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Abstrakt

Centralni laboratofe Nemocnice Strakonice, a.s. jsou akreditovany podle CSN EN
ISO 15189 Zdravotnické laboratofe — Zvlastni pozadavky na kvalitu a zpisobilost.
Z této akreditace vyplyvaji pozadavky na verifikaci a validaci metod. Vysledky
validacnich a verifikac¢nich procesti slouzi pro vyhodnoceni nejistot méfeni a stanoveni
pro navaznost a porovnatelnost vysledki métfeni. Zavedeni nového typu analyzatoru
Sysmex XT-4000i v Centralnich laboratofich Nemocnice Strakonice, a.s. na useku
hematologie a krevniho skladu vyzaduje verifikaci a validaci zakladnich vySetfovanych
parametrit krevniho obrazu na zavadéném hematologickém analyzatoru Sysmex XT-
4000i. Téma prace vychazi z pozadavkit CSN EN ISO 15189 Zdravotnické laboratofe —
Zvlastni pozadavky na kvalitu a zpiisobilost a SOPO-C-06 Postup pfi validaci/verifikaci
metody na zavadéni hematologického analyzéatoru vypracovaného laboratoti. Podle
tohoto dokumentu byla provedena méteni zakladnich parametri krevniho obrazu a to
leukocytli, erytrocytii, trombocytii, hemoglobinu, hematokritu a stfedniho objemu
erytrocytl. Méfeni téchto parametri poslouzilo pro vyhodnoceni preciznosti za
podminek opakovatelnosti, preciznosti za podminek reprodukovatelnosti a piesnosti.
Pro vyhodnoceni preciznosti za podminek opakovatelnosti byly prométeny parametry
leukocyty, erytrocyty, trombocyty, hemoglobin, hematokrit a stfedni objem erytrocytti u
dvaceti pacientskych vzorkl ve dvou koncentra¢nich hladinach.

Pro vyhodnoceni preciznosti za podminek reprodukovatelnosti byly proméieny
zakladni parametry krevniho obrazu kontrolni materiadly validované v procesu EHK.
Jako kontrolni materidly byly pouzity referenéni materialy e-check level 1 a e-check
level 2 od vyrobce Sysmex, které se pohybovali v rozmezi fyziologickych hodnot.
Béhem 20 dnti se provadélo méteni téchto dvou referencnich materidlii a to kazdy den
méfenim v singletu. Tato méfeni byla podkladem pro vypocet zakladnich statistickych
parametrli a pro vypocet variacniho koeficientu opakovatelnosti a varia¢niho
koeficientu reprodukovatelnosti, ze kterych byl vypocten variacni koeficient analyticky.
Pro zhodnoceni metod zkoumanych parametra s udaji uddvanymi vyrobcem analyzatoru
byl pouzit variacni koeficient reprodukovatelnosti, nebot’ vyrobce analyzatoru neudava

variani koeficient opakovatelnosti. Pro ucely odhadu pravdivosti byly proméreny



zakladni parametry krevniho obrazu u kontrolnich materiald od firmy SEKK, s.r.o.,
které se pouzivaji pifi méfeni vykonnostnich parametri. Métfeni pro ucely pravdivosti
poslouzila pro vypocet zakladnich statistickych parametrii, z nichz byl vypocten bias,
ktery poslouzil pro vypocty celkové analytické chyby laboratofe a pro srovnani s
celkovou maximalni chybou doporucovanou firmou SEKK, s.r.0. v roce 2012.

Pro porovnani dvou hematologickych analyzator Sysmex XT-20001 a zavadéného
hematologického analyzatoru Sysmex XT-4000i byla pouzita Passing-Bablockova
regresni analyza a to pro porovnani stavajictho a zavadéného analyzatoru a pro
porovnani otevieného a uzavieného modu zavadéného analyzatoru Sysmex XT-4000i.
Pro porovnani analyzatoru Sysmex XT-4000i s analyzatorem Sysmex XT-2000i, ktery
byl povazovan za referen¢ni, bylo prométeno 40 pacientskych vzorkll v uzavieném
modu. Pro porovnani otevieného a uzavieného modu hematologického analyzatoru
Sysmex XT-4000i bylo proméieno 168 pacientskych vzorkd. Naméfené hodnoty u
vSech zékladnich parametri byly vyhodnoceny pomoci programu MedCalc. Studie
ukazala, Ze piistroj Sysmex XT-4000i spliuje kriteria pozadovana CSN EN ISO 15189
Zdravotnické laboratofe — Zvlastni pozadavky na kvalitu a zptsobilost a SOPO-C-06
Postup pfti validaci/verifikaci metody Centralnich laboratofi Nemocnice Strakonice, a.s.
useku hematologie a krevniho skladu. Porovnani nového hematologického analyzatoru
Sysmex XT-4000i s pouzivanym hematologickym analyzatorem Sysmex XT-2000i

ukdazalo, Ze oba analyzatory jsou srovnatelné.



Abstract

Central Laboratories of Strakonice Hospital, joint stock company, are accredited
according to CSN EN 1SO 15189 Medical laboratories - Particular requirements of
quality and competence. Requirements of verification and validation of methods
emerge from this accreditation. Results of validation and verification processes are used
to evaluate the uncertainty of measurement and assessment for continuity and
comparability of measurement results. Introduction of a new type of automated
hematology analyzer Sysmex XT-4000i in Central laboratories in Strakonice Hospital,
joint stock company, in the hematology and blood storage section, requires verification
and validation of basic examined blood count parameters on hematology analyzer
Sysmex XT-4000i.The theme of the work is based on the requirements of CSN EN ISO
15189 Medical laboratories - Particular requirements for quality and competence and
SOPO-C-06 Method validation/verification procedure for introducing laboratory
hematology analyzer. Measurements of the basic parameters of blood count , namely
leukocytes, erythrocytes, platelets, hemoglobin, hematocrit and mean corpuscular
volume were done according to this document. Measurements of these parameters were
used to evaluate a precision in terms of repeatability, precision in terms of
reproducibility and accuracy. Parameters leukocytes, erythrocytes, platelets,
hemoglobin, hematocrit and mean corpuscular volume were measured from twenty
patient samples at two concentration levels to evaluate the precision in terms of
repeatability.

Basic parametres of blood count validated in EHK process were measured to
evaluate the precision in terms of reproducibility. Reference materials e-check level 1
and e-check level 2 from Sysmex manufacturer were used as hematology control
materials which moved within the physiological range. Measurements of these two
reference materials were carried out daily during 20 days in a singlet. These
measurements were used asthe basis to calculate basic statistical parameters, the
variational coefficient of repeatability and the variational coefficient of reproducibility
from which variational analytical coefficient was calculated. The variational coefficient

of reproducibility was used to compare methods of investigated parameters to the data



specified by the manufacturer of the analyzer, as the manufacturer of the analyzer does
not give the variational coefficient of repeatability. To estimate the validity, basic
parametres of blood counts were measured to control materials from the company
SEKK, Ltd.These materials are used to measure performance parametres. Validity
measurements were used to calculate basic statistical parameters of which bias was
calculated. It served to calculate the total analytical error of a laboratory and also it
served to be compared to the total maximum error recommended by the company
SEKK Ltd. in 2012.

Passing-Bablock regression analysis was used to compare hematology analyzer
Sysmex XT-2000i and hematology analyzer Sysmex XT-4000i, namely to compare the
existing and the introducing analyzer and to compare open and closed mode of the
introducing analyzer Sysmex XT-4000i. To compare analyzer Sysmex XT-4000i and
Sysmex XT-2000i, which was regarded as referential, 40 patient samples were
measured in a closed mode.To compare open and closed modes of analyzer Sysmex
XT-4000i, 168 patient samples were measured. The measured values of all basic
parameters were evaluated using MedCalc programme. The study showed that the
device Sysmex XT-4000i meets the criteria required by CSN EN ISO 15189 Medical
laboratories - Particular requirements for quality and competence and SOPO-C-06
Method validation/verification procedure for introducing laboratory hematology
analyzer in Central laboratories Strakonice Hospital, Inc. section of hematology and
blood storage. Comparison of the new hematology analyzer Sysmex XT-4000i to the
current Sysmex XT-2000i showed that both analyzers are comparable.



Prohléaseni

ProhlaSuji, Zze svoji bakaldfskou praci jsem vypracovala samostatné pouze
S pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu citovan¢ literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zékona €. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim
se zvefejnénim své bakalafské prace, a to — v nezkracené podobé — v Uprave vzniklé
vypusténim vyznaCenych ¢asti archivovanych fakultou — elektronickou cestou ve
vefejné piistupné ¢asti databaze STAG provozované Jihoéeskou univerzitou v Ceskych
Budéjovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského
prava k odevzdanému textu této kvalifikaéni prace. Souhlasim déle s tim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb.
zvetejnény posudky Skolitele a oponentl prace i zdznam o pribéhu a vysledku obhajoby
kvalifika¢ni prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s
databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem

vysokoskolskych kvalifikacnich praci a systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich dne 5. 5. 2014 oooeveeeeeeeeeeeeee e

Lenka Mouckova



Podékovani

Chtela bych timto pod€kovat piredevs§im svému vedoucimu prace RNDr. Zdenkovi
Tokérovi za odbornou pomoc, €as a trpélivost, kterou mi vénoval pii zpracovani této
bakalafské prace a svym kolegynim z useku hematologie a krevniho skladu Centralnich
laboratoii Nemocnice Strakonice, a. S. za dusevni podporu.

Dale dékuji svému manzelovi a synovi za podporu a trpelivost.



Obsah

VO ettt 11
1 TeoretiCKa CASE .....oviiiiiiiiii 12
11 Tvorba a vyvoj krevnich bun€k..........cccovoiiiiiiiii, 12
1.2 Vyvoj cervenych krvinek (erytropo€za)..........ccovevviveiiiiiiiiiiieiiiiene, 13
13 Vyvoj bilych krvinek (Ieukocytopoéza).........ccvvviviiiiieiiiieniiiiesiieesne 14
1.3.1  Granulopo€Za........ccceiiuiiiiiiiiiiiiie ittt 15
1.3.2  MONOCYLOPOEZA ..cuvvveiiiieiiiiesiieesiie sttt et e s e aee s 16
1.3.3  LYMTOCYIOPORZA ..ottt 16
1.4 Vyvoj trombocytll (tromboCytopPOE€Za) ........ccververiirveiieienieneee e 17
1.5 Odbér vzorkl — preanalytickd fAze..........cocoovviviiiiii, 18
1.5 1 Odber Zini KIVe .....ccoooviiiiiiiiiiici 19
1.5.2 Odbér krve z arteridlniho Katetru..........cccooveviiiiiiiiiicieceee 20
1.5.3  Odber kapilarni KIvVe .......c.cooveiiiiiiieiiiie e 20
1.6 KIEVNT ODTAZ ... s 21
1.7 Principy méfeni parametri krevniho obrazu..........ccccooeviiiiiiiniicinnne, 23
1.7.1  SPeKIrofOtOMELIIE ....ccveviiiiiieieee e 23
1.7.2 Impenancni princip méfeni elementli (conduktometrie) ................... 25
1.7.3  Pritokova CYtOMELIIe......ccooviiiiiiiiiiiiiie e 26
1.8 Statistické charakteristiKy ..........ccccoveiiiiiiiiiiiee e, 26
1.8.1  Aritmeticky Primer ........cooiiiiiiiiiciciee e 27
1.8.2 Smérodatnd odchylka — SD .......ccccoviiiiiiiiii e 27
1.8.3  Variacni koeficient — CV .......cccooiiiiiiiiiicieceee e 27
1.9 Analytické vlastnosti Metody ........cccvvvvviiiiiiiiiiiii 28
191 PravaiVOST .......ooiiiiiiiiciccieeee e 28
1.9.2  BiaS - VYChYIEN .c.ooviiiiiiiiiiiciieee e 28
1.9.3  PIESNOST....eiiiiieiieiii et 28
194 PreCIZNOSE .....cooiiiciiiee s 29
1.10  Validace a verifikace metod............cccoiriiiiiinci e 29
1.11 Hematologické analyzatory Sysmex fady XT........cccocovviiriiiiinniinnnnenn 30
1111 Hematologicky analyzator Sysmex XT 20001 .........cccccvviveiiinennnn. 30



w N

© 00 N O

1.11.2 Hematologicky analyzator Sysmex XT 40001 .........cccccvvveiriiinennnns 31

112 Porovnani dvou MetOd ........cocieiiiriiiiniiiiie e 33
1121 Linearni regresni analyza..........cccccevvviiiiieniiies e 34
HYPOEZY i 35
IMELOTIKA ... 36

3.1 Preciznost za podminek opakovatelnosti ...........coccevveiiiiiiicniniineennen, 36
3.2 Preciznost za podminek reprodukovatelnosti..........cccccvvvvieiiiieiinennnnn, 36
3.3 PraVOiVOSE........ccooiiiiicii s 37
3.4 DiagnostiCKe SOUPTAVY ...c.vviueiiiieiiiiiiieii et 37
VYSIEAKY ..o 39
DISKUZE ... 51

5.1 VErfIKACE ...t 51
5.2 Porovnani hematologickych analyzatord Sysmex XT-2000i a Sysmex
DL I L0 USSR 53
5.3 Porovnani otevien¢ho a uzavieného modu ..........cccocceeviiiieniiniicine, 56
ZLAVET .ttt et r e n e e ne e 59
LITEIAEUNA. ..o 60
KIHCOVA SIOVA ..ot 64
PHIIONY o 65



Seznam pouzitych zkratek

CFU-GEMM

CFU

IL
CSF
BFU-E
CFU-E
EPO
K3EDTA, K2EDTA
WBC
RBC
HGB
HCT
MCV
PLT
MCH
MCHC
RDW
PCT
MPV
PDW
NEU
LYMPH
MONO
EO
BASO
SLS

colony forming wunit - granulocytes,
monocytes/macrophages, megakaryocytes
colony forming unit

interleukiny

colony-stimulating factors

burst forming unit-erythropoesis

colony forming unit-erythroid

erytropoetin

draselna sul kyseliny etyléndiamintetraoctové
leukocyty

erytrocyty

hemoglobin

hematokrit

sttedni objem erytrocytu

trombocyty

mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu

pramérnd koncentrace hemoglobinu v erytrocytu

distribucni $ite velikosti erytrocytl
trombocytarni hematokrit

stfedni objem trombocytl
distribu¢ni $ite velikosti trombocyti
neutrofily

lymfocyty

monocyty

eozinofily

bazofily

sodium lauryl sulfat
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Uvod

S pokracujicim vyvojem ve védé a vyzkumu se rozviji 1 laboratorni diagnostika,
ktera se stala nedilnou soucasti klinickych obort. V minulosti musel 1ékar ¢ekat na
nékterd vySetfeni, napiiklad diferencialni rozpocet leukocytti apod., i nékolik dni.
V soucasnosti se vySetfeni krevniho obrazu spolu se strojovym diferencialnim
rozpoctem fadi mezi zakladni laboratorni vysetieni, které je mozné provést do ne¢kolika
minut od odebrani vzorkl.. Laboratorni diagnostika parametrti krevniho obrazu velmi
pokrocila. V praxi se uz objevuji analyzatory, které umoznuji z jedné aspirace krve
vyhodnotit vice nez 60 parametrt, které ale jest¢ nenasly uplatnéni v klinické praxi.
Hematologické analyzatory, pouzivané v bézné praxi vyuzivaji dva zakladni principy
analyzy a to impedancni a opticky. Bézné pfistroje vyuzivaji uz i kombinaci téchto dvou
principti.

Spolu s rozvojem laboratornich technik se zakonit¢ musi vyvijet i kontrola
kvality v hematologické laboratofi, které se v posledni dobé vénuje velka pozornost.
Svédci o tom i to, ze mnoha doporuceni odborné spolecnosti v této oblasti nejsou starsi
nez 5 let. Nutnost standardizace prace do mnohych laboratofi zavedla pozadovana
akreditace. Pokud laboratofe pouzivaji k méteni vétsi pocet analyzatord, je potfeba mit
vSechny vystupy zajis§téné dobrou kontrolou kvality méfeni a zajisténou porovnatelnost
vysledkli mezi jednotlivymi analyzatory.

Nase laboratof je akreditovana dle normy ISO 15189 od roku 2010 a pfi jejim
zavadéni bylo nutné vyfesit nékteré procesy, jako je naptiklad verifikace metod, na
kterou v té dobé odborna hematologicka spole¢nost jesté nevydala odborné doporuceni.
Pfi svoji praci jsem proto Cerpala z odbornych doporuceni klinické biochemie a fidila se

Westgardovymi pravidly.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Tvorba a vyvoj krevnich bunék

Krvetvorba (hemopoéza) v obdobi embryonalniho vyvoje je soustfedéna do oblasti
Zloutkového vaku. Toto obdobi se nazyva mezoblastové, které za¢ina 14-20. den
embryonalniho vyvoje a trvd do 10. tydne nitrodélozniho zivota, zde se
Z embryondlnich kmenovych bun¢k diferencuji buiiky krvetvorby. Po 6. tydnu se zafina
objevovat hemopoéza v mezenchymu mezi hepatocyty, ale i ve slezin€. Toto obdobi je
hepatolienalni obdobi. Pozd¢ji, a to od 20. tydne nitrod€loZzniho zivota, se hemopoéza
ptesouva do hlavniho hemopoetického organu, tedy do kostni diené. [1]

Zakladem krvetvorky je pluripotentni kmenova bunka, ktera je totipotentni
Z pohledu hemopoézy. V kostni dfeni se udrzuje stala zasoba kmenovych bungk, jejich
asymetrickym délenim v jednu identickou kmenovou bunku (self renwal) a buniku
s dalsi diferenciaci (committed cell). Pluripotentni kmenova bunka se diferencuje do
multipotentnich kmenovych bunék pro jednotlivé fady. RozliSujeme multipotentni
kmenovou bunku CFU-GEMM (colony forming unit — granulocytes, erythrocytes,
monocytes/macrophages, megakaryocytes) a lymfoidni progenitor, ktery dava vznik pro
lymfocyty fady B, T a NK cells (natural killer).

