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Forord

Denne bacheloroppgaven er utfart av to bioingenigrstudenter ved Hagskolen i Alesund.
Oppgaven er skrevet varen 2015 over en tidsperiode pa 11 uker. Vi ble tildelt en oppgave
om utprgving av Sysmex XN-2000 til kvalitetskontroll av plasma produsert av Blodbanken
ved Alesund sjukehus. Fagbioingenigr ved fagomrade for hematologi og koagulasjon ved
Alesund sjukehus gnsket at denne oppgaven skulle utfares da de navaerende metodene for

kvalitetskontroll er utilstrekkelige og tidkrevende.

Den praktiske delen av oppgaven er utfgrt p& avdeling for medisinsk biokjemi ved Alesund
sjukehus. Avdeling for medisinsk biokjemi har dekket alle de gkonomiske utgiftene til

laboratoriearbeidet.

Oppgaveprosessen har veert leererik og spennende, og vi har leert mye om vitenskapelig

tenking og vurdering.

Vi gnsker 4 rette en stor takk til:

Farsteamanuensis Anne Rgsvik, for hjelp og veiledning i skriveprosessen.

Fagbioingenigr Rigmor Sgvik, for faglig veiledning og hjelp til laboratoriearbeid.
Bioingenigr Il Marianne Sjgli, for bidrag i den faglige veiledningen.

Bioingenigrene ved Blodbanken pé& Alesund sjukehus, for hjelp med innsamling av
prgvemateriale.

Kontaktperson i Sysmex Norge, for informasjon om Sysmex XN-2000 og innspill nar det
oppsto problemer underveis i det praktiske arbeidet.

Ellers en stor takk til andre larere ved Hagskolen i Alesund og bioingenigrer ved Avdeling

for medisinsk biokjemi som har kommet med innspill og tips underveis.



Sammendrag

Denne oppgaven tar for seg falgende problemstilling: Utpraving av Sysmex XN-2000 til
kvalitetskontroll av plasma produsert av blodbanken ved Alesund sjukehus. Hvor godt
samsvarer resultatene fra Sysmex XN-2000 med de navarende metodene for

kvalitetskontroll?

Hensikten med oppgaven var a undersgke om Sysmex XN-2000 kunne brukes til
kvalitetskontroll av plasma produsert i blodbank nar det gjelder residuale leukocytter,
erytrocytter og trombocytter. For & undersgke dette ble plasmaprgver analysert pa Sysmex
XN-2000, farst i kroppsvaeskemodus med hensyn pa leukocytter og erytrocytter, og
deretter i fullblodsmodus med hensyn pa trombocytter. Resultatene ble sammenlignet med
resultater fra de samme prgvene analysert med de naveerende metodene for
kvalitetskontroll av plasma. Referansemetodene var Cell-Dyn Sapphire for leukocytter og
trombocytter og manuell telling i Birker tellekammer for erytrocytter. Deretter ble

statistiske metoder brukt til & vurdere om resultatene samsvarer.

Resultatene viste at Sysmex XN-2000 samsvarer godt med de navaerende metodene for
kvalitetskontroll nar det gjelder analysering av residuale leukocytter, erytrocytter og
trombocytter. Imidlertid avdekket oppgaven en svert darlig intraseriell presisjon for
leukocytter i plasma bade pa Sysmex XN-2000 og referansemetoden. Konklusjonen var at
Sysmex XN-2000 kan erstatte de ndveerende metodene for kvalitetskontrollen av plasma,

men feilkilden for den darlig intraserielle presisjonen begr undersgkes videre.
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1 Innledning

| denne oppgaven skal vi undersgke om Sysmex XN-2000 (XN-2000) kan brukes til
kvalitetskontroll av plasma produsert i blodbanken ved Alesund sjukehus. Den delen av
kvalitetskontrollen vi skal ta for oss er tellingen av residuale celler, som er det
gjenvaerende innholdet av erytrocytter, leukocytter og trombocytter i plasmaet nar det er
ferdig produsert. Denne kvalitetskontrollen er viktig fordi ulike transfusjonsreaksjoner kan
oppsta hos pasienten som en falge av for hgyt innhold av disse residuale cellene i

plasmaet.

| dag utfares tellingen av de residuale cellene i plasma pa Cell-Dyn Sapphire (Sapphire) og
ved manuell telling i Brker tellekammer?. Ifglge bioingenigrene ved fagomrade for

hematologi og koagulasjon ved Alesund sjukehus gir ikke Sapphire gode nok resultater for
prgver med lavt innhold av blodceller. Ogsa den manuelle metoden er utilstrekkelig da den
er tidkrevende, ungyaktig og krever riktig personale til stede for a kunne utfares. P& grunn

av dette gnsker de nye metoder for a utfgre kvalitetskontrollen.

XN-2000 har et kroppsveeskemodus som er beregnet for andre kroppsveaesker enn blod,
dette moduset brukes i dag til analysering av cerebrospinalvaske p& Alesund sjukehus?. Vi
skal undersgke om kroppsveeskemoduset egner seg til telling av residuale erytrocytter og
leukocytter i plasma. Siden kroppsvaeskemoduset ikke analyserer trombocytter, skal vi
ogsa undersgke om fullblodsmoduset pa XN-2000 egner seg til telling av residuale
trombocytter i plasma. Nar en analysemetode skal benyttes til et annet materiale enn hva
den er ment for m& metoden valideres®. Analysemetodene pa XN-2000 er beregnet pa
kroppsvasker og fullblod og de ma derfor valideres far de tas i bruk til analysering av
plasma. For a utfare valideringen skal vi undersgke ngyaktigheten og presisjonen til XN-
2000, Sapphire og manuell telling i Burker tellekammer nar det gjelder residuale celler i

plasma, og deretter sammenligne disse.

Oppgaven inneholder flere temaer som er viktige i bioingenigryrket. Bioingenigrenes
kjernekompetanse inkluderer kunnskap om kvalitetssikring, innfgring av nye
analysemetoder, og vurdering og validering av medisinske laboratorieanalyser* °. Dette

viser at oppgaven var er relevant for bioingenigrutdanningen.



| kapittel 1.2 presenterer vi relevant teori for oppgaven. | kapittel 2 forklarer vi hvilket
materiale vi bruker og hvordan vi har behandlet det, hvordan vi har utfert
laboratoriearbeidet og hvordan vi skal bruke statistiske metoder til a beregne resultatet.
Deretter vil vi presentere resultatene vare i kapittel 3 og diskutere funnene vare i kapittel 4.

1.1  Problemstilling

Utpreving av Sysmex XN-2000 til kvalitetskontroll av plasma produsert av blodbanken
ved Alesund sjukehus. Hvor godt samsvarer resultatene fra Sysmex XN-2000 med de

ndvarende metodene for kvalitetskontroll?

Den delen av kvalitetskontrollen vi skal ta for oss er tellingen av de residuale cellene, som
er det gjenveerende innholdet av erytrocytter, leukocytter og trombocytter i ferdig

produsert plasma.

Operasjonalisering av problemstillingen:
De residuale cellene skal analyseres pa XN-2000 og resultatene vi far skal sammenlignes
med resultatene fra de naveerende metodene for kvalitetskontroll ved Alesund sjukehus,

som vil vaere vare referansemetoder.

- Leukocytter skal analyseres med kroppsveeskemoduset pa XN-2000, og Sapphire
skal brukes som referansemetode.

- Erytrocytter skal analyseres med kroppsvaeskemoduset pa XN-2000, og manuell
telling i Burker tellekammer skal brukes som referansemetode.

- Trombocytter skal analyseres med fullblodsmoduset pa XN-2000, og Sapphire skal

brukes som referansemetode.



1.2 Teoridel

| dette kapittelet skal vi ta for oss relevant teori for oppgaven. Nar det gjelder
analysemetodene som er brukt har vi valgt a legge hovedvekten pa Sysmex XN-2000 da
dette er den nye metoden som skal innfgres. Cell-Dyn Sapphire og Biirker tellekammer vil

bare bli kort presentert.

