliver - 1896

» Isik sa¢ilim ve emiliminin foto dedektorlerle 6l¢iimii......... Marcandier - 1928
>  Empedans OIGUMT ........cocooiiiiiiiiieeee e Coulter - 1953

» Empedans 6l¢timdi ve elektrostatik hiicre siniflandirmasi ...  Fulwyler - 1965

»  Floresan akis SItOMEtIIST ....eccvveiveeiiieiieeiie e ciie e see e Dittrich - 1968

»  Akis sitometrisi 151K SAGIIMAST ....oevveiiiieiiiiiieiie e Groner - 1973



2.1.2. Hematolojik tanida tam kan sayim analizi (CBC)

Hemogram testi, ginimizde giderek artarak yapilmaktadir. Bu artisin nedenleri
arasinda hemogram cihazinin kolay kullanimi, ¢ok kisa bir siire i¢inde sonug alinabilmesi,
hasta sayisinda artis olmasidir. Hemogram, kan dolasimindaki hem normal hcrelerin
sayilari, hem de anormal hucrelerin varligi hakkinda bilgi verir. Akut kanamalarda,
hematolojik maligniteler, ciddi enfeksiyonlar gibi hayati tehdit eden durumlarin tanisinda ve

tedavi takibinde hizli sonu¢ ¢cok énemlidir.

Otomatik tam kan sayim analizorleri, elektronik olarak kan dolagimindaki WBC,
RBC ve PLT hiicrelerini sayar ve boyutlandirir. Elektronik saya¢ sadece toplam hiicre
sayisini kaydetmekle kalmaz, ayn1 zamanda ortalama hiicre hacmini, hiicre biiyiikligilinii ve
iceriginin multimodal degerlendirmesi yapabilir. Boylece nétrofiller, lenfositler, monositler,
eozinofiller ve bazofiller (WBC 5 alt grubu) dahil olmak iizere ¢esitli WBC kategorileri
hakkinda ek bilgi saglar. Diger iki parametre hemoglobin (HGB) ve hematokrit (HCT);
genellikle birbirine paralel 6l¢iim degerleri sunarlar (7,8). HGB 0l¢iminde, belirli bir
hacimdeki RBC pargalayarak agiga ¢ikan hemoglobini kimyasal olarak stabil bir pigmente
doniistiriilir ve bir spektrofotometre ile olculir. HCT 6lcim ise, bir mikrohematokrit
santriftiju ile belirlenerek paketlenmis RBC'ler tarafindan isgal edilen tam kan hacminin

yuzdesini temsil eder (9,10).
2.1.3. Hemogram parametreleri

2.1.3.1. Eritrosit sayis1 (RBC)

Eritrositler kanda en fazla sayida bulunan hiicrelerdir. Gorevleri dokularla akcigerler
arasmda oksijen ve karbondioksit transportunu saglamaktir. Ulkemizde RBC olgiminde

kullanilan birim milyon/uL iken, énerilen uluslararasi standart birimi ise x10*%/L'dir.

2.1.3.2. Hemoglobin konsantrasyonu

Tamamen satiire hale gelen 1 gram hemoglobin 1.34 mL oksijen tasiyabilir. Ortalama
bir yetiskinde toplam 600 gram hemoglobin bulunur ve bu miktar hemoglobin ayni anda
yaklagik 800 mL oksijen tastyabilir. Genelde birimi g/dL olarak kullanilsa da onerilen

uluslararasi birimi g/L'dir.



2.1.3.3. Hematokrit

Eritrositlerin tam kan hacmi icerisinde parsiyel hacmin ifadesidir. Geleneksel birimi
"%" olarak kullanilsa da Onerilen birimi hacim (L) fraksiyonudur (6rnek: %45 = 0.45 L).
Otomatik sistemlerde hematokrit degeri, MCV degerinin eritrosit sayisi ile garpimi (MCV x
eritrosit sayis1) yolu ile hesaplanir. Hematokrit dl¢iimii amaciyla makrometod (Wintrobe)
metodunun kullanimi; daha fazla numune kullanimini gerektirmesi, daha uzun zaman iginde

sonu¢ vermesi ve daha fazla hatali sonug elde edilebilmesi nedeniyle tercih edilmez.

2.1.3.4. Eritrositlerle iliskili indeksler

[lk kez Wintrobe tarafindan tanimlanan, eritrositlerin biiyiikliigii ve eritrosit igi
hemoglobin konsantrasyonu hakkinda bilgi sahibi olmay1 hedefleyen indeks degerleri, daha
cok anemilerin karakterinin ve dolayisiyla da sebebinin belirlenmesi amaciyla kullanilir.
Otomatik hiicre sayim cihazlarmin kullanilmaya baslanmasindan énce MCV, MCH ve
MCHC parametreleri, eritrosit sayisi, hemoglobin konsantrasyonu ve hematokrit
parametrelerine dayanilarak hesaplama yoluyla belirlenmekteydi. Giiniimiizde ise MCV,
cihazlar tarafindan dogrudan Ol¢iilmekte; geleneksel manuel tekniklerle belirlenmesi
mimkiin olmayan RDW indeks degeri ise, RBC histogramindan yararlanilarak

hesaplanmaktadir.

a) MCV (Mean Cell Volume): Ortalama Eritrosit Hacmi, Hematokrit ve eritrosit

sayisindan yararlanilarak hesaplanabilir (MCV= Hematokrit/RBC sayisi). MCV

"mikrometrekip" veya "femtolitre (fI)" birimi ile ifade edilir.

b) MCH (Mean Cell Hemoglobin): Ortalama Eritrosit Hemoglobini eritrosit

hiicresi bagina diisen ortalama hemoglobin miktarin1 (agirlik) gosterir. Hemoglobin
konsantrasyonu ve eritrosit sayisindan yararlanilarak hesaplanir (MCH= HGB/RBC). MCH
birimi pikogram (pg) olarak ifade edilir

¢) MCHC (Mean Cell Hemoglobin Concentration): Ortalama Eritrosit

Hemoglobin Konsantrasyonu sikigtirilmig eritrositlerin belirli bir hacminde bulunan
hemoglobin miktarin1 gosterir. Hesaplanmasi i¢in hematokrit ve hemoglobin degerleri

kullanilir MCHC= HGB/HCT). Sonug, g/dL birimiyle ifade edilir.

d) RDW_(Red cell Distribution Width): Kirmizi Hiicre Dagilim Genisligi,

eritrositlerin biiyiikliik¢e birbirinden farkinin yani anizositozun bir gostergesidir. Anemilerin

RDW ve MCV degerlerine dayanilarak siniflandirmasi sik¢a kullanilmaktadir.



1) RDW-CV (RBC distrubition width - Coefficent of Variation): MCV + SD ve

MCV - SD degerlerinin arasindaki farkin, dagilim grafiginin taban genisligine orani olarak
ifade edilebilir. Dagilim tabaninin genisligi, en biiyiik eritrositlerin hacmi ile en kiguk
eritrositlerin hacmi arasindaki farki gosterir. Sonu¢ % birimi ile ifade edilir. [RDW-CV=

(MCV+SD)-(MCV-SD)/Dagilim grafiginin taban genisligi x 100].

2) RDW-SD (RBC distrubition width - Standard Deviation): Eritrosit

histograminda pik noktasinin yiiksekligi %100 frekans diizeyi olarak kabul edilip, bunun
%20 frekans diizeyine uyan degerden cekilen yatay ¢izginin, histogrami kesme noktalarinin

karsilik geldigi hiicre hacimleri arasindaki fark olarak ifade edilir.

2.1.3.5. Lokosit sayis1 (WBC)

Viicudu enfeksiyon etkenlerine veya yabanci maddelere karsi koruyan, bagisiklik
sisteminin en 6nemli hicresel komponentidir. Kan dolasimi ve lenfatik sistem ile biitiin
viicudu dolasan 16kositler, kemik iliginde tiretilir. Lokositlerin toplam sayis1 kadar 16kosit
formiilii ile belirlenen alt gruplarinin dagilim yiizdeleri da klinik degerlendirmede biiyiik

Oonem tasir,

2.1.3.6. Trombosit sayis1 (PLT)

Kemik iliginde megakaryositlerin sitoplazmasindan iiretilen trombositler, hemostaz

sirecinde ¢ok dnemli role sahiptir. Ortalama 6mri 5-9 giin arasinda degisir.

2.1.4. Otomatik tam kan sayim analizi

Otomatik kan sayim cihazlarinin prototipleri ilk olarak 19. ylizyilin sonlarina dogru
gelistirilmis ve 20. yiizy1l boyunca hizli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu aletlerle, ya kan
hiicreleri tarafindan dagitilan ve emilen 151k miktarin1 ya da kuguk, elektrik yikli bir
acikliktan akan kan hiicreleri tarafindan indiiklenen elektrik akimindaki degisiklikleri

kullanarak dl¢umler yaparlar (6).

Teknolojideki kayda deger ilerlemelerle birlikte kanin hiicresel bilesenlerinin
sayisinin, boyutlarinin ve Ozelliklerinin niceliksel Olgtimleri ile geleneksel mikroskop
yoluyla elde edilen niteliksel bilgileri, ¢cok parametreli bir sekilde saglar. Elektronik
sistemlerinde, akigkan sistemlerde, bilgisayar sistemlerinde ve lazer teknolojisindeki
ilerlemelerle bir veya daha fazla iiretici tarafindan kullanilan bir dizi standart temel 6l¢iim
ilkeleri ve teknikleri gelistirilmistir. Bu tekniklerin bazilar1 ve kombinasyonlar1 hematoloji

analizorlerinde kullanilmaktadir. Ortak prensiplerinin arasinda:



- Elektrik empedansi veya Coulter prensibi
- Tipik olarak bir lazer 151k kaynagi ile optik 151k sac¢ilimi

- Tipik olarak retikiilositleri, trombositleri, ¢ekirdekli kirmizi kan hticreleri ve farkli

16kosit sayimi floresan kullanimi1 bulunmaktadir (11).

Klasik teknolojilerin birgogu bugiin hala kullanilmakta olup, ek olarak yeni uretilen

cihazlara floresan prensibi ile ¢alisma 6zelligi eklenmistir.

2.2. HEMATOLOJIK TANIDA PERIFERIK KAN YAYMASININ ONEMIi

Periferik yayma analizi (manuel mikroskobik veya otomatik cihaz ile) kan
dolasiminda var olan hiicreler hakkinda gesitli bilgiler saglamaktadir. Bazi hastaliklar bu
hiicrelerde anormal morfolojik degisikliklere neden olabilirken, bazi hastaliklarda da kemik
iliginde var olan kok hiicrelerden periferik kan dolasimina olgunlasmamus hiicreler gegebilir.
Bu durumlar1 otomatik tam kan sayim analizorleri saptayamayabilmekte ve altin standart
olarak kabul edilen ’manuel mikroskobik periferik yayma’’ incelemesine
bagvurulabilmektedir. Boylece birgok hematolojik hastalilk ve malignite tanisi
konabilmektedir. Bununla birlikte, gbézlemciler arasi degiskenlik, zaman alict olmasi ve
periferik yayma incelemesi igin iyi egitimli profesyoneller gerektirmesi gibi dezavantajlara
sahiptir (5).

Teknolojinin  de ilerlemesiyle, manuel periferik yayma hazirlanmasinm
dezavantajlarin1 dnlemek, klinik laboratuvarlarin is ylikiinii azaltmak ve periferik yaymanin
incelenmesini  standartlastirmak icin otomatik dijital hiicre morfolojisi sistemleri

gelistirilmistir. Bu sistemler araciligi ile otomatik bir seklide periferik yayma yapilabilir.

Klinisyenin PY istemesindeki genel endikasyonlardan bazilari; Agiklanamayan
sitopeniler, agiklanamayan lokositoz/lenfositoz veya monositoz, splenomegali, bdbrek
hastaligi/karaciger gibi organ yetmezligi, siddetli bakteriyel sepsis, paraziter enfeksiyonlar,
hiperviskozite sendromunu, olast kemik iligi tutulumu olan maligniteler gibi nedenler
sayilabilir (12,13).



oo € -2

Notrofil Lenfosit Monosit

|
»
Bazofil Eritrosit Trombosit

Sekil 2.1. Normal Periferik Kan Hicrelerinin Goruntuleri

%
0 d "é e

Blast Miyelosit Metamiyelosit
&5 . i
9
Reaktif Lenfosit Prolenfosit Lenfoma Huicresi
fe
5 a &
’ : . ,‘?g:‘,,%é' ¥
® " - =
P ¢
& ., ®s .w%ﬁ; B
5
Larg PLT Megakariyosit PLT Agregasyon

Sekil 2.2. Anormal Periferik Kan Huicrelerinin Goruntileri

Eozinofil

Hairy cell

NRBC



Bu tez ¢alismasinda; Mindray marka BC-6200 model ve Edan marka H60 model iki
ayr1 tam kan sayimm analizorii kullanilmistir. ilk olarak her iki hematoloji analizoriiniin
performanslart degerlendirerek cihaz metotlart karsilastirlmistir. ikinci olarak da
analizorlerde ortaya ¢ikan uyarilarin (flag) performansini degerlendirmek igin Mindray
marka SC-120 model analizoriinde periferik kan yaymalari hazirlanmig ve yapay zekaya
sahip olan Mindray marka MC-80 model analizérindeki dijital optik okuma ile hazir olan

periferik kan yaymalar1 incelenerek raporlanmustir.

2.3. ANALITiK PERFORMANS

2.3.1. Metot validasyon ve verifikasyonu

Bir metodun veya 6l¢iim prosediiriiniin belirlenen amaglara uygunlugunun deneysel
caligmalarla elde edilen objektif delillerle dogrulanmasina validasyon denir (14).
Dogrulugun belirlenip siirdiiriilmesi ciddi ¢aba, para ve yapilan testin karmasikligina bagh
olarak farkli yaklasimlar gerektirir. Yeni bir testin uygulanmasindan 6nce o testin uygun
sonug verme yetisini belirlemek gerekir. Yontem degerlendirmesi, yeni yontemlerin hasta
sonuglarint bildirmeden 6nce kabul edilebilirliginin dogrulanmasinda kullanilir. Yontem
uygulamaya konulduktan sonra laboratuvarin zaman igerisinde testin daimi olarak gecerli

kalmasini kalite kontrol siireci ile saglamasi gerekir.