Z CFU-GEMM vznikaji zralejsi kmenové buiky:

e CFU-GM progenitor granulocyto-makrofagovy, ktery se diferencuje do
o CFU-G granulocytovy progenitor, ktery dava vznik neutrofilim a dale se
diferencuje do prekurzort jednotlivych fad - CFU-Eo, CFU-Ba a CFU-Mast
o CFU-M monocytovy progenitor, ktery dava vznik monocytll a makrofagiim
e E/Meg progenitor, dava vznik erytrocytarni a megakaryocytarni fadé
o BFU-E (burst forming unit erythroid) méné vyzraly progenitor cervené fady
» CFU-E erytroidni progenitor vyzralejsi buiika ¢ervené fady
o BFU-Meg mén¢ vyzraly progenitor megakaryocytarni fady
» CFU-Meg megakaryocytarni progenitor vyzralejsi bunka Cervené

fady
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Hemopoéza je kontrolovana fadou cytokynl jako jsou interleukiny (IL), CSF
(colony-stimulating factors) a hemopoetické mikroprostiedi. [2]

Prekurzorové bunky nalézame v kostni difeni a pfevdzné nejsou morfologicky
rozeznatelné. Zralé efektorové bunky, konecna stadia jednotlivych fad bézné nalézame

v obvodové krvi. [3]

1.2 Vyvoj €ervenych krvinek (erytropoéza)

Prvnim morfologicky rozeznatelnym vyvojovym stadiem erytropoezy je
proerytoblast. ktery se v periferni krvi nevyskytuje. Proerytroblasty jsou vyplavovany
do periferni krve za patologickych stavii a to za velké ztraty krve, akutni a chronické
hemoblastozy, vystupniované hemolyzy, metastazy do kostni diené. [4]

Vyzravani pokraCuje pies erytroblasty, bazofilni, polychromatofilni a oxyfilni,
K retikulocytim, coz jsou bezjaderné buriky s nepravidelnym tvarem, které vznikly
vypuzenim nebo fragmentaci jadra a s moznosti aktivniho pohybu pro piechod pres
endotelialni pory dieniovych sinusoid do periferni krve a jsou véts$i nez erytrocyty.
Retikulocyty vyzravaji béhem 48 hodin na erytrocyty. Velikost retikulocytu je 7 — 9 um
a maji o 20% vétsi objem nez normalni erytrocyty (normocyty). Retikulocyt je
pfechodna buitkka mezi jadernym erytroblastem a zralym erytrocytem. [3]

Erytrocyty jsou bezjaderné buiky bikonkavniho tvaru o priméru 7pum. Jejich
vysoky pomér povrch/ objem ma vyznam pii pienosu kysliku do tkani. Zraly erytrocyt
preziva v krvi piiblizné 110 — 120 dni a po této dobé je erytrocyt jiz velmi mechanicky
opotiebovany a také je vyCerpan jeho enzymaticky systém, ktery je dulezity pro jeho
spravny metabolismus. [5]

Hlavnim regula¢nim proteinem erytropoézy je erytropoetin (EPO) produkovany
ledvinami. DalS§i nezbytnosti pro erytropoézu jsou aminokyseliny, vitaminy Bjy, Be,
kyselina listova, Zelezo a stopové prvky. Zelezo je biogenni prvek vyskytujici
VvV organizmu Vv nejvyssim mnozstvi a nejveétsi podil celkového mnozstvi obsahuje
hemoglobin. [2]

Hemoglobin je metaloprotein s molekulovou hmotnosti 64 600 Da, sklada se

Z bilkovinné ¢asti globinu (96%) a hemu (4%). Vyskytuje se ve formé tetrameru. Hem
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je tvofen tetrapyrolovymi jadry vV podobé protoporfyrinu IX, ktery ma ve svém stiedu

vazané dvoumocné Zzelezo. Hlavni funkci hemu je ptenos kysliku, vyskytuje se

Vv myoglobinu, cytochromech a peroxidazach, stimuluje syntézu globinovych fetézct a

jinych proteini. RozliSujeme nékolik zakladnich typu globinovych fetézeu, a to a, f, v,

0 a g, které se 1i8i svoji primarni strukturou. Lidsky hemoglobin se sklada z dvou fetézct

a a zbylé dva fetézce jsou dle typu hemoglobinu:

e HbA; tvoti 2 fetézce a + 2 fetézce B (asi 97% celkového hemoglobinu u dospélého
Cloveka)

e HbA2 tvotfi 2 tetézce a + 2 fetézce 6 (1,5 - 3,5% celkového hemoglobinu u
dospélého Cloveéka)

e HbF (fetalni hemoglobin) tvoii 2 fetézce a + 2 fetézce y (hlavni hemoglobin plodu
a novorozence, po porodu klesa do 6. mésice pod 2%)

e embryonalni hemoglobin (Gower) tvoii 2 fetézce a + 2 fetézce € (prvni hemoglobin
vznikajici v embryu)

Hemoglobin tvoti 90% vahy erytrocytu. [6]

1.3 Vyvoj bilych krvinek (leukocytopoéza)

Leukocyty neboli bile krvinky se ucastni obrannych a metabolickych pochodii
v organismu. Podle granul obsazenych v cytoplazmé a tvaru jadra se déli na:
e granulocyty neboli polymorfonukledrni leukocyty které podle zbarveni granul pii
panoptickém barveni rozliSujeme:
o Neutrofilni (lat. neuter = ani takovy, ani jiny, fec. filein=milovat) pohlcuji a
nici baktérie
o Eozinofilni (eozin — Cervené barvivo) naruSuji vEét§i parazity a ucastni se
zané&tlivych reakci
o Bazofilni (baze — zasada, barvivo zasadité povahy) uvoliuji ze sekrecnich
granuli histamin a serotonin
e agranulocyty neboli mononuklearni leukocyty, které délime na:

o Lymfocyty, zajist'uji imunitni odpovédi organismu
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o Monocyty, ve tkanich se transformuji v makrofagy. [3]

1.3.1 Granulopoéza

Prvni morfologicky rozeznatelné stadium granulopoezy je myeloblast, ktery se
postupné diferencuje v promyelocyt, myelocyty, metamyelocyty, granulocyty
nesegmentované (tyce) a segmentované granulocyty (neutrofilni segmenty (neutrofily),

eozifilni segmenty (eozinofily) a bazofilni segmenty (bazofily)).

Myeloblast Promysiocyte Myelocyte Metamyelocyte Barl}d Neutrophil
cél

—@— &6

Vs

Common
erythroid/granulocylic

precursor
§ @9 o
/ 2

Early erythroblast  Intermediate Late erythroblast ~ Polychromatic Mature
erythroblast erythrocyte erythrocyte

Proerythroblast

Obrazek 1: Erytropoeza, granulopeza Pievzato z [7]

Cytoplazma mladSich bun€k granulopoézy obsahuje primdrni azurofilni granula,
kterd jsou postupné nahrazovana sekundarnimi granuly specifickymi pro typ
granulocytll - neutrofilni, eozinofilni a bazofilni. Azurofilni granulace je jasn¢ az tmavé
cervena a je jiz patrna v zralejSich myeloblastech, ale hlavné v promyelocytech. Od
stadia myelocytll nastava jeji ubytek, ale naproti tomu se objevuje granulace sekundarni
a pretrvava i ve zralych efektorovych buiikach periferni krve. Neutrofilni granula jsou

nenapadna razovofialové az tmavé fialové barvy, eozinofilni granula jsou oranzovée
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cervena granula a bazofilni granula jsou vzdy v¢tsi nez neutrofilni granula, jsou fialova
a u vétsiny zralych bun¢k prekryvaji vétSinu cytoplazmy a jadra.

Za tyziologickych podminek se do obvodové krve dostavaji granulocyty se
segmentovanym jadrem a jen v malé mife granulocyty s nesegmentovanym jadrem —

tyce. [3]

1.3.2 Monocytopoéza

Prvni morfologicky rozeznatelnou buitkou monocytopoéza je monoblast, i kdyz ve
svételném mkroskopu je velmi tézké ho odlisit od myeloblastu. Monoblast je velkd
bunka kolem 20 pm bunka ze které vznikd promonocyt, ktery je uz morfologicky
podobny monocytu, ale ma méné vyzraly jaderny chromatin (retikularni) s ledvinovym,
nebo rizné zafezanym (cerebriformnim) jaddrem, nékdy s patrnym jadérkem a
bazofilngjsi cytoplazmou. Z promonocytu vznika monocyt, ktery ale neni kone¢nym
vyvojovym stadiem monopoezy, ale zékladem dalsi diferenciace odehravajici se ve
tkanich. Zralé monocyty maji koufové Sedou cytoplazmu sjemnym popraskem
azurofilni granulace a v cytoplazmé miiZou obsahovat vakuoly. Jadro je vétSinou

nepravidelné, ledvinovité az s naznakem segmentace, neobsahuje jadérko. [8, 2]

1.3.3 Lymfocytopoeza

Lymfocytarni fada se diferencuje z lymfoidni kmenové bunky V prvni
morfologicky rozeznatelné¢ stddium — lymfoblast. Lymfoblast je zpravidla mens$i nez
myeloblast a ma uzky lem cytoplazmy. Dal§Sim vyvojovym stddiem je prolymfocyt,
ktery jesté¢ obsahuje jadérko a ten zraje v lymfocyt. Pro vyvoj lymfocytd jsou zasadni
primarni lymfatické organy, kostni dfeil a thymus, a sekundarni lymfatické organy,
lymfatické uzliny a slezina. [8, 2]

Z imunologického pohledu rozlisujeme B, T a NK (non-B a non-T) lymfocyty
Oznaceni T lymfocyty pochazi od thymu, v némz se diferencuji. Oznaceni B lymfocyty

pochazi od Fabriciovy burzy u ptaki, u savct neni vyvinuta, podobnym orgédnem jsou
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peyerovy plaky. Diferenciace B lymfocytd probiha prvotné v kostni dieni. Kostni dieni a
thymus jsou primarnimi lymfopoetickymi organy, z nich lymfoidni buitky migruji do
sekundarnich lymfatickych tkéni a organi.

Lymfocyty se ucastni imunitnich reakci, rozliSujeme:

e T-lymfocyty, které predstavuji 70% ze vSech lymfocytl, vznikaji v kostni dieni a
dozréavaji v thymu (brzliku), podle funkce a fenotypickych znakd na svém povrchu
se rozd¢€luji na:

o CDB8 supresorové — specificky tlumi funkci jinych lymfocytl, maji regulacni
funkci a tlumi obranné reakce

o CD8 cytotoxické — zabije¢ské bunky usmrcuji cilové bunky

o CD4 pomocné (helper) bunky - pomahaji B-lymfocytim pfi tvorbé protilatek
(pomocné Th-buniky — CD4+, Th = helper).

e B-lymfocyty, které piedstavuji 25% lymfocytt v periferni krvi, dozravaji v kostni
dfeni po aktivaci cizorodou latkou (napt. bakterii, virem) se mnozi a méni se na
plazmatické bunky, které tvofi a uvoliiuji protilatky — imunoglobuliny. Plazmatické
buiiky vytvateji pamétové builky, které urychluji protildtkovou imunitni odpoved’
pfi pfistim setkani se stejnym antigenem Charakterisitckym imunofenotypickym
znakem plazmatickych bunék je CD38. [5]

e NK burky (non-T- a non-B-lymfocyty), které jsou pfirozeni zabijeci, v periferni
krvi predstavuji 5%, cytotoxické ucinky na burnky infikované virem nebo nadorové

zménéné buiky.

1.4 Vyvoj trombocytii (trombocytopoéza)

Vyvoj trombocytl, megakaryocytarni linie, pochazi z kmenové bunky BFU-Meg
v CFU-Meg, ktera se diferencuje v promegakaryoblasty, dale v megakaryoblasty,
promegakaryocyty, nezralé a v zralé megakaryocyty. Odstépovanim cytoplazmy béhem
zrani megakaryocytd vznikaji trombocyty. Megakaryocyty se jiz nedéli, pouze

vyzravaji. Megakaryopoéza trva zhruba 8-10 dni. [2]
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Trombocyty jsou bezjaderné cCastice o priméru 2 — 4 um, které vznikaji z
megakaryocytu. Podnécuji srdzeni krve a pomédhaji zacelovat defekty v krevnich

cévach, ¢imz zabranuji ztratam krve. [9]

1.5 Odbér vzorki — preanalyticka faze

V piipadé¢ komplexniho odbéru krve pro hematologicka, biochemickd a jind
vySetfeni se odbér provadi rdno na lac¢no. Pacient by mél den pfed odbérem vynechat
tucna jidla, nejméné€ 12 hodin pied odbérem nejist, nepit slazené népoje, nekonzumovat
alkoholické napoje a nekoufit. V ptipadé odbéru na hematologicka vysetieni neni nutné
tak pfisné dodrzovani dietnich opatfeni.

Vysledky méfeni mohou byt ovlivnény mnoha fyziologickymi i1 nefyziologickymi
faktory, které se mohou vyskytnout pii odbéru a manipulaci s biologickym materialem.
Je vzdy dilezité pamatovat, ze odbér krve by se mél provadét vsedé nebo vleze u
relaxovaného pacienta. Pfi zméné polohy vleze do vzpfimené polohy dochazi ke
zménam tlaku v kapildrnim systému a v koloidnim osmotickém tlaku v plazmé.

Z divodu bezpec€nosti jak pacienta, odbérové sestry, tak pracovnikl laboratofe se
pouzivaji vyhradné jednorazoveé prostiedky a doporucené dezinfekéni prostredky.

Antikoagulanty pouzivané v odbérovych systémech pro hematologicka vySetfeni:

e chelatonat trojdraselny a dvojdraselny (KsEDTA a K,EDTA) vyvazuje Ca’* a tim
udrzuje krev nebo plazmu v nesrazlivém stavu. Rozdily mezi obéma latkami
spocivaji v pH, rozpustnosti a ve fyziologickém pusobeni na krvinky. KoEDTA
doporucil Mezinarodni vybor pro standardizaci v hematologii jako nejvhodnéjsi
antikoagulant v hematologii pro zjistovani zmén velikosti a po¢itani buné¢k.

e citrat sodny (sodna sil kyseliny citronové) Ca2+ maji vyssi afinitu k citratovému
iontu nez Na+

e heparin se pouziva v piipadé plastovych jednorazovych zkumavek lyofilizovany

heparin nebo roztok heparinu. OvSem heparin a jeho soli nejsou vhodné pro
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stanoveni trombocytl, protoZe v jeho pfitomnosti dochdzi k adhezi trombocytl ke
stén¢ odbérové zkumavky.
Odbérove systémy:
e vakuové - Vodbérové zkumavce je vycerpan vzduch a po spojeni zkumavky
s jehlou, ktera je zavedena do Zily dojde k nasati krve do zkumavky.
e pistové - zkumavka ma ve vnitini ¢asti pohyblivy pist, ktery umozituje naplnéni;
tento odbérovy systém miize pracovat v pistovém i ve vakuovém systému.
Odbérové systémy se 1isi podle toho, zda je zdmérem odebrat zilni krev,
kapilarni ¢i arteridlni krev. V hematologické laboratoii se vySetfuje zilni a kapildrni
krev. [10]

1.5.1 Odber Zilni krve

Odbér je mozno provadét v poloze vsedé nebo vleze ze zily v paZi. Paze je volné
polozena na opérce odbérového kiesla a odbérovy pracovnik zaskrti pazi zaskrcovadlem
10 — 15 cm nad loketni jamkou. Provede dezinfekci mista vpichu dezinfekénim
prostfedkem. Z divodu zabranéni kontaminace pii odbéru nebo hemolyze je nutné
nechat kizi oschnout. K odbéru se nejcastéji pouziva uzavieny vakuovy systém. Palcem
pod mistem vpichu se stabilizuje poloha Zily a odbérovy pracovnik provede vpich. Poté
nasadi zkumavku, je nutné dbat na to, aby nedoslo k pohybu jehly v Zile. Jakmile krev
zacne proudit do zkumavky, musi se odstranit zaSkrcovadlo. Pti odbéru vice zkumavek
je potieba zachovat poradi odbéru:

e zkumavka pro hemokultury

e zkumavka bez protisrazlivych ¢inidel

e zkumavka pro hemokoagula¢ni vysetieni

e zkumavka s protisrazlivymi ¢inidly

Bezprostiedné po naplnéni je nutné krev promichat opakovanym otacenim zkumavky
(5-10 krat). Misto vpichu i s jehlou se zakryje ¢tvercem z buniiny, potieba opatrné
zatlacit a pomalu vytahnout jehlu. Poté se oSetii odbérové misto naplasti, pacientovi se

doporuci tisknout pfesné misto vpichu 2 minuty a ponechat naplast alesponi 15 minut po
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odbéru. Zaroven se pacientovi doporuci, aby po odbéru z divodu piipadné nevolnosti

vyckal cca 5 minut v klidu v ¢ekarné. [11]

1.5.2 Odbér krve 7 arterialniho katetru

- jednad se o specialni odbér, ktery se provadi za pouziti riznych kanyl zavedenych
piimo do arterie. Usti kanyly se oSetii fyziologickym roztokem s ptidavkem heparinu.
Pti odbéru z kanyly je nutné vzdy odpustit 1-2 nasobek krve odpovidajici objemu
tekutiny v hadi¢ce kanyly (2-4 ml) z divodu zabranéni nefedéni krevniho vzorku.