1.2.1 Plasma

Plasma er en av bestanddelene i humant fullblod. | fullblod er det tre hovedtyper celler:
erytrocytter, leukocytter og trombocytter. Disse cellene er omgitt av plasmaet, som bestar

blant annet av omtrent 92% vann, proteiner, karbohydrater, lipider, hormoner og ioner® -8,

Ved fullblodstapping av blodgivere blir blodet samlet i en tappepose som inneholder
antikoagulanten citrat-phosphate-dextrose (CPD)® °. Hele posesettet blir sentrifugert for &
skille blodkomponentene fra hverandre, erytrocyttene samles pa bunnen av posen,
plasmaet gverst, og laget mellom kalles buffy coat og bestar av trombocytter og
leukocytter. Deretter blir tappeposen presset og plasmaet vil bli samlet i en egen pose.
Buffy coaten blir igjen i tappeposen og kan brukes til produksjon av
trombocyttkonsentrat®. Erytrocyttene blir blandet med saltvann, adenin, glukose og

mannitol, og deretter filtrert for & fjerne leukocytter®.

Etter at plasmaet er separert fra de andre komponentene skal det fryses ned sa raskt som
mulig, og blir heretter betegnet som ferskfrosset plasma (FFP)® 1. Omtrent en gang hver
maned blir FFP fra hele Norge sendt til firmaet Octapharma i @sterrike*2. Der blir FFP fra
flere blodbanker blandet, virusinaktivert og fraksjonert, deretter blir det brukt til &
fremstille plasmabaserte legemidler®. Blodgiverne mé ifglge Behandlingsbiobankloven®4,

810 samtykke til at deres plasma fraktes ut av Norge til bruk i legemiddelproduksjon*4.

Blodoverfgring er en uerstattelig del av medisinsk behandling, derfor er sykehusene
avhengige av blodkomponenter og —produkter fremstilt fra donert blod*®. I fglge Handbok
i transfusjonsmedisin'® har sykehusene i Norge handlet plasmaprodukter fra firmaene

Baxter og Octapharma i det europeiske plasmamarkedet siden 1.juli 2009%°.



Plasmaproduktene som blir kjgpt tilbake til Norge har mange bruksomrader.
Virusinaktivert plasma, fremstilt av FFP, benyttes ved store blgdninger for a tilfere
koagulasjonsfaktorer. Albumin kan gis ved store proteintap. Preparater som inneholder en
eller flere koagulasjonsfaktorer kan benyttes til pasienter med lang koagulasjonstid,
spesifikke koagulasjonsdefekter eller store, akutte blgdninger. Immunglobuliner kan

benyttes ved immunglobulinmangel og enkelte autoimmune sykdommer?® 13,

Blodbankene er ansvarlige for at blodproduktene som produseres tilfredsstiller kravene til
kvalitet og sikkerhet gitt i Blodforskriften®. Kravene for residuale celler i plasma til FFP
er gitt i Blodforskriften?®:

Erytrocytter: <6,0x10°/L
Leukocytter: <0,1x10°%/L
Trombocytter: <50 x 10°/L

| blodbanken ved Alesund sjukehus blir denne kvalitetskontrollen utfart pa to
plasmaenheter i lgpet av en maned. Minst 75 % av alle malingene i lgpet av seks maneder

skal tilfredsstille kvalitetskravet.

1.2.2 Residuale celler

| dette kapittelet skal vi ta for oss de residuale cellene som kan forarsake reaksjoner ved
transfusjon av plasma. Ved a utfare kvalitetskontrollen pa plasmaenheten kan slike
reaksjoner forhindres. De tre typene residuale celler er erytrocytter, leukocytter og

trombocytter.

1.2.2.1 Erytrocytter

Erytrocyttene har antigen plassert pa cellemembranen. Hvilke antigen et menneske har pa
sine erytrocytter avhenger av ABO-blodtypen. Blodtype A har A-antigen, blodtype B har
B-antigen, blodtype AB har bade A- og B-antigen og blodtype 0 har ingen av dem. |



plasma har mennesket antistoff mot det antigenet de ikke har selv. Pa grunn av disse
antistoffene kan det oppsta reaksjoner ved transfusjon av blod®. Ved transfusjon av feil
ABO-antigen kan det oppsta en akutt hemolytisk transfusjonsreaksjon som fglge av at
pasientens antistoff reagerer med de tilfarte antigenene og hemolyserer dem® . Ved
hemolyse vil cellemembranen pa erytrocyttene bli gdelagt og hemoglobin og andre
intracelluleere komponenter fra erytrocyttene frigjeres®. Pa grunn av dette er det viktig at
det ikke er store mengder residuale erytrocytter i plasmaet. | Figur 1 viser vi hvordan
transfusjon mellom giver og pasient med ulike ABO-typer kan forega. Figuren viser at
valg av ABO-type til plasmatransfusjon er omvendt av valg av ABO-type for erytrocytter,
dersom det er residuale erytrocytter i plasmaet vil det dermed bli transfundert uforlikelige

erytrocytter til pasienten.

A 0 B: AB
A B & B
\\ )/ \ p./
AB O
Figur 1: Valg av erytrocytter (A) og plasma (B) ved transfusjon mellom giver og pasient
med ulik ABO-type!’.

1.2.2.2 Leukocytter

Pa leukocyttene befinner det seg en spesiell type antigen som kalles Humane Leukocyte
Antigen (HLA). HLA er delt inn i to klasser, klasse | og klasse II. Klasse | finnes pa nesten
alle kjerneholdige celler, og pa trombocytter. Klasse 1 finnes normalt pa
antigenpresenterende celler som monocytter, makrofager, dendrittiske celler og B-
lymfocytter®®, HLA-antigenene er viktige ved gjenkjennelse og bekjempelse av
mikroorganismer som trenger inn i kroppen®. Det finnes ulike haplotyper av HLA og
dersom en blir eksponert for annen HLA-type enn sin egen enten ved transfusjon eller ved
graviditet vil det bli dannet antistoff. HLA-antistoff hos enten giver eller pasient kan fare

til febrile transfusjonsreaksjoner og transfusjonsrelatert akutt lungesvikt (TRALI). For &



unnga dannelse av HLA-antistoff eller transfusjonsreaksjoner som falge av HLA-antistoff

er det derfor viktig & unnga residuale leukocytter i plasma.

Cytokiner produseres hovedsakelig av leukocytter. Dersom pasienten har
leukocyttantistoff som binder seg til giverens leukocytter vil cytokiner med
betennelsesfremmende aktivitet (proinflammatoriske cytokiner) bli produsert. Makrofager
og monocytter skiller ut flere forskjellige cytokiner med umiddelbar effekt nar de blir
aktiverte. Dette vil gi en indirekte virkning pa hypotalamus som videre kan fare til febril

transfusjonsreaksjon?® 2°,

1.2.2.3 Trombocytter

Leukocytter kan produsere antistoff mot transfunderte trombocytter ved eksponering av
genetisk forskjellige trombocyttantigen. Dette er spesifikke trombocyttantistoff, som oftest
anti-HPA-1a. Kvinner kan danne denne typen antistoff ved svangerskap. Det kan ogsa
dannes ved transfusjoner, derfor er det viktig at plasmaet ikke inneholder residuale

trombocytter® 10,

Trombocyttene har ogsa HLA-klasse 1 antigen som kan fare til transfusjonsreaksjoner pa

samme mate som nevnt for leukocyttene®.

1.2.3 Transfusjonsreaksjoner

Transfusjonsreaksjoner kan oppsta dersom pasienten har antistoffer mot erytrocytter,
leukocytter eller trombocytter i det transfunderte blodproduktet® 1. Ved & blande et stort
antall enkeltenheter av plasma slik som Octapharma gjer vil antistoffene fortynnes. |
tillegg vil antistoffene ngytraliseres av trombocytter, leukocytter og lgselige HLA-
antigener, og antigen-antistoffkompleksene som dannes vil bli fjernet i
virusinaktiveringen. Dette farer til feerre reaksjoner ved plasmatransfusjoner®®. Selv om

transfusjonsreaksjoner er sjeldne ved plasmatransfusjon vil vi videre ta for oss reaksjonene



som kan oppsta pa grunn av residuale celler i plasma, noe som vil vise viktigheten av a

utfgre kvalitetskontrollen.

1.2.3.1 Febril transfusjonsreaksjon

Febril transfusjonsreaksjon er en akutt reaksjon. Reaksjonen kommer av tilstedeveerelsen
av leukocyttantistoff hos pasienten som reagerer med antigen pa de residuale leukocyttene.
Antistoffer mot bade klasse | og Il av HLA vil fare til at leukocytter destrueres og gir
febrile reaksjoner. Pa grunn av leukocyttfiltrering av blodprodukt er det sjelden HLA-
antistoff dannes etter transfusjoner, men immunisering kan skje i forbindelse med
svangerskap. Reaksjonene er svart sjeldent farlige. Symptomene er feber og frysninger

som oppstar etter kort tid, vanligvis gar reaksjonen over etter et par timer®.