Gegerli kilma yani metot validasyonun amaci segilen metodun istenen amaca uygun
nitelikte (performansta, kalitede) sonu¢ verdigini test etmek ve metodun rutin kullanimi
sirasinda istenen performansi saglamasinin kosullarimi belirlemek ve kontrol altinda
tutmaktir. Bir metotla yapilan 6l¢iimiin sonuglari; laboratuvar kosullari, cihaz, kullanilan
kimyasal madde, standart, operatdr deneyimi gibi bir¢ok faktdre baglhidir. Bu nedenle
metodun 6l¢iim sonucuna etki eden parametreleri tek tek degerlendirerek 6l¢giim sonucuna
etkileri belirlenmeli ve Olgilmelidir (15). Belli bir kalite sistemine uygun c¢alisan
laboratuvarlarin kullandiklart metotlart valide etmeleri gerekmektedir, ayrica akredite
laboratuvarlar icin bu bir gerekliliktir. Kalite sisteminin yayginlagsmasi laboratuvarlarda
metot validasyonu g¢alismalarin yapilmasini zorunlu hale getirmistir. Kimyasal analizlerde
analiz metodunun uygulama performansini, cesitli faktorler etkilemektedir. Bu sebeple
6l¢iim metodunun ¢ok iyi tanimlanmas1 gerekmektedir. Analiz edilen 6rnege, analiz edilen
bilesenlerin cinsine ve miktaria baglh olarak farkli metot kullanmak gerekebilmektedir.
Belli bir analiz i¢in ¢ok degisik metotlardan hangisinin uygulanacag: analiz edilen 6rnek
cinsine, analiz edilecek bilesenlerin miktarina, giinliik yapilacak analiz sayisina, istenen

sonucun kalitesine, metodunun uygulama kolayliina, analiz siiresine, analiz maliyetine



bagli olarak yapilacak bir degerlendirme sonucunda belirlenmelidir. Verifikasyon
(dogrulama) ise testin, paket igeriginde iireticinin belirttigi performans degerlerini

gosterdiginin degerlendirilmesi veya dogrulanmasidir.
2.3.2. Metot verifikasyon parametreleri

2.3.2.1. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk elde edilen deger ile gercek degerin yakinliginin ifadesidir. Olgiilen degerle
gercek deger arasindaki fark sistematik hata (bias) olarak tanimlanir (Ellison ve ark 2000).
Dogrulugun gostergesi sistemik hatadir. Sistematik hata bir 6l¢iim metodunun gergek
sonucu verebilme kabiliyetini belirtir. Sistematik hatanin hesaplanabilmesi i¢in dogru
oldugu kabul edilen referans yani gercek deger bilinmelidir. Gergek deger sertifikali referans
materyallerden, valide edilmis metodun 6l¢iimii sonucu veya yeterlilik testleri sonucunda
elde edilebilir. Bu ii¢ yontemde de ortak nokta ger¢ek degerin birgok laboratuvarda yapilmisg

Ol¢timlerin sonucunda elde edilmis olmasidir.

2.3.2.2. Dogrusallik (Linearite) — analitik 6lciim arahg (AMI)

Yontemin hi¢ diizeltme yapilmadan Ornekteki analit konsantrasyonu ile dogru
orantili sonuglar verme yetenegidir. X eksenine beklenen degerler, Y eksenine ise elde edilen
degerler girilerek kalibrasyon grafigi ¢izilir ve ortaya ¢ikan ¢izgi dogru ise yontem lineerdir.
Sonuglar grafiksel olarak verilir ve “linear regresyon formiilii” ile “korelasyon katsayis1”

belirtilir. Bu sekilde ¢aligma araliginin dogrusal olup olmadig tespit edilir.

Linearite kavrami, hematolojik hiicre saymmu testleri (RBC, WBC, PLT) i¢in degil,
sadece konsantrasyona dayali kolorimetrik transmisyon/absorbsiyon ile ilgili bir kimya testi
olarak HGB'ye uygulanabilir. CAP’in hematoloji biriminin yayinladigi dokiimana gore,
linearite caligmalarinin akreditasyon i¢in son kullanici laboratuvarlarinda gerekli olmadigini

ozellikle belirtmektedir.

2.3.2.3. Analitik 6lgim limitleri

1- Limit of Blank (LoB): Reaktif ve analit haricinde kér okumalarinin belli bir
olasilikla karsilasilabilecek en yiiksek degerdir. LoB diizeyinin diisiik olmasi daha dogru ve

kesin 6lglim yapmaya izin verir.

Hematoloji icin LoB, geleneksel olarak "arka plan" olarak adlandirilir. LOB veya arka

plan "sayimlar1" (genellikle WBC, HGB ve PLT), analit icermeyen numuneden elde edilen
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en yliksek degerdir. LoB icin sayisal sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri, CLSI belgesi

EP17 A2'ye gore yapilir.

2- Limit of Dedection (LoD): Belirli sartlarda kalitatif olarak varlig1 saptanabilen

minimum analit konsantrasyonudur.

3- Limit of Quantitation (LoQ): Analitin kantitatif olarak giivenilir, dogru

6l¢timiiniin yapilabildigi en diisiik konsantrasyonudur.

Hastalarin diisiik WBC konsantrasyonlariin dogru bir sekilde 6l¢iilmesi, kemoterapi
kararlar1 ve kemik iligi nakli sonrasi cevabin degerlendirilmesinde, diisiik PLT
konsantrasyonlarinin dogru bir sekilde 6l¢iilmesi de hemoraji ve PLT transfiizyon kararlarini

O0ngormede klinik agidan 6nemlidir.

4- LoD ve LoQ CLSI dokiimam EP17; Tercihen birkac numuneden elde edilmis,
en az 60 Ol¢im Onermektedir. 6 Ornekten olusan 10’ar kopya kullanilabilir. Bdylece
numuneden numuneye degiskenlik yakalanir (16). LoD ve LoQ degerleri tespit etmek igin
CLSI EP 17 A2 prosediiriindeki asamalar1 takip ederek gereken Olclimler yapilir ve

hesaplanir.

US CLIA '88 tarafindan tanimlanan istenilen imprezisyon limitleri; WBC: %15,
PLT: %25

Uretici, LLoQ ¢aligmasinda imprezisyon i¢in kullandig1 hedefi belirtmelidir. LLOQ
ve LLoD olgiimleri diger oOlciitler (RBC, Hb, HCT) i¢in gerekli degildir; ¢iinkii neredeyse
sifira yakin degerler yasamla bagdasmaz (16).

2.3.2.4. Tekrarlanabilirlilik (Precision)

Bir yontemde ayni 6rnegin ard1 ardina ¢alisilmasiyla metodun ayni sonucu verebilme
giiciidiir ve yontemin kesinliginin gostergesidir. Olgiim sonuglarmin birbirine yakinligin
belirlemek icin yapilir. Laboratuvardaki tekrarlanabilirlik seri 6l¢liim yapilarak hesaplanir
(17).

1-Taze Kan Kisa Vadeli imprezisyon: Bu imprezisyon ¢aligmasi, laboratuvarin
referans arali§in1 agmayan normal taze tam kan kullanilarak yapilir. Ayni kan tiipiiniin 31

ardigik aspirasyonu kullanilir (17).

2-Calisma-i¢i Imprezisyon: Taze kan veya ticari kontrollerin ayn1 numunenin

tekrarlayan ol¢limlerinin imprezisyonu SD ile tanimlanir.
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3- Tibbi Karar Seviyelerinde Imprezisyon: ICSH protokoli, imprezisyon
caligmalarin  patolojik araliklar1 icermesi gerektigini belirtmektedir. Anemi ve
trombositopenide yapilan tibbi transfiizyon kararlar1 nedeniyle, HGB = 6 - 10 g/dL ve PLT

=0 - 50 x 10%uL iki tip patolojik numune igin ek imprezisyon ¢alismalar1 yapilmalidir.

Ayrica, tibbi terapotik kararlar agir derecede l6kopeni ve ndtropeni varliginda
yapildigindan, WBC = 0 - 2 x 103 /uL araliklarla bir imprezisyon ¢alismalarin yapilmasini

Onerilir.

Anemik numuneler igin sadece RBC, HGB ve HCT analiz edilir, trombositopenik
ornekler i¢in yalnizca PLT analiz edilir, WBC konsantrasyonu ve yizdesi ise 16kopenik
durumlarda degerlendirilir. Kan numunelerinin homojen hale getirmek icin doner tarzda bir

karistiricida karistirilir.

Normal, anemik ve trombositopenik drneklerle taze kan 6l¢iimii ve kesinligi i¢in %
95, % 97.5 ve % 99 Ust CL'ler gelistirildi. Diigiik hiicresel konsantrasyonlarda % CV'nin
giderek arttig1 bilinmektedir. Bu, 6zellikle klinik olarak karsilagilan diisik WBC ve PLT

konsantrasyonlari i¢in gecerlidir. Bu hassas profiller giiven araliklarini igermelidir (17).

4-Ticari Kontroller Tekrarlanabilirlik ve Cihaz i¢i imprezisyon (Uzun Vadeli):
Ticari kontroller her seviyede (diisiik, normal, yiiksek) iki tekrar olmak iizere, giinde iki
calisma en az 25 giin boyunca test edilir (EP 5). EP 5A2 ye gore 20 gln boyunca, Gun igi
caligmalar arasi 5 ila 12 saat arayla gerceklestirilir. CLSI dokiimani1 EP 5 A2‘e gore, ticari
kontrol numuneleri ile tekrarlanabilirlik ve cihaz i¢i imprezisyon hesaplanabilir (17).

2.3.2.5. Analitik duyarhhk (analitik sensitivity)

Analitin konsantrasyonundaki degisime karsilik 6l¢lim sinyalinde meydana gelen
degisikliktir. Yontemin kii¢iik konsantrasyonlar1 belirleme yetenegidir. Kalibrasyon
egrisinin egimi, sensitivitenin gostergesidir.
2.3.2.6. Analitik 6zgulluk (analitik specificity)

Analitik 6zgiilliik, bir metodun aranan analiti diger analitlerin bulundugu 6rnek
icinde ayirt edebilme yetenegine denir.
2.3.2.7. Geri kazamim (recovery)

Analitik yontemin, 6l¢iim ortamina eklenen, konsantrasyonu bilinen miktarda dogru
olarak belirleyebilme yetenegidir. Geri kazanim, bir yontemin dogrulugu hakkinda bilgi

Verir.
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2.3.2.8. interferans

Analitin 6l¢timiinii etkileyebilecek gesitli interferanslarin belirli konsantrasyonlarda
ilavesi ile testin etkilenme diizeylerinin arastirilmasi amaglanmaktadir. Bu durumun
varhigimi tespit etmek igin drneklerde analiz yapildiktan sonra, interfere etkisi incelenecek
maddeler orneklere ilave edilir ve eklenen analitlerin ol¢limii etkileyip etkilemedigi

hesaplanir (15).

2.3.2.9. Tasima (carry-over)

Otomatize calisan sistemler i¢in, dnceki numuneden sonraki numuneye herhangi bir
aktarim olup olmadigmi belirlemek i¢in yapilir. Giiniimiizdeki teknik imkanlar tasima
hatalarin1 aza indirilmistir. Calismanin yapilisi; yiiksek ve diisiik konsantrasyondaki
numuneler belli bir sira icinde yerlestirilerek Ol¢iim gerceklestirilir. Yiiksek degerlerden
once gelen diisiik degerler ile bir grup olusturulur. Diger grup yiiksek degerlerden sonra
gelen diisiik degerlerden olusur. Belirlenen bu iki grubun ortalamalar1 ve standart sapmalari
hesaplanir. Gruplarin ortalamalar1 arasindaki farkin total izin verilen hatadan kii¢iik olmasi

durumunda tagima hatasinin olmadigi sdylenebilir.

"Yiiksek hedef deger" (high target value: HTV) konsantrasyonlarindaki taze tam kan
ornekleri licer kez okutur ve onu takiben "diisiik hedef deger" (low target value: LTV)
ornekleri tiglii galigilir (ICSH) (21). Yerine ticari kontrolleri kullanilmaz. Carryover igin test
edilen parametreler WBC, RBC, HGB ve PLT'dir. Onerilen Carry — Over Ornek Degerleri
Sekil 3.1°de gosterilmistir. Tabloda gosterilen patolojik olarak yiliksek veya diisiik
konsantrasyonlarin tiretilmesi i¢in saglikli vericilerden taze tam kana ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bununla birlikte hem HTV hem LTV 6rnekleri WBC, RBC ve PLT icermelidir; baska bir
deyisle, hiicresiz plazma olmamali, LTV o6rnegi hava veya dililent aspirasyondan
olusamazlar. Hiicre konsantrasyonunun tespit edilememesi beklenen uygun bir matriks
saglamak i¢in ylksek plazma hacmine az miktarda tam kan eklenebilir. Ticari kontroller,
insanin taze tam kanin matriks etkilerini karsilayamadigi i¢in insan taze tam kaninin yerini

alamaz.

Carry-over, asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir:

(LTV1—LTV3)
(HTV3 - LTV3)

=100

%oCarrvover =

13



2.3.2.10. Matriks etkisi

Matriks etkisi, biyokimyasal analizlerinde standart sollisyon icindeki madde ile
plazma gibi biyolojik matriksteki ayni analitin farkli yanitlar vermesi olarak tanimlanir.
Matriks etkisinin son derece degisken olmasi yontemlerin dogruluk ve kesinliginde 6nemli

hatalara neden olmaktadir (15).