Pted odbérem je potieba provést dezinfekci kiize (2 x) v misté¢ implantovaného katetru.
Odebere se potfebné mnozstvi krve na laboratorni vySetieni a po ukonceni odbéru se
proplachne opét fyziologickym roztokem. Poté se jeste musi aplikovat heparinova zatka

a prilozi se sterilni kryti. [10]

1.5.3 Odbér kapilarni krve

Odbér se provadi na vySetfeni krevniho obrazu, glukozy, glykovaného hemoglobinu a
acidobazické rovnovahy a provadi z prstu v poloze vsedé. Mistem vpichu obvykle
sttedni palmarni cast distalni falangy prstu ruky, kterou pacient nepiSe. Provedeme
dezinfekci

a nechame oschnout. Vpich se provadi riiznymi druhy lancetek a to hrotové nebo fezné,
které umoznuji standardni vpich.

Hloubka vpichu nema byt vétSi nez 2 mm, aby nedoSlo k poSkozeni hlubSich
podkoznich struktur, pii opakujicich se punkcich je nutné vybirat rtizna mista vpichu.
Odbér se musi uskutecnovat z dokonale prokrvenych mist. Pfed vpichem je nutno kiizi
dokonale osusit a po vpichu se prvni kapka krve setie ¢tvereckem z buniCiny, pak se
konec kapilary ponoii do dalsi tvotici se kapky a krev se nasava kapilarni silou. Je nutné

se pfi odbéru vyhnout ndasilnému vytlacovani krve z prstu, aby nedochéazelo ke
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kontaminaci krve neurcitym mnozstvim tkanového moku a odebrana krev by neméla
obsahovat vzduchové bubliny.

U kapilar, jejichz wvnitfni strany jsou pokryty vysusenym antikoagula¢nim
prostiedkem (vétSinou heparinem), je zvlasté dilezité, aby ihned po odbéru nasledovalo
uzavieni jednoho konce kapilary ¢epickou, vlozeni ocelového dratku, uzavieni druhého
konce Cepickou a pak peclivé promichani krve a antikoagula¢niho prostfedku pomoci
magnetu. Pokud dojde k delsi Casové prodlevé, mohlo by dojit k vysrdazeni krve

Vv kapilafe, potom nelze provést vySetieni. [10]

1.6 Krevni obraz

Vysetieni kompletniho krevniho obrazu s diferencidlnim rozpoctem leukocytii je
V dneSni dob& provaddéno v hematologickych laboratofich plné automatizovanymi
analyzatory. Ordinujici 1ékat nejCastéji vyzaduje:
e zakladni krevni obraz, ktery obsahuje nasledujici parametry:

o WBC (white blood cells) — leukocyty, jednotky [10 /1]
o RBC (red blood cells) — erytrocyty, jednotky [10*%/1]

o HGB - hemoglobin [g/l]
o HCT — hematokrit udavd pomér objemu erytrocytu, ktery zaujimaji k celkovému
objemu krve. Parametr zjiStovany pomoci hematologického analyzatoru jako

integral impulsti nebo pomoci vynasobeni. Jednotky [g/1]
Hct = RBC x MCV

o PLT (platelets) — trombocyty, jednotky [10 % 1]

o MCV (mean cell/corpuscular volume) — stiedni objem erytrocyti - pramérny
objem erytrocytu v hodnocenych erytrocytech zjistovany bud’ pifimym méfenim
na analyzatorech nebo vypoctem, jednotky [fl]. Histogram erytrocytii podle

MCV udéva zavislost MCV (stfedniho objemu erytrocytil) na cCetnosti

erytrocytu. [8]
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MCYV = Hct (hematokrit)/RBC

MCH (mean cell/corpuscular hemoglobin) — praimérné mnozstvi hemoglobinu

v erytrocytu, jednotky [pg]
MCHC (mean cell/corpuscular hemoglobin concentration) — primérna

koncentrace hemoglobinu v erytrocytu, jednotky [g/1]

RDW (red cell distribution width) — distribu¢ni Sife velikosti erytrocytl
informuje o $ifi nejéetnéjSich populaci erytrocyti v histogramu cetnosti RBC
Vv zavislosti na MCV, jednotky [ %CV]. [8]

PCT (plateletcrit) — trombocytarni hematokrit

MPV (mean platelet volume) — stiedni objem trombocytii - veli¢ina méfena,
vyjadiuje primérny objem buiiky v méfenych trombocytech, jednotky [f1].
Histogram distribuce podle MPV se zjistuje v hematologickych analyzatorech
krevnich bunék ze stfedniho objemu trombocytti (MPV) na ¢etnost trombocyti.
PDW (platelet distribution width) — distribu¢ni Sife velikosti trombocytd - Sife
histogramu distribuce trombocyti dle MPV. Jednotky[f1,% ]. [8]

e krevni obraz + diferencialni rozpocet leukocyti (KO+DIF), ktery krom¢é vyse

uvedenych parametri obsahuje:

o

o

o

o

o

neutrofily (NEU)
lymfocyty (LYMPH)
monocyty (MONO)
eozinofily (EO)
bazofily (BASO)

Morfologicky typ leukocytii a jejich pocet se stanovuje kombinaci metod a to

impedanénim méfenim pocet a pritokovou fluorescenéni cytometrii. Stanoveni

differencidlnich rozpoctii na hematologickych analyzatorech je elektronické hodnoceni

leukocytt.

VySetteni krevniho obrazu je komplexni soubor vysledk uzce spolu souvisejici

a odrazi kvalitativni, ale i kvantitativni pfitomnost krevnich elementu. [8]
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1.7 Principy méreni parametri krevniho obrazu

VySetfeni parametric krevniho obrazu se v soucasné dobé provadi plné
automatickymi analyzatory, které pracuji na principech méteni impedancni analyzy
nebo principech optické analyzy. Kombinaci téchto principi v hematologickych
analyzatorech ziskavame kvantitativni a kvalitativni analyzu bunék. Kazdé stanoveni
mohou ovlivnit interference, ¢imz se rozumi slozky vzorku krve, branici presnému
stanoveni meéfenych parametrd, ale zaroveiti mohou ovlivnit hodnoty vypoctovych

parametrd.

1.7.1 Spektrofotometrie

Absorpcni spektrofotometrie je optickd metoda vyuzivajici interakci svételného zareni
s analyzovanym vzorkem pfi ur€ité vinové délce. SlouZi ke stanoveni koncentrace latek.
Intenzita svételného zareni klesa pii priachodu absorpcnim prostiedim exponencidlné
Vv zévislosti na koncentraci a délce vrstvy absorbujici latky. Vztah mezi mnozstvim

svétla, koncentraci absorbujici latky a délkou vrstvy definuje Lambertiv-Beerv zakon:
=110

¢ - molarni absorp¢ni koeficient
| - délka vrstvy kyvety
¢ - koncentrace [mmol/l ]

Nejcastéji vyuzivané matematické vyjadieni zavislosti absorbance pfi urCité vinové

délce na koncentraci ¢ a tloust'ce vrstvy .

As=s;. l.c
&, - molarni absorp¢ni koeficient

| - délka vrstvy kyvety
¢ — koncentrace [mmol/l ][12]
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Metoda absorpéni spekrofotometrie slouzi v hematologickych laboratofich ke

stanoveni hemoglobinu. Pouziva se reagencie, kterd hemolyzuje erytrocyty a uvolnény

hemoglobin z erytrocytd je pfeveden na chromogen a ten je méfen pii vinové délce. [2]

V praxi se uplatiiuji téi zakladni principy:

kyanmethemoglobinova metoda, kde k fedénému vzorku krve se piida lyzacni
¢inidlo, které narusi bunécnou sténu erytrocyti a uvolni hemoglobin. V dalSim
kroku se ferrikyanidem oxiduje Fe" na Fe", hemoglobin prechazi
v methemoglobin (hemiglobin), ktery vytvafi barevné stabilni komplex
s kyanidem. Koncentrace se odecitd fotometricky pfi 540nm. Nevyhodou této
metody je pom&rné pomaléd konverze hemoglobinu a toxicita odpadu. Jedna se o
referen¢ni metodu doporuc¢enou Mezinarodnim vyborem pro standardizaci
vV hematologii (ICSH), ovSem tato metoda neni vhodna pro automatické méteni
v disledku pouzivani jedovaté kyanidové slouceniny, z dGvodu ochrany
zivotniho prostiedi pro svilj jedovaty odpad z tohoto stanoveni.
oxyhemoglobinova metoda, pomérné rychla, protoze konverze hemoglobinu na
oxyhemoglobin je rychla, ale nevyhodou je Ze nestanovuje methemoglobin. To
je nedostatek u pacientd s vy$Sim obsahem methemoglobinu v krvi a u
kontrolnich vzorkl. U oxyhemoglobinové metody jiz nejsou pouzivany jedovaté
slou¢eniny. [13]

Metoda SLS-hemoglobinu vyuziva schopnost hydrofobni ¢asti molekuly SLS
vazat se na globinovou ¢ast hemoglobinu, coZ vyvola konformacni zmény v celé

molekule a dojde k oxidaci Fe" na Fe'

. Poté hydrofilni ¢ast molekul SLS
reaguje sFe" a vytvoii se stabilni barevny komplex. Tato metoda vyuziva
vyhod kyanmethemoglobinové metody a oxyhemoglobinové metody. Stejné
jako u oxyhemoglobinové metody je rychlost konverze hemoglobinu velka a
metoda nevyuzivd jedovaté slouceniny, coz z ni €ini vhodnou metodu pro

automatické zpracovani. Vyhoda oproti oxyhemoglobinové metodé je, Ze je

mozné analyzovat methemoglobin. [13]

Interference pfi stanoveni hemoglobinu:

o leukocytoza

o lipémie
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o abnormalni protein. [13]

1.7.2 Impenancni princip méieni elementit (conduktometrie)

Princip impedan¢niho méfeni je zalozeny na zméné elektrického odporu
(impedance) pfti prichodu bungk pritokovou kyvetou (apertura) umisténou mezi dvéma
elektrodami. Pocty bunék jsou méfeny na zakladé poétu impulzi a velikost bun¢k jako
velikost impulzu. Buiiky jsou unaseny proudem kapaliny ve vodivém roztoku nejcastéji
metodou hydrodynamické fokusace, ktera zajiStuje prachod krvinek pies aperturu
viadé¢ a tim dochdzi k zamezeni tvorby abnormdlnich impulz, ¢im se zlepSuje
spravnost a reprodukovatelnost analytického stanoveni poc¢tu krvinek. Nevyhodou
impedan¢niho méfeni je, ze jsou méefeny vSechny castice, tedy i vzduchové bubliny

nebo vzduchové bubliny. [8]
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Obrazek 2: Princip hydrodynamické fokusace — nafedény vzorek je vytlacen tryskou do
kénické komory, zde je obklopen vodivym roztokem. Vzorek po prichodu stfedem apertury je
odeslan do zachycovaci hadicky, ¢imz se zabrani zpétnému priichodu. Bunky prochézeji v fadé

a tim jsou eliminovany abnormalni impulzy. Prevzato z [14]
Impedan¢ni metodou se stanovuji parametry: pocet leukocytl, erytrocytl a

trombocytl. Kromé poctu impulzt se analyzuji i jejich velikost, ¢im dostavame

informace o prochazejici bunice (velikost) — kvantitativni méfeni.
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V hematologickém analyzatoru krevnich bun¢k je analyzovana krev rozdélena do
dvou cest, kdy v jedné se méfi erytrocyty a trombocyty a ve druhé po ptidani lyza¢niho
¢inidla leukocyty a hemoglobin. [10]

1.7.3 Priatokova cytometrie

Pritokova cytometrie je opticka analyza zalozend na principu hydrodynamické
fokusace detekujici rozptylené svétlo po pruchodu bunky laserovym paprskem.
V pratokové cytometrii prochazeji builkky pritokovou kyvetou, pficemz kazda
prochdzejici bunika detekovéana laserovym paprskem.

e proslé svétlo, které udava hodnoty o poctu proslych bunék

e rozptylené svétlo, v riznych detekénich thlech.

Analyza rozptyleného svétla byvd u nékterych analyzatori doplnéna
cytochemickym resp. florescen¢nim barvenim bunck, pak udava pocet bunék, velikost,
tvar, jadra a granularitu cytoplazmy. [2]

Pomoci specialnich sofwarovych programi je pak mozné rozlisit jednotlivé
populace leukocytti do scattergramti, coz jsou plo$né bodové grafy rozliSenych
leukocytli podle velikosti, komplexity jadra, granulace cytoplazmy, popiipadé
doplnujiciho barveni na neutrofily, bazofily, eozinofily, monocyty a lymfocyty.
Optickou metodou lze také méfit pocty erytrocytl a trombocytl na nckterych

analyzatorech krevnich bunék. [10]

1.8 Statistické charakteristiky

Kazda analytickd metoda se vyznacuje variabilitou, kterd je déna analytickou a
neanalytickou variabilitou a intraindividudlni biologickou variabilitou (biologické vlivy
a jejich Casové plsobeni u biologického jedince). VSechny variability maji normalni
Gaussovské rozdéleni. Jako zakladni statistické charakteristiky se pouzivaji prameér

(nejcastéji aritmeticky), smérodatnéd odchylka, varia¢ni koeficient
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1.8.1 Aritmeticky priimér

Vyjadiuje stiedni hodnotu, stfedni linii znaku kvality — pramérnou hodnotu
z méfeni. Aritmeticky prumér se pouziva k odhadu stfedni linie. Aritmeticky pramér

x je nejznaméjsi odhad stfedni hodnoty, pocitd se jako soucet vSech hodnot vydélenych

jejich poctem:

x1+ x2+"'+xn 1 Zn
n n 1=1"1

X =

[15, 16]

1.8.2 Smérodatna odchylka — SD

Udava variabilitu dat — jak moc je charakteristicky primér nezéavisi na velikosti

Sp = JE(xi— )2
n—1

vybéru

xi = nam&fena hodnota koncentrace
n = pocet méfeni
X = aritmeticky pramér

[15, 16]

1.8.3 Variacni koeficient — CV

Vhodny pro vzajemné srovnavani variability dvou nebo vice soubort s podstatné

odliSnou trovni hodnot podil smérodatné odchylky a praiméru

CV =100 -

H||%

[%]
x = aritmeticky pramér

SD = smérodatna odchylka
[15, 16]
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1.9 Analytické vlastnosti metody

1.9.1 Pravdivost

Tésnost souhlasu mezi primérnou hodnotu ziskanou z nekone¢ného poctu vysledki

a ptijatou referenc¢ni hodnotou. Mirou pravdivosti je vychyleni - bias. [18]

1.9.2 Bias - vychyleni

Bias predstavuje rozdil mezi primérem ziskanym z velkého poctu méfeni a
referenéni hodnotou. Je Ciselnym vyjadienim systematické chyby méteni [18].
Systematicka chyba métfeni odchyluje vysledek vzdy jednim smérem a zahrnuje:

o slozku konstantni - vysledek je u rtizné koncentrace odchylen vzdy
0 stejnou hodnotu
o slozku proporcionélni - vysledek méfeni se 1isi od spravné hodnoty
u vSech hladin o stejny nasobek
Nespravnost méfeni mizeme vyjadiit jako chybu absolutni, bias (X - Xo) nebo

relativni, vztazenou ke spravné hodnoté:

B:j;“-loopﬂ

0

xo = referen¢ni hodnota
X = aritmeticky prameér

[15, 16, 17]

1.9.3 Piesnost

Tésnost shody mezi namétenou hodnotou veli¢iny a pravou hodnotou métené

veli¢iny. Méfeni je piesnéjsi, pokud nabizi mensi chybu méfeni. [17]
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1.9.4 Preciznost

Tésnost shody mezi naméfenou hodnotu veliCiny a pravou hodnotou méiené
veli¢iny ziskanymi opakovanymi meéfenimi stejného objektu nebo na podobnych
objektech za specifikovanych podminek naptiklad opakovatelnosti meéteni nebo

reprodukovatelnosti méteni. [17]

1.10 Validace a verifikace metod

V klinickych laboratofich je cilem verifikace objektivni diikkaz, Ze laboratof
dosahuje vykonnostni parametry uvadéné vyrobcem. [19]

Validace - ovéfovani a potvrzeni objektivnimi dikazy, Zze méfici systém nebo
meéfici postup je schopen plnit pozadavky urovné méfeni dostate¢né, postupy méieni
jsou korektni a jsou fadné provadéné kalibrace. V klinické laboratofi se nemohou
pouzivat jiné nez validované metody. [19, 20]

Verifikace - ovéfeni je poskytnuti dikazu, ze jsou dosazeny funkéni vlastnosti, ale
I zakonné pozadavky na méfici systém a potvrzeni objektivnimi dikazy, ze data
deklarovana vyrobci nebo referencni instituci jsou v konkrétni laboratofi s pouzitim
méficiho systému dosaZena. Verifikaci rozumime, Ze laboratot s pouZitim validovanych
metod je schopna dosdhnout deklarovanou vykonnost metody a méfici postup, zatizeni
je plné funkéni v konkrétni laboratofi. [19, 20]

Validace a verifikace poskytuje potfebna data pro odhad intervalu spolehlivosti
vysledkli méteni. Provadi se pred zavedenim nové metody, pred aplikaci analytického
méficiho systému. V akreditované laboratofi tedy odborné zpusobilé laboratofi, jsou
pouzivany pouze validované a verifikované metody a méfici systémy. [19]

V klinickych laboratofich se pfevazné pouzivaji vyrobky splitujicich pozadavky
Direktivy IVD 99/79 EC a opatiené znackou CE. [20, 21, 22]

Proto vychazim z faktu, ze tyto metody jsou validované vyrobcem a v nasi
laboratofi se omezujeme na verifikaci. Rozdil mezi verifikaci a validaci je uveden

v tabulce 1.
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Tabulka 1: Vykonnostni parametry validace a verifikace. Pfevzato z [20]

Parametry validace a verifikace
Validace Verifikace
Opakovatelnost Opakovatelnost
mezilehla preciznost mezilehla preciznost
vychyleni (bias) vychyleni (bias)
pracovni rozsah pracovni rozsah
mez detekce a mez stanovitelnosti
ostatni:
robustnost, vytéznost, srovnadni pomoci EHK

1.11 Hematologické analyzatory Sysmex rady XT

Hematologické analyzatory fady XT firmy Sysmex jsou plné automatické
analyzatory, které slouzi k méfeni parametri krevniho obrazu s5-ti populacnim
diferencialnim hodnocenim poctu leukocytl a s analyzou retikulocyti. Vyhodou téchto
analyzatoru je jejich rychlost a preciznost. Analyzatory XT-2000i a XT-4000i vynikaji
skute¢nosti, ze kombinuji jak impedancni princip pocitani elementd, tak opticky princip
a navic pii optické analyze elementli vyuZivaji fluorescencni barveni, ¢im zvySuji
ptipadnou diagnostiku patologie v krevnim obrazu, které jsou dle potfeby a pravidel

kontrolovany mikroskopem.