1.2.3.2 Allergisk transfusjonsreaksjoner

Allergiske transfusjonsreaksjoner er akutte og forekommer relativt hyppig®. Reaksjoner
kommer av at pasienten har antistoff mot giveren sine plasmaproteiner, eller at giveren er
allergisk og at mottakeren har tilsvarende allergen pé sine antistoff'®. Noen fa personer har
genetisk betinget IgA-mangel, disse kan fa allergisk reaksjon pa grunn av at de har dannet
antistoff mot IgA allerede farste gang de far blodoverfaring® 1°. Allergiske reaksjoner er
blitt sjeldnere etter at plasma fra enkeltgivere ble erstattet med virusinaktivert plasma®.
Alvorlige allergiske transfusjonsreaksjoner kan fare til anafylaktisk sjokk og hjertestans®.

1.2.3.3 "Transfusion-related acute lung injury”, TRALI

TRALI er en akutt transfusjonsreaksjon som inntrer innen seks timer etter transfusjonen.
Reaksjonen kommer av at leukocyttantistoff (HLA- eller granulocyttantistoff) fra giveren
reagerer med mottakerens leukocytter. Dette vil fgre til at granulocyttene aktiveres,

aggregerer i lungekapilleerene og farer til kapilleerskade. Reaksjonen kan ogsa oppsta



dersom mottakeren har leukocyttantistoff som reagerer med residuale leukocytter fra
blodproduktet®. Ferskfrosset plasma med leukocyttantistoffer har veert rsaken til mange
tilfeller av TRALI, men etter at virusinaktivert plasma ble innfgrt er det ingen
dokumenterte tilfeller®.

1.2.4 Sysmex XN-2000

Sysmex XN-2000 (XN-2000) er en automatisk celleteller som kan analysere en rekke
forskjellige parametere i ulike kroppsvasker ved hjelp av fluorescens flowcytometri,
impedans (motstandsprinsippet) og optisk metode. Det er kun fluorescens flowcytometri
og impedans som blir beskrevet i dette kapittelet siden det er de metodene som brukes i
oppgaven. P& Alesund sjukehus brukes XN-2000 til analysering av fullblod og

cerebrospinalvaeske? 20, XN-2000 er vist i figur 2.

Figur 2: Sysmex XN-200071,

XN-2000 har to ulike analysemodus: fullblodsmodus som brukes til analysering av
fullblod og kroppsveeskemodus som brukes til analyse av flere ulike kroppsvasker, blant
annet cerebrospinalvaeske?. | denne studien skal trombocytter (PLT) i plasma analyseres
ved a bruke fluorescens flowcytometri (PLT-F) og impedans (PLT-1) i fullblodsmodus. |
kroppsveeskemodus skal erytrocytter i plasma analyseres ved bruk av impedans, og

leukocytter i plasma ved bruk av fluorescens flowcytometri.
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Ved bruk av impedans og fluorescens flowcytometri i kroppsvaeskemodus vil antallet
partikler som blir talt vaere omtrent ti ganger hgyere nar det gjelder leukocytter, og tre
ganger hgyere nar det gjelder erytrocytter, sammenlignet med samme metoder i
fullblodsmodus??. Metoden for analysering av trombocytter ved hjelp av fluorescens
flowcytometri er spesielt utviklet for prever med svart lave trombocyttverdier, det blir
ogsa analysert et starre provevolum med denne metoden enn med impedansmetoden?3,
Reagensene som brukes til fluorescens flowcytometri har en hgyere kostnad enn

reagensene som brukes til impedans?*.

1.2.4.2 Analyseprinsipp for fluorescens flowcytometri

Flowcytometeret bestar av en kanal med cellefri vaeske, en 633 nanometer diodelaser og et
deteksjonssystem. Ved hjelp av flowcytometri kan enkeltceller telles og klassifiseres ved a
bestrale dem med diodelaseren?,

En liten mengde av pasientprgven blir sugd opp av injeksjonssystemet pa XN-2000 og det
lages en cellesuspensjon som blir tilsatt et fluorescerende fargestoff som binder seg til
RNA og DNA i cellene?® 25, For at hver celle skal kunne bli bestralt av laserstralen ma de
passere én etter én, dette oppnas ved at cellesuspensjonen blir injisert i en strem av cellefri
vaeske med hgyere hastighet. Denne teknikken kalles hydrodynamisk fokusering og gjer at
cellene blir samlet i midten, omsluttet av den cellefrie veesken. Etter hvert som cellene nar
stralen fra diodelaseren vil stralen bli spredt i ulike retninger?® 2’. Mengden av lys spredt
fremover (FSC) er proporsjonal med cellens stgrrelse, lys spredt til siden (SSC) gir
informasjon om kompleksiteten til den intracelluleare strukturen, og fluorescert lys gir
informasjon om cellens innhold og mengde av nukleinsyrer og celleorganeller®® 2’. En
skisse av lysspredningen er vist i figur 3. Det fluorescerte lyset oppstar ved at elektroner i
det fluorescerende fargestoffet absorberer energi fra diodelaseren og gar fra grunntilstand
til et hgyere energiniva. Nar elektronene gar tilbake til grunntilstanden blir den absorberte

energien emittert i form av fluorescert lys av én spesifikk balgelengde?’.
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Figur 3: Skisse av lysspredningen ved fluorescens flowcytometri pa Sysmex XN-2000%,

Flowcytometerets deteksjonssystem bestar av flere fotodioder, som er spesifikke for lys av
én bglgelengde. FSC og SSC fanges direkte opp av disse. Det fluorescerte lyset blir sendt
gjennom en rekke dikroiske speil hvor det blir delt inn i de ulike balgelengdene og sendt til
den korresponderende fotodioden?’. Fotodiodene omdanner spredt og fluorescert lys til
elektroniske signal som er proporsjonale med lysintensiteten som treffer dem®. De
elektroniske signalene blir prosessert og omformet, og deretter sendt til det tilhgrende
datasystemet. Sammensetningen av celler i prgven og deres egenskaper vil bli fremstilt i

en rekke ulike spredningsdiagram og histogram?® 28,

1.2.4.3 Analyseprinsipp for impedans

Celletelling ved bruk av elektrisk impedans baserer seg pa endringer i elektrisk motstand
forarsaket av celler. Membranen pa en celle har isolerende egenskaper og celler vil derfor
lede stregm darlig.

| analysemaskinen er det en kapillaerapning som star i en fortynningsvaeske med god

ledningsevne. Det gar elektrisk stram mellom to elektroder, en i fortynningsvaesken og en
utenfor. Pasientprgven blandes i fortynningsvaesken og sendes gjennom kapillaerapningen
ved hjelp av hydrodynamisk fokusering, som gjar at cellene passerer enkeltvis og sentralt.

Elektrodene maler hvilken spenning som trengs for a holde en konstant strgm i
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fortynningsvaesken, men hver gang en celle passerer kapilleerapningen vil det oppsta
elektrisk motstand i kretsen pa grunn av cellenes darlige ledningsevne, og spenningen ma
da gkes for & holde strammen konstant. Spenningsgkningen blir registrert som en elektrisk
puls. Antallet elektriske pulser som utlgses tilsvarer antallet celler i pragven, og starrelsen
pa hver elektriske puls er direkte proporsjonal med starrelsen pa cellen. Denne
informasjonen blir sortert og fremstilt i spredningsdiagram og histogram?> 27,

Analyseprinsippet for impedans er vist i figur 4.

detector
sample
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P-—r

electrode (+) electrode (-)

L ] I
™ -
blood ceul ~—

aperture

Figur 4: Analyseprinsipp impedans for Sysmex XN-2000%°,

1.2.5 Referansemetoder

Ved blodbanken pé& Alesund sjukehus blir kvalitetskontrollen av plasma utfart ved at
residuale erytrocytter blir talt manuelt i ufortynnet plasma ved bruk av Burker tellekammer
og mikroskop, mens residuale leukocytter og trombocytter blir analysert i Cell-Dyn

Sapphire. Det er disse metodene vi skal bruke som vare referansemetoder.

1.2.5.1 Cell-Dyn Sapphire

Cell-Dyn Sapphire (Sapphire) kan male trombocytter og leukocytter ved tre ulike metoder:

optisk maling, impedansmaling og immunologisk metode (CD 61). | dette prosjektet skal
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trombocytter (PLT) og leukocytter (WBC) i plasma analyseres ved bruk av optisk maling.
Sapphire er vist i figur 5.

Figur 5: Cell-Dyn Sapphire®.