2.3.2.11. Referans aralik dogrulama

Referans aralik dogrulama ¢alismasinin yapilmasi pahali ve zordur. Referans aralik
dogrulama caligmasi i¢in ilgili yas araliginda ve cinsiyete uygun en az 20 saglikli birey
gerekmektedir. Degerlendirmede aralik disina ¢ikanlarin sayist %10°u gegmemelidir. Her
laboratuvarin kendi referans araligini belirleme sarti yoktur ama belirlenmis referans

araligini teyit etmesi gerekir (15).

2.3.2.12. Yontem karsilastirma

Ornekler iki yontemde ve ayni zamanda calisilir, sonuclar karsilastirilir ve
karsilastirma igin regresyon analizi yapilir. Rapor araligi iginde en az 40 6rnek hem test
yontemi hem de karsilastirma yontemi ile ¢alisilir. Say1 ne kadar ¢ok olursa sonug o kadar
sagliklidir. ki metot ile elde edilen 6l¢iim sonuglar1 arasindaki farkin ortalamalarina kars

gosterdigi dagilim Bland-Altman grafigi iledegerlendirilir (15).

2.3.2.13. Bulgularin istatistiksel degerlendirmesi

Tum gruplarda incelenen parametrelere ait degerler X + SD olarak verildi.
Hemogram analizorlerinin performansimin incelemesinde EP Evaluator Release 8 istatistik
programi kullanildi. Takibinde hemogram analizorlerin yontem karsilagtirma ¢alismasi iki
grubun karsilagtirmasinda normal dagilima uyan parametrelere Bland & Altman plot ve
Passing & Bablok regression analizi uygulandi. Calismadaki flag performansi
degerlendirmek i¢in periferik yaymadaki sayisal verileri ile karsilastirmasinda flag’lerin
sensitivitesi, spesifitesi ve cut-off degeri ROC analizi ile elde edildi, analizler MedCalc®
Statistical Software (MedCalc Software, Ostend, Belcika) istatistiksel paket program ile
yapildi. Degerlendirmelerde istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. HASTA GRUPLARININ OZELLIiKLERI

Bu ¢alisma S.B. Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yal¢in
Sehir Hastanesi Etik Kurulu’nun onay1 alinarak gerceklestirilmistir. Calismaya alinan tim
kan numuneleri, kliniklerden istenilen testleri raporlandiktan hemen sonra kullanilmistir
(analizi tamamlanmis olan Ornekler). Calisma grubu, hastanenin acil servis klinigine

basvuran hastalar ve hastanenin yatan hastalari tarafindan olusturulmustur.

Hasta Grubu (n=900): Hastanenin acil servisi kliniginden ve diger kliniklerden
hemogram testi istenmis 900 hastaya ait EDTA’li kan numunesi ¢alismaya alimustir.
Cihazlarin yontem karsilastirma ¢aligmasinda her parametre icin diisiik deger, orta deger ve
yiiksek deger olmak tizere 3 grup olusturulmustur. Gruplari, Tablo 3.1 de gosterildigi gibi,
calismada kullanilan her iki cihazin diisiik, orta ve yliksek kontrol numunelerindeki hedef
degerlerin ortalamasini dikkate alinarak tanimlanmistir. Gruplar her parametre icin 40
numune diisiik degere, 40 numune orta degere ve 40 numune yliksek degere sahip 120
numune igermektedir. Calisma sirasinda hemogram cihazlarinda toplam 330 adet numunede
flag uyaris1 alinmistir. Flag performansini 6l¢gmek i¢in bu numunelerin periferik kan yaymasi

literatiire uygun olarak 4 saat sure iginde yapilmis ve incelenmistir (18).

Tablo 3.1. Yontem Karsilastirma Calismasinda Olusturulan Gruplar

DUSUK DEGER ORTA DEGER YUKSEK DEGER
PARAMETRE GRUBU GRUBU GRUBU
(40 NUMUNE) (40 NUMUNE) (40 NUMUNE)
WBC <3,57 >3 57 ile <19,26 >19,26
NOTROFIL <1,9 >1,9 ile <11,43 >11,43
LENFOSIT <1,07 >1,07 ile <4,76 >4,76
MONOSIT <0,19 >0,19 ile <1,18 >1,18
EOZINOFIL <0,37 >0,37 ile <1,77 >1,77
BAZOFIL <0,01 >0,01 ile <0,2 >0,2

RBC <2,31 >2,31 ile <5,15 >5,15
HGB <5,9 >5,9 ile <16,3 >16,3
PLT <48 >48 ile <434,5 >434,5
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3.2. ORNEK TOPLAMA VE ANALIZ EDILME

Hastalardan EDTA antikoagilanli mor kapakli tiiplere alinan kan numunelerinden
klinisyenler tarafindan istenilen hemogram testleri laboratuvarimizda analiz edilip
raporlandiktan sonra tez calismasia alinmistir. Bu tez ¢alismasina 27.09.2023 tarih ve
2023/0636 numarali etik kurul onay1 alindiktan sonra baglanmistir. Calismada numuneler ilk
once Mindray BC-6200 hemogram cihazinda daha sonra Edan H60 hemogram cihazinda
analiz edilmistir. Cihazlarin herhangi birinde veya her ikisinde flag uyarisi tespit edildiginde
Mindray SC-120 periferik yayma olusturucu cihazi ile ilgili numunenin periferik yaymasi
yayilmistir. Mindray MC-80 dijital optik yayma okuyucu cihazi ile periferik yaymalar
incelenmis ve uzman degerlendirmesi ile dogrulanmistir. Hastadan kan alimindan itibaren
biitiin islemler en fazla 4 saat siire zarfinda gergeklestirilmistir (18). Verileri bilgisayar
ortaminda bir araya getirildikten sonra; iki hemogram cihazin Kkarsilastirmasinda
hesaplamali olan parametreler hari¢ tutulup yalmiz Olgiilebilen parametreler yontem
karsilastirma ¢alismasi igin istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Hemogram cihazlar1 ¢ok
sayida flag tipi (Mindray: 24 tip, Edan: 14 tip) sunabilir, ancak ¢ogu flag uyarisi kural olarak
cihaz sistemine kaydedilmistir. Ornek olarak HGB < 9 g/dL oldugunda "anemi" veya WBC
>18 x10%/uL oldugu zaman "lI6kositoz" flag uyarisi sayilabilir. Bu sebepten dolay: tiim flag

uyarilari istatistiksel olarak degerlendirilmemistir.

3.3. GERECLER

1. Mindray BC-6200 Hematoloji Analizorii

EDAN H60 Hematoloji Analizorii

Mindray SC-120 Otomatik Periferik Yayma ve Boyama Cihazi
Mindray MC-80 Dijital Optik Periferik Yayma Okuyucu Cihaz1

“wok wN

Lam, Mikropipetler

3.4. UYGULANAN YONTEMLER

Hemogram analizi i¢in kan numunesi, hicbir isleme tabi tutulmadan direkt olarak
o6nce Mindray BC-6200 hemogram cihazina, ardindan Edan H60 hemogram cihazina
yuklenerek, tam kan numuneleri analiz edildi. Analiz sirasinda flag uyarisina sahip bir kan
numunesi tespit edildiginde, ivedilikle, Mindray SC-120 cihazina yiiklenerek otomatik ve
standart bir sekilde lam {izerine kan numunesini yayarak ve boyayarak incelemeye hazir

periferik kan yaymasini olusturuldu. Yaymanin incelenmesi ise yapay zekaya sahip
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Mindray MC-80 cihaz1 kullanildi. Bu cihaz ile, yapilan dijital optik okuma ile hem
morfolojik hem de sayisal degerlendirmeler yapildi.
3.4.1. Mindray BC-6200 tam kan sayim analizorii

a) WBC Olgumii:

1- SF Cube Hiuicre Analizi Teknolojisi: Normal periferik kanda WBC 5 alt gruba

siniflandirilabilir: lenfositler, monositler, notrofiller, eozinofiller ve bazofiller. Analizor,
WBC’nin 5 farkli tipini tanimlamanin yani sira, kanda bulunabilecek olgunlasmamis
hiicreleri dogru bir sekilde tanimak ve tespit etmek i¢cin SF Cube hiicre analiz teknolojisini
kullanir (Sekil 3.1) (19). Analizdér, DIFF ve WNB kanallarinda floresan boyama
teknolojisini  kullanir. RBC'ler parcalandiktan sonra, WBC tiplerinin ayrimi igin
WBC'lerdeki niikleik asit igerigi asimetrik siyanin floresan maddesiyle isaretlenir. Bu analiz
sisteminde kullanilan diisiik acil1 151k sagilim1 hiicre boyutunu, yiiksek agili 1g1k sagilimi ise
hicre ici tanecikligi yansitir. Floresan sinyalin yogunlugu ise hiicrenin boyanma derecesini
yansitir. DIFF kanali, lizis ile islenen hiicrelerin, {i¢ boyutlu sinyalleri algilanarak,
WBCl'lerin alt popiilasyonlarint (lenfositler, monositler, nétrofil, eozinofil ve bazofil)
siiflanir. Ayrica olgunlagsmamis graniilositler, anormal lenfositler ve blast hiicreler gibi
anormal hiicreleri tanimlar. Bununla birlikte WNB kanali, bazofilleri ve ¢ekirdekli kirmizi
kan hiicrelerini ayristirir ve WBC'leri sayar. Hiicrelerin dagilimi Sekil 3.2°de gosterilmistir

(19).

2- WBC ile Ilgili Parametrelerin Tiiretilmesi: DIFF Dagilim Grafigi ve WNB

Dagilim Grafigi ile yapilir, parametreler detayli olarak Tablo 3.2 de gosterilmistir.
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4 Fluorescence signals

Side laser scatter ; S
Side laser scatter L/ (DNA/RNA information)

(cellular complexity)

Laser source ‘

Forward laser scatter * ~
Ce” (cell size)
Flow

Sekil 3.1. SF Cube Hucre Analizi Teknolojisi (Mindray BC-6200).

Sekil 3.2. DIFF ve WNB Dagihim Grafigi (Mindray BC-6200).

NOT: DIFF kanali: 1-Nétrofil ve Bazofil 2-Lenfosit 3-Monosit 4-Eozinofil 5-Hayalet.
WNB kanali: 1-WBC 2-Bazofil 3-Hayalet 4-NRBC.
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Tablo 3.2. WBC ile ilgili Parametreler

Hiicresi sayimi

PARAMETRELER | ACILIMI FORMUL/TEST YONTEMLERI BiRIM
WBC B eyaz Kan WNB kanalindaki WBC bolgesindeki tiim parcaciklarin toplami 103/uL
Hiicresi sayimi1
BAS# Bazofil sayist WNB kanalinin Bazofil bolgesindeki tiim pargaciklarin toplam1 10% JuL
. . Bas#
BAS% Bazofil yiizdesi 100 %
Y WBC ~ ’
i DIFF kanalindaki Lym bélgesindeki pargaciklar
LYM% Lenfosit n : YT 0 pes e pay x10] %
yiizdesi Hayalet bolgedekiler hari¢ DIFF kanalindaki tiim pargaciklarin toplami
NEU% Nétrofil viizdesi DIFF kanalindaki Neu bolgesindeki pargaciklar 10t %
° Y Hayalet bolgedekiler hari¢ DIFF kanalindaki tiim pargaciklarin toplami X °
i DIFF kanalindaki Mon bélgesindeki pargaciklar
MON% Monosit - anaii §ESTICER] pary x10( %
yizdesi Hayalet bolgedekiler hari¢ DIFF kanalindaki tiim pargaciklarin toplami
inofi DIFF kanalindaki Eos bolgesindeki parcaciklar
EOS% Eozinofil S gevnoes pary x10( %
yiizdesi Hayalet bolgedekiler hari¢ DIFF kanalindaki tiim pargaciklarin toplami
Olgunlasmamis DIFF kanalindaki IMG bélgesindeki pargaciklar
IMG% Granulosit ~ - - — x10( %
yiizdesi Hayalet bolgedekiler hari¢ DIFF kanalindaki tiim pargaciklarin toplami
LYM# Lenfosit say1si Lym#=WBCxLym% 103 /JuL
NEU# Notrofil sayisi Neu# = WBC x Neu% 10% /JuL
MON# Monosit say1si Mon# = WBC x Mon% 10% /JuL
EOS# Eozinofil sayist Eos#= WBC x Eos% 103 /JuL
Olgunlagmamis
IMG# Granulosit IMG#= WBC x IMG% 10% fuL
say1st
NRBC% KIQEKirdeIE" WNB kanalinin NRBC bélgesindeki pargaciklar 00 %
° HUC?eI:iZ)IIUZZgSi WNB kanalinin WBC bélgesindeki tiim parc¢aciklarin toplamlX 0
Cekirdekli
NRBC# Kirmizi Kan WNB kanalinin NRBC bélgesindeki tiim pargaciklarin toplami 10°% juL

b) HGB Olgumii: Kolorimetrik yontemi kullanan bir test modelidir, Lambert-Beer

Prensibine gore, monokromatik bir 151k demeti, iyi orantili, sagilmayan, 151k soguran bir

cozeltiden gectiginde, absorbans A, kalinligin ve konsantrasyonun C ¢arpimi ile orantilidir

(Sekil 3.3) (19). HGB kanalindaki numune, reaktifle islendikten sonra 11k emici madde

gorevi gorur, bu nedenle HGB konsantrasyonu, absorbans 6lculerek dl¢tlebilir. Hemoglobin

Konsantrasyonu (HGB) asagidaki denkleme gore hesaplanir ve g/dL olarak ifade edilir.
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Sekil 3.3. HGB 6l¢iimi (Mindray BC-6200).