1.11.1 Hematologicky analyzdtor Sysmex XT 2000i

PIn¢ automaticky analyzator Sysmex XT-2000i pro stanoveni 24 parametrii
krevniho obrazu. Je urcen pro analyzu krve. Princip méfeni:
e impedancni: leukocyty, bazofily, erytrocyty, trombocyty
e opticky s fluorescenénim znacenim: leukocyty, erytrocyty, trombocyty,
retikulocyty, 5 - ti populacni diferencialni rozpocet

e spektrofotometrie: stanoveni hemoglobinu SLS metodou. [23]
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1.11.2 Hematologicky analyzdtor Sysmex XT 4000i

Analyzator Sysmex XT — 4000i je automatizovany hematologicky analyzator pro
stanovena az 39 parametrd. Slouzi k analyze nejenom lidské krve, ale i riznych télnich
tekutin (mozkomisni mok, rizné punktaty). Princip méfeni je stejny jako u analyzatoru
XT-20001. Lisi se softwarovym vybavenim, které umoziiuje pravé analyzu télnich
tekutin metodou optické analyzy (nizké pocty elementll) a navic dikladnou analyzou
naméfenych udaji dokaze vyhodnotit nékolik dal$ich parametri (tabulka 2), které
vypovidaji o morfologii jednotlivych elementi a tim pfiblizuji moznost skoré
diagnostiky vznikajiciho onemocnéni. Nezanedbatelnou strankou je vykonnostni
hledisko. Analyzator je schopny za hodinu zpracovat:

krevni obraz 100 vzorkt

krevni obraz s Spopula¢nim diferencidlnim rozpoctem 100 vzork

krevni obraz s Spopula¢nim diferencidlnim rozpoctem a retikulocyty 80 vzorkt

krevni obraz a retikulocyty pfiblizné 80 vzorka

analyza télnich tekutin pfiblizn€ 30 vzorki za hodinu.

Co predstavuje o vice nez 15 % lepsi vykon nez XT-2000i. [13, 23]

Obrazek 3: Hematologicky analyzator Sysmex XT-4000i, Centralni laboratote, usek

hematologie
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Tabulka 2: Parametry méfeni na hematologickych analyzatorech. [13, 23]

Sysmex XT-2000i  Sysmex XT-4000i  parametry

WBC WBC (pocet bilych krvinek)
RBC RBC (pocet Cervenych krvinek)
HGB HGB (hemoglobin)
HCT HCT (hematokrit)
MCV MCV (stfedni objem erytrocytu)
MCH MCH (stfedni obsah hemoglobinu v erytrocytu)
MCHC MCHC (stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytu)
PLT PLT (pocet desticek)
NEUT% NEUT% (% neutrofilt)
LYMPH% LYMPH% (% lymfocyti)
MONO% MONO% (% monocytl)
EO% EO% (% eozinofild)
BASO% BASO% (% bazofil)
NEUT# NEUTH# (pocet neutrofilt)
LYMPH# LYMPH# (pocet lymfocytit)
MONO# MONO# (pocet monocytil)
EO# EO# (pocet eozinofilt)
BASO# BASO# (pocet bazofili)
RDW-SD RDW-SD (distribuéni $ife erytrocytti-SD)
RDW-CV RDW-CV (distribu¢ni $ife erytrocytu-CV)
PDW PDW (distribucni $ite desticek)
MPV MPV (stfedni objem krevnich desticek)
P-LCR P-LCR (pomér krevnich desti¢ek a megakaryocyti)
PCT PCT (desti¢kovy hematokrit)
RET% RET% (% retikulocyttr)
RET# RET# (pocet retikulocyt)
IRF IRF (frakce nezralych retikulocyti)
LFR LFR (retikulocyty S nizkym
fluorescenénim pomérem)
MFR MFR (stfedni fluorescencni pomer)
HFR HFR (vysoky fluorescencni pomer)
1IG% (procentudlni podil nezralych granulocytt)
IG# (pocet nezralych granulocyti)
RET-He (ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech)
WBC-BF (t€Ini tekutina s leukocyty)
RBC-BF (téIni tekutina s erytrocyty)
MN% (procentualni podil mononukleari)
MN# (pocet mononukleart)
PMN% (procentualni podil polymorfonukleart)
PMN# (pocet polymorfonukleari)
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RET-He (ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech) — unikatni parametr vyvinuty
spole¢nosti SYSMEX. [12]

Nad uvedenou tabulku Ize v analyzatoru Sysmex XT-4000i jesté vyhledat
RBC-O, PLT-O, RBC-He, D-He, RET-Y, RBC-Y, IFR-Y, RPIl, FCR#, HypoHe,
HyprHe, MicroR, MacroR, HFLC%, NEUT-X, NEUT-Y, HF-BF#, HF-BF%, TC-BF#,
Eo-BF#, Eo-BF%, ovSem tyto parametry jsou parametry v bézné klinické praxi zatim

nevyuzivané, slouzi k vyzkumnym uceltm.

1.12 Porovnani dvou metod

Cilem pii porovnani dvou metod je zjistit, zda méfeni parametri jednou metodou
v priméru je shodné s vysledky ziskanymi druhou metodou. Porovnavame vysledky
zpracovani totozného vzorku dvéma metodami. [22, 24]

K porovnani dvou metod se pouziva nékolik zptisobli posuzovani:

e Korelacni koeficient — vyjadiuje miru linedrni zavislosti vysledkd, obou
metod. Jeho hodnoty se pohybuji od minus jedné (nepiima zavislost) do
jedné (pfima zavislost). O dobré linearni zavislost mluvime pti absolutnich
hodnotach korela¢niho koeficientu v rozmezi 0,7 az 1.

e Krabicové grafy — jsou grafickym znazornénim dvou skupin meétfeni a
posuzuje se jejich vzajemna poloha. Krabicové grafy jsou vlastné grafickym
znazornénim nejcastéji medidnu, smérodatné odchylky, dolniho kvartilu a
horniho kvartilu,

e Regresni analyza — je statistickd metoda, ktera slouzi k odhadu zavislosti
dvou souborti méteni. V praxi se nejcastéji vyuziva linearni

e Diferen¢ni diagramy — jsou grafickym znazornénim, kde na ose x jsou
hodnoty referen¢ni metody (popiipadé priméry z porovnavanych metod) a
na ose y je rozdil méfeni, ktery miize byt vyjadfen absolutnich hodnotach
nebo procentualné.

Casto pouzivanou metodou pro srovnani naméfenych dat shodného vzorku dvéma

analyzatory je linearni regrese. [24, 25]
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1.12.1 Linedrni regresni analyza

Linearni regrese se pouziva ke zhodnoceni linearni zavislosti dvou veli¢in.
V linearni regresi se regresni koeficienty vyskytuji v linedrni kombinaci, nevyskytuji se
jako exponent. Grafickym znazornénim je regresni ptimka, ktera je linearni. [24, 25, 26]
Vztah mezi vysledky obou méfeni parametrii posouzenych metodou linearni

regrese je dan rovnici regresni primky:

y=ax+b

a je smérnici piimky, vyjadiuje chybu proporcionalni

b znadi tsek, ktery piimka vytina na ose Yy, mira chyby konstantni. [27]

Nejcastéji pouzivana linearni regrese je Passing-Bablokova regrese (1983), ktera
pracuje na principu minimalizace souctu ¢tvercti odchylek namétenych hodnot od
hodnot vypoctenych ve sméru vysvétlované neboli zavisle proménné. Jasnym piikladem
pouziti je konstrukce kalibra¢nich kiivek. Passing-Bablokova regrese neni tolik citliva

na volbu vysvétlujici a vysvétlované proménné, na odlehlé hodnoty. [24,25, 26]
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2 Hypotézy

Hypotéza ¢. 1: Plati TEjqp < TEmax u sledovanych parametru na piistroji XT-4000i
(metoda je validni pro ucely Centralnich laboratofi Nemocnice Strakonice, a.s., usek
hematologie.

Hypotéza ¢. 2: Vysledky méfené na hematologickém analyzatoru Sysmex XT-
4000i v otevieném a uzavieném modu jsou shodné.

Hypotéza ¢. 3: Vysledky z analyzatorit XT-40001 jsou shodné s vysledky na
analyzatoru XT-2000i.
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3 Metodika

V akreditovanych Centralnich laboratofich Nemocnice Strakonice, a.s. podle CSN
EN ISO 15189:2007 Zdravotnické laboratofe — Zvlastni pozadavky na kvalitu a
zpusobilost na useku hematologie se tidi provadéni verifikace/validace pfi pofizeni a
pted aplikaci nového analytického méficiho systému do laboratoie SOPO-C-06 Postup
pfi validaci/verifikaci metody vypracovaného manazerem kvality. [28, 29,30]

Samotna méfeni preciznosti za podminek opakovatelnosti, preciznosti za
podminek reprodukovatelnosti a pravdivosti pro tcel verifikace byla provadéna na

zavadéném hematologickém analyzatoru Sysmex XT-4000i.

3.1 Preciznost za podminek opakovatelnosti

K samotnému méteni opakovatelnosti slouzily pacientské vzorky smérodatné pro
rozhodovani 1ékare pohybujici v nejnizsich a nejvyssich fyziologickych hodnotéch.
Pouzity byly pacientské vzorky nesrazlivé krve, které se prométovaly 20 krat za sebou

Vv jedné sérii:

RBC, WBC, PLT, HGB, HCT, MCV

3.2 Preciznost za podminek reprodukovatelnosti

K méfeni reprodukovatelnosti se pouzivaji kontrolni materidly validované
Vv procesu EHK. M¢ti se dvé koncentra¢ni hladiny v oblasti smérodatné pro rozhodovani
l1€kaiti. Méfeni se provadélo v pribéhu 20 dnt a to kazdy den se zméfily v singlem
zvolené referenéni materialy. Referen¢ni material k méteni byl pouzit e-check level 1
a e-check level 2 od vyrobce Sysmex, Sarze 21260810 a 21270811. Prométovaly se

parametry:
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RBC, WBC, PLT, HGB, HCT, MCV

3.3 Pravdivost

Pro tucely pravdivosti bylo pouzito métfeni referenéniho materidlu za podminek
opakovatelnosti, znichz byl vypoéten bias. Jako material pouzity pro zjiSténi
pravdivosti byl pouzit kontrolni materidl pouzivany pii méfeni vykonnostnich

parametr SEKK 2/12 A a B. Prométfovaly se parametry:

RBC, WBC, PLT, HGB, HCT, MCV

3.4 Diagnostické soupravy

Diagnostické sady pouzivané pro méfeni parametri u obou hematologickych

analyzatord Sysmex XT-2000i a Sysmex XT-4000i jsou shodné.

Tabulka 3: Diagnostické soupravy. Pievzato z [13, 23]

CELLPACK D2207-diluent
STROMATOLYSER-FB | D2018-diluent, na méfeni poctu
leukocytli a bazofilt

STROMATOLYSER-4DL | D2008-diluent pro urceni diferencialu
STROMATOLYSER-4DS |D2003-bavici substance pro urceni

diferencidlu
SULFOLYSER D2002-reagencie  pro stanoveni
hemoglobinu
RETSEARCH(II) ZA1059-pro méteni poctu retikulocytii
CELLCLEAN Pro ¢iSténi pfistroje
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VSechna tato méfeni byla zanesena do formuldfe vypracovaného nasi
akreditovanou laboratoii F-C-32 spolu s charakteristikou pouzitého materialu k méteni
parametr, ndzvu diagnostické soupravy, principu stanoveni, specifikace pouzitého
vzorku, specifikace hematologického analyzatoru véetné roku vyroby, vyrobce, vypocti

a data provedeni. [20]

l ‘ Centralni labora(m"eilrﬂre?mﬁicc Strakonice, a.s WPVI:nn‘é mj 2:).01,]3
| [CIs[] ; Nizev: Vydani &.: 02
B )| F-C-32 Verifikace metody

Cil validace
Metoda a vymezeni aplikace validované
metody

Naézev diag. soupravy
Vyrobee

Kat.g.

Princip stanoveni
Specifikace vzorkil

Analyticky systém pouZity k validaci:
Nazev, typ

Vyrobce

Rok vyroby

Kalibra¢ni material pouZity pro
kalibraci:

Nazev

Vyrobce

Kat.¢islo, Sarze

Kontrolni materialy, pouZivané pfi
méfeni vykonnostnich parametrii
Nézev

Vyrobce

Kat.¢., SarZe

Nazev

Vyrobce

Kat.¢., Sarze

Nézev

Vyrobce

Kat.¢., SarZe

Jiné dulezité udaje

Zpracoval/a: RNDr. Z. Tokér ixonuolma) RNDr. Z. Tokir Schyalil:PharmDr. E. Simetkova Strana | (celkem 4)

Obrazek 4: F-C-32 Verifikace metody — formulaf, ivodni list. Pfevzato z [22]
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4 Vysledky

Potfebna méfeni pro zavedeni hematologického analyzatoru Sysmex XT-4000i
jsem provadéla v Centralnich laboratofich Nemocnice Strakonice, a.s., kde pracuji
v ¢asovém obdobi 1. 4. az 30. 6. 2012, kdy bylo nutné provést verifikaci daného
analyzatoru.

Zde uvadim vypoctené aritmetické priméry, smérodatné odchylky SD, variacni
koeficienty, kombinovany varia¢ni koeficient métenych parametrt RBC, WBC, PLT,
HGB, HCT, MCYV pro zjisténi preciznosti za podminek opakovatelnosti, preciznosti za
podminek reprodukovatelnosti a pravdivosti. Vysledky jednotlivych méfeni méfenych
parametri WBC, RBC, PLT, HGB, HCT, MCV, které bylo nutné zméfit pro zjisténi
preciznosti za podminek opakovatelnosti, preciznosti za podminek reprodukovatelnosti

jsou piiloZeny v pftiloze ¢. 1-6.

Tabulka 4: Vypoctenych hodnot z méfeni opakovatelnosti

Parametr | Vzorek ¢. aritmeticky pramér SD CVo [%]
RBC 1 2,94 0,018 0,61
2 5,12 0,034 0,67
WBC 1 9,22 0,153 1,66
2 14,9 0,229 1,54
PLT 1 458,8 5,745 1,25
2 281,7 8,151 2,89
HGB 1 93,2 0,951 1,02
2 150,0 0,795 0,53
HCT 1 0,292 0,003 0,92
2 0,466 0,003 0,74
MCV 1 99,2 1,259 1,27
2 91,0 0,760 0,84
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V ptipad¢ opakovatelnosti vySetfovanych parametri byl vypocten aritmeticky
prumér, smérodatna odchylka a varia¢ni koeficient pro ob¢ hladiny méfeni.

Pro reprodukovatelnost vySetfovanych parametri byl vypocten aritmeticky pramér,
smérodatna odchylka, varia¢ni koeficient a z varia¢nich koeficientii opakovatelnosti a

reprodukovatelnosti jsem vypocitala varia¢ni koeficient analyticky.

Tabulka 5: Vypoétenych hodnot z méfeni reprodukovatelnosti

Parametr | Vzorek | aritmeticky prumér SD CVR [%0]
RBC 1 2,33 0,022 0,95
2 4,44 0,027 0,60
WBC 1 3,09 0,089 2,88
2 7,07 0,132 1,87
PLT 1 58,2 2,687 4,62
2 205,5 4,785 2,33
HGB 1 59,6 0,605 1,02
2 123,7 0,671 0,54
HCT 1 0,183 0,002 1,07
2 0,367 0,003 0,73
MCV 1 78,8 0,347 0,44
2 82,8 0,417 0,50

Varia¢ni koeficienty opakovatelnosti CVo a reprodukovatelnosti CVgr jsou
kombinované koeficienty variace riznych hladin opakovatelnosti a reprodukovatelnosti.
Kombinovany koeficient opakovatelnosti byl vypocten z obou métenych hladin

vzorkid opakovatelnosti. [19]

2 2
CV = levi ;rcvz [%]

[22]
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Tabulka 6: Opakovatelnost, reprodukovatelnost- kombinovany koeficient variace

Parametr kombinovany CVgo [%] kombinovany CVg [%]
WBC 1,60 2,42
RBC 0,64 0,79
PLT 2,23 3,66
HGB 0,81 0,82
HCT 0,83 0,92
MCV 1,08 0,47

Varia¢ni koeficient analyticky jsem vypocitala z kombinovaného koeficientu

variace opakovatelnosti a kombinovaného koeficientu variace reprodukovatelnosti

CV, =[CV2 + CV?