Leukocytter og trombocytter blir analysert i Sapphire sin optiske kanal med en Multi
Angle Polarized Scatter Separation-teknologi (MAPSS). Den optiske kanalen sender
preven gjennom en kvartscelle ved hjelp av hydrodynamisk fokusering. Prgven sendes
forbi stralen fra en argonlaser. Lyset blir spredt nar cellene passerer og males ved
forskjellige vinkler. 0° lysspredning blir brukt til bestemmelse av cellestgrrelsen. 90°
lysspredning blir brukt til bestemmelse av celluler fasong. 7° lysspredning brukes til a
bestemme celluleer kompleksitet og 90° depolarisert lysspredning brukes til evaluering av
cellens granularitet. Alle de fire forskjellige kombinasjonene blir brukt for & differensiere
og kvantifisere de forskjellige leukocyttene og trombocyttene?’. Logaritmen av

lysspredningen ved 90° og 7° fremstilles mot hverandre i et spredningdiagram?.

1.2.5.2 Manuell telling

| dette prosjektet skal vi telle erytrocytter manuelt ved hjelp av Biirker tellekammer og

mikroskop.
Birker tellekammer blir brukt til undersgkelser av cellesuspensjoner. Det bestar av to

avskilte rutenett®. Ved telling av erytrocytter er det C- og D-rutene som skal telles, disse

rutene er merket i figur 6.
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Figur 6: Rutenett Burker tellekammer?.

1.2.6 Metodesammenligning

Metodesammenligning er en oppgave som utfgres jevnlig av de ansatte pa biokjemiske
laboratorier®. Nar en ny metode skal innfares er det vanlig & sammenligne den med en
gammel, etablert metode, altsa en referansemetode. | sammenligningen er det viktig a
finne ut om den nye metoden kan erstatte referansemetoden uten at det gir en stor endring i
analyseresultatene. For & undersgke dette ma det utferes parede analyser pa de to
metodene, og resultatene ma evalueres. Resultatene evalueres ved bruk av ulike statistiske
metoder®2. Alle statistiske metoder som skal brukes er beskrevet i kapittel 2.3 Statistisk

metode.
Nar to analysemetoder skal sammenlignes bgr minimum 40 prgver analyseres over minst

fem dager, men ved analysering av flere praver over flere dager vil paliteligheten til

undersgkelsen gke®,
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1.2.6.1 Validering

Validering er & objektivt bevise at kravene for metodens tiltenkte anvendelse tilfredsstilles
ved hjelp av en undersgkelse. Kravene bgr bestemmes pa forhand for & kunne gjare en
objektiv vurdering av resultatene® %. Validering av metoder er viktig for & sikre
paliteligheten av et analyseresultat. Alle metoder ma valideres for de tas i bruk, enten av
produsenten eller av laboratoriet selv. Dersom en metode skal benyttes til noe annet enn
det tiltenkte bruksomrédet ma den valideres®. | dette prosjektet skal vi benytte en metode
som er tiltenkt kroppsvesker og fullblod til & analysere plasma, og vi ma derfor validere

den.

Valideringen gar ut pa & beskrive ulike parametere som kan si noe om metodens analytiske
kvalitet. Hvilke parametere som skal brukes varierer fra metode til metode og velges ut
etter hvor relevant de er®3*3%, | denne oppgaven skal vi bruke ngyaktighet og presisjon

for & vurdere metodene.

1.2.6.2 Ngyaktighet

Ngyaktigheten sier noe om hvor neer resultatet av en analyse eller analyseserie er den
sanne verdien. Ngyaktigheten til en metode kan bestemmes ved a analysere de samme
prgvene pa den aktuelle metoden og pa en referansemetode, og deretter sammenligne

middelverdiene av resultatene ved bruk av statistiske metoder® 2.

1.2.6.3 Presisjon

Presisjon er evnen en analyse har til a gi likt resultat ved analysering av den samme prgven
gjentatte ganger. Presisjonen til en metode bgr undersgkes bade intraserielt og interserielt.
Intraseriell (innen-serie) presisjon sier noe om overensstemmelsen mellom resultatene av
gjentatte malinger av samme prgve under de samme betingelsene, disse malingene bar
forega over et kort tidsrom. Interseriell (mellom-serie) presisjon sier noe om

overensstemmelse mellom resultatene av gjentatte malinger av samme prgve utfgrt med

16



ulike betingelser. Ulike betingelser kan vaere ulike dager og ulike personer som utfarer
analysen. Ved a beregne standardavvikene og variasjonskoeffisient av resultatene kan vi si
noe om metodens presisjon. Presisjonen fra to ulike metoder kan sammenlignes ved hjelp

av statistiske metoder® 32 3,

1.2.7 Tidligere studier

Dette kapittelet har veert en utfordring siden vi ikke har funnet publiserte studier som
sammenligner Sysmex XN-2000 (XN-2000) med Cell-Dyn Sapphire (Sapphire) for
kvalitetskontroll av plasma, eller studier hvor plasma er analysert pa XN-2000. Var
kontaktperson i Sysmex Norge og var faglige veileder kjenner heller ikke til slike studier.
Vi har derfor valgt a ta med noen andre studier som vi mener kan veere relevante for var

oppgave.

| studien «New fluorescent method (PLT-F) on Sysmex XN2000 hematology analyzer
achieved higher accuracy in low platelet counting»®® fra 2013 ble presisjonen for
analysering av trombocytter med fluorescens flowcytometri (PLT-F) pa Sysmex XN-2000
undersgkt pa blodprgver med trombocyttverdier lavere enn 50x10°%L. Prgvene ble ogsa
analysert med impedans (PLT-1) og optisk metode (PLT-O) pa bade Sysmex XE-2100 og
XN-2000 med hensyn pa trombocytter. Studien ble utfgrt fordi det for pasienter med sveert
lave trombocyttverdier er viktig med hgy ngyaktighet og hay presisjon i en analyse for at
de riktige avgjarelsene for videre behandling kan bli tatt. | studien blir det konkludert med
at PLT-F gir sveert gode resultater og er en palitelig metode for analyse av prgver med lave
trombocyttverdier®. Denne studien har vi tatt med i oppgaven fordi PLT-F er en av

metodene som skal utprgves pa lave trombocyttverdier i var studie og.

| studien «Application of the ADVIA cerebrospinal fluid assay to count residual red blood
cells in blood components»®” fra 2012 skal en metode pd ADVIA 120 som originalt er

utviklet for @ male erytrocytter og leukocytter i spinalveaeske, vurderes for bruk til
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analysering av residuale erytrocytter i plasma fra blodbank. Som referansemetode er det
brukt manuell telling i tellekammer. Bakgrunnen for studien var at det ikke finnes noen
automatisert og ngyaktig metode for analysering av residuale erytrocytter i blodprodukter.
Det blir konkludert med at metoden er ngyaktig nok for telling av erytrocytter i plasma,
men det var indikasjoner pa at ADVIA 120 ga et lavere resultat enn den manuelle
tellingen, spesielt for pravene med hgye verdier av erytrocytter’. Denne studien har vi tatt
med fordi & vurdere en metode ment for spinalvaske til analysering av residuale

erytrocytter er en stor del av var oppgave.

| studien «Use of the Cell-Dyn Sapphire Hematology Analyzer for Automated Counting of
Blood Cells in Body Fluids»® fra 2010 testes den analytiske og kliniske ytelsen til Cell-
Dyn Sapphire (Sapphire) for celletelling i ulike kroppsvesker. For telling av erytrocytter
og leukocytter ble ytelsen sammenlignet med tellekammer. Bakgrunnen for studien var a
vurdere om manuell telling kan erstattes av Sapphire, siden manuell telling bade har darlig
presisjon og er tidkrevende. Studien viste at Sapphire kan vaere svart nyttig som et
screeningsverktgy for erytrocytt- og leukocyttelling i kroppsvasker. Det konkluderes med
at pa grunn av hgy impresisjon for praver med lave celletall kan Sapphire kun anbefales
for kroppsvaesker med leukocyttverdier hgyere enn 50/uL (0,05x10%L) og
erytrocyttverdier hgyere enn 3000/uL (3x10%L). Manuell telling av leukocytter i
spinalvaeske er ngdvendig nar Sapphire gir et resultat med leukocyttverdi mindre enn
50/uL (0,05x10°%L)%. Denne studien kan vaere nyttig for oppgaven siden Sapphire er en av
referansemetodene som er brukt i var studie, og fordi den kan bekrefte pastandene om at