¢) RBC/PLT Olcuimii: Sheath Fluid Empedans Yo6ntemi: RBC'lerin ve PLT'lerin,
stvinin "odaklanma" etkisi altindaki araliktan tek tek gegmesini saglamak icin bir sensor
tasarlanmistir; bu sirada Coulter Prensibine gore voltaj darbeleri iiretilir. Arka u¢ islemci,
darbeleri guclendirir ve bunlar1i RBC/PLT kanalinin voltaj esikleriyle karsilastirir ve
ardindan RBC/PLT kanalindaki darbelerin sayis1 hesaplanir (Sekil 3.4) (19). Yani toplanan
darbeler farkli kanallarin voltaj esik degerlerine gore siralanir, RBC/PLT kanal araligina
diisen darbe sayis1t RBC/PLT sayisidir. Her kanaldaki hiicre sayisi hiicrelerin hacim
dagilimini tanimlar. Analizor, X koordinat1 hiicre hacmini (fL) ve y koordinat1 hiicre sayisini
temsil eden RBC/PLT histogramini sunar. Ortak empedans yontemiyle karsilastirildiginda,
Sheath Fluid empedans yontemi daha yiiksek verimlilik, daha iyi sinyal kalitesi, daha dogru
analiz sonuglar1 ve daha diisiik reaktif tiiketimi ile 6ne c¢ikar. RBC ve PLT ile ilgili

parametreler Tablo 3.3 de detayli olarak gosterilmistir.

Primary sheath flow

Secondary sheath flow

Sekil 3.4. Sheath Fluid Empedans Ydntemi (Mindray BC-6200).
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Tablo 3.3. RBC ve PLT ile ilgili parametreler

PARAMETRELER ACILIMI FORMUL/TEST YONTEMLERI BiRIiM
Kirmiz: kan hiicresi Analizor, agikliktan gegen kirmizi kan hiicrelerini
RBC savim sayarak dogrudan kirmizi kan hiicrelerinin (RBC) 108/uL
y sayisini saglar.
MCV Ortalamﬁ aléc;:?USkUIer Kirmizi kan hiicresi histogramina gore hesaplanir fL
. RBC x MCV
HCT Hematokrit HCT = 7;(0 %
Ortalama korpuskiiler HGB
MCH hemoglobin MCH = RBC P9
Ortalama korpuskiiler HGB
MCHC Hemoglobin MCHC = —— x 100 g/dL
Konsantrasyonu HCT
Kirmizi Kan Hiicresi
RDW-CV Dagilim Genisligi - RBC Histogrami %
Varyasyon Katsayisi
Kirmizi Kan Hiicresi L .
RDW-SD Dagilim Genisligi - I;Ir;tr;clv(sig ?;ﬁuntlidzfinhmmm standart sapmasina dayali fL
Standart Sapma 3
PLT TrombositSaym Trombo§1t say1st (PLT), aglkhlftan gegen 103Ul
trombositlerin sayilmastyla dogrudan 6l¢iiliir.
MPV Ortalama trombosit hacmi | Ortélama Trombosit Hacmi (MPV), PLT L
histogramina goére hesaplanir
. o Trombosit dagilim genisligi, trombosit
PDW TromegIsllit 111) vaiglhm histogramindan elde edilir ve 10 geometrik standart %
$Hg sapma (10 GSD) olarak rapor edilir.
. PLTXMPV
PCT Plateletkrit PCT=———— %
10000
. . P-LCR, trombosit histogramindan tiiretilir; boyutu
P-LCR Trombo%tr:?fv Hucre 12fL'nin iizerinde olan trombosit sayisinin toplam %
trombosit sayisina oranini temsil eder.
P-LCC Tmmbo;';/?sel" Hcre | p_Lcc=PLT x P- LCR 10%/uL

3.4.2. Edan H60 tam kan sayim analizorii

a) WBC ol¢umu: Lazer 15181 sagilma yontemi ile 6l¢iim yapilir. Diluent ve Lyse

isleminden sonra, izole edilen 16kositler, kanalin her iki tarafina belirli bir hizda kilif s1vis1

eklenmesi ile akis haznesinden teker teker akar hale gelir. Lazerden gegerken hiicrelerden

sacilan 1s1k hiicrenin boyutuyla ilgili olarak diisiik (1~4°), hiicrenin i¢indeki yap1 ve

partikiillerle ilgili olarak ise yiiksek (6~20°) agili olur. Akis hiicresinin arkasinda

diyaframlar, diisiik agili alicilar ve yiiksek acili alicilar bulunmaktadir. On amplifikatér,

dagilan 151k sinyallerini elektrik sinyallerine doniistiiriir ve elektrik sinyallerinin boyutuna

gore dagilim grafigini ¢izilir. Isik yolu, 16kositlerin tek tek akimi ve dagilim grafigi Sekil

3.5-1,2 ve3’te gosterilmistir (20).
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Sekil 3.5. Lokositlerin Analiz ve Dagilim Grafigi (Edan H60).

b) RBC/PLT'nin Sayma Prensibi: Elektrik Empedans Ydntemi: Kan hucreleri
zayif bir elektrik iletkeni olup, seyreltilmis kan hiicreleri basing altinda sayma agikligindan
gectiginde elektrotlar arasindaki empedans degisir. Gerilim (Volt) = Empedans (Ohm) x
Akim (amper) formiiliine gore gerilim, diren¢ degisimine bagl olarak orantili olarak degisir.
Piklerin miktar1 ve yogunlugu tespit edilerek, sayma acikligindan gegen hiicrelerin miktar
ve hacmi hesaplanabilir. Piklerin miktar1 hiicrelerin miktarini; yogunlugu ise hiicrelerin
hacmini temsil eder. Sekil 3.6’da soldaki resimde orijinal pikler, sagdaki resimde ise tiim
pikleri bir araya getiren histogram bulunmaktadir. Biiyiik tepe RBC, kiiciik tepe ise PLT’ye
denk gelmektedir (20).

Sekil 3.6. PLT ve RBC Histogram Grafigi (Edan H60).

¢) HGB Olgme Prensibi: Kolorimetri yontemi: Seyreltilmis kan &rnegine lizis
ayiract eklenerek eritrositler parcalanir ve HGB'yi serbest kalir. HGB, ¢ozeltideki non-
siyaniir reaktif ile birlesir ve HGB kompleks bir madde haline gelir. Kiivetin bir ucunda 151k
kaynag1, diger ucunda ise 151k yogunlugu sinyallerini alan ve amplifikator araciligiyla voltaj
sinyallerine déniistiiren bir fototiip bulunur. ilk olarak seyreltici ile karistirilmis numune
kiivete yerlestirilir ve arka planin voltaji 6l¢iiliir. Daha sonra reaksiyonun bitimini takiben
numune kiivete yerlestirilir ve yeni bir voltaj 6l¢timii yapilir. HGB konsantrasyonu ne kadar

bliylikse, ¢ozeltinin saydamligi o kadar zayiftir ve doniistiirtilen voltaj o kadar diistiktiir.
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Tablo 3.4. Mindray BC-6200 ve Edan H60 Analizorlerin Farklari

200 numune/saat

60 numune/saat

130 uL (mikro modda: 40 uL),

16 uL

4 adet (1 diluent, 3 lyse)

2 adet (1 diluent, 1 lyse)

3 adet (M-6FD, M-6FR, M-6FN)

YOK

SF Cube (Scatter + Fluorescence), Sheath
Fluid Empedance, Kolorimetri

Yart iletken lazer flow sitometrisi,
Elektriksel Empedans, Kolorimetri

2 adet (RBC, PLT)

2 adet (RBC, PLT)

3 adet 3D (DIFF, WNB, RET) ve 4 adet
2D (DIFF, WNB, RET, RET-EXT)

2 adet (DIFF, BASO)

37 adet

25 adet

42 adet

6 adet

WBC: 10 tip, RBC: 12 tip, PLT: 2 tip

WBC: 4 tip, RBC: 9 tip, PLT: 1 tip

3.4.3. Mindray SC-120 otomatik periferik yayma ve boyama analizori

Diinya capindaki laboratuvarlarin ¢ogu, periferik kan yaymasini hazirlamak ve
boyamak i¢in halen ayn1 manuel yontemi kullanmaktadir. Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte
otomatik cihazlarin ortaya ¢ikmasiyla biitiin hastalara ait periferik kan yaymalar1 standart bir
seklide hazirlanip boyanabilmektedir, bu sayede manuel periferik kan yaymalar
hazirlamanin getirdigi is yiikiinii ve yaymalar1 hazirlayan tecriibeli veya tecriibesiz personel
faktori ortadan kaldirmaktadir. Bu analizorde kan yaymasi hazirlamak icin kullanilan

yontem, manuel yayma hazirlarken kullanilan yontemin aynisidir (Sekil 3.7).

4 N
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Sekil 3.7. PY Yayma Ydntemi (Mindray SC- 120)
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Kan Yayma Islemi: Analizor bir diltient (M-68DS), yayma fiksasyonu icin metanol,
boya olarak Wright-Giemsa boyasi, pH ortamini korumak igin fosfat tamponu, lamlari
temizlemek icin deiyonize su kullanarak taze tam kan numunesinden 200 uL alir ve kisa bir
siire i¢inde yayillmis boyanmis ve kurutulmus bir periferik yayma hazirlanmis olur. Kan

yayma islemi, Sekil 3.8 de detayli olarak gosterilmektedir.

N
wargtrma [T aeamaoye
; Aspirasyon Ornek Bilgilerinin |
Tespiti
Acik Flakonda l
Aspirasyon
Mikro Kan
Aspirasyonu
Lam Edinme
v
Slayt Sol-Sag Ters Lam Temizleme Lam Yikleme Lam Bilgilerini Kan Damlatma
. —> —» d il
Cevirme Algilama Yazdirma

Boyama
!
< Kurutulmasi 4+——| Yayma

Sekil 3.8. Kan Yaymasinin Akis Semas1 (Mindray SC-120)

Kan Yaymasinin Boyama Islemi: Yayma sonrasindaki boyama islemi ise Sekil 3.9
de detayli olarak gosterilmektedir. SC-120 tarafindan kullanilan boyalarin tiimi
Romanowsky boyalaridir ve metilen mavisi ve/veya oksidatindan (azure B) ve
halofloreseinden (genellikle eosin B veya Y) olusur. Boya, pH 6.4 - 7.0'da hicrelerin 6zel
bilesenleriyle (¢ekirdek ve 6zel sitoplazma graniilleri) etkilesime girer ve tipik renkler iiretir.
On fiksasyon i¢in kullanilan metanol ise gii¢lii dehidrasyon giiciine sahiptir, bu da hiicreleri

belirli morfolojide sabitleyebilir.
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Boyama Pozisyon 1

| Boyali Lam Giktisi

Metanol Metanol Boya A
Metanol Ekleme I Bosaltilmasi Kurutma Ekleme
Boya Tepsisi

ES

Boyama Pozisyon 3
A

Yikama Karigik Cozeltinin Boya A-B Ekleme A Boyasimi
Bosaltilmasi * Bosaltma

ZY
Boya
A+B
Boya Tepsisini Lam Kurutma - Lam Ciktisi
Bosalt Génderme o Alma

Sekil 3.9. Kan Yaymasi Boyamanin Akis Semasi (Mindray SC-120)
3.4.4. Mindray MC-80 periferik yayma dijital optik okuma analiz6ru

Analizor periferik kan yaymalarinda kan hiicreleri otomatik olarak bulur, 16 mega
pikselden (400 x 400) biiyiik bir WBC goriintii ¢oziintirligii ve 400 mega pikselden (2400
x 1680) biiyiik bir RBC goriintii ¢oziiniirligi ile hiicrelerinin fotograflarini ¢eker ve sunar.
Her bir WBC hiicresinin sunumu, siniflandirilmasi, diferansiyel sayimi, kirmizi kan hiicresi
morfolojisinin karakterizasyonu ve trombosit degerlendirmesi igin tasarlanmistir. Bu

analizoriin temel fonksiyonlar1 Tablo 3.5 de gosterilmistir.

Tablo 3.5. Mindray MC-80 Temel Fonksiyonlari

Pargali notrofiller, Bant notrofilleri, Lenfositler,
Monositler, Eozinofiller, Bazofiller, Miyelositler,
Metamyelositler, Promyelositler, Blast hicreleri,
Reaktif lenfositler (atipik lenfositler) ve Plazma
hiicreleri.

Olgunlagmamis bazofiller, Olgunlagmamis
eozinofiller, Buylk graniler lenfositler,
Promonositler, Prolenfositler, Tuyli hicreler, Sézary
hucreleri

Cekirdekli RBC'ler, Dev trombositler, Trombosit
kimeleri, Leke hiicreleri ve Artefaktler

Kullanici tarafindan simiflandirma

Anizositoz, Makrositler, Mikrositler, Hipokromik
hicreler, Polikromazi ve Poikilositoz

PLT genel bakis
PLT kiime algilama
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Cahisma Prensipleri: Analizor, yiksek cozinlrliklli ve renkli kan hicreleri
gorlntiilerini bulmak ve yakalamak i¢in bir mikroskop fotograf sistemi kullanir ve
WBC'lerin, RBC'lerin, PLT'lerin morfolojisini analiz eder. Analizor 6ncelikle yaymalari
taramak, mikroskobik inceleme i¢in uygun alani bulmak ve belirlemek i¢in diisiik biiyiitmeli
objektif mercegi kullanir. Daha sonra analizor, hedef hiicrelerin yerini tespit etmek ve
tanimlamak i¢in diigiik biiylitmeli objektif merceginin altindaki alanin fotografimi ¢eker.
Bundan sonra analizdr, yiiksek biiyiitmeli objektif mercegini kullanmaya gecer ve hedef
hiicrelerin veya alanlarin fotografin1 ¢eker. Yapilan ¢esitli ¢calismalarda, Mindray MC-80
cihazma ait dijital periferik yayma sonuglarinin manuel degerlendirme ile uyumlu oldugu
tespit edilmistir (32,33,34,35). Bu veriler baz alinarak, ¢alismamizdaki flag’lerin performans

degerlendirmesinde Mindray MC-80 cihazi referans olarak alinmigtir.