[22]

Tabulka 7: Varia¢ni koeficient analyticky

Parametr kombinovany CV, [%]
WBC 2,90
RBC 1,02
PLT 4,29
HGB 1,15
HCT 1,24
MCV 1,17
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Pro pravdivost byl vypocten z naméfenych hodnot parametri WBC, RBC, PLT,
HGB, HCT a MCV uvedenych v pfiloze ¢. 7-12 aritmeticky primér, smérodatna

odchylka, variacni koeficient a bias.

Tabulka 8: Vypoctenych hodnot z méfeni pravdivosti

Parametr | e-check Cilova | Aritmeticky SD CV [%] Bias
level hodnota prumér
RBC 1 4,75 4,86 0,027 0,56 2,29
2 4,06 4,14 0,017 0,41 1,97
WBC 1 3,03 3,08 0,048 1,55 1,75
2 11,5 11,93 0,242 2,03 3,73
PLT 1 365 357,1 6,262 1,75 -2,16
2 183 196,6 5,131 2,61 7,60
HGB 1 142 142,7 0,949 0,66 0,49
2 114 1145 0,527 0,46 0,44
HCT 1 0,404 0,415 0,002 0,47 2,67
2 0,322 0,331 0,002 0,52 2,83
MCV 1 85,4 85,4 0,151 0,18 -0,05
2 79,6 80,2 0,409 0,51 0,74
Bias analyticky B, byl vypoéten podle vztahu:
BZ+B2
S
[22]
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Tabulka 9: Bias analyticky

Parametr Bias primérny [%]
WBC 2,91
RBC 2,14
PLT 5,58
HGB 0,45
HCT 2,75
MCV 0,52

Pro stanoveni celkové chyby TEp=(b,) + 2 CV, (%) byl pouzit bias primérny. [22]

Tabulka 10: Celkova chyba laboratote

Parametr TEuap [%]
WBC 8,70
RBC 4,18
PLT 16,60
HGB 2,75
HCT 5,23
MCV 2,86

Pro porovnani metod krevniho obrazu vySetfovanych soucasnym hematologickym
analyzatorem Sysmex XT-2000i a zavadénym hematologickym analyzatorem Sysmex
XT-4000i jsem pouzila Passing-Bablokovou regresi. Zpracovani jsem provedla pomoci
programu MedCalc a Excel. Pro porovnani méfeni zavadéného hematologického

analyzatoru Sysmex XT-4000i s hematologickym analyzatorem Sysmex XT-2000i jsem
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provedla méfeni 40 pacientskych vzorkli v uzavieném modu. Méteni jednotlivych
parametrac WBC, RBC, PLT, HGB, HCT, MCV jsem provedena paraleln¢ na obou
analyzatorech. Jako referencni metodu jsem pouzila ptivodni analyzator Sysmex XT-
2000i. Tabulky s vysledky jednotlivych méfeni na obou analyzatorech jsou soucasti
ptilohy 13 a 14.

Porovnani métfenych parametrim 40 vzorkli meéfenych paralelné na pfistroji
Sysmex XT-2000i a na zavadéném Sysmex XT-4000i jsem provedla pomoci Passing-

Bablokovy regrese. Pro namétené parametry jsou grafy v piiloze 15-26.

WBC: Regresnirovnice: Y =0,1141+0,9935X
Intercept A (prasecik s osou y): 0,1141
95% CI: -0,0583 do 0,2492
Slope B (smérnice):  0,9935
95% ClI: 0,9709 do 1,0165
Zavislost je linearni (P>0.10)

Tabulka 11: WBC na hematologickych analyzatorech

Sysmex hodnota | hodnota | primér | median | SMODCH stand.chyba
minim. | max. praméru

XT-2000i 1,74 | 1512 7,45 6,91 2,97 0,4711

XT-4000i 1,97 | 1547 7,52 7,07 2,98 0,4707
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RBC:

Regresni rovnice: Y = 0,0430+1,0147 X

Intercept A:  0,0430

95% ClI: -0,0200 do 0,1100
Slope B:  1,0147

95% CI: 1,0000 do 1,0280

Zavislost je linearni (P>0.05)

Tabulka 12: RBC na hematologickych analyzatorech

Sysmex hodnota | hodnota | primér | median | SMODCH stand.chyba
minim. | max. pruméru
XT-2000i 2,35 5,97 4,41 4,48 0,7850 0,1240
XT-4000i 2,41 6,11 4,51 4,55 0,7934 0,1254
PLT: Regresni rovnice: Y = -2,3387+1,0280X
Intercept A: -2,3387
95% ClI: -11,9231 do 5,7649
Slope B: 11,0280
95% CI: 0,9940 do 1,0659
Zavislost je linearni (P>0.10)
Tabulka 13: PLT na hematologickych analyzatorech
Sysmex hodnota | hodnota | primér | median | SMODCH stand.chyba
minim. | max. praméru
XT-2000i 33,0 1180 | 258,68 | 230,00 173,34 27,408
XT-4000i 28,0 1212 | 262,70 | 235,50 178,45 28,216
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HGB:

Regresni rovnice: Y = 2,8800+0,9600X
Intercept A:  2,8800

95% CI: 0,7949 dto 4,6081

Slope B: 0,9600

95% CI: 0,9459 dto 0,9744

Zavislost je linearni (P>0.10)

Tabulka 14: HGB na hematologickych analyzatorech

Sysmex hodnota | hodnota | primér | median | SMODCH stand.chyba
minim. | max. pruméru
XT-2000i 83,0 | 177,0 | 133,38 | 138,50 23,50 3,716
XT-4000i 83,0 | 173,0 | 130,93 | 134,50 22,48 3,554
HCT: Regresni rovnice: Y =0,0047+1,0106X
Intercept A:  0,0047
95% CI: -0,0004 do 0,0090
Slope B: 1,0106
95% CI: 1,0000 do 1,0238
Zavislost je linearni (P<0.05)
Tabulka 15: HCT na hematologickych analyzatorech
Sysmex hodnota | hodnota | primér | median | SMODCH stand.chyba
minim. | max. praméru
XT-2000i | 0,239 0,537 0,3913 | 0,3980 0,0612 0,0097
XT-4000i | 0,243 0,548 0,3999 | 0,4100 0,0614 0,0097
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MCV:

Regresni rovnice: Y =1,5424+0,9817X

Intercept A:

1,5424

95% ClI: -0,8215 do 4,0279

Slope B:

0,9817

95% ClI: 0,9535 do 1,0073
Zavislost je linearni (P<0.10)

Tabulka 16: MCV na hematologickych analyzatorech

Sysmex hodnota | hodnota | primér | median | SMODCH stand.chyba
minim. | max. praméru

XT-2000i | 75,50 | 101,70 | 89,588 | 89,900 6,715 1,0620

XT-4000i | 76,00 | 101,30 | 89,383 | 89,700 6,577 1,0399

Pro porovnani uzaviené¢ho a otevien¢ho modu na hematologickém analyzatoru
Sysmex XT-4000i jsem provedla na 168 pacientskych vzorcich, které¢ se preméiuji
Vv béZzném provozu laboratofe z divodu ovéreni vysledkl. K tomuto srovnani jsem
vybrala parametry WBC, RBC, PLT, HGB, HCT, MCV. Jako referen¢ni metodu jsem
pouzila méfeni otevienym modem na hematologickém analyzatoru Sysmex XT-4000i.
Vysledky jednotlivych métenych parametrti pacientskych vzorki jsou uvedené v priloze
27-32. Porovnani vSech parametri ze 168 vzorkll méfenych paralelné na pfistroji
Sysmex XT-2000i a na zavadéném Sysmex XT-4000i jsem provedla pomoci Passing-

Bablokovy regrese. Pro naméfené parametry jsou grafy v ptiloze 33-44.
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WBC:

Regresni rovnice: Y =-0,0343 + 0,9978 X

Intercept A:  -0,0343

95% ClI: -0,0954 do 0,0408

Slope B:

0,9978

95% CI: 0,9894 do 1,0066

Zavislost je linearni (P>0.10)

Tabulka 17: WBC otevieny a zavieny mod analyzator Sysmex XT-4000i

XT-4000i | hodnota | hodnota | pramér | median | SMODCH stand.chyba

Mod minim. | max. pruméru

otevieny 1,80 | 66,41 9,31 7,82 7,181 0,5540

uzavieny 1,67 | 66,22 9,24 7,68 7,151 0,5520
RBC:  Regresni rovnice: Y =0,0176 + 0,9935 X

Intercept A: 0,0176
95% ClI: -0,0100 do 0,0387

Slope B:

0,9935

95% CI: 0,9872 do 1,0000

Zavislost je linearni (P>0.10)

Tabulka 18: RBC otevieny a zavieny mod analyzator Sysmex XT-4000i

XT-4000i | hodnota | hodnota | pramér | median | SMODCH stand.chyba
Mod minim. | max. praméru
otevieny 1,49 6,06 3,85 3,72 1,037 0,0800
uzavieny 1,53 5,94 3,83 3,74 1,019 0,0790
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PLT:

Regresni rovnice: Y =1,0000 +1,0000 X

Intercept A:  1,0000

95% ClI: -1,0950 do 3,2763

Slope B:

1,0000

95% CI: 0,9912 do 1,0112

Zavislost je linearni (P>0.10)

Tabulka 19: PLT otevieny a zavieny mod analyzator Sysmex XT-4000i

XT-4000i | hodnota | hodnota | Primér | median | SMODCH | stand.chyba

Mod minim. | max. pruméru

otevieny 7,00 | 809,00 | 249,08 | 223,00 134,213 10,355

uzavieny 13,00 | 835,00 | 250,76 | 226,00 135,733 10,472
HGB:  Regresni rovnice: Y = 0,0000 + 1,0000 X

Intercept A:  0,0000

95% CI: 0,0000 do 0,0000

Slope B:

1,0000

95% CI: 1,0000 do 1,0000

Zavislost je linearni (P>0.10)

Tabulka 20: HGB otevieny a zavieny mod analyzator Sysmex XT-4000i

XT-4000i | hodnota | hodnota | pramér | median | SMODCH stand.chyba
Mod minim. | max. praméru
otevieny | 42,00 181,00 | 112,86 | 110,00 32,345 2,495
uzavieny | 42,00 181,00 | 112,86 | 110,00 32,345 2,495
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HCT:

Regresni rovnice: Y =0,0021 + 0,9921 X

Intercept A:

0,0021

95% CI: 0,0000 do 0,0044

Slope B:

0,9921

95% ClI: 0,9851 do 1,0000

Zavislost je linearni (P>0.10)

Tabulka 21: HCT otevieny a zavieny mod analyzator Sysmex XT-4000i

XT-4000i | hodnota | hodnota | praimér | median | SMODCH stand.chyba

Mod minim. | max. pruméru

Otevieny | 0,142 0,561 0,337 | 0,325 0,0892 0,0070

Uzavieny | 0,132 0,563 0,335 | 0,324 0,0876 0,0070
MCV:  Regresni rovnice: Y =0,0000 + 1,0000 X

Intercept A:

0,0000

95% CI: 0,0000 do 0,6100

Slope B:

1,0000

95% CI: 0,9937 do 1,0000

Zavislost je linearni (P<0.05)

Tabulka 22: MCV otevieny a zavieny mod analyzator Sysmex XT-4000i

XT-4000i | hodnota | hodnota | primér | median | SMODCH stand.chyba
Mod minim. | max. praméru
otevieny | 61,80 121,00 | 88,10 | 88,45 8,413 0,6490
uzavieny | 61,50 121,40 | 88,13 | 88,13 8,342 0,6470
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5 Diskuze

Normy fizeni kvality CSN' EN 1SO 15189 podle niZ jsou akreditovany i Centralni
laboratoie Nemocnice Strakonice, a.s. stanovily pozadavky na dokumentaci, kvalitu
poskytovanych sluzeb, vySetfeni, personal, zafizeni a prostory a stim souvisi i
verifikace/ validace metod, jak je uvedeno Vv kapitole 5.5. Postupy vysetfeni a s tim
souvisejici podkapitola 5.5.5 Validace/verifikace metod. Vysledky valida¢nich a
verifika¢nich procest jsou podkladem pro vyhodnoceni nejistot méfeni a podkladem

pro navaznost a porovnatelnost vysledk méfeni. [28, 29,30]

5.1 Verifikace

Verifikace hematologického analyzatoru byla provedena podle SOPO-C-06 Postup
pri validaci/verifikaci metody vypracovaného manazerem kvality Centralnich laboratoti
Nemocnice Strakonice, a.s. z divodu vymény hematologického analyzatoru Sysmex
XT-4000i za stavajici Sysmex XT-2000i. Symex XT-4000i je modernéjsi, vydava az 80

parametrt krevniho obrazu.

Tabulka 23: Doporucené hodnoty odbornou spole¢nosti SEKK s.r.o.

TEmax [%]
WBC 13,0
RBC 8,0
PLT 23,5
HGB 6,0
HCT 10,0
MCV 10,0

Prevzato z [31]
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K hodnoceni metody a vhodnosti metody pro dany analyticky ucel se pouziva
vztah:
TEIab<TEmax

Kdy TEmax jsou pouzity doporu¢ené hodnoty odbornou spoleénosti, vV naSem piipadé
firmy SEKK s.r.0., které se vyuzivaji pfi externim hodnoceni kvality.

V dobé¢ vymény hematologického analyzatoru Sysmex XT-4000i Hematologicka

odbornad spolecnost nevydala jednozna¢né pokyny pro verifikaci metod, proto nase
laboratot vyuziva odbornd doporuceni ceské spolecnosti pro klinickou biochemii
(www.cskb.cz). [20]
Nase hematologickd laboratof se neomezuje pouze na opakovatelnost a
reprodukovatelnost, soucasti verifikace je 1 vypocet celkové chyby metody TEjs, . NaSe
laboratot ¢erpa z EHK (externi hodnoceni kvality) a jeji porovnani s chybou, ktera se
uvadi pfi mezilaboratornim porovnavani. Nase hematologicka laboratof vyuziva sluzby
firmy SEKK s.r.o. Je mozné vyuzit i doporuéené hodnoty uvedené na
www.westgard.com. [32]

WBC:

variacni koeficient reprodukovatelnosti CVg 2,42%, vyrobce hematologického

analyzatoru pro Sysmex XT-40001 udava varia¢ni koeficient 3,0%. Plati tedy CVr < CV
a celkova chyba laboratofe TEq, 8,70%, spolecnosti SEKK s.r.o. je akceptovano TEmax
13,0%. Plati TE|;<TEmax. Lze tedy konstatovat, Ze nase laboratoi dosahuje v obou
pripadech uspokojivé vysledky pro parametr WBC.

RBC:
variaéni koeficient reprodukovatelnosti CVg 0,79%, vyrobce hematologického
analyzatoru pro Sysmex XT-40001 udava variaéni koeficient 1,5%. Plati tedy CVr < CV
a celkova chyba laboratote TE, 4,18%, spole¢nosti SEKK s.r.0.
TEmax 8,0%. Plati TE|;p<TEmax. Lze tedy konstatovat, Ze nase laboratoi dosahuje
V obou pripadech uspokojivé vysledky pro parametr RBC.

PLT:
variacni  koeficient reprodukovatelnosti CVg 5,02%, vyrobce hematologického
analyzatoru pro Sysmex XT-4000i udava varia¢ni koeficient 4,0%, Plati tedy CVgr < CV
a celkova chyba laboratote TE s 16,60% spolecnosti SEKK s.r.o.
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TEmax  23,5%. Plati TEjab<TEmax. Lze tedy konstatovat, Ze nasSe laborator
dosahuje v obou piipadech uspokojivé vysledky pro parametr PLT.

HGB:
variaéni koeficient reprodukovatelnosti CVgr 0,82%, vyrobce hematologického
analyzatoru pro Sysmex XT-40001 udava variacni koeficient 1,5%. Plati tedy CVr < CV
a celkova chyba laboratote TEjs 2,75%, spolecnosti SEKK s.r.o.
TEmax 6,0%. Plati TE|;p<TEmax. Lze tedy konstatovat, Ze nase laborator dosahuje
V obou pripadech uspokojivé vysledky pro parametr HGB.

HCT:
variacni koeficient reprodukovatelnosti CVg 0,92%, vyrobce hematologického
analyzatoru pro Sysmex XT-40001 udava varia¢ni koeficient 1,5%. Plati tedy CVr < CV
a celkova chyba laboratote TEp 5,23%, spolecnosti SEKK s.r.o.
TEmax 10,0%. Plati TE;p<TEnax. Lze tedy konstatovat, Ze naSe laborator dosahuje
vV obou pripadech uspokojivé vysledky pro parametr HCT.

MCV:
variaéni koeficient reprodukovatelnosti CVgr 0,47%, vyrobce hematologického
analyzatoru pro Sysmex XT-4000i udava varia¢ni koeficient 1,5%. Plati tedy CVgr < CV
a celkova chyba laboratote TEjs 2,86%, spolecnosti SEKK s.r.o.
TEmax 10,0%. Plati TE;p<TEmax. Lze tedy konstatovat, Ze naSe laborator dosahuje
V obou pripadech uspokojivé vysledky pro parametr MCV.

Vzhledem Kk tomu, ze vztah TEp<TEmax vZzdy plati, 1ze povazovat metody za

validni.