Sapphire ikke er egnet for analysering av prgver med sveert lavt innhold av celler.

| studien «Evaluation of the body fluid mode of automated hematology analyzer XN-series
for extremely low peripheral white blood cell counts»®® fra 2014 skal ytelsen pa
kroppsvaeskemoduset pa Sysmex XN-2000 for praver med ekstremt lave verdier av
leukocytter vurderes. Som referansemetode brukes manuell telling i tellekammer. For
analyse av intraseriell presisjon analyseres fem paralleller i fem ulike prgver. Dette gjares
pa bade kroppsvaeskemodus og pa modus for lave leukocytter (LW-modus). Studien viser
at LW-moduset generelt maler hgyere verdier enn manuell metode og dette begrunnes med

at det utfgres en bakgrunnssjekk far analysering pa kroppsvaeskemoduset, men ikke pa
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LW-modus. Det konkluderes med at kroppsvaeskemoduset kan erstatte den manuelle
metoden fordi den er ngyaktig og har god presisjon®. Denne studien har vi tatt med i
oppgaven fordi var oppgave skal i likhet med studien vurdere kroppsvaskemoduset pa

Sysmex XN-2000 til analysering av prgver med svert lave leukocyttverdier.
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2 Materiale og metode

| dette kapittelet skal vi ta for oss hvilket materiale vi har benyttet og hvordan det er
behandlet. Videre skal vi ta for oss hvordan analyseringen av kontroller og prevemateriale
er utfgrt. Deretter skal vi forklare hvordan vi har brukt statistiske metoder til a behandle
datamaterialet.

Oppgaven var er en kvantitativ studie og vi skal samle inn malbare data. Datamaterialet
skal beskrives med tabeller og grafiske figurer, og analyseres ved bruk av statistiske

metoder?.

2.1 Innsamling av prevemateriale

Materialet vi brukte var plasma fra fullblodstappinger i blodbanken. Tappeposene ble
sentrifugert og presset slik at plasmaet var samlet i en egen pose og denne ble sveiset av
fra resten av tappesettet. Slangen som henger fast i plasmaposen ble sveiset av med en
sterilsveis. Prgvematerialet ble tappet ut av slangen ved bruk av kanyle og over i et 4 ml
prgveglass uten tilsetning. Glassene ble merket med etiketter med strekkoder. Deretter ble
prgvematerialet oppbevart i romtemperatur frem til det skulle analyseres. Alle prgvene er
analysert samme dag som de er tatt. Far analysering ble pravematerialet blandet for hand

eller pa vippe.

Det ble samlet og analysert 52 plasmaprgver fra 52 forskjellige blodgivere i Igpet av fem
dager. For a fa nok prgvemateriale til presisjonsanalysen brukte vi plasma fra én
plasmapose, som skulle kasseres pa grunn av lufttilblanding, fordelt i fem ulike praveglass
som ble analysert den sjette dagen. Pa grunn av uventede resultater i presisjonsanalysen pa
Sysmex XN-2000 ble det tatt en ekstra plasmaprgve fra en annen blodgiver for a utfare
analysen pa nytt. | tillegg ble det brukt plasma fra ett praveglass tilsatt antikoagulanten
EDTA.

Reagenser som ble brukt pa Sysmex XN-2000 og Cell-Dyn Sapphire er listet opp i vedlegg
1.
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2.2 Analysering av pregver og kontroller

| dette kapittelet skal vi ta for oss hvordan vi har utfgrt analyseringen av plasmaprgvene og

kontroller.

- Residuale trombocytter i plasma er analysert ved a bruke fluorescens flowcytometri
(PLT-F) og impedans (PLT-I) i fullblodsmoduset pa XN-2000, og Sapphire er
brukt som referansemetode.

- Residuale erytrocytter i plasma er analysert med impedans pa XN-2000
kroppsvaskemodus, manuell telling i Birker tellekammer er brukt som
referansemetode.

- Residuale leukocytter i plasma er analysert ved bruk av fluorescens flowcytometri

pa XN-2000 kroppsveaeskemodus, Sapphire er brukt som referansemetode.

2.2.1 Kontroller pa Sysmex XN-2000 og Cell-Dyn Sapphire

Kontrollene for Sysmex XN-2000 (XN-2000) og Cell-Dyn Sapphire (Sapphire) analyseres
og godkjennes av bioingenigrene pa fagomrade for hematologi og koagulasjon. Kontrollen
for fullblodsmodus pa XN-2000 blir utfert tre ganger per dag og for kroppsvaskemodus en
gang per dag. Sapphire har tre forskjellige kontroller som blir analysert daglig: en for lave

celletall, en for hagye celletall og en for normale celletall. Lav eller hgy kontroll blir

analysert to ganger og normal kontroll en gang.

2.2.2  Analysering av prgver pa Sysmex XN-2000

XN-2000 har en startknapp (bla) og en modusknapp (grd) pa utsiden. For a stille inn
maskinen-pa manuelt analysemodus brukte vi modusknappen. Pa den tilhgrende
datamaskinen til XN-2000 gikk vi inn i "Change Measurement Mode " pa kontrollmenyen,

der vi kunne velge mellom "Whole Blood", "Low WBC" eller "Body Fluid".
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For analysering av trombocytter valgte vi "Whole Blood". Vi analyserte 20 av prevene
med fluorescens flowcytometri (PLT-F) i fullblodsmodus, og alle 52 prevene med
impedans (PLT-1). Vi stilte inn maskinen pa fluorescens flowcytometri ved a velge feltet
for "PLT-F" i innstillingene for manuelt modus. Nar vi analyserte prgver i fullblodsmodus
leste maskinen strekkodene pa etiketten automatisk, men nar vi skulle analysere med PLT-
F matte prevenummeret skrives inn manuelt ved a velge bort "Read 1D", og skrive inn
prevenummeret under "Sample No". Vi valgte bort "Aspiration Sensor", "Raised Bottom
Tube", "DIFF" og "RET". Vi blandet prgvene far vi satte dem en og en i den ytterste

preveholderen, og startet analyseringen med startknappen.

For & analysere leukocytter (WBC) og erytrocytter (RBC) skiftet vi til kroppsvaeskemodus
med modusknappen og valgte "Body Fluid" i "Change Measurement Mode". XN-2000
gjer da en automatisk bakgrunnssjekk. Vi kjgrte denne manuelt til den var 0,0x10%L for
RBC og 0x10°%/L for WBC, resultatene fra bakgrunnssjekken viser vi i vedlegg 2. |
innstillingene for manuell analyse pa kroppsvaskemodus valgte vi bort "Cap Open" og
"Query to Host". Vi blandet prevene far vi satte dem inn i den ytterste prgveholderen og

startet analyseringen.

For & finne igjen pravene pa datasystemet etter analysering markerte vi det aktuelle
prgvenummeret og valgte "Browser" i menylinjen gverst. For a skrive ut resultatet valgte

vi "Output” og deretter "Report for Lab Use Only".

2.2.3 Analysering av prever pa Cell-Dyn Sapphire

For analysering av prgver pa Cell-Dyn Sapphire matte vi farst kjere en bakgrunnssjekk.
For a utfare denne valgte vi "Run Open Tube" pa skjermen, i "Next Open Tube Setup"-
vinduet valgte vi "Specimen Type": "Background” og deretter "Normal".
Bakgrunnssjekken startes ved a trykke pa aspireringsknappen bak proben som na var
kommet ut av maskinen. Bakgrunnssjekken var 0.00x10%L fer vi startet analyseringen,
resultat av bakgrunnssjekken viser vi i vedlegg 3. For & unnga "carry-over" fra
fullblodsprever hadde vi saltvannslgsning i et prgveglass uten tilsetning og plasserte denne

i farste posisjon i racken. Prgvene ble analysert i "Query mode". Vi blandet plasmaprgvene
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lett for hand far vi satte dem i racken. Den rgde tasten bakerst pa racken ma veere presset
ned for & signalisere til maskinen at hele racken skal analyseres. Fgr analyseringen kan
starte ma "Ready"-signalet lyse grant. Ved a trykke pa "Run Loader" settes maskinen i

automatisk modus, og den startet da & blande og analysere alle prgvene.

Siden innholdet av celler i prgvene vare var veldig lavt, fikk vi ofte opp feilmeldingen:
"Outside Reportable Range". Vi matte tvinge maskinen til & fortsette pa neste preve ved a
trykke "OK" og deretter "Run Loader".

For & se pa resultatet markerte vi det aktuelle prevenummeret i dataloggen og valgte "Run

view". Vi skrev ut alle resultatene ved a velge "Print".