3.5. METOT VERIFIKASYON PARAMETRELERI

3.5.1. Dogrusallik

CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute) H26-A2 protokoline uygun
olarak gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada saglikli bir kigiden 2 adet 10 mL’lik EDTA’l1 tiipe
kan alindiktan sonra 1500 rpm’de 5 dk santrifuj edilmistir. Santrifiijden sonra olusan iki
fazdan tstteki Plazma fazi1 LCS (Low Cell Stock) olarak (LCS i¢in PBS’de kullanilabilir),
alttaki hiicrelerin bulundugu faz ise HCS (High Cell Stock) olarak ayrilmistir.

Asagidaki tabloya gore farkli konsantrasyonlarda 6 havuz olusturulup 2’ser defa

calisiimustir.

Tablo 3.6. RBC, HGB, HCT Havuz Hazirlama Semasi

RBC, HGB, HCT HAVUZ HAZIRLAMA SEMASI
Tup No | Konsantrasyon (%) | HCS (ul) LCS (ul)
1 100 1000 0
2 95 950 50
3 80 800 200
4 10 100 900
5 5 50 950
6 0 0 1000 pl LCS'nin igine 1 damla tam

Dogrusallik (Linearite) ¢aligmast WBC ve PLT igin ayr1 bir prosediir uygulanarak
yapilmalidir. WBC i¢in dogrusallik c¢alismasinda kullanilan konsantrasyonlar asagidaki

tabloya gore hazirlanmistir.
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Tablo 3.7. WBC Havuz Hazirlama Semasi

WBC HAVUZ HAZIRLAMA SEMASI
Tup No | Konsantrasyon (%o) HCS (ul) LCS (ul)
1 100 1000 0
2 90 950 50
3 80 800 200
4 60 600 400
5 2,5 12,5 987,5
6 0 0 1000 pl LCS'nin igine 2 damla tam

PLT i¢in dogrusallik ¢alismasi; saglikli bir kisiden 2 adet 10 mL’lik EDTA’l1 tiipe
kan alinir, alinan bu kanlar 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra iki
tlpten alinan plazmalar baska temiz bos bir tiipe aktarilir ve 4000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilir. Santriflijden sonra olusan iki plazma fazindan tisteki plazma fazi yaklasik 5 mL bagka
bir tlpe LCS (Low Cell Stock) olarak, alttaki plazma fazi1 ise HCS (High Stock Cell) olarak
kullanmak igin ayrilir. Cihaza okutulmadan PLT'ler tiip cidarina yapistigindan dolay1 6nce
vorteks ile veya alt st edilerek karstinlmalidir. Asagidaki tabloya gore farkli

konantrasyonlarda 6 havuz olusturulup 2’ser defa ¢alisilip, veriler kaydedilmistir.

Tablo 3.8. PLT Havuz Hazirlama Semasi

PLT HAVUZ HAZIRLAMA SEMASI
Tup No | Konsantrasyon (%) | HCS (ul) LCS (ul)

1 100 1000 0

2 95 950 50

3 80 800 200

4 10 100 900

5 5 50 950

6 0 0 1000 pl LCS'nin igine bir damla tam

3.5.2. LOB/LOD (WBC, HGB, PLT parametreleri icin)

NCCSL (National Comnittee for Clinical Laboratory Standarts) EP 17 dokiimana,
hedeflenen limitleri dogrulamak ve limitlerin dogru kullanim1 ve yorumlanmasi igin klinik
laboratuvar yontemlerinin tespit edilmesinin alt smirin1 belirlemek i¢in tavsiyeleri
belirlemektedir. Mindary BC-6200 ve Edan H60 cihazlar1 ayr1 ayr1 olarak, LOB (Limit of
Blank) tespiti igin her cihazin kendi diliientinden 5 sample (6rnek) hazirlanmistir. LoD igin
ise cihazin diisiik seviye kontrol soliisyonlarinin en diisiik olandan 5 6rnek hazirlanip, 3 giin
boyunca 5 ornek her giin 4’er defa tekrarlanarak calisilir. 3 giin boyunca calisilacak

kontroller ayni LOT numarasina sahip olmalidir.
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3.5.3. Tekrarlanabilirlik (precision)

CLSI EP5-A protokoliine uygun olarak tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapilmistir.
Mindray BC-6200 ve Edan H60 cihazlari i¢in ayri ayri olarak her cihazin kendine ait diisiik
seviye, normal seviye ve yiiksek seviye kontrolleri kullanilmistir. Cihazin kontrol
numuneleri glnlik sabah 2 ve aksam 2 kere olmak tizere 20 giin boyunca ¢alisilmistir. 20
giin boyunca aym lot numarasina sahip kontrol numuneleri kullanilmistir. Giin Ici
Tekrarlanabilirlik galismas1 da CLSI EP5-A protokoliine uygun olarak yapilmistir. Gun igi
tekrarlanabilirlik i¢in saglikli bir kisiden 10 mL’lik EDTA’I1 tiipe kan alinarak art arda, araya

herhangi bir farkli numune girmeden 31 defa cihazda galisilmistir.

3.5.4. Tasima (Carry - Over)

CLSI EP10-A3 potokoliine uygun olarak Mindray BC-6200 ve Edan H60
analizorlerinde carry over ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alismada, saglikli bir kisiden EDTA’ 1
Mor kapakli tiipe 3 defa sayim yapacak kadar kan alinmistir. Kanin plazmasini, ¢okmesi
beklenerek veya 1500 rpm’de 5 dk santrifiij ederek elde edilir ve asagidaki tabloya gore

ornekler hazirlanir.

Tablo 3.9. Onerilen Carry Over Ornek Degerleri

ONERILEN CARRY OVER ORNEK DEGERLERI
Measurand HTVh LTV
WBC (x 10%/L) > 90 >0and<3
RBC (x 10*?/L) >6.20 >0 and < 1.50
Hb (g/dL[g/L]) > 22.0 (220) >0 and < 5.0 (50)
PLT (x 10%L) > 900 >0and <30

*HTV(High Target Value): Yiiksek Hedef Deger LTV(Low Target Value): Diisiik Hedef Deger

3.5.5. Ureticiye Ait Performans Ozellikleri

Hasta numunelerinin parametreleri ve tam kan sayiminda kullanilan Mindray BC-

6200 ve Edan H60 hematoloji analizoriin 6l¢lim yontemleri asagida gosterilmistir.
1-Mindray BC6200:

o« WBC, #Bas, #Lym, #Neu, #Mon, #Eos ve #NRBC: SF Cube yontemi (laser flow

cytometry + Fluorescence)
e %Bas, %Lym, %Mon, %Neu, %Eos, %IMG, %NRBC: Hesaplamali
e Hemoglobin: Kolorimetrik Yontem
e RBC, PLT: Impedans Yontem
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e MCV, RDW-CV: Kirmizi kan hiicresi histogramina gore hesaplanir

e RDW-SD: Eritrosit boyut dagiliminin standart sapmasina dayali olarak tiiretilir
e HCT, MCH, MCHC, PCT, PL-CC: Hesaplamal

e MPV, P-LCR: PLT histogramina gore hesaplanir.

e PDW: Trombosit dagilim genisligi, trombosit histogramindan elde edilir ve 10

geometrik standart sapma (10 GSD) olarak rapor edilir.

Tablo 3.10. Mindray BC6200 Ureticiye Ait Performans Verileri

PARAMETRE |DOGRUSALLIK ARALIGI KESINLIK
WBC 0.0-500x10° /uL <2.5% (>4x10° /uL)
RBC 0.0-8.60x10%/uL <1.5% (>3.5%10%/uL)
HGB 0-26 g/dL <1.0% (11-18 g/dL)
HCT 0-75% <1.5% (30%-50%)
PLT 0-5000x10%/uL <4.0% (>100x10%uL)
2-Edan H60:

« WBC, Bas, Lym, Neu, Mon ve Eos: Semiconductor laser flow cytometry
e Hemoglobin: Kolorimetrik Y&ntem

e RBC, PLT: Elektriksel Empedans Y ntemi

Tablo 3.11. Edan H60 Ureticiye Ait Performans Verileri

PARAMETRE [DOGRUSALLIK ARALIGI KESINLIK
WBC 0.0-500 x10° /uL 552?'5%;? ((7%510_'175'9003)
RBC 0.0-8.5 x10°/uL <1.5%
HGB 0-250 g/dL <15%
PLT 0-4000 x10%/uL <1.5%
MCV 70— 120 fL <1.0%
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4. BULGULAR

4.1. CIHAZ PERFORMANS CALISMASI

4.1.1. Dogrusallik (linearite)

CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute) H26-A2 protokoline uygun
olarak WBC, RBC, HGB, HCT ve PLT i¢in gerceklestirilen ¢alismanin verileri EP Evaluator

programinda islenerek elde edilen linearite sonuglari ve grafikleri asagida gosterilmistir.

Mindray WBC Linearite Grafigi Edan WBC Linearite Grafigi

Scatter Plot Scatter Plot
8 — ne / F —— 7m0 o
Reg Regr o Reg Regr =3
o

6 /./'l 8+
I 4 5
2 / 3
< 4/’ & | ¥
pY ¥ g s /: y
3 T : 3 ’
5 5 41 P4
s § //
=z 2 ,

i 2

d S
0 'Y' + 4 + : 0 '!' + Z
0 2 4 6 8 0 2 4 6 10
Assigned (10°3*/uL) Assigned (10°3*/uL)
Linearity Summary Linearity Summary
N Slope Intercept Error N Slope Intercept Error
Reg. Regression 6 0.986 + 0.007 0.108 £ 0.038 0.054 Reg. Regression 6 0.983 = 0.009 0.112 £ 0.058 0.083

Sekil 4.1. Mindray — Edan WBC Linearite Grafikleri

*Measured: 6lgiilen deger. Assigned: bilinen deger (6l¢iilmesi beklenen)
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Mindray RBC Linearite Grafigi Edan RBC Linearite Grafigi

Scatter Plot Scatter Plot
10 8 F
N // = e //
8 & <l Fad
/ -

Measured (10*6/uL)
»
Measured (10*6/uL)
-
\

Y 21
21
- »
ok | i ’ . i oty® i . i ;
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8
Assigned (10°6/uL) Assigned (10"6/uL)
Linearity Summary Linearity Summary
N Slope Intercept Error N Slope Intercept Error
Reg. Regression 6 0.989 + 0.009 0.017 £ 0.051 0.084 Reg. Regression 6 1.003 £ 0.012 -0.0060 + 0.0515 0.0848
Sekil 4.2. Mindray — Edan RBC Linearite Grafikleri
*Measured: 6lgiilen deger. Assigned: bilinen deger (6l¢iilmesi beklenen)
Mindray HGB Linearite Grafigi Edan HGB Linearite Grafigi
Scatter Plot Scatter Plot
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Assigned (g/dL) Assigned (g/dL)
Linearity Summary Linearity Summary
N Slope Intercept Error N Slope Intercept Error
Reg. Regression 6 0.988 + 0.008 -0.01 £0.13 0.22 Reg. Regression 6 0.968 + 0.008 0.17 £0.11 0.18

Sekil 4.3. Mindray — Edan HGB Linearite Grafikleri

*Measured: 6lgiilen deger. Assigned: bilinen deger (6l¢iilmesi beklenen)

. . . o . . o
Mindray HCT Linearite Grafigi Edan HCT Linearite Grafigi
Scatter Plot Scatter Plot
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Assigned (%) Assigned (%)
Linearity Summary Linearity Summary
N Slope Intercept Error N Slope Intercept Error
Reg. Regression 6 0.992 + 0.009 0.09 + 0.41 068 Reg. Regression 6 0.986 + 0.007 -0.04 £ 0.27 0.45

Sekil 4.4. Mindray — Edan HCT Linearite Grafikleri

*Measured: olgiilen deger. Assigned: bilinen deger (6lgiilmesi beklenen)

31



Mindray PLT Linearite Grafigi Edan PLT Linearite Grafigi

Scatter Plot Scatter Plot
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Assigned (10°3*/uL) Assigned (10434/uL)
Linearity Summary Linearity Summary
N Slope Intercept Error N Slope Intercept Error
Reg. Regression 6 0.991 % 0.005 9.7+£33 55 Reg. Regression 6 0.987 + 0.007 0.46 £ 0.63 1.04

Sekil 4.5. Mindray — Edan PLT Linearite Grafikleri
*Measured: 6lgiilen deger. Assigned: bilinen deger (6lgiilmesi beklenen)

4.1.2. LOB/LOD (WBC, HGB, PLT parametreleri icin)

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) EP 17 dokiimaninda yer alan
protokiile uygun olarak olciilen ve elde edilen verileri asagidaki denklemler kullanarak

hesaplanmastir;
oB= SD/[1-(1/(n-1*4))]
Limit Of Blank (LOB) = Mean(uB) + 1.645 x 6B
Limit Of Detection (LOD) = LOB + 1.645 x ¢B

Total Error (%TE) = (+) %Bias + 2 x %CV

Tablo 4.1. Mindray BC6200 WBC LOB — LOD Tablosu

20 | 0.002 | 0.0022 0.005
20 | 3.56 0.026 0.05
0.03 Saptama Limiti (LoD) = Olciim Limiti (LoQ)

Tablo 4.2. Mindray BC6200 HGB LOB — LOD Tablosu

20 | 0.01 | 0.023 0.05
20 [ 5.79 | 0.027 0.1
0.05 Saptama Limiti (LoD) = Ol¢iim Limiti (LoQ)
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Tablo 4.3. Mindray BC6200 PLT LOB — LOD Tablosu

0.89

3.52

20 | 0.18 | 0.425
20 | 53.35| 1.576
0.17

Saptama Limiti (LoD) = Olgiim Limiti (LoQ)

Tablo 4.4. Edan H60 WBC LOB — LOD Tablosu

200 O 0.007

20 3.82 0.042

0.01

0.08

0.07

Saptama Limiti (LoD) = Olciim Limiti (LoQ)

Tablo 4.5. Edan H60 HGB LOB — LOD Tablosu

20 0 0.07

20 | 6.15 0.03

0.13

0.18

0.07

Saptama Limiti (LoD) = Olciim Limiti (LoQ)