5.2 Porovnani hematologickych analyzatori Sysmex XT-
2000i a Sysmex XT-4000i

K porovnani dvou analyzator jsem pouzila Passing-Bablockovu regresni analyzu.
Postup jsem zvolila podle SOPO-C-06 Postup pfi validaci/verifikaci metody, kde je
doporuceno na osu X vynaset hodnoty srovnavaciho analyzitoru a na osu Y hodnoty
srovnavaného analyzatoru, v mém piipad¢ analyzatoru Sysmex XT-4000i. K posouzeni

systematické chyby validovaného analyzatoru od srovndvaného analyzatoru se pouziva
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graf regresni zavislosti, z grafického zdznamu regresni analyzy a z hodnot useku
regresni analyzy se usuzuje na velikost a pfitomnost konstantni slozky systematické
chyby.

WBC:

Intercept A (95%Cl): 0,1141 (-0,0583 az 0,2492)
Smérnice (95%CI): 0,9935 (0,9709 az 1,0165)
Zavislost je linearni (P>0.10)

95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné
odli$ny, a proto oba analyzatory jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.

95% CI smérnice zahrnuje jednicku, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporcionalni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Oba analyzatory se od sebe
nelii, a proto jsou srovnatelné.

RBC:

Intercept A (95%Cl): 0,0430 (-0,0200 az 0,1100)
Smérnice (95% CI): 1,0147 (1,0000 az 1,0280)
Zavislost je linearni (P>0.05)

95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné
odlisny, a proto oba analyzatory jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.

95% CI smérnice zahrnuje jednic¢ku, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporcionalni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Oba analyzatory se od sebe
nelisi, a proto jsou srovnatelné.

PLT:

Intercept A (95%Cl): -2,3387 (-11,9231 az 5,7649)
Smérnice (95% CI): 1,0280 (0,9940 az 1,0659)
Zavislost je linearni (P>0.10)

95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné
odlisny, a proto oba analyzatory jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.

95% CI smérnice zahrnuje jednicku, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporcionalni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Oba analyzatory se od sebe

nelisi, a proto jsou srovnatelné.
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HGB:

Intercept A (95%Cl):  2,8800 (0,7949 az 4,6081)
Smérnice (95% CI): 0,9600 (0,9459 az 0,9744)
Zavislost je linearni (P>0.10)

95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné
odli$ny, a proto oba analyzatory jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.

95% CI smérnice zahrnuje jednicku, a proto se od ni vyznamné& nelisi, nevykazuje
proporcionalni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Oba analyzatory se od sebe
nelisi, a proto jsou srovnatelné.

HCT:

Intercept A (95%CI): 0,0047 (-0,0004 az 0,0090)
Smérnice (95%Cl): 1,0106 (1,0000 az 1,0238)
Odchylka od linearity P<0.05

95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné
odli$ny, a proto oba analyzatory jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.

95% CI smérnice zahrnuje jednic¢ku, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporciondlni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Oba analyzétory se od sebe
nelisi, a proto jsou srovnatelné.

MCV:
Intercept A (95%Cl): 1,5424 (-0,8215 az 4,0279)
Smérnice (95% CI): 0,9817 (0,9535 az 1,0073)
Odchylka od linearity P<0.10

95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné
odli$ny, a proto oba analyzatory jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.

95% CI smérnice zahrnuje jednic¢ku, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporcionalni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Oba analyzatory se od sebe

nelisi, a proto jsou srovnatelné.
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5.3 Porovnani otevireného a uzavireného modu

K porovnani otevieného a uzavieného modu analyzatoru Sysmex XT-4000i jsem
pouzila Passing-Bablockovu regresni analyzu. Postupovala jsem podle SOPO-C-06
Postup pii validaci/verifikaci metody, kde je doporuceno do grafu regresni zavislosti na
osu X vynaset hodnotu srovnavaci metody. Otevieny mod je urCen vyrobcem jako
referencni. Graf regresni zavislosti se pouziva pro posouzeni systematické diference
validované metody od srovnavaci metody. Z grafického zaznamu regresni analyzy

a Z hodnot smérnice regresni analyzy se usuzuje na proporcionalni slozky systematické
chyby méfeni a z grafického zdznamu regresni analyzy a z hodnoty useku regresni
analyzy se usuzuje na pfitomnost a velikost konstantni slozky systematické chyby.

WBC:

Intercept A (95%Cl): -0,0343 (-0,0954 az 0,0408)
Smérnice (95% CI): 0,9978 (0,9894 az 1,0066)
Odchylka od linearity P>0.10

95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné
odli$ny, a proto metody jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.

95% CI smérnice zahrnuje jednicku, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporcionalni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Obé metody se od sebe nelisi,
a proto jsou srovnatelné.

RBC:
Intercept A (95%Cl): 0,0176 (-0,0100 az 0,0387)
Smérnice (95% CI): 0,9935 (0,9872 az 1,0000)
Odchylka od linearity P>0.10

95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné
odlisny, a proto metody jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.

95% CI smérnice zahrnuje jednicku, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporcionalni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Obé metody se od sebe nelisi,
a proto jsou srovnatelné.

PLT:

Intercept A (95%CIl): -2,3387 (-11,9231 az 5,7649)
Smérnice (95% CI): 1,0280 (0,9940 az 1,0659)
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Odchylka od linearity P>0.10

95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné
odlisny, a proto metody jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.

95% CI smérnice zahrnuje jednicku, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporcionalni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Obé metody se od sebe nelisi,
a proto jsou srovnatelné.

HGB:

Intercept A (95%CI): 0,0000 (0,0000 az 0,0000)
Smérnice (95% CI): 1,0000 (1,0000 to 1,0000)
Zavislost je linearni (P>0.10)

95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné
odli$ny, a proto metody jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.

95% CI smérnice zahrnuje jednicku, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporciondlni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Obé metody se od sebe nelisi,
a proto jsou srovnatelné.

HCT:

Intercept A (95%Cl): 0,0021 (0,0000 az 0,0044)
Smérnice (95% CI): 0,9921 (0,9851 az 1,0000)
Zavislost je linearni (P>0.10)

95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné
odlisny, a proto metody jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.

95% CI smérnice zahrnuje jednicku, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporcionalni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Obé metody se od sebe nelisi,
a proto jsou srovnatelné.

MCV:

Intercept A (95%CI): 0,0000 (0,0000 az 0,6100)
Smérnice (95%CI): 1,0000 (0,9937 do 1,0000)
Zavislost je linearni (P<0.05)
95% interval spolehlivosti interceptu zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné

odlisny, a proto metody jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty.
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95% CI smérnice zahrnuje jednic¢ku, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporcionalni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Obé metody se od sebe nelisi,

a proto jsou srovnatelné.
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6 Zaver

Z provedenych méieni a vypoctil jsou metody vysetieni parametri RBC, WBC,
PLT, HGB, HCT, MCV pro ucely Centralnich laboratoii Nemocnice Strakonice, a.s.
useku hematologie validni, nebot’ u kazdého parametru plati TEj;, < TEmax , @ proto
podle mnou zjisténych analytickych znakt jsou testované metody RBC, WBC, PLT,
HGB, HCT, MCV pouzitelné. Hypotéza €. 1 plati.

Z namé&ienych vysledkii na zavadéném hematologickém analyzatoru Sysmex XT-
4000i otevieny a uzavieny mod jsem pomoci Passing-Bablockovy regresni analyzy
provedla srovnani méfenych parametri RBC, WBC, PLT, HGB, HCT, MCV.
Z vysledku vsech parametrii vyplyva, ze 95% konfidenéni interval intercepti zahrnuji
nulu, proto nejsou od ni vyznamné odlis§né, a proto metody jsou srovnatelné, nejsou
systematicky posunuty. Rovnéz 95% konfidenéni interval smérnice zahrnuje hodnotu
jedna u vSech zkoumanych parametrii, a proto se od ni vyznamné nelisi, nevykazuje
proporciondlni chybu a nevykazuje odchylku od linearity. Ob&é metody méteni otevieny
a uzavieny mod u vSech parametri se od sebe nelisi, a proto jsou srovnatelné. Vysledky
méfené na hematologickém analyzatoru Sysmex XT-40001 otevieny a uzavieny mod
jsou shodné. Hypotéza €. 2 plati.

Ke zhodnoceni vysledki métenych parametrt RBC, WBC, PLT, HGB, HCT,
MCV na hematologickém analyzatoru Sysmex XT-2000i a na nové zavadéném
hematologickém analyzatoru Sysmex XT-4000i jsem pouzila Passing-Bablockovu
regresni analyzu. Z vysledki porovnani obou analyzatori vyplyva, ze intercepty
(95% CI) zahrnuje nulu, proto neni od ni vyznamné odli$ny, a proto oba analyzatory
jsou srovnatelné, nejsou systematicky posunuty. Smérnice (95% CI) zahrnuje jednicku,
a proto se od ni vyznamné neli$i, nevykazuje proporciondlni chybu a nevykazuje
odchylku od linearity. Oba analyzatory se od sebe nelisi, a proto jsou srovnatelné. Lze

konstatovat, ze vysledky z obou analyzatori jsou srovnatelné. Hypotéza ¢. 3 plati.
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9 Prilohy

Piiloha 1: WBC — opakovatelnost - 20 méieni kazdého vzorku béhem jednoho

dne, reprodukovatelnost - 20 méfeni v prabéhu 20 dnt

Opakovatelnost Reprodukovatelnost

C. Vzorek 1 |Vzorek 2 | Den Kontrolni | Kontrolni
méreni material 1 | material 2
1. 9,33 15,15 |1 3,19 7,19
2. 9,43 14,25 |2. 3,19 7,24
3. 9,01 15,01 |3. 3,17 7,26
4, 9,07 15,13 |4. 2,96 7,06
5. 9,27 15,19 |5. 3,15 7,13
6. 9,30 15,14 |6. 3,10 7,08
7. 9,37 14,98 |7. 3,13 7,04
8. 9,55 14,98 |8. 3,17 7,03
9. 9,45 14,98 |9. 3,05 7,01
10. 9,11 14,97 |10. 3,06 6,84
11. 9,10 14,79 |11. 3,08 6,81
12. 9,05 1456 |12 3,12 6,95
13. 9,01 14,86 |13. 3,08 7,04
14. 9,25 14,79 |14 3,14 6,96
15. 9,23 14,92 |15. 3,14 6,98
16. 9,13 14,6 16. 2,98 7,09
17. 9,14 1496 |17. 3,15 7,31
18. 9,24 1496 |18. 3,06 7,11
19. 9,10 15,06 |19. 2,88 7,01
20. 9,23 14,77 |20. 2,93 7,22
Primér 9,22 1490 |Pramér 3,09 7,07
SD 0,153 0,229 |SD 0,089 0,132
CV % 1,66 1,54 CV% 2,88 1,87
CVo% 1,60 CV r% 2,42
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Piiloha 2: RBC — opakovatelnost - 20 méteni kazdého vzorku béhem jednoho dne,
reprodukovatelnost - 20 méteni v pribéhu 20 dni.

Opakovatelnost Reprodukovatelnost

C. Vzorek 1 |Vzorek 2 | Den Kontrolni | Kontrolni
méreni material 1 | material 2
1 2,96 5,14 1. 2,28 4,41
2 2,97 5,18 2. 2,31 4,37
3 2,95 511 3. 2,34 4,43
4 2,95 510 [4. 2,31 4,42
5 2,94 5,10 5. 2,34 4,43
6 2,97 5,15 6. 2,30 4,44
7 2,97 5,17 7. 2,32 4,46
8 2,95 5,12 8. 2,30 4,45
9 2,92 5,09 9. 2,30 4,50
10 2,94 5,14 10. 2,33 4,44
11 2,93 5,12 11. 2,31 4,46
12 2,95 5,09 12. 2,33 4,42
13 2,95 5,13 13. 2,34 4,42
14 2,94 5,14 14. 2,35 4,43
15 2,93 5,12 15. 2,34 4,43
16 2,93 5,13 16. 2,35 4,43
17 2,93 5,10 17. 2,37 4,47
18 2,90 5,08 18. 2,34 4,45
19 2,93 5,03 19. 2,34 4,45
20 2,93 5,08 20. 2,32 4,41
Prumér 2,94 5,12 Prumér 2,33 4.44
SD 0,018 0,034 |SD 0,022 0,027
CV % 0,61 0,67 CV% 0,95 0,60
CVo% 0,64 CV r% 0,79
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Piiloha 3: PLT - opakovatelnost - 20 méfeni kazdého vzorku béhem jednoho dne,

reprodukovatelnost - 20 méteni v pribéhu 20 dnd

Opakovatelnost Reprodukovatelnost

C. Vzorek 1 [Vzorek 2 |Den Kontrolni | Kontrolni
méreni material 1 | material 2
1. 457 270 1. 55 206
2. 450 273 2. 53 209
3. 458 262 3. 59 199
4, 454 275 4, 57 205
5. 452 276 5. 56 210
6. 468 280 6. 57 207
7. 456 279 7. 55 203
8. 450 288 8. 59 203
9. 456 292 9. 54 210
10. 463 279 10. 56 213
11. 463 280 11. 59 214
12. 459 282 12. 58 209
13. 471 287 13. 58 198
14. 461 280 14, 58 207
15. 462 295 15. 65 207
16. 455 284 16. 59 205
17. 456 286 17. 64 204
18. 456 284 18. 63 196
19. 466 289 19. 68 205
20. 463 293 20. 63 200
Primér 458,8 281,7 | Prumér 58,2 205,5
SD 5,745 8,151 |SD 2,687 4,785
CV % 1,25 2,89 CV% 4,62 2,33
CVo 2,23 CVr 3,66
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Piiloha 4: HGB — opakovatelnost -20 méteni kazdého vzorku béhem jednoho dne,

reprodukovatelnost - 20 méteni v priabéhu 20 dnd

Opakovatelnost Reprodukovatelnost

C. Vzorek 1 |Vzorek 2 |Den Kontrolni | Kontrolni
mér eni material 1 | material 2
1. 95 150 1. 61 124
2. 95 150 2. 59 124
3. 93 150 3. 59 124
4, 94 150 4, 60 124
5. 94 150 5. 60 124
6. 94 149 6. 59 124
7. 94 150 7. 59 124
8. 93 149 8. 59 124
9. 93 149 9. 59 125
10. 93 150 10. 59 124
11. 93 150 11. 59 123
12. 94 150 12. 60 123
13. 93 149 13. 60 123
14, 92 149 14, 60 123
15. 92 150 15. 60 122
16. 92 150 16. 60 123
17. 93 151 17. 60 123
18. 92 151 18. 60 124
19. 93 151 19. 59 124
20. 92 152 20. 59 124
Primér 93,2 150,0 |Pramér 59,6 123,7
SD 0,951 0,795 |SD 0,605 0,671
CV % 1,02 0,53 CV% 1,02 0,54
CVo 0,81 CV g 0,82

68




Piiloha 5: HCT- opakovatelnost -20 méteni kazdého vzorku béhem jednoho dne,

reprodukovatelnost - 20 méteni v pribéhu 20 dnd

Opakovatelnost Reprodukovatelnost

C. Vzorek 1 [Vzorek 2 |Den Kontrolni | Kontrolni
méreni material 1 | material 2
1. 0,288 0,460 |1. 0,180 0,364
2. 0,289 0,465 |2. 0,182 0,361
3. 0,289 0,460 |3. 0,185 0,366
4, 0,290 0,460 |4. 0,182 0,367
5. 0,288 0,460 |5. 0,184 0,364
6. 0,292 0,466 |6. 0,182 0,365
7. 0,291 0,468 |7. 0,181 0,367
8. 0,290 0,466 |8. 0,181 0,367
9. 0,288 0,464 |9. 0,181 0,371
10. 0,291 0,468 |10. 0,183 0,367
11. 0,293 0,467 |11. 0,182 0,368
12. 0,294 0,464 |12. 0,186 0,369
13. 0,294 0,469 |13. 0,185 0,367
14. 0,293 0,470 |14. 0,185 0,370
15. 0,293 0,469 |15. 0,185 0,369
16. 0,294 0,470 |16. 0,185 0,372
17. 0,294 0,468 |17. 0,187 0,370
18. 0,293 0,468 |18. 0,185 0,369
19. 0,296 0,463 |19. 0,184 0,365
20. 0,297 0,466 |20. 0,183 0,369
Primér 0,292 0,466 |Prumér 0,183 0,367
SD 0,003 0,003 |SD 0,002 0,003
CV % 0,92 0,74 CV% 1,07 0,73
CVo 0,83 CVr 0,92
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Piiloha 6: MCV — opakovatelnost - 20 méfeni kazdého vzorku béhem jednoho

dne, reprodukovatelnost - 20 méteni v pribéhu 20 dnti

Opakovatelnost Reprodukovatelnost
C. Vzorek 1 |Vzorek 2 | Den Kontroln [ Kontroln
méreni i material | i material
1 2
1. 97,3 89,5 1. 78,9 82,5
2. 97,3 89,8 2. 78,8 82,6
3. 98,0 90,0 3. 79,1 82,6
4, 98,3 90,2 4, 78,8 83,0
5. 98,0 90,2 5. 78,6 82,2
6. 98,3 90,5 6. 79,1 82,2
7. 98,0 90,5 7. 78,0 82,3
8. 98,3 91,0 8. 78,7 82,5
9. 98,6 91,2 Q. 78,7 82,4
10. 99,0 91,1 10. 78,5 82,7
11. 100,0 91,2 11. 78,8 82,5
12. 99,7 91,2 12. 79,8 83,5
13. 99,7 91,4 13. 79,1 83,0
14. 99,7 91,4 14. 78,7 83,3
15. 100,0 91,6 15. 79,1 83,5
16. 100,3 91,6 16. 78,7 83,3
17. 100,3 91,8 17. 78,9 83,2
18. 101,0 92,1 18. 79,1 83,1
19. 101,0 92 19. 78,6 82,9
20. 101,4 91,7 20. 78,9 82,8
Prumér 99,2 91,0 Prumér 78,8 82,8
SD 1,259 0,760 |SD 0,347 0,417
CV % 1,27 0,84 CV% 0,44 0,50
CVo% 1,08 CV r% 0,47
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Piiloha 7: WBC - pravdivost - méteni referen¢niho materialu za podminek

opakovatelnosti

Cislo mé&¥eni Hodnota signalu [Hodnota signalul
ref. materialu 1 |ref. materialu 2
1 3,09 12,31
2 3,09 12,11
3 3,10 12,17
4 3,09 11,94
5 3,15 12,02
6 3,07 11,89
7 2,99 11,61
8 3,04 11,55
9 3,06 11,74
10 3,15 11,95
Priamér 3,08 11,93
Cilova hodnota 3,03 11,50
Smérodatna odchylka 0,048 0,242
Koeficient variace % 1,55 2,03
Bias 1,75 3,73
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Piiloha 8: RBC — pravdivost - méfeni referencniho materialu

za podminek opakovatelnosti

Cislo méfeni Hodnota signalu [Hodnota signzilu|
ref. materialu 1 |ref. materialu 2