2.2.4 Manuell telling i Burker tellekammer

For & feste dekkglasset pa Burker tellekammeret blaste vi pa kammeret og festet
dekkglasset ved a skyve det pa. Vi tilfarte pravematerialet til tellekammeret ved a bruke en
automatpipette. Tellekammeret sto deretter i fuktkammer i 15 minutter fer vi begynte a

telle i mikroskop.

Vi talte to paralleller for hver av de 52 provene. De 16 C- og D-rutene som er merket med
svart i figur 6 ble talt, disse inneholder til sammen 1/50 pL plasma. Vi talte erytrocyttene
inne i rutene og erytrocyttene som la pa venstre langside og nederste kortside, men ikke
hgyre langside og gverste kortside. For & beregne antall erytrocytter per liter regnet vi ut
gjennomsnittet av parallellene, og fortsatte med falgende formel:

Antall erytrocytter per liter = (Gjennomsnitt av telletall /tellevolum) X 10°

2.2.5 Presisjonsanalyse

For vurdering av intraseriell presisjon for trombocytter malt med impedans analyserte vi

det samme praveglasset 20 ganger i fullblodsmodus pa XN-2000. Deretter analyserte vi et
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annet praveglass 20 ganger pa kroppsvaeskemoduset for intraseriell presisjon for
erytrocytter og leukocytter. Her analyserte vi uten kork for & unnga at det samlet seg rester
fra korken i prgvematerialet, vi valgte da "Cap Open" i innstillingene for manuell analyse.
Pa Sapphire brukte vi det samme prevematerialet fordelt i to glass, og analyserte dem 10

ganger hver.

Siden vi fikk et uventet praveresultat pa presisjonsanalysen for leukocytter pa XN-2000
gjorde vi ulike forsgk for & prgve a undersgke hva som pavirket prgveresultatene:
- Vi tok en bakgrunnssjekk etter analysering nummer 20 og analyserte deretter
prgven pa nytt for  se om det skyldes "carry-over".
-l andre forsgk analyserte vi plasma fra en annen plasmapose 20 ganger.
- I tredje forsgk prevde vi a overfgre plasmaet fra den farste plasmaposen til en
annen type glass og analyserte det atte ganger pa XN-2000, deretter en gang pa
Sapphire for & sammenligne.

- | fjerde forsgk brukte vi plasma fra et glass tilsatt antikoagulanten EDTA.

For & finne interseriell presisjon brukte vi kontrollene som er analysert hver dag pa XN-
2000. Vi hentet disse ut fra datasystemet til XN-2000. | menylinjen valgte vi "QC-file ".
For kroppsveeskemoduset valgte vi kontrollen "Body Fluid Control Level 1" og "Control
Level 1" for fullblodsmodus, der leste vi av middelverdien, standardavviket og
variasjonskoeffisienten som var ferdig beregnet. Interseriell presisjon for Cell-Dyn har vi

ikke vurdert siden det ikke finnes kontroller i et passende niva.

2.3 Eventuelle feilkilder

Eventuelle feilkilde kan pavirke resultatet i det praktiske arbeidet. Feilkilder som kan ha
oppstatt i vart arbeid er:

- For mye blanding av plasmaet fgr analysering.

- Manglende erfaring med manuell celletelling.

- Antikoagulanten som er tilsatt i tappeposene.

- Interfererende stoffer i praveglassene.

- "Carry-over".
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Interferens er nar prgveresultatet blir pavirket av en annen substans enn den aktuelle
analytten. En prgve kan inneholde andre partikler som kan bli feiltolket som leukocytter,

erytrocytter eller trombocytter, og resultatet vil bli falskt for hayt eller falskt for lavt?> %8,

Rester fra tidligere prgver i kuvetten, praveveien eller i flowcellen pa XN-2000 kan ogsa
pavirke resultatet?®. Nar innstillingene p& XN-2000 endres til kroppsvaskemodus utfares
det en bakgrunnsmaling fer analyseringen kan starte. Bakgrunnsmalingen hindrer at
resultatet blir feil pa grunn av rester i preveveien fra forrige prove (“carry-over").
Bakgrunnsmalingen utfares automatisk til resultatet er 1x10%/L for leukocytter og 3x10%/L

for erytrocytter?® 3°,

2.4 Metodevalidering

For & utfare valideringen har vi satt opp krav som resultatene vare ma oppfylle. Siden det
er gnskelig a erstatte Sapphire med XN-2000 har vi satt som krav at XN-2000 ma gi like
gode eller bedre resultater ssmmenlignet med Sapphire for de parameterne vi har valgt ut.
Som krav for interseriell presisjon har vi brukt tall for interseriell presisjon gitt av

Sysmex?8. Kravene er vist i tabell 1.

Tabell 1: Krav til interseriell presisjon, oppgitt som variasjonskoeffisient.

Krav for
variasjonskoeffisienten

Leukocytter <10%
Erytrocytter <40%
PLT-I <12%
PLT-F <10%
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25 Statistiske metoder

Vi har ved bruk av statistiske metoder regnet ut ngyaktighet og den intraserielle
presisjonen til analysemetodene for hver av de tre typer av restceller vi har analysert. Alle
utregninger og spredningsdiagram er utfgrt ved bruk av egne regneark laget i Excel og ved
hjelp av tillegget Dataanalyse, samt regneark tilgjengelig pa Norsk Klinisk-Kjemisk
Kvalitetskontroll (NKK) sine nettsider®®. Alle formler som vises i dette kapittelet er lagt

ved i vedlegg 4.

Nar en gnsker a undersgke noe om en populasjon, som i dette tilfellet ville vert alle mulige
plasmaprgver, kan et utvalg av populasjonen brukes for a si noe om den. Vart utvalg er de
52 plasmaprgvene. Antall praver er gitt ved n. For utvalget beregnes middelverdiene, X og
Y, henholdsvis for referansemetode og testmetode, som vist i formel 1. Variansen (c2) for
malingene er ukjent og empirisk varians, s?, og standardavvik, s, mé derfor beregnes.
Formlene for s? og s er vist i formel 2 og 3. Empirisk varians og standardavvik vil veere

estimater av varians og standardavvik for hele populasjonen®.

2.5.1 Hypotesetesting

Ved bruk av variablene s? og s kan ikke en standard normalfordeling benyttes til
hypotesetesting, vi har derfor brukt t-fordelingen for t-test og F-fordelingen for F-test. | en
hypotesetest ma vi selv velge hvilket signifikansniva som skal brukes. | denne oppgaven
har vi benyttet et 5% signifikansniva. Med et 5% signifikansniva vil det vil veere 5%

sannsynlighet for at vi forkaster en hypotese som er sann®.

2.5.1.1 F-test

F-test er en hypotesetest som kan brukes til & undersgke om to metoders empiriske varians

er signifikant forskjellige. Dette har vi brukt til & vurdere om metodenes presisjon er god.
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Den observerte F-verdien, som er et estimat for det ukjente forholdstallet 6?x/ 6%y er regnet

ut med formel 4%,

Den empiriske variansen for metodene, sx® og svy?, er beregnet ut ifra malingene fra
referansemetode og testmetode, som gitt i formel 2. Fops skal alltid veere stgrre enn 1, sa
ligningen arrangeres slik at den hgyeste empiriske variansen er over brgkstreken. Vi
sammenlignet Fops med kritisk F-verdi, Fuit, som avhenger av signifikansniva (o), antall
frinetsgrader (mx og my) og om testen er en- eller tosidig (henholdsvis a eller 20)*!. Fiit
ble beregnet i Excel ved bruk av funksjonen «F.inv.h». Antall frihetsgrader beregnes med
formel 5. | denne oppgaven blir tosidig F-test benyttet, o for 5% signifikansniva blir derfor
0,025. En nullhypotese, Ho, ble utformet og pastar at metodenes empiriske varians er like.
En annen hypotese, Hi, ble utformet og pastar at metodenes empiriske varians er ulike.
Dersom Fons < Firit beholdes nullhypotesen, i det motsatte tilfellet forkastes den og det
konkluderes med at metodenes empiriske varians er signifikant forskjellige*. Vi har brukt

egne regneark i Excel for a utfare F-testen.