Tablo 4.6. Edan H60 PLT LOB — LOD Tablosu

20 | 0.39 1.01

20 | 7947 215

2.08

5.67

0.1

Saptama Limiti (LoD) = Olciim Limiti (LoQ)

4.1.3. Tekrarlanabilirlilik (Precision)

CLSI EP5-A protokiiliine uygun olarak tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapildi. Elde

edilen veriler EP Evaluator programinda islenerek sonuglari ve grafikleri asagida

gosterilmistir.
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Tablo 4.7. Mindray — Edan WBC Tekrarlanabilirlilik Tablosu

Mindray BC-6200 Edan H60
. Cahgma | Calismalar | Gunler Calisma | Cahsmalar | Gulnler Total
& R Total P
= Ici Arasi Arasi Ici Arasi Arasi
Q Std. Dev 0.010 0.014 0.083 0.085 0.017 0.011 0.083 0.085
= 8 % CV 0.3 0.4 2.2 2.3 0.4 0.3 2.2 2.3
22 Mean 371 3.76
¢ O Std. Dev 0.014 0.012 0.1 0.102 0.011 0.014 0.156 0.157
S g % CV 0.2 0.2 14 14 0.1 0.2 2.1 2.1
jus
O Mean 7.33 741
5 18} Std. Dev 0.013 0.019 0.208 0.210 0.018 0.066 0.343 0.350
§ u;: % CV 0.1 0.1 1.0 1.0 0.1 0.4 21 2.2
’>:_ Mean 20.47 15.98
Mindray WBC Diisiik Seviye Kontrol Edan WBC Diisiik Seviye Kontrol
Precision Plot Precision Plot
(Different plotting symbols represent different runs) (Different plotting symbols represent different runs)
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Sekil 4.6. Mindray — Edan WBC (Diisiik-Orta-Y Uksek) Tekrarlanabilirlik Grafikleri
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Tablo 4.8. Mindray — Edan RBC Tekrarlanabilirlik Tablosu

Mindray BC-6200 Edan H60
. Cahgma | Calismalar | Gunler Calisma | Cahsmalar | Gulnler Total
& s Total A
= Ici Arasi Arasi Ici Arasi Arasi
Q Std. Dev 0.08 0.08 0.03 0.60 0.012 0.011 0.043 0.046
;ﬁ o % CV 0.3 0.3 1.3 14 0.5 0.5 1.8 19
£a Mean 2.35 2.38
YO Std. Dev 0.009 0.004 0.03 0.040 0.018 0.058 0.092 0.111
g § % CV 0.2 0.1 0.9 1.0 0.4 1.3 2.1 2.6
o Mean 4.17 4.33
§ o Std. Dev 0.008 0.005 0.038 0.039 0.011 0.017 0.081 0.083
§ § % CV 0.2 0.1 0.7 0.8 0.2 0.3 16 16
g Mean 5.15 5.15
Mindray RBC Diisiik Seviye Kontrol Edan RBC Diisiik Seviye Kontrol
Precision Plot Precision Plot
(Different plotting symbols represent different runs) (Different plotting symbols represent different runs)
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Sekil 4.7. Mindray — Edan RBC (Diisiik-Orta-Yuksek) Tekrarlanabilirlik Grafikleri
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Tablo 4.9. Mindray — Edan PLT Tekrarlanabilirlik Tablosu

Mindray BC-6200 Edan H60
< Calisma | Cahsmalar | Gunler Total Calisma | Cahsmalar | Glnler Total
= ici Aras1 Aras1 ici Arasi Arasi
Q Std. Dev 12 11 4.6 49 1.8 1.8 34 4.2
= = % CV 2.1 2.1 8.3 8.9 2.3 2.4 43 5.4
2 Mean 55.2 779
v Std. Dev 1.4 0.9 4.9 52 3.0 1.6 7.2 8.0
< i % CV 0.7 0.4 25 2.6 1.3 0.7 3.2 35
.
(e} Mean 198.1 224.7
§ - Std. Dev 15 0.9 7.4 7.6 2.1 1.4 15.4 15.7
§ i % CV 04 0.2 1.9 1.9 0.5 0.3 34 34
§ Mean 396.4 453.9
Mindray PLT Diisiik Seviye Kontrol Edan PLT Diisiik Seviye Kontrol
Precision Plot Precision Plot
(Different plotting symbols represent different runs) (Different plotting symbols represent different runs)
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Sekil 4.8. Mindray — Edan PLT (Diisiik-Orta-Ylksek) Tekrarlanabilirlik Grafikleri

36




Tablo 4.10. Mindray — Edan HGB Tekrarlanabilirlik Tablosu

Mindray BC-6200 Edan H60
- Calisma | Cahgmalar | Gunler Calisma | Cahsmalar | Gulnler Total
=] P Total A
5 Ici Arasi Arasi Ici Arasi Arasi
X Std. Dev 0.05 0.07 0.12 0.15 0.06 0.08 0.13 0.14
;ﬁ 0 % CV 0.9 1.1 2.0 24 1.0 0.7 2.2 24
2z
g Mean 6.02 6.12
v m Std. Dev 0.07 0.02 0.09 0.12 0.06 0.06 0.12 0.15
S (ID % CV 0.6 0.1 0.8 1.0 0.5 0.5 1.0 1.2
S
(@] Mean 1211 12.64
§ 0 Std. Dev 0.06 0.05 0.09 0.11 0.06 0.06 0.13 0.15
§ (ID % CV 0.4 0.3 0.5 0.7 0.4 0.4 0.8 1.0
:>=_ Mean 15.99 15.90
Mindray HGB Diisiik Seviye Kontrol Edan HGB Diisiik Seviye Kontrol
Precision Plot Precision Plot
(Different plotting symbols represent different runs) (Different plotting symbols represent different runs)
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Sekil 4.9. Mindray — Edan HGB (Diisiik-Orta-Yuksek) Tekrarlanabilirlik Grafikleri
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Tablo 4.11. Mindray — Edan HCT Tekrarlanabilirlik Tablosu

Mindray BC-6200 Edan H60
- Cahgma | Calismalar | Gunler Calisma | Cahsmalar | Gulnler Total
& s Total P
= Ici Arasi Arasi Ici Arasi Arasi
Q Std. Dev 0.08 0.05 0.23 0.25 0.14 0.09 0.23 0.27
;ﬁ — % CV 0.4 0.2 12 12 0.7 0.1 11 13
22  [Mean 2012 20.20
Y Std. Dev 0.08 0.05 0.55 0.56 0.10 0.11 0.78 0.80
S (I) % CV 0.2 0.1 14 14 0.2 0.3 1.9 1.9
S
O Mean 38.8 41.31
§ = Std. Dev 0.11 0.07 0.60 0.61 0.08 0.21 0.94 0.96
§ (I) % CV 0.2 0.1 1.2 1.2 0.2 0.4 18 19
:>=_ Mean 51.18 51.56
Mindray HCT Diisiik Seviye Kontrol Edan HCT Diisiik Seviye Kontrol
Precision Plot Precision Plot
(Different plotting symbols represent different runs) (Different plotting symbols represent different runs)
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Sekil 4.10. Mindray — Edan PLT (Diisiik-Orta-Yiksek) Tekrarlanabilirlilik Grafikleri

38



Tablo 4.12. Mindray — Edan HGB Giin i¢i Tekrarlanabilirlilik Tablosu

14.16

15.06

0.05 0.44
0.04-10.07 0.35-0.59
0.3% 2.9%
Mindray HGB Orta Seviye Edan HGB Orta Seviye
Precision Statistics Precision Statistics
Mean 14.16 g/dL 95% Confidence for Mean 14.1510 14.18 Mean 15.06 g/dL 95% Confidence for Mean 14.90 t0 15.23
Standard Deviation (SD) 0.05 2 8D Range 14.07 to 14.26 Standard Deviation (SD) 044 25D Range 14.18 t0 15.95
95% Confidence for SD 0.04100.07 Number of Specimens (N) 310f31 95% Confidence for SO 0.35t0 0.59 Number of Specimens (N) 310f 31
Coefficient of Variation (CV)  0.3% Number of Outliers - Coefficient of Variation (CV) ~ 2.8% Number of Qutliers -
Precision Plot Precision Plot
3 3F
? Supporting Data z . Supporting Data
Analyst HGB 1 ‘ Analyst HGB
sees an seees s sese a0 e Expl. Date 31 0ca2024 Expl Date 31 Oca 2024
] Unts. gL § . . . Unts: gd
H Screen for Outlers? o 2 0 Screen forOutiers? Ko
2 Control Lot a P ee se s e Control Lot
Reag. Lot * o' Reag. Lot
- Cal Lat 1 Cal. Lot
P e e Comment Conmart:
2 2
2N N N N Sh + n
0 10 2 E] 2 0 10 2 E] [
Specimen Index Specimen Index

Sekil 4.11. Mindray—Edan Giin i¢ci HGB (Orta Seviye) Tekrarlanabilirlilik Grafikleri

Tablo 4.13. Mindray — Edan WBC Giin i¢i Tekrarlanabilirlik Tablosu

6.014

5.656

0.134 0.316
0.107 -0.179 0.252 - 0.422
22% 5.6 %
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Mindray WBC Orta Seviye Edan WBC Orta Seviye
Precision Statistics Precision Statistics
Mean 601410°3uL  95% Confidence for Mean 5,965 to 6.063 Mean 5856 10*3YuL  95% Confidence forMean  5.541105.772
Standard Deviation (SD) 0134 28D Range 5.746 106,282 Standard Deviation (SD) 0318 25D Range 5,025 10 6.268
95% Confidence for SD 0.107t00.178  Number of Specimens (N) 310f31 95% Confidence for SD 0.252100.422  Number of Specimens (N) 31of31
Coefficient of Variation (CV)  2.2% Number of Outliers - Coefficient of Variation (CV) ~ 5.6% Number of Qutliers -
s Fisclelon Fict Precision Plot
3
2 .
. Supporting Data 2 PR Supporting Data
. Analyst WBC .
L s Boiow oo 1ALy Ewie 0w
. ) "
2 . Screenfor Outiers?  No ] . . .. Unts 102
E g . Ll Corirol Lst £ 0 Screen for Outhers?  No
] o 2 . et e et Control Lot
. Reag Lot Reag. Lot
-1 Cal Lot -1 Cal Lot
. . . Comment . . . s * Comment
2 2
3 | N N . .
10 2 kil 40 0 10 20 £
Specmen Index Specimen Index

Sekil 4.12. Mindray—Edan Giin i¢ci WBC (Orta Seviye) Tekrarlanabilirlik Grafikleri

Tablo 4.14. Mindray — Edan PLT Giin i¢i Tekrarlanabilirlik Tablosu

Mindray PLT Orta Seviye

Edan PLT Orta Seviye

Precision Statistics Precision Statistics
Mean 214.010"3"uL  95% Confidence for Mean 2121102159 Mean 258.710"3"/ul  95% Confidence for Mean 254510 263.0
Standard Deviation (SD) 51 2 8D Range 203702243 Standard Deviation (SD) 11.6 2 8D Range 2356102819
95% Confidence for SD 41106.9 Number of Specimens (N) 310f 31 95% Confidence for SD 9.2t0 16,5 Number of Specimens (N) 31 of 31
Coefficient of Variation (CV)  2.4% Number of Qutliers - Coefficient of Variation (CV) ~ 4.5% Number of Qutliers -
Precision Plot Precision Plot
3
3
2 0 2
Supporting Data H . Supporting Data
. Analyst PLT . . .
1 . Expt. Date: 31 0ca 2024 1 " Y Aanaly:éve \;‘B& 2024
i o e unts 1wl 4 onts iy
g 0 s . :reer;f:romers" o E 0 . '. . > < '..- Screen for Outliers?  No
3 . . nirol Lot Q . . . Control Lot
Reag. Lot o . L . Re:
A . ag. Lot
A Cal Lot -1 Cal Lot
¢ A ¢ Comment: * . Comment:
2 2 2
3 y + + <2 ' ' +
1o 2 “ 0 10 % ) [
Specimen Index Specimen Index

Sekil 4.13. Mindray — Edan Giin i¢ci PLT (Orta Seviye) Tekrarlanabilirlik Grafikleri

4.1.4. Tasima (Carry - Over)

CLSI EP10-A3 potokoliine uygun olarak carry over calismasi yapilmistir. Elde

edilen veriler EP Evaluator programinda islenerek sonuglar1 asagidaki tabloda gosterilmistir.
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Tablo 4.15. Mindray — Edan Carryover Analiz Sonug Tablosu

%Carryover Hata Limiti
Mindray Edan Mindray Edan
WBC 0.024 v -0.021 v 0.110 0.062
RBC 0.004 v 0.010 v 0.016 0.013
HGB 0.06 v -0.02 v 0.13 0.16
PLT 08 v 1.8 v 3.7 14.9
EP Evaluator WBC EP Evaluator RBC
Clinical Lab - Kennett Community Hospital . Chinical Lab ~ Kennett Community Hospital ¥
Instrument: MINDRAY Instrument: MINDRAY
Carryover Carryover
Carryover Analysis Carryover Analysis
High-Low Mean 0574 Error Limit 0110 High-Low Mean 0190 Error Limit 0016
Low-Low Mean 0350 Passes? Yes Low-Low Mean 0.186 Passes? Yes
Camyover 0.024 Carryover 0.004
EP Evaluator Hea EP Evaluator PLT
Ciiical Lab - Kennett Community Hospita . Clinical Lab ~ Kennett Community Hospital .
Instrument: MINDRAY Instrument: MINDRAY
Carryover Carryover
Carryover Analysis Carryover Analysis
High-Low Mean 0.68 Error Limit 013 High-Low Mean 112 Error Limit 37
Low-Low Mean 0.62 Passes? Yes Low-Low Mean 120 Passes? Yes
Camyover 006 Carryover 08
EP Evaluator wac EP Evaluator RBC
Clinical Lab -- Kennett Community Hospital Ciinical Lab ~ Kennett Community Hospital
Instrument: EDAN Instrument: EDAN
Carryover Carryover
Carryover Analysis Carryover Analysis
High-Low Mean 1.850 Error Limit 0.062 High-Low Mean 0.022 Error Limit 0013
Low-Low Mean 1874 Passes? Yes Low-Low Mean 0.012 Passes? Yes
Carryover -0.024 Carryover 0.010
EP Evaluator HGB EP Evaluator PLT
Clinical Lab — Kennett Community Hospital Chnical Lab - Kennett Community Hospital
Instrument: EDAN Instrument: EDAN
Carryover Carryover
Carryover Analysis Carryover Analysis
High-Low Mean 012 Error Limit 0.16 High-Low Mean 200 Error Limit 149
Low-Low Mean 0.14 Passes? Yes Low-Low Mean 182 Passes? Yes
Carryover -0.02 Carryover 18

Sekil 4.14. Carry over Analiz Sonuclar:
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4.2. MINDRAY - EDAN VERILERIN KARSILASTIRMA SONUCU

Hastalardan alinan kan 6rneklerinin tam kan sayimi analiz sonuglar1 Mindray BC-
6200 ve Edan H60 cihazlarinda birbiriyle karsilastirildi. Cihazlardaki 0lgulebilen
parametreleri istatistiksel olarak degerlendirildi, hesaplamali olan parametreler ise
istatistiksel degerlendirmenin disinda birakildi. Elde edilen veriler MedCalc® Statistical
Software programinda islenerek elde edilen Passing Bablok ve Bland Altman regresyon

sonuglar1 agagidaki tablolarda ve grafiklerde gosterildi.