1 4,90 4,11
2 4,88 4,15
3 4,82 4,13
4 4,88 4,15
5 4,86 4,14
6 4,88 4,14
7 4,83 4,14
8 4,87 4,15
9 4,83 4,17
10 4,84 4,12
Priamér 4,86 4,14
Cilova hodnota 4,75 4,06
Smérodatna odchylka 0,027 0,017
Koeficient variace % 0,56 0,41
Bias 2,29 1,97
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Piiloha 9: PLT — pravdivost - méfeni referen¢niho materialu

za podminek opakovatelnosti

Cislo mé&¥eni Hodnota signalu |Hodnota signalu
ref. materialu ¢. 1 |ref. materialu ¢. 2

1. 357 204

2. 366 200

3. 360 197

4, 362 194

5. 356 199

6. 363 201

7. 357 192

8. 344 186

9. 353 199

10. 353 197
Priamér 357,1 196,9
Cilova hodnota 365 183
Smérodatna odchylka 6,262 5,131
Koeficient variacie % 1,75 2,61

Bias -2,16 7,60

73



Piiloha 10: HGB - pravdivost - méfeni referenéniho materidza podminek

opakovatelnosti

Cislo mé&¥eni Hodnota signalu |Hodnota signalu
ref. materialu €. 1 |ref. materialu ¢. 2

1 144 115

2 144 115

3 143 115

4 143 115

5 143 114

6 142 115

7 142 114

8 143 114

9 142 114

10 141 114
Priamér 1427 114,5
Cilova hodnota 142 114
Smérodatna odchylka 0,949 0,527
Koeficient variacie % 0,66 0,46

Bias 0,49 0,44
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Piiloha 11: HCT — pravdivost - méteni referen¢niho materialu

za podminek opakovatelnosti

Cislo méfeni Hodnota signialu |[Hodnota signalu
ref. materialu ¢.1 |ref. materialu ¢.2

1 0,417 0,327

2 0,416 0,332

3 0,412 0,33

4 0,416 0,332

5 0,415 0,331

6 0,417 0,332

7 0,412 0,332

8 0,416 0,332

9 0,413 0,333

10 0,414 0,33

Priamér 0,415 0,331

Cilova hodnota 0,404 0,322

Smérodatna odchylka 0,002 0,002

Koeficient variacie % 0,47 0,52

Bias 2,67 2,83
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Piiloha 12: MCV - pravdivost - méteni referen¢niho materialu

za podminek opakovatelnosti

Cislo méfeni Hodnota signialu |Hodnota signalu
ref. materialu ¢. 1 |ref. materialu ¢. 2
1. 85,1 79,6
2. 85,2 80,0
3. 85,5 80,9
4, 85,2 80,0
5. 85,4 80,0
6. 85,5 80,2
7. 85,3 80,2
8. 85,4 80,0
9. 85,5 80,9
10. 85,5 80,1
Priamér 85,4 80,2
Cilova hodnota 85,4 79,6
Smérodatna odchylka 0,151 0,409
Koeficient variacie % 0,18 0,51
Bias -0,05 0,74
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Piiloha 13: Porovnani méfeni - zavadény Sysmex XT-4000i

Se Sysmex XT-2000i, ¢islo méteni 1-20

Cislo |WBC |WBC|RBC | RBC | PLT | PLT | HGB | HGB | HCT | HCT | MCV | MCV
méteni | 2000i | 4000i | 2000i | 4000i | 2000i | 4000i | 2000i | 4000i | 2000i | 4000i | 2000i | 4000i
1. 8,13 | 8,15 | 5,00 | 5,07 | 215 | 178 | 142 | 148 |0,422|0,431| 91,3 | 85,0
2. 11,71 1166 | 3,92 | 406 | 464 | 457 | 151 | 148 |0,378|0,389| 96,4 | 95,8
3. 733 | 7,36 | 436 | 446 | 143 | 150 | 141 | 138 |0,392|0,400 | 89,9 | 89,7
4. 6,63 | 711 | 414 | 426 | 228 | 250 | 127 | 124 |0,376|0,386 | 90,8 | 90,6
5. 14,86 | 15,03 | 597 | 6,11 | 232 | 224 | 177 | 173 |0,537|0,548 | 89,9 | 89,7
6. 8,47 | 8,86 | 522 | 534 | 213 | 214 | 160 | 154 |0,448|0,455| 85,8 | 85,2
7. 743 | 755 | 548 | 561 | 154 | 144 | 165 | 161 |0,475|0,487 | 86,7 | 86,8
8. 15,12 15,47| 5,16 | 529 | 301 | 291 | 152 | 149 (0,447 0,456 | 86,6 | 86,2
9. 5,69 | 546 | 3,36 | 3,50 | 127 | 138 | 109 | 108 |0,329|0,341| 97,9 | 97,4
10. 3,22 | 330 | 3,12 | 3,18 | 180 | 181 | 105 | 108 |0,315|0,322|101,0 | 101,3
11. 6,93 | 711 | 513 | 519 | 262 | 251 | 139 | 135 | 0,418 0,422 | 81,5 | 81,3
12. 4,08 | 428 | 493 | 506 | 254 | 247 | 159 | 154 (0,453 /0,463 | 91,9 | 91,5
13. 432 | 443 | 492 | 506 | 179 | 177 | 134 | 131 |0,392|0,401| 79,7 | 79,2
14. 567 | 5,76 | 4,79 | 490 | 352 | 349 | 125 | 123 |0,369(0,377| 77,0 | 779
15. 715 | 752 | 458 | 459 | 173 | 166 | 161 | 157 |0,463|0,455|101,1| 99,1
16. 1,74 | 197 | 235 | 241 | 33 28 83 83 |0,239|0,243 | 101,7 | 100,8
17. 541 | 574 | 456 | 4,67 | 110 | 105 | 143 | 140 |0,419|0,428| 919 | 91,6
18. 538 | 539 | 3,68 | 3,78 | 276 | 295 | 97 9 |0,304|0,311| 82,6 | 82,3
19. 10,66 | 10,27 | 4,04 | 4,12 | 1180 | 1212 | 102 | 100 |0,322 /0,329 | 79,7 | 79,9
20. 8,54 | 825 | 3,33 | 337 | 150 | 157 | 101 | 100 |0,302|0,308| 90,7 | 91,4
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Piiloha 14: Porovnani méfeni - zavadény Sysmex XT-4000i

Se Sysmex XT-20001, ¢islo méteni 21-40

Cislo |WBC|WBC|RBC |RBC | PLT | PLT |HGB | HGB | HCT [ HCT [MCV [ MCV
mé&teni | 2000i [4000i | 2000i [ 4000i | 2000i | 4000i [ 2000i | 4000i | 2000i | 4000i | 2000i | 4000i
21. 11,12|10,97| 4,01 | 4,08 | 412 | 424 | 101 | 100 [0,317|0,324| 79,1 | 79,4
22. 11,77 111,83| 3,84 | 3,95 | 380 | 407 | 117 | 114 |0,347|0,357| 90,4 | 90,4
23. 5,77 | 569 | 462 | 470 | 100 | 105 | 149 | 146 |0,435|0,442| 94,2 | 94,0
24. 7,06 | 7,09 | 522 | 534 | 280 | 304 | 126 | 123 |0,394|0,406 | 75,5 | 76,0
25. 6,30 | 6,27 | 4,74 | 4,85 | 205 | 215 | 144 | 142 |0,419|0,431| 88,4 | 88,9
26. 480 | 490 | 3,76 | 3,82 | 246 | 254 | 122 | 120 (0,368 |0,374| 97,9 | 97,9
27. 4,99 | 503 | 439 | 450 | 145 | 152 | 137 | 134 [0,402|0,414| 91,6 | 92,0
28. 6,70 | 6,70 | 4,16 | 4,24 | 202 | 214 | 138 | 134 |0,414|0,425| 99,5 |100,2
29. 6,28 | 6,15 | 5,21 | 5,36 | 266 | 287 | 151 | 148 |0,440|0,455| 84,5 | 84,9
30. 8,60 | 856 | 3,96 | 4,06 | 176 | 186 | 119 | 118 |0,348|0,357 | 87,9 | 87,9
31. 715 | 7,05 | 3,22 | 3,30 | 350 | 357 | 101 | 99 |0,310|0,317| 96,3 | 96,1
32. 8,22 | 8,20 | 3,44 | 3,57 | 261 | 276 | 100 | 97 |0,319|0,332| 92,7 | 93,0
33. 12,33|12,50| 3,87 | 3,98 | 255 | 267 | 113 | 111 |0,341|0,352| 88,1 | 88,4
34. 6,47 | 6,49 | 5,10 | 5,14 | 263 | 265 | 161 | 158 |0,452|0,461 | 88,6 | 89,7
35. 10,75|10,95| 4,40 | 4,51 | 341 | 333 | 147 | 144 [0,413|0,424| 93,9 | 94,0
36. 6,89 | 7,03 | 534 | 551 | 287 | 294 | 151 | 148 |0,439|0,451| 82,2 | 81,9
37. 9,61 | 9,77 | 501 | 509 | 221 | 214 | 154 | 151 |0,445|0,451| 88,8 | 88,6
38. 4,25 | 4,46 | 4,66 | 480 | 325 | 329 | 144 | 140 [0,417|0,428| 89,5 | 89,2
39. 5,37 | 530 | 546 | 5,46 | 196 | 197 | 168 | 162 |0,464|0,465| 85,0 | 85,2
40. 515 | 542|385 |39 | 210 | 214 | 119 | 118 |0,367|0,376| 953 | 94,9
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Piiloha 15: WBC - Passing-Bablok regrese porovnani méteni Sysmex XT-4000i
se Sysmex XT-2000i, graf spolehlivosti stanoveni parametru WBC,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 16: WBC - Passing-Bablok regrese - porovnani méfeni Sysmex XT-4000i
se Sysmex XT-2000i, regresni piimka parametru WBC, vyhodnoceno

pomoci programu MedCalc
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Piiloha 17: RBC - Passing-Bablok regrese porovnani méfeni Sysmex XT-4000i
se Sysmex XT-2000i, graf spolehlivosti stanoveni parametru RBC,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 18: RBC - Passing-Bablok regrese - porovnani méteni Sysmex XT-4000i
se Sysmex XT-2000i, regresni ptimka parametru RBC, vyhodnoceno

pomoci programu MedCalc
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Piiloha 19: PLT - Passing-Bablok regrese porovnani méfeni Sysmex XT-4000i
se Sysmex XT-2000i, graf spolehlivosti stanoveni parametru PLT,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 20: PLT - Passing-Bablok regrese - porovnani méfeni Sysmex XT-4000i se
Sysmex XT-2000i, regresni ptimka parametru PLT, vyhodnoceno

pomoci programu MedCalc
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Piiloha 21: HGB - Passing-Bablok regrese porovnani méfeni Sysmex XT-4000i
se Sysmex XT-2000i, graf spolehlivosti stanoveni parametru HGB,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 22: HGB - Passing-Bablok regrese - porovnani méteni Sysmex XT-4000i
se Sysmex XT-2000i, regresni ptimka parametru HGB, vyhodnoceno

pomoci programu MedCalc
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Piiloha 23: HCT - Passing-Bablok regrese porovnani méfeni Sysmex XT-4000i
se Sysmex XT-2000i, graf spolehlivosti stanoveni parametru HCT,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 24: HCT - Passing-Bablok regrese - porovnani méfeni Sysmex XT-4000i
s Sysmex XT-2000i, regresni piimka parametru HCT, vyhodnoceno

pomoci programu MedCalc
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Piiloha 25: MCV - Passing-Bablok regrese porovnani méfeni Sysmex XT-4000i
se Sysmex XT-2000i, graf spolehlivosti stanoveni parametru MCV,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Priloha 26: MCV - Passing-Bablok regrese - porovnani méteni Sysmex XT-4000i
se Sysmex XT-2000i, regresni piimka parametru MCV, vyhodnoceno

pomoci programu MedCalc
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Piiloha 27: Porovnani méfeni uzavieny mod 1 a otevieny mod 2

Sysmex XT-4000i, ¢islo méteni 1-28

C. WBC |WBC|RBC|RBC|PLT|PLT |HGB|HGB |HCT |HCT | MCV | MCV
meéfeni | 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

1. 1,67] 1,80| 1,53| 1,49| 13 7 42 4710,13210,144| 615] 618
2. 1971 1,89 1,55| 1,68 22| 22 47 4810,146]0,142| 64,6] 64,8
3. 1,981 1,98]| 190| 1,901 49| 45 53 53]0,175|0,175| 64,8] 64,3
4. 2,33] 2,38] 1,93 1,92] 55| 61 61 61]0,175|0,175| 658] 65,6
5. 2,38] 2,45] 2,07 2,05 60] 59 63 63]0,19110,187| 66,8| 66,8
6. 2421 2,39| 2,20| 2,16| 62| 59 65 65]0,207]0,205] 70,4| 70,3
7. 255| 2,59 2,32 2,31| 65| 67 65 66]0,208]0,207|] 70,6| 70,5
8. 3,181 3,10 2,36 2,31| 70| 69 65 66]0,209|0,212| 72,1] 719
9. 3,341 3,40] 2,37 237 79| 70 66 67]0,218|0,217| 72,7 72,6
10. 3,36| 3,556| 2,421 2,44 80| 78 70 7010,219]0,214| 74,4| 744
11. 3,37 3,25] 2,461 2,50 81| 84 70 7110,219]0,217] 75,3| 75,4
12. 3,79 3,71] 2,48] 2,51 82| 82 71 7110,219]0,219| 76,2 759
13. 3,97 4,02] 2501 2,54 82| 82 71 7110,219]0,221| 76,5]| 76,6
14, 3,98| 4,18] 2,521 2,51 91| 88 71 7210,22510,226| 76,7| 76,8
15. 4,000 3,93| 2,52 2,52 96| 96 73 7410,225]0,227| 76,8| 76,2
16. 4,09 4,16] 2,55 2,58 97| 93 73 7410,2260,223| 76,9] 76,7
17. 4,091 4,00] 2,571 2,55] 100| 100 74 7310,22810,230| 77,5 77,5
18. 4,18 4,09] 2,581 2,59] 102] 90 74 7410,23010,231] 78,9 79,1
19. 422 4,14] 2,58] 2,60| 106 109 76 7510,231]10,228] 79,5| 79,6
20. 4,23| 4,40] 2,591 2,58| 109| 112 76 7810,23310,233| 79,6] 79,5
21. 4,24 4,59] 2,591 2,61| 114] 109 77 7710,23310,235| 80,1 80,4
22. 4,37 4,33] 2,631 2,60] 115] 120 77 78]0,238]0,241] 80,7| 80,5
23. 4,39| 4,55] 2,65] 2,67| 116 125 77 78]0,24010,239] 80,8| 80,8
24, 4,401 4,56] 2,651 2,67] 118] 120 78 7710,24110,241| 80,9 81,0
25. 4,42 4,54] 2,721 2,70] 127] 120 78 7710,24310,241| 81,0] 80,7
26. 450 4,76] 2,73 2,70| 129| 138 78 78]0,247]10,249] 815| 815
27. 4,53 447| 2,74] 2,77| 134] 141 80 81]0,25210,253| 81,6] 81,4
28. 4,57 4,47] 2,75] 2,75] 136| 141 81 81]10,25310,249| 81,6] 81,6
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Priloha 28: Porovnani méfeni uzavieny mod 1 a otevieny mod 2