2.5.1.2 t-test

t-test er en hypotesetest som kan benyttes for & undersgke om to metoders
giennomsnittsmalinger er signifikant forskjellige, det gjeres ved & vurdere om differansen
mellom gjennomsnittene er forskjellig fra null*32, Dette har vi brukt til & sammenligne
metodenes ngyaktighet. Differansen av middelverdiene, X - ¥, benyttes som et estimat for
differansen pix - ly. Et krav for den typen t-test som skal brukes er at metodenes
empiriske varians ikke er signifikant forskjellige, og vi matte derfor farst utfgre en f-test pa
malingene. Dersom F-testen viser at det ikke er signifikant forskjell pa de empiriske
variansene gar en videre med t-testen pa falgende méte*!. Et samlet estimat for
standardavviket, s, ble beregnet med formel 6. To hypoteser ble utformet, nullhypotesen
pastar at differansen mellom metodenes forventningsverdier er lik null, og den andre
hypotesen pastar at differansen er forskjellig fra null. Observert t-verdi ble beregnet med
formel 7. Kritisk t-verdi, tit, avhenger av signifikansniva (a), antall frihetsgrader og om
testen er en- eller tosidig (som gir henholdsvis a eller 2a), og beregnes i Excel. Vi har

brukt tosidig t-test, a for 5% signifikansniva blir derfor 0,025. Antall frihetsgrader
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beregnet vi med formel 8. Dersom tobs < tkrit beholdes nullhypotesen, men dersom tobs > tirit
forkastes nullhypotesen og det kan konkluderes med at differansen av middelverdiene er
forskjellig fra null*L. Vi har brukt dataanalyseverktayet «T-test: To utvalg med antatte like

varianser» i Excel for a utfare disse beregningene.

Viser F-testen at det er signifikant forskjell mellom de to metodenes empiriske varians, ma
t-testen utfgres med en annen metode. Denne metoden beskrives ikke her siden den ikke er
brukt.

2.5.2 Regresjon- og korrelasjonsanalyse

Til metodesammenligning har vi brukt regresjon- og korrelasjonsanalyse til & undersgke
den linegere sammenhengen mellom testmetoden og referansemetoden. En rett linje, y = ax
+ b der a er stigningstallet og b er skjaeringspunktet med y-aksen, kan da brukes for & si
noe om sammenhengen mellom maleresultatene fra de to metodene*!. En perfekt lineaer

sammenheng mellom to metoder vilgia=10gb =08

Korrelasjonskoeffisienten, r, kan beregnes ut fra resultatene og brukes som et mal pa hvor
godt malingene fra de to metodene kan beskrives av den rette linjen. r beregnes med
formel 9 og vil vaere et estimat for populasjonskorrelasjonskoeffisienten. r vil bli et tall: [0,
1], der 1 betyr perfekt korrelasjon og 0 betyr darlig korrelasjon®!.

Vi har brukt Excel til & tegne et korrelasjonsdiagram med maleresultater for testmetoden
pa y-aksen og referansemetoden pa x-aksen. Malingene fra testmetoden og
referansemetoden for hver prgve ble plottet mot hverandre. Ved bruk av diagramverktay i
Excel har det blitt beregnet en tilpasset rett linje for malingene. Deretter brukte vi

funksjonen «Korrelasjon» for a beregne korrelasjonskoeffisienten, r.
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2.5.3 Variasjonskoeffisienten

Analysesvar er pavirket av tilfeldige feil, enten feil som gir for hgye svar eller for lave

svar. Denne usikkerheten pa prgvesvarene kan oppgis som variasjonskoeffisienten (CV).

Vi har benyttet CV til & si noe om intra- og interseriell presisjon for malingene. CV for
intraseriell presisjon pa XN-2000 beregner vi med egne regneark i Excel. CV for
interseriell presisjon er beregnet av datasystemet til Sysmex XN-2000 ved a bruke

resultater fra de daglige kontrollene. Formelen for CV i prosent vises i formel 10%.

For & beregne intraseriell presisjon for parallellene i den manuelle tellingen i Blrker
tellekammer har vi brukt regnearket «Komponenter av standardavvik med 1 ukjent + 1
eller 2 kjente kilder til variasjon (1 og 2 veis ANOVA)» fra NKK*,
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3 Resultat

| dette kapittelet skal vi presentere resultatene vi har fatt fra laboratoriearbeidet.

Resultat fra analyseringen av de 52 prgvene og de innledende utregningene er lagt ved i:
- Vedlegg 5 for leukocytter (WBC)
- Vedlegg 6 for erytrocytter (RBC)
- Vedlegg 7 for trombocytter (PLT)

| tillegg har vi tatt med utskrift av resultatene for pragve 1, disse er vist i:
- Vedlegg 8 for Sysmex XN-2000 (XN-2000) kroppsvaeskemodus
- Vedlegg 9 for XN-2000 fullblodsmodus
- Vedlegg 10 for Cell-Dyn Sapphire (Sapphire).

| figur 10 viser vi histogram for erytrocytter og spredningsdiagram for leukocytter
analysert pd XN-2000 kroppsvaeskemodus. | figur 11 viser vi histogram fra trombocytter
analysert med impedans pa XN-2000 fullblodsmodus, og spredningsplot for trombocytter

analysert med optisk metode pa Sapphire. Begge figurene er fra resultatene for prgve 1.

250

SSC

Figur 7: Histogram og spredningsdiagram fra XN-2000 kroppsvaeskemodus. A: Histogram
for erytrocytter. B: Spredningsplot for leukocytter.
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Optical PLT

90

Figur 8: Histogram og spredningsplot for trombocytter. A: Histogram for trombocytter
analysert med impedans pa XN-2000. B: Spredningsdiagram for trombocytter analysert

med optisk metode pa Sapphire.

3.1 F-test

F-testen ble utfart med egne regneark i Excel. Regnearkene er lagt ved i vedlegg 11. Vi
formulerte nullhypotesen, Ho: sx? = sy? og hypotesen, Hi: sx? # sy for leukocytter
erytrocytter og trombocytter, der X er referansemetode og Y er testmetode. Som vi viser i
regnearkene i vedlegg 11 ble den observerte F-verdien for bade trombocytter malt med
impedans (PLT-1), erytrocytter og leukocytter lavere enn den kritiske F-verdien. Vi
beholder derfor nullhypotesen i alle disse tilfellene. Vi kan dermed konkludere med at det
ikke er signifikant forskjell pa de empiriske variansene for referansemetodene og
testmetodene pa 5% signifikansniva for hverken leukocytter, erytrocytter eller

trombocytter.

Prave 6-26 ble ogsa analysert med fluorescens flowcytometri pa XN-2000 med hensyn pa
trombocytter (PLT-F). Resultatene sammenlignet vi med de samme prgvene analysert bade
med Sapphire og med impedans (PLT-I) p4 XN-2000. Vi utformet hypotesene: Ho: sv2> =
sz? 0g Hi: sy2? # sz2 der Z er PLT-F og Y2 er PLT-I for prove 6-26. Og deretter
hypotesene Ho: sx2? = 572 0g Hi: sx2® # sz2, der X2 er prave 6-26 p& Sapphire. Som vi viser
i regnearket i vedlegg 11 ble den observerte F-verdien i disse tilfellene lavere enn den
kritiske F-verdien, og vi kan konkludere med at det ikke er signifikant forskjell pa de
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empiriske variansene for XN-2000 PLT-F og XN-2000 PLT-I, og for XN-2000 PLT-F og

Sapphire pa 5% signifikansniva.

3.2 t-test

Siden vi i forrige avsnitt fant ut at det ikke er signifikant forskjell mellom metodenes
empiriske varians gikk vi videre med t-testen pa maten beskrevet i 2.3 Statistisk metode
for a undersgke metodenes ngyaktighet. t-testen ble utfart med dataanalyseverktgy i Excel,
regnearkene er lagt ved i vedlegg 12.

Vi formulerte nullhypotesen, Ho: X - Y = 0, og hypotesen, Hi: X - Y = 0 for bade
leukocytter, erytrocytter og trombocytter, der X er referansemetode og Y er testmetoden.
Som vi viser i vedlegg 12 ble de observerte t-verdiene for leukocytter og erytrocytter
lavere enn den kritiske t-verdien og vi beholder derfor nullhypotesen i disse tilfellene. Vi
kan derfor pasta at testmetoden og referansemetoden ikke gir signifikant forskjellige

resultat pa 5% signifikansniva nar det gjelder leukocytter og erytrocytter.