Tablo 4.16. Mindray — Edan Verilerin Karsilastirma Sonu¢ Tablosu

. Intercept A Slope B e e el

Parametre | Regresyon denklemi 0695 Gvan Ara. | %95 GU?/en Ara. Kat;z;ym
WBC y =-0.0100 + 1.0000 x | -0.0213t0 0.0024 | 0.9988 to 1.0019 0.9998
NEU y =0.0000 + 1.0000 x | -0.0083to 0.0028 | 0.9992 to 1.0023 0.9991
LYM y=0.0012 + 0.9976 x | -0.0100t00.0121 | 0.9940 to 1.0000 0.9984
MON y =-0.0010 + 1.0000 x | -0.0203 to -0.0073 | 0.9921 to 1.0077 0.9653
EOS y =-0.0027 + 1.0042 x | -0.0183t0 0.0000 | 1.0000 to 1.0417 0.9924
BAS y = 0.0000 + 1.0000 x | 0.0000 to 0.0020 0.8000 to 1.0000 0.8220
HGB y =0.0000 + 1.0000 x | 0.0000 to 0.0000 1.0000 to 1.0000 0.9983
RBC y =0.0517 + 0.9847 x | 0.0299 to 0.0863 0.9766 to 0.9928 0.9936
PLT y=1.8701+0.9879 x | -1.0000to 3.6314 | 0.9746 to 1.0000 0.9960

Sekil 4.16. Mindray — Edan Notrofil Passing Bablok — Bland Altman Grafikleri
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Sekil 4.23. Mindray — Edan PLT Passing Bablok — Bland Altman Grafikleri

4.3. FLAG PERFORMANSI

Hastalardan alinan kan ornekleri Mindray BC-6200 ve Edan H60 hemogram
cihazlarinda analiz sirasinda flag uyarilarina sahip kan 6rnekleri Mindray SC-120 cihaz1
araciligi ile hazirlanan periferik yaymalar1 Mindray MC-80 cihazi ile degerlendirildi, elde
edilen verileri MedCalc® istatistik programina islenerek ROC analizi yapildi, ¢alisma

sonuglar1 ve grafikleri asagida gosterilmistir.

44



Tablo 4.17. Mindray — Edan Flaglerin ROC Analiz Tablosu

*AUC: Egri Altindaki Alan
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Sekil 4.24. Olgunlasmamis Graniilosit Flag’in ROC Analizi
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Sekil 4.25. Anormal Lenf — Blast Flag’in ROC Analizi
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Sekil 4.26. Anormal PLT Histogram Flag’in ROC Analizi
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5. TARTISMA ve SONUC

Tam kan sayimi analizi, gerek hematopoietik sistemin gerekse hematopoietik sistem
disindaki organ hastaliklarinin tan1 ve tedavisinde biiyiik bir dneme sahip oldugundan, klinik
laboratuvarlardan istenen en sik testlerden biridir. Dolayis1 ile laboratuvara diisen
sorumluluk, tam kan sayiminin dogru ve hizli bir sekilde calisilarak raporlanmasidir.
Teknolojinin gelismesi ile birlikte firmalar tarafindan tam kan sayim analizi yapan bir¢ok
metotlar ve cihazlar tiretilmeye devam etmektedir. Ozellikle kamu hastanelerinde, firmalar
arasindaki rekabetin saglanabilmesi i¢in 1 ile 3 yil arasi periyotlarda laboratuvar sistemleri
degismekte olup, laboratuvar uzmanlar1 daha Once calisma tecriibeleri bulamadiklar

cihazlarla da ¢alismak durumunda kalmaktadir.

Kan saymmi1 da dahil olmak {izere laboratuvarda calisilan ve performansina ¢alisma
siresi boyunca takip edilerek giiven duyulan eski cihaz ve metotlar, yerini yeni cihaz ve

metotlara birakirken; cihazlar arasinda karsilastirma yapmak kaginilmaz hale gelmektedir.

Kan sayiminin dogru olarak calisilmasinda cihaz kiyaslamalari, mevcutta kullanilan
ve gilivenilen cihazlar ile elde edilen verilerin yeni cihaz ve metotlarla da saglanip
saglanmayacagini ve varsa ek avantajlarim1 gérmemizi saglar. Kan sayimlarinda yasanan
metot karsilagtirma siiregleri iginde, belki de en 6nemli noktalar; cihazlara ait sinirlar,
kisitlamalar ve uyarilardir. Alt ve iist okuma sinirlar1 kan sayim cihaz performanslari
hakkinda 6nemli bilgiler vermekte olup, "flag" olarak bahsi gecen ve normal dis1 durumlari

belirten uyarilar da en az o kadar 6nemlidir.

Flag’ler daha ¢ok, periferik kan analizinde gozlenen immatiir yani olgunlasmamis
kan hiicrelerinin varliginda goriilmektedir. Bir kan sayimi cihazinin her ne kadar matiir
hiicreleri ve alt indekslerini dogru dlgmesi istenir ve beklenirse de, ayni sekilde immatiir

hiicreleri de dogru bir sekilde tespit etmesi gerekmektedir.

Malign veya benign birgok hastaliklar, hematologlar, patologlar, genetik ve
biyokimya branslarindaki uzmanlar tarafindan multidisipliner bakis agis1 ile periferik
yayma, klinik degerlendirme, akim sitometrisi, patolojik degerlendirme, genetik testler gibi
yontemler kullanarak tespit edilebilmekte; saptanan immatir hticrelere ait veriler, malign

hematolojik hastaliklarin tan1 ve tedavisini sekillendirmektedir. Bu siire¢ler, emek yogun ve
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pahali olup; pratik klinik uygulamada siirecin ilk basamaginda genel bir periferik yayma

degerlendirilmesi yer alir.

Flag’lerin uzman aracili periferik yayma ile dogrulanmasi, kan sayimi analizorlerinin
kiyaslanmasinda kullanilan pratik uygulamalardan birisidir. Flag uyaris1 olan bir kana ait
kirmiz1 ve beyaz hiicre morfolojisinde saglikli bir degerlendirmesinin yapilabilmesi i¢in,
EDTA kaynakl1 degisikliklerin baslamasindan 6nce, (yani numune tiipe alindiktan en fazla

4 saat icinde) morfolojik analiz igin periferik kan yaymasinin hazirlanmasi 6nerilmektedir

(18).

Bu ¢alismada Mindray BC-6200 ve Edan H60 hematoloji analizorlerinin tam kan
orneklerinde 10kosit, eritrosit ve trombosit hiicrelerini sayma ve siniflandirma
performanslari, her iki cihaza ait veriler karsilastirilarak degerlendirilmistir. Ayrica ortaya
cikan flag uyarilar1 da uzman aracili periferik kan yaymasi ile teyit edilmistir. Bu ¢alisma,
piyasaya yeni surulen Edan H60 hematoloji analizéruniin literattrdeki ilk metot kiyaslama
ve performans degerlendirme ¢alismasi olup, Mindray BC-6200 hematoloji analizori ile

ilgili olarak, literatiirde ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir.

Tam kan sayim cihazlari, kandaki hiicrelerin artis1 ya da azalisi ile bilgi vermekle
beraber, malign veya benign birgok hematolojik hastaliklarin tanisinda, hiicrelerin
morfolojik 6zelliklerini de degerlendirebilmektedir. Bu nedenle tam kan sayim
analizorlerinin LBYS (Laboratuvar Bilgi Yonetim Sistemi) yazilimlarindaki gelismelerle,
flag uyarisina sahip olan kan numunesine, zaman kaybina ugramadan refleks (dogrulayict
kontrol) test olarak uzman aracili periferik kan yaymasmin yapilmasinin eklenmesi ve

yaymanin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismanin ilk amaci laboratuvar diinyasima yeni giren Edan H60 hemogram
analizorii ile laboratuvarimizin rutininde uzun zamandir giivenle kullanilan Mindray BC-
6200 hemogram analizorii arasinda metot karsilagtirmasidir. Caligsmay yiirtitebilmek i¢in ilk
olarak analizorlerin yeterli performansa sahip olduklarinin tespit edilmesi gerekmektedir. Bu
nedenle her iki analizoriin birbirinden bagimsiz olarak ve CLSI prosediirlerine uygun olarak

verifikasyon c¢aligsmalar1 yapilmistir.

Performans analizin "Analitik Olgiim Aralig" (AMI) ¢alismasinda Mindray BC6200
ve Edan H60 analizorleri i¢in sirastyla; WBC parametresi igin LOB (0.005, 0.01) LOD (0.05,
0.08), HGB parametresi i¢in LOB (0.05, 0.13) LOD (0.1, 0.18), PLT parametresi icin LOB
(0.89, 2.08) LOD (3.52, 5.67) olarak tespit edilmistir. Total Hata (TE)’nin hesaplanmasi ile
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birlikte WBC, HGB, ve PLT parametrelerin TE < LoD olarak tespit edilip LoQ = LoD
seklinde kabul edilmistir (22).

Linearite ¢aligmalarinda, Mindray BC-6200 ve Edan H60 analizorlerde, degerleri yas
ve cinsiyete uygun referans araligi i¢inde dlgiilen parametrelerin (WBC, RBC, HGB, HCT
ve PLT) lineer oldugu tespit edilmistir. Kulik ve arkadaslar1 tarafindan Mindray BC-6200

analizori performans ¢alismasinda benzer sonuglar elde edilmistir (27).

Prezisyon ¢alismalarinda Mindray BC6200 ve Edan H60 analizorlerin ¢alisma igi,
caligsmalar aras1 ve giinler arasinda WBC, RBC, HGB, HCT ve PLT parametrelerin total
%CV’leri, Edan H60 Orta Seviye RBC (%CV:%2.6) disinda tiim parametreler, hedeflenen
Westgard spesifikasyon (Desirable specification) degerlerini karsilamistir (23). Kulik ve
arkadaslari1 Mindray BC-6200 analizériiniin performans c¢alismalarinda, ¢alisma ici
hassasiyet degerlendirmesinde, lenfosit (%CV:%39) harig, belirlenen tiim parametreler igin
cok iyi sonuglar elde edilmistir (tamaminin %CV<%5.0). Ayn1 ¢calismada, ¢aligsmalar arasi
hassasiyet degerlendirmesinde ise diisiik seviye monosit (%CV:%15) disinda, belirlenen
parametrelerin biitiin seviyelerinde %CV<%5 olarak elde edilmistir (27). Orta seviye degere
sahip giin i¢i tekrarlanabilirlik calismasinda HGB parametresi i¢in sadece Mindray BC-6200
cihazinda, PLT parametresi i¢in ise hem Mindray BC-6200 hem de Edan H60 cihazinda
hedeflenen Westgard spesifikasyon degerleri karsilanmistir (23). Orta seviye degere sahip
glin i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda geri kalan parametreler (WBC parametresi icin hem
Mindray BC-6200 hem de Edan H60, HGB parametresi icin Edan H60) ise hedeflenen
degerlere ulasilamamistir. Test edilen numunelerdeki Olcililen hiicrelerinin sayisinin
artmasiyla % CV degerlerinin azaldigin1 fark edilmistir. Bu durum, numunedeki hiicre
sayisinin - azalmasiyla %CV'nin arttigini 6ne siiren diger yazarlarin go6zlemlerini

dogrulamaktadir (28).

Bizim calismamizda carry over degerlendirilmesinde her iki analizériin WBC, RBC,
HGB ve PLT parametreleri i¢in tasima riski olmadigin1 sonucunu elde edilmistir. Kulik ve
arkadaglar1 Mindray BC-6200 analizOriin carry over ¢aligmasinda minimal bir tagima tespit
ettiklerini bildirmislerdir (27).

Her iki hemogram analizériiniin analitik performans yeterliligi tespit edildikten
sonra, Mindray BC-6200 ve Edan H60 cihazlarinda analiz edilen hastalarin tam kan analiz
sonuglart karsilastirilmistir. Istatistiksel degerlendirmede regresyon calismasinin R
Regresyon Katsayisi degerleri sirastyla WBC (0.9998), Notrofil (0.9991), Lenfosit (0.9984),
Monosit (0.9653), Eozinofil (0.9924), Bazofil (0.8220), HGB (0.9983), RBC (0.9936), PLT
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(0.9960) olarak tespit edilmis olup her iki analizoriin de birbiriyle uyumlu bir sekilde tam

kan sayim analizi yapabildigi kanaatine varilmistir.