Sysmex XT-4000i, ¢islo mé&feni 29-56

29. 4,62 4,76] 2,75] 2,76 | 137| 127 82 82]0,253|0,252| 81,7] 81,7
30. 4,63 4,72 2,77] 2,80| 137] 131 83 83]0,253|0,253| 81,7] 81,6
31 4,67 4,78] 2,80 2,83| 140| 142 83 8310,253]0,256| 81,8] 819
32. 4,72 4,64] 2,841 2,84| 140] 149 83 8310,25410,252| 82,6] 82,4
33. 4,83| 4,90| 2,87 2,93| 143| 137 83 8410,25710,257| 82,6] 82,4
34. 4,89| 5,12] 2,88] 2,85| 154| 162 84 8410,258]10,255| 82,9] 83,0
35. 491| 514] 2,89] 2,89| 157 159 84 8410,258|0,260| 83,0] 83,2
36. 499| 496] 2,891 2,91| 158 153 84 85]0,25910,263| 83,4] 834
37. 503| 5,22| 2,93] 2,92| 161| 153 85 8510,26010,258| 83,5] 83,7
38. 507 501] 2,93] 2,94| 162| 156 85 85]10,26010,264| 83,5] 83,7
39. 511 507] 2,97 2,99| 162| 158 86 86]0,261]0,257| 83,6] 83,3
40. 514 501] 2,97 2,99| 162| 162 86 86]0,26110,262| 83,6] 83,5
41. 515| 5,15] 298] 2,96] 163| 161 86 8610,26210,260| 83,6] 82,7
42, 522 5,65| 298] 2,99] 163| 174 87 8810,263]0,263| 83,7] 83,9
43. 536| 5,552| 3,04] 3,02| 164| 161 87 89]0,263|0,264| 83,7] 83,6
44, 5,40| 5,63| 3,04] 3,02] 166 171 88 88]0,263]0,268| 83,8] 83,5
45, 5,40| 5,70] 3,081 3,09|] 170| 176 88 8810,263]10,269| 83,9]| 83,8
46. 554| 5/46]| 3,12] 3,10| 171| 166 88 8910,26410,263| 84,1] 84,1
47, 563| 554]| 3,15] 3,16| 172| 177 89 89]0,265]0,268| 84,3] 84,0
48. 570 572] 3,16] 3,13| 172 179 89 90]0,266]0,270| 84,3| 83,9
49. 573| 595] 3,16] 3,21| 174] 169 90 90]0,267|0,268| 84,4] 84,2
50. 576| 5,74] 3,19] 3,22| 175| 182 90 90]0,269]0,266| 84,6| 84,4
51 582| 5,82] 3,20 3,17| 177| 168 90 9110,273|0,273| 84,7| 845
52. 582| 5,82] 3,20 3,21| 179| 177 90 91]0,273]0,276| 84,7| 848
53. 5,83| 5,85] 3,211 3,17] 181| 180 91 90]0,273]0,279| 84,8| 84,6
54. 584 573] 3,21] 3,22| 184] 181 91 9110,27410,273| 84,8| 84,8
55. 593| 5,85] 3,21| 3,27| 184| 193 92 93]0,282]0,281| 84,9| 8438
56. 6,08| 6,32| 3,23| 3,32| 187| 179 93 93]0,28210,282] 85,1| 85,0
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Priloha 29: Porovnani méfeni uzavieny mod 1 a otevieny mod 2

Sysmex XT-40001, ¢islo méteni 57-84

S7. 6,30| 6,24| 3,24| 3,29| 188] 183 93 9410,285]0,286| 85,2| 85,2
58. 6,38| 6,68| 3,24| 3,32| 188]| 186 94 9410,285]0,290| 85,2| 85,7
59. 6,49| 6,62| 3,25| 3,24| 191| 197 94 95]0,288]0,289| 85,3] 85,0
60. 6,52| 6,46| 3,26| 3,33| 195| 197 94 96]0,289]0,287| 859 86,0
61. 6,53| 6,58 3,28] 3,26| 199| 197 95 9510,29210,291| 859| 85,7
62. 6,701 6,96| 3,29] 3,30| 200| 192 96 9410,29410,295] 859| 86,1
63. 6,76| 7,01| 3,31 3,28| 201| 195 96 96]0,29510,292| 86,0] 86,0
64. 6,82| 7,25| 3,35| 3,37| 201| 198 96 96]0,29510,295| 86,1| 86,0
65. 6,86| 6,87| 3,37 3,35| 201| 204 97 9710,297]0,291] 86,2| 89,1
66. 6,87| 7,25| 3,37| 3,40| 203| 203 98 9910,297]10,294] 86,3| 859
67. 6,91| 7,12| 3,38] 3,38| 206| 200 99 9910,29710,299| 86,5| 86,5
68. 6,98| 7,19| 3,40| 3,37| 209| 217 99 99]0,30010,299| 86,8| 86,4
69. 7,08| 7,12| 3,40] 3,37| 210| 206| 100| 101}0,304]0,302| 86,8] 87,0
70. 7,21| 7,04| 3,44] 3,43| 210| 207| 101] 101}0,306]0,305| 86,8] 86,5
71. 7,21] 7,26| 3,45] 3,40| 211] 214] 103]| 103]0,306)0,316] 87,0] 87,1
72. 7,21 7,29] 3,49] 3,50| 212| 209| 103| 104]0,307}0,306] 87,0] 86,9
73. 7,25| 7,55 3,50] 3,53| 212| 221| 103| 102|0,307]|0,307| 87,1| 87,2
74. 7,40| 7,22| 3,52| 3,54| 213| 219| 104| 104}0,309]0,311| 87,1| 87,0
75. 7,42 7,40| 3,53 3,58| 214| 208| 104| 105]0,313}0,311]| 87,2]| 86,7
76. 7,43 7,69] 3,56 3,56| 215] 205| 104| 106]0,314]0,315| 87,8| 874
77. 745] 7,39| 3,59] 3,59| 215| 214| 105| 105|0,315/0,319| 87,91 87,8
78. 7,46 7,14| 3,59] 3,60| 216| 213| 105| 106]0,315/0,319| 88,01 88,3
79. 7,48| 8,16| 3,63| 3,67| 216] 214] 105| 109]0,316]0,320] 88,1] 879
80. 7,49 7,75| 3,65| 3,62| 217] 213| 106| 106]0,316]0,368| 88,2]| 88,2
81. 751 7,93 3,69| 3,67| 218| 222| 107| 107|0,318]0,318| 88,3| 87,7
82. 751 7,30| 3,69] 3,71| 223| 215| 107| 109|0,320/0,317| 88,61 88,1
83. 7,66] 7,56]| 3,70| 3,68| 224| 230| 108| 109]0,320]0,319| 88,6] 88,3
84. 7,67 7,66] 3,73| 3,71| 226| 223| 110| 109]0,321}0,321| 88,8| 88,5
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Priloha 30: Porovnani méfeni uzavieny mod 1 a otevieny maod 2

Sysmex XT-40001, ¢islo méteni 85-112

85. 7,69| 7,87 3,74| 3,72| 226| 226| 110| 109]0,326]0,322| 88,8] 88,4
86. 7,78 7,69 3,76] 3,76| 226| 232| 110| 112)0,334]/0,328| 88,9 89,2
87. 7,80] 8,00| 3,78 4,45| 228] 223| 111]| 128]0,334]0,335] 88,9] 88,9
88. 8,001 8,441 3,79| 3,73| 230 223| 112| 112|0,336]0,333|] 88,9 88,9
89. 8,05| 7,76] 3,80 3,79| 231| 230| 112| 112|0,339|0,342] 89,0| 88,8
90. 8,09] 7,91] 3,82 3,85| 232| 230| 113| 112|0,340|0,338| 89,0| 88,3
91. 8,281 8,49] 3,83] 3,86 233| 218]| 113| 114|0,340]0,339] 89,1| 89,1
92. 8,331 8,11| 3,86| 3,84| 234 235] 113| 115]0,343]0,342| 89,2] 88,9
93. 8,33| 8,67] 391 4,03| 236| 234| 114]| 114|0,343|0,346] 89,2| 89,1
94. 8,40| 8,23] 3,941 3,91| 236 239| 115| 114]0,346|0,344] 89,5| 89,5
95. 8,441 8,64 3,94| 3,91| 237 235] 116| 116]0,346]0,347| 89,5] 89,5
96. 8,481 8,49] 3,96] 3,95 238 235| 116| 118]|0,347]0,348] 89,9| 89,6
97. 8,61| 8,35] 3,97 400| 241 238| 117| 117|0,348|0,356] 89,9| 90,1
98. 8,71 9,28] 3,98 3,97 | 244| 258| 117| 117|0,351]0,354] 90,0| 90,1
99. 8,771 8,79] 3,99| 3,98 245 244 117| 118]0,354]0,353] 90,2] 90,2
100. 8,811 8,67| 4,03] 400 246]| 246] 118| 118]0,355]0,358] 90,2] 90,3
101. 8,94| 8,89] 4,03| 4,07 | 247| 247| 118]| 118]0,356|0,356] 90,3|] 90,0
102. 8,97| 8,87] 4,05] 4,07| 249 242| 118]| 118|0,356|0,355| 90,4| 90,2
103. 8,981 8,95] 4,15] 4,16| 249 246] 119| 118]0,358]0,357| 90,4] 90,5
104. 9,031 9,09] 4,15]| 4,25| 249 255] 120| 119]0,359]0,358| 90,5] 90,5
105. 9,08 9,36] 4,15] 4,13| 250| 254| 121| 121|0,361|0,363| 90,6| 90,8
106. 9,10| 9,46] 4,17 4,23| 251| 254| 122 122|0,361|0,359| 90,7| 91,1
107. 9,211 9,555] 4,20| 4,19 253 246| 122| 122]0,363]0,367] 90,9| 90,8
108. 9,311 9,58] 4,20| 4,21 257 254 125| 126|0,364]0,361] 91,2] 91,2
1009. 9,39| 9,34] 4,221 4,21| 260| 253| 125| 127|0,367|0,366] 91,2| 91,1
110. 9,40 9,49] 4,26 4,24| 261 261| 126| 125|0,372|0,376] 91,3| 91,1
111. 9,421 9,15| 4,27| 4,23| 264 250] 126| 125]|0,375]0,379] 91,5] 91,2
112. 9,511 9,63| 4,30| 4,28 266 254| 127| 127]0,376]0,378| 91,6] 91,5
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Priloha 31: Porovnani méfeni uzavieny méd 1 a otevieny maod 2

Sysmex XT-4000i, ¢islo méteni 113-140

113. 9,53| 9,86] 4,38] 4,38| 270| 278| 128| 127|0,378|0,377] 91,6| 918
114. 9,59 9,92] 4,40 4,37| 274 270| 128] 129|0,379|0,376] 91,7| 92,1
115. 9,591 9,87 4,41] 4,42 275 277 128| 127]|0,381]0,377] 91,7 91,9
116. 9,74110,16| 4,44| 4,43| 276 286| 129| 129]0,383]0,382] 91,9| 91,6
117. 9,80 9,94] 4541 4,60| 277] 280| 130| 130|0,386|0,384] 919| 918
118. 9,81 9,75] 4,60 4,63| 277] 291| 131| 131|0,387|0,390| 92,0| 91,6
119. 9,911 9,78 4,61] 463 279 282] 132| 131|0,389]0,390] 92,1| 92,3
120. 9,94110,36| 4,62] 465 286 288| 132| 133|0,391]0,388] 92,1| 91,9

121. 10,04| 10,12| 4,64 4,77| 287 297| 134] 134|0,391|0,395] 92,1| 92,1
122. 10,13| 9,74| 4,66 4,67| 288 287| 134]| 134|0,395|0,392| 92,2| 92,3
123. 10,32] 10,35 4,78 4,79 294| 299| 134] 136]0,399]0,396] 92,2 92,2
124. 10,36] 10,59 4,79| 4,85] 301| 310| 134] 133|0,40010,399] 92,4 92,3
125. 10,51 10,63| 4,79] 4,79| 311| 313| 135| 135]0,401|0,401| 92,4| 92,4
126. 10,52| 10,56 | 4,80 4,79| 311| 353| 135| 135|0,402|0,401| 92,6| 92,6
127. 10,52 11,02 4,80 4,81 315| 287| 137] 139|0,402]10,401] 92,6| 92,6
128. 10,60] 10,20 4,80 4,83| 315| 317| 138| 137]0,406]0,405| 92,8] 93,0
129. 10,84 10,60| 4,80 4,85| 315| 320| 140| 140|0,406]|0,426]| 92,8| 92,7
130. 10,88 11,19] 4,81 4,81| 317| 320| 140| 141]0,407|0,406] 92,9| 93,0
131. 10,91] 11,32 4,81| 4,88 326| 328| 141| 142|0,407]0,407] 93,0 93,3
132. 11,06 11,24 4,82 4,87 328| 326| 142| 142]0,407]0,409| 93,3] 93,0
133. 11,09| 11,04] 4,83 4,71| 331| 337| 143| 142|0,411|0,414]| 93,4| 93,6
134. 11,15| 11,14| 4,85] 4,87 | 341| 317| 144]| 144|0,412]|0,411| 93,7| 934
135. 11,45] 11,16 4,85] 4,90| 343| 331| 145] 145|0,412]10,427] 94,0 93,6
136. 11,52 11,71 4,86| 4,86 345| 347| 145] 149|0,414]10,423] 94,2 94,3
137. 11,59 11,49] 4,87 491| 352| 354| 147| 146|0,416|0,419]| 94,4| 939
138. 11,98 12,89| 4,88 4,99| 356 351| 147| 147|0,422]|0,424] 94,7| 95,2
139. 12,00 11,92 4,90 4,89]| 365| 306| 147] 148|0,423]10,435] 95,1| 94,8
140. 12,02 11,91 4,93 4,91 372| 379| 148] 149|0,426]0,426] 954| 951
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Piiloha 32: Porovnani méfeni uzavieny mod 1 a otevieny mod 2

Sysmex XT-4000i, ¢islo méteni 141-186

141. 12,03| 11,39] 4,96 4,93| 372| 386| 150| 150|0,427]0,430] 95,4| 95,3
142. 12,20 12,29] 4,96 4,95| 377 353| 152| 152]0,429]0,430] 95,6| 96,0
143. 12,31] 12,43 4,97 4,95 385| 380| 152| 152|0,43110,433] 95,6| 95,8
144, 12,43] 12,39 4,99] 5,10| 389| 353| 152| 153|0,43110,470] 95,7| 95,8
145. 12,47] 12,48] 5,00 5,11| 389 396| 153| 155|0,434]0,434] 96,3| 96,8
146. 12,49] 12,35] 5,04] 5,07| 396 407| 154]| 154|0,435]|0,445] 96,6| 96,7
147. 12,66] 12,68 5,05 506 404| 395| 155] 154]0,438]0,440] 96,7| 96,6
148. 12,75] 11,791 5,09| 5,08 406| 413| 156| 157]0,442]10,448| 97,1 97,5
149. 13,45] 13,27| 512] 5,13| 420| 436| 158| 158|0,443]|0,440] 97,4| 979
150. 13,74| 13,30| 5,12 5,15| 432| 427| 158| 172|0,443]0,451| 97,5| 98,1
151. 14,45] 14,28] 5,15| 5,18 434| 420| 159]| 161]0,444]10,443] 98,7 99,1
152. 15,241 16,06 5,16 5,16 444| 428| 162| 161]0,446]0,450] 99,0| 98,7
153. 15,93 15,53| 5,22 5,20| 447 439| 163| 165|0,451|0,454] 99,1| 98,6
154. 16,30| 16,40| 5,23 5,19| 449| 446| 164| 165|0,466]0,465| 99,2| 98,8
155. 16,57 17,22 5,27 5,30 454| 452| 166| 166]0,468]0,469] 99,2 99,2
156. 17,32 17,79 5,29| 5,77| 467| 458| 166| 167]0,48110,478] 99,5|] 99,1
157. 17,90| 17,97| 5,35] 5,56| 471| 435| 167| 167|0,481|0,478] 99,6| 99,6
158. 18,46 18,23| 5,40 5,46| 475| 472| 167| 168|0,481]|0,486] 100,0| 99,8
159. 19,80] 19,21 5,44| 545 483 498| 168| 167]0,482]0,481| 100,0] 100,0
160. 20,10 20,75 5,51 5,49| 508| 506| 170| 172]0,493]0,495]100,0| 99,7
161. 21,441 21,97 559| 5,65| 522| 523| 172| 172]0,493]0,500| 100,4| 100,0
162. 24,78] 26,26 5,60| 5,59| 533| 461| 174| 180]0,499]0,517] 101,9] 101,9
163. 25,71 24,85| 5,68 5,79| 573| 563| 175| 176]0,508]0,520] 102,2| 102,2
164. 26,16 26,20| 5,71 5,83| 621| 620 176| 176]0,512]0,512| 102,4] 102,4
165. 27,78| 27,67 5,76 5,71| 623| 617| 177| 178]0,519]0,538] 103,8] 105,7
166. 28,78] 29,29 5,83| 6,06| 642| 648| 178| 185]0,525]0,534] 105,3] 105,3
167. 44,73| 45,06 5,87| 6,01 712| 740] 180| 189]0,528]0,529] 105,3] 105,2
168. 66,22 66,41| 594 593| 835| 809] 181| 185]0,563]0,561| 121,4] 121,0
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Piiloha 33: WBC-Passing-Bablok regrese porovnani méteni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-4000i, graf spolehlivosti stanoveni

parametru WBC, vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 34: WBC - Passing-Bablok regrese - porovnani méteni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-4000i, regresni piimka parametru WBC,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 35: RBC-Passing-Bablok regrese porovnani méteni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-40001, graf spolehlivosti stanoveni

parametru RBC, vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 36: RBC - Passing-Bablok regrese - porovnani méteni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-4000i, regresni ptimka parametru RBC,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 37: PLT- Passing-Bablok regrese porovnani méfeni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-4000i, graf spolehlivosti stanoveni

parametru PLT, vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 38: PLT - Passing-Bablok regrese - porovnani méfeni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-4000i, regresni pifimka parametru PLT,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 39: HGB-Passing-Bablok regrese porovnani méteni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-4000i, graf spolehlivosti stanoveni

parametru HGB, vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 40: HGB - Passing-Bablok regrese - porovnani méfeni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-4000i, regresni piimka parametru HGB,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 41: HCT - Passing-Bablok regrese porovnani méfeni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-4000i, graf spolehlivosti stanoveni

parametru HCT, vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 42: HCT - Passing-Bablok regrese - porovnani méteni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-4000i, regresni ptimka parametru HCT,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc.
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Piiloha 43: MCV-Passing-Bablok regrese porovnani méteni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-4000i, graf spolehlivost stanoveni

parametru MCV, vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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Piiloha 44: MCV - Passing-Bablok regrese - porovnani méteni uzavieny mod
a otevieny mod Sysmex XT-4000i, regresni pfimka parametru MCV,

vyhodnoceno pomoci programu MedCalc
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