NRBC parametresi, yogun bakim {initesine yatirilan kritik hastalarda daha ytiksek bir
Oliim oraniyla iliskilendirilmis olan (24), énemli bir parametredir. NRBC, Mindray BC-
6200'de lazer sacilimi ve floresan Ol¢timi kullanilarak ayr1 bir WNB kanali ile
sayilabilmekte, bu da NRBC’nin diger yontemlere gore diger hiicre popiilasyonlarindan ¢ok
daha iyi ayrilmasini saglamaktadir (25). Bunun ile birlikte NRBC'nin dogru sekilde
tanimlanmas1 ve 6l¢iilmesi i¢in WBC seviyesinin de dogru sekilde analizi gerekmektedir
(26). Ancak NRBC parametresi Edan H60 hemogram cihazinda analiz edilmedigi igin,
caligmamizda, cihazlarin yontem karsilastirmasinda kullanilamamistir. Modern hematoloji
analizorlerinde, kan morfolojisi parametrelerinin hassas 6lciimi i¢in, anormal beyaz kan

hicreleri ve patolojik huicre igeriyorsa, daha ileri mikroskobik degerlendirme gerekmektedir.

Kan yaymasi ve bunun mikroskobik degerlendirmesi zaman ve emek gerektirir. Bu
nedenle, yanlis negatif sonug riskini en aza indirmek ve yapilan periferik kan yaymalarinin
sayisinda gereksiz artisa yol agmadan, anormal hiicrelerin varligini tespit etmek icin dogru
algoritmalar kullanmak ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle, daha 6nce yapilan calismalarda da tespit
edildigi gibi, her yeni analizoriin rutin laboratuvar ¢aligmalarina dahil edilmeden 6nce, kan
morfolojisi anormal parametrelerinin (flag) degerlendirilmesi, gerekli diizeltme ya da
manuel uzman analizlerinin yapilmasi1 ¢ok Onemlidir. Bu sekilde, beklenen kriterleri

karsilayip karsilamadigi kontrol edilmis olur (27).

Bu baglamda calismanin ikinci amaci, metot karsilagtirma c¢alismasini yiiriitiirken kan
numunelerinde ortaya cikan flag uyarilarinin dogrulugunu uzman aracili periferik kan
yaymast ile tespit etmektir. Caligmamizda periferik kan yaymasinin degerlendirilmesinde
dijital optik okuyucu olan Mindray MC-80 analizérii kullanilmistir. Uretici firma tarafindan
yapilan caligmalara gére, WBC siniflandirma oncesi sonuglarin uyum orani; WBC >85 %,
Notrofiller >90 %, Lenfositler > 90%, Eozinofiller > 80%, Monositler >80 %, Bazofiller >70
%, Olgunlagsmamis grantilositler >70 %, Blast hiicreleri ve plazma hiicreleri >70 %, Reaktif
lenfositler > 60% olarak bulunmustur. Merino ve arkadaslart MC-80, manuel mikroskop ile
periferik yayma ve BC-6800Plus kullanilarak WBC diferansiyellerini karsilastirdiklar
calismada, bazofiller ve OG disinda higbir fark bulmadiklarini ve elde ettikleri sonuglarin
yiiksek korelasyon degerleri (0.91-1) ile Ol¢ulen OG de dahil olmak tzere normal WBC
hiicrelerin siniflandirma Oncesi ve sonrasi arasinda iyi bir uyum oldugunu gdsterdigini
saptamiglardir. MC-80'in hem normal o6rnekler hem de hematolojik hastaliklar1 olan

hastalarda WBC diferansiyelleri agisindan yiiksek performans gosterdigini raporlamislardir
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(32). Zini ve arkadaslari MC-80 performans g¢alismasinda, kanda atipik olarak bulunan
hiicreleri (olgunlasmamis veya kotii huylu) iceren kritik numuneler igin hassasiyeti,
olgunlagmamis graniilositler i¢cin %98,8, tim neoplastik hiicre tiirleri i¢in %83,8, reaktif
lenfositler i¢in %93,6 ve ¢ekirdekli kirmizi kan hiicreleri i¢in %97,5 olarak tespit etmistir
(33). Khongjaroensakun ve arkadaslari, MC-80’in hassasiyetinin, tiim hiicre simiflari i¢in
kabul edilebilir sinirin icinde oldugunu, hiicre tanimlamanin 6zgilliginin tim hicre
smiflart igin  %95'ten yiiksek oldugunu, duyarliigin ise, miyelositler igin %949,
metamiyelositler igin %90,9, reaktif lenfositler igin %89,7 ve plazma hticreleri igin %60
oldugu, geri kalan hucreler icin ise % 95’ten yiiksek oldugunu tespit etmistir (34). Ye ve
arkadaslar1 ise; MC-80 ve Sysmex DI-60 cihazlarini manuel mikroskopik degerlendirme ile
karsilastirdiklarinda, ¢ogu hiicre sinift icin MC-80'in c¢aligsma i¢i varyasyon katsayisinin
(%CV) DI-60'tan daha diisiik oldugunu, Mindray MC-80’in lokosit diferansiyellerinin
tespitinde iyi bir performans gosterdigini ve 6zellikle blast hiicrelerin tanimlamasi igin

Sysmex DI-60'a gore daha yliksek bir hassasiyet sergiledigini saptamislardir (35).

Bu calismada Mindray SC-120 cihazi ile hazirlanan periferik kan yaymalari,
Mindray MC-80 cihazinin dijital optik okuyucu sistemi ile analiz edilerek, her iki hematoloji
analizorlerinde ortaya ¢ikan flag uyarilari degerlendirildi. Periferik yaymadaki aranan ilgili
anormal htcreleri (OG, Anorm. Lenf/Blast, Anorm. PLT) igin cut-off degerleri tespit
edilerek, cut-off deger iizerindeki degerlerde, hesaplanmis duyarlilik ve O6zgulliikte
hematoloji analizorlerinde flag uyarisi saptanmistir. Bu galismada tespit edilen cut-off
degerleri; Olgunlasmamis Graniilosit flag’i i¢in Mindray BC6200 ve Edan H60
analizorlerinde sirasiyla (cutoff >0 , duyarhilik: 95.5 , 6zgullik: 53.9) ile (cutoff >1 ,
duyarlilik: 91.9 , 6zgilluk: 91.7) degerleri bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglarina benzer
sonuglar, Shen ve arkadaslari tarafindan da Mindray BC-6000 igin yiksek duyarlilik
(%91.7), ancak diistik 6zgullik (%65.6) seklinde rapor edilmistir (30). Kulik ve arkadaslari
ise Mindray BC-6200 cihazinda, olgunlasmamis graniilosit flag’i i¢in benzer bir duyarlilik
(%94.4) elde ederken, calismamiza gore daha ylksek bir 6zglllik (%75.5) tespit etmislerdir
(27).

Anormal Lenf-Blast uyarist i¢in Mindray BC6200 ve Edan H60 analizérleri sirasiyla
(cutoff >0, duyarhilik: 73.2.1, 6zgullik: 100) (cutoff >0, duyarlilik: 53.2, 6zgullik: 96)
degerleri tespit edilmistir. Kulik ve arkadaslar1 Mindray BC-6200 analizoriin Blast flag’i
icin, bizim sonuglarimizdan daha diisiik bir duyarlilik (54.5) ve daha diisiik bir 6zgulluk
(82.7) elde etmislerdi (27). Zini ve arkadaglari ise, Mindray BC-6200 analizériniin st

modeli olan Mindray BC-6800’in analizériiniin yakin zamanda yayinlanan bir
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degerlendirmesinde, blast hiicreleri igeren numuneleri test ederek "Blast" flag’i i¢in ¢ok daha
yuksek duyarlilik (%97,6) ve 6zgullik (%93,8) elde etmistir (29). Bu uyumsuzlugun nedeni
dolagimdaki blast sayisindaki farkliliklar olabilir. Az miktarda bu hiicreleri igceren
numunelerde analizor bunlarin varhigini gostermeyebilir ve bu da flag’lerin duyarliliginin
azalmasina neden olabilir. Farkli yaymlarda sunulan anormal hiicrelerin tanimlanmasinda,
duyarlilik ve 6zgullik agisindan goriilen bu farkliliklar, birim hacimdeki hiicre sayisindaki
farkliliklarla iliskili olabilecegi gibi cihazin teknik ve analiz tistiinliigiinii de yansitabilir (31).
Bu farkliliklar, belirli bir flag’in tek basina m1 yoksa diger flag’lerle kombinasyon halinde
mi degerlendirildigine bagl olarak elde edilebilir (31).

Anormal PLT Histogram uyarist i¢in Mindray BC6200 ve Edan H60 analizorleri
sirastyla (cutoff >56, duyarlilik: 86.2, 6zgulllik:85.1) (cutoff >54, duyarlilik: 79.3, 6zgulluk:
85.3) degerleri bulunmustur. PLT Kiime uyarisi ise sadece Mindray analizoriinde bulundugu
icin Edan analizoriinde degerlendirilmemistir; Mindray BC6200 (cutoff >4, duyarlilik: 90.9,
Ozgullik: 79.2) degerini tespit edilmistir. Diisiik spesifite tespit edilmesi, arka plan
guraltasuyle ilgili olabilir. Calismamiz siiresince her iki cihazda da "lipid partikilleri™,
"hiicre pargalar1" veya "RBC kiimeleri" olarak uyarilara rastlanmistir. Zini ve arkadaslarinin
caligsmalarinda, Mindray BC-6800 analizriinin PLT kiume flag’in %100 sensitiviteye,
ancak diisiik bir spesifiteye sahip oldugu rapor edilmistir (29). So ve arkadaslari, BC-
6800Plus cihazinda ortaya ¢ikan trombosit kiime flag’i manuel inceleme ve MC-80 dijital
goriintii analizori ile dogrulamig, BC-6800Plus analizoriiniin trombosit kiime flag’i i¢in 0,72
hassasiyet degerine sahip oldugunu ve MC-80 dijital goriintli analizi sonug¢larini entegre

ederken, BC-6800Plus'in hassasiyetinin 0.89 - 1.0'a yiikseldigini raporlamislardir (36).

Bu calismada yer alan her iki hematoloji analizorii, firmalan tarafindan gerekli
validasyon caligmalar1 yapildiktan sonra tiim diinyada tip laboratuvarlarinda FDA (USA) ve
CE (European Union sertifikasyonu) hemogram testinin 6lgimuni yapmaya yetkin olarak
piyasaya sunulmustur. Mindray BC-6200 analizériniin Edan H60 analizériine gore, daha
yiiksek analiz hizina sahip olmasi (200 numune/saat), hiicre sayiminda teknolojik olarak
daha ileri metotlar kullanmas1 (SF Cube, Fluid Emprdans), daha detayli dagilim grafikleri
(DIFF, WNB) sunmasi, daha fazla sayida raporlanabilir parametre (37 adet) ve arastirma
parametresine (42 adet) sahip olmasi, daha fazla flag tipi (WBC i¢in 10 tip, RBC i¢in 12 tip,
PLT i¢in 2 tip) tanimlayabilmesi 6nemli {istlinliikleri olarak sayilabilir. Ayrica Mindray BC-
6200 cihazinin, ray sistemi araciligi ile hem otomatik periferik kan yayma olusturucu cihazi

(Mindray SC-120), hem de periferik kan yaymasinin dijital optik okuyucu cihazi (Mindray
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MC-80) ile kombine hale gelebilmesi ilave avantajlar saglamaktadir. Edan H60
analizOriinilin avantaji1 ise boya maddesi kullanmadan daha az sayida kimyasal reaktif [(Edan
H60: 1 adet diluent, 1 adet lyse)(Mindray BC-6200: 1 adet diluent, 3 adet lyse, 3 adet boya)]
kullanarak analiz yapabilmesidir. Analitik performans agisindan her ne kadar iki analizor,
birbirine yakin analitik performanslara sahip olsalar da, ¢calismamizda, Mindray BC-6200
analizorii ile daha iyi sonuglar elde edildigini degerlendirebiliriz. Bununla birlikte, Edan H60
analizOriinlin, hemogram parametrelerinin analiz sonuglarinin, Mindray BC-6200
analizoriinlin sonuclar1 ile yiiksek korelasyona sahip olmasi nedeniyle, hasta sayisinin
nisbeten diisiik oldugu hastane laboratuvarlarinda veya bagimsiz laboratuvarlarda

kullanilabilmesinin uygun goriildiigii kanaatine varilmstir.

Calismamizin sonuclarina gore flag uyarilart aldigimiz 4 genel parametrenin
(Olgunlagsmamis Graniilosit, Anormal Lenf/Blast, Anormal PLT Histogrami, PLT Kiimesi)
flag uyarilariin, ¢ok yiiksek bir duyarliliga veya 6zgilliige sahip olmadig1 goriilmektedir.
Bu nedenle Klinik duyarlilik agisindan, flag uyarisi tespit edildiginde mutlaka uzman aracili

periferik kan yaymasinin incelemesi ile dogrulanmasi gerektigi kanaatine varilmistir.

Sonug olarak; her iki cihazin hemogram parametrelerinin analiz sonuglarmin,
birbiriyle uyumlu oldugu saptanmistir. Her iki cihazin da analitik performanslari, CLSI
kilavuzu ekseninde yaptigimiz bu ¢aligma sonuglarina gére hedeflenen beklentilere uygun
siirlardadir. Her iki cihazda goriilen flag uyarilarinin, gold standart olan ’periferik tam kan
yaymasi uzman incelemesi’’ ile kontrolii ve dogrulanmasi saglanmalidir. Sadece bu iki cihaz
acisindan karsilastirmali degerlendirme yapacak olursak; biiylik hasta sirkiilasyonlu
laboratuvarlarda Mindray BC-6200’{in; daha kii¢iik hasta sirkiilasyonu olanlarda ise Edan

H60 analizdriiniin yeterli olabilecegi kanaatindeyiz.
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