Trombocytter analysert med impedans (PLT-I) pa XN-2000 ble sammenlignet med
Sapphire. | tillegg ble trombocytter analysert med fluorescens flowcytometri (PLT-F) pa
XN-2000 sammenlignet med PLT-1 pa XN-2000 for prgve 6-26, her formulerte vi
hypotesene Ho: Y2 -Z =00g H1: Y2 - Z # 0, der Y2 er PLT-1 0g Z er PLT-F . Som vi
viser i vedlegg 12 ble den observerte t-verdien i begge tilfellene hgyere enn kritisk t-verdi
og vi ma derfor forkaste nullhypotesen og pasta at de to metodene gir signifikant

forskjellige resultater i begge tilfellene.

Resultatene fra PLT-F sammenlignet vi ogsa med de samme prgvene analysert pa Sapphire
med hypotesene Ho: X2 - Z =0 og Hi: X2 - Z # 0, der X2 er prgve 6-26 pa Sapphire og Z
er PLT-F. Her ble den observerte t-verdien lavere enn kritisk t-verdi og vi beholder
nullhypotesen i dette tilfellet.
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3.3  Regresjon- og korrelasjonsanalyse

For & vurdere den lineaere sammenhengen og korrelasjonen mellom testmetodene og
referansemetodene brukte vi korrelasjonsdiagram tegnet i Excel og beregnet

korrelasjonskoeffisient.

3.3.1 Leukocytter

Korrelasjonsdiagrammet for leukocytter er vist i figur 9. Den tilpassede rette linjen i
korrelasjonsdiagrammet er beregnet til y = 0,9154x + 0,0026. Vi beregnet

korrelasjonskoeffisient i Excel, for leukocytter ble denne 0,9142.

Leukocytter y = 0,9154x + 0,0026
0,16

0,14
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04

0,02

XN-2000 kroppsvaeskemodus, [x 1079/L]

0,00
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14
Sapphire, [x 1079/L]
Figur 9: Korrelasjonsdiagram med tilpasset rett linje for leukocytter. Resultat fra Sysmex

XN-2000 kroppsveaeskemodus vises pa y-aksen og fra Cell-Dyn Sapphire pa& x-aksen.

Som korrelasjonsdiagrammet i figur 9 viser ligger de fleste pragvene nert den tilpassede
linjen som betyr at det er liten forskjell pa resultatene fra XN-2000 og Sapphire, men for
noen av prgvene ga metodene noe ulikt resultat. Skjeeringspunktet med y-aksen viser at
XN-2000 gjennomsnittlig gir et resultat 0,0026x10°%L hgyere enn Sapphire.

Stigningstallet, 0,9154, er nert 1, noe som viser god linezer sammenheng mellom
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metodene. Korrelasjonskoeffisient er naer 1 og bekrefter god korrelasjon mellom

metodene.

3.3.2 Erytrocytter

Korrelasjonsdiagrammet for erytrocytter er vist i figur 10. Den tilpassede rette linjen i
korrelasjonsdiagrammet er beregnet til y = 0,8803x + 0,1173. Korrelasjonskoeffisienten
for erytrocytter ble 0,9558.

Erytrocytter y =0,8803x +0,1173

S S S R R I T R I
oRrNwWhUONLORNVWARULON

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
Manuell metode, [x 10°9/L]

XN-2000 kroppsvaeskemodus, [x 1079/L]

Figur 10: Korrelasjonsdiagram med tilpasset rett linje for erytrocytter. Resultat fra

Sysmex XN-2000 kroppsvaeskemodus vises pa y-aksen og fra manuell metode pa x-aksen.

Korrelasjonsdiagrammet i figur 10 viser at samsvaret mellom metodenes resultat varierer
litt med konsentrasjonen. Skjeeringspunktet med y-aksen viser at XN-2000 gjennomsnittlig
gir et resultat 0,1173x10%L hgyere enn manuell metode, men stigningstallet viser at det
allikevel er god linezer sammenheng mellom metodene. Korrelasjonskoeffisienten er naer

1, noe som tyder pa god korrelasjon mellom XN-2000 og manuell metode.
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3.3.3 Trombocytter

Korrelasjonsdiagrammet for trombocytter analysert med PLT-1 pa XN-2000 og pa
Sapphire er vist i figur 11, den tilpassede rette linjen er beregnet til y = 0,825x - 0,1516.
Korrelasjonskoeffisienten ble beregnet til 0,9263.

Trombocytter y =0,825x - 0,1516
14

12

10

XN-2000 PLT-I, [x 1079/L]

0 2 4 6 Sapphire,%x 1019/1] 10 12 14 16
Figur 11: Korrelasjonsdiagram med tilpasset rett linje for trombocytter. Resultat for
trombocytter analysert med impedans pa Sysmex XN-2000 vises pa y-aksen og fra Cell-

Dyn Sapphire pa x-aksen.

Vi ser av korrelasjonsdiagrammet i figur 11 at det varierer hvor godt malingene samsvarer.
Skjaeringspunktet med y-aksen viser at Sapphire gjennomsnittlig maler 0,1516x10%/L
hayere trombocyttverdi enn PLT-1 pd XN-2000. Det beregnede stigningstallet viser at
forskjellen mellom malingene gker noe nar konsentrasjonen gker, sammenlignet med
hvordan den ideelle rette linjen ville veert. Korrelasjonskoeffisienten er allikevel naer 1 som

viser god korrelasjon.
For prevene som er analysert med PLT-F og PLT-I er korrelasjonsdiagrammet vist i figur

12, den tilpassede rette linjen ble beregnet til y = 1,2381x + 1,2381.
Korrelasjonskoeffisient ble beregnet i til 0,9579.
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Trombocytter y =1,2381x + 1,2381

[
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XN-2000 PLT-F, [x 1079/L]
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xN-2800 PLT1, [x 18r9/1]
Figur 12: Korrelasjonsdiagram med tilpasset rett linje for trombocytter i prgve 6-26.
Resultat for prgvene analysert med fluorescens flowcytometri vises pa y-aksen og

impedans pa x-aksen.

| figur 12 ser vi av skjeeringspunktet med y-aksen at PLT-F gjennomsnittlig maler 1,2381
x10%L hgyere resultat enn PLT-I. Sammenlignet med en ideell rett linje ser vi at
forskjellen gker noe med konsentrasjonen. Korrelasjonskoeffisienten viser god korrelasjon

mellom metodene.

Prgvene som ogsa ble analysert med PLT-F sammenlignet vi ogsa i et korrelasjonsdiagram
med resultatene fra de samme prgvene analysert pa Sapphire. Korrelasjonsdiagrammet er
vist i figur 13. Den tilpassede rette linjen ble beregnet til y = 1,1101x + 0,4041.

Korrelasjonskoeffisienten ble her r = 0,9671.
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Trombocytter y =1,1101x + 0,4041
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Figur 13: Korrelasjonsdiagram med tilpasset rett linje for trombocytter i prgve 6-26.
Resultat for pravene analysert med fluorescens flowcytometri vises pa y-aksen og for
Sapphire pa x-aksen.

Av skjeeringspunktet med y-aksen i figur 13 ser vi at PLT-F pa XN-2000 gjennomsnittlig
maler 0,4041 x10%L hgyere enn Sapphire. Sammenlignet med en ideell rett linje ser vi at
forskjellen gker noe ved gkt trombocyttverdi. Korrelasjonskoeffisienten viser en sveert god

korrelasjon mellom metodene.

3.4 Intraseriell presisjon

Resultatene fra presisjonsanalysen for leukocytter er lagt ved i vedlegg 13. Beregning av
intraseriell presisjon for leukocytter analysert pa Sapphire ga en variasjonskoeffisient pa
59,23%. For kroppsvaskemoduset pa XN-2000 ble variasjonskoeffisienten 94,99%. Vi sa
underveis at resultatet ikke var tilfredsstillende, da leukocyttverdiene gkte sveert mye
utover i analyseserien. Vi ville derfor utfare noen forsgk for a undersgke hva feilkilden
kunne vaere. Utskrift av resultatene av analysering nummer 1, 10 og 20 pa XN-2000
kroppsvaskemodus er lagt ved i henholdsvis vedlegg 14, 15 og 16. For & undersgke om
feilkilden til den darlige intraserielle presisjonen var «carry-over» utfgrte vi en
bakgrunnssjekk etter analysering nummer 20 og analyserte deretter prgven pa nytt.
Resultatet fra bakgrunnssjekken er lagt ved i vedlegg 17 og fra analysering nummer 21 i
vedlegg 18. Vedleggene viser at gkningen ikke skyldes «carry-over». | neste forsgk utfarte
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vi en ny analyseserie med en annen plasmaprgve for a utelukke tilstedevarelse av
interfererende stoffer i den opprinnelige plasmapragven, men vi fant at resultatene viste
samme tendens. Deretter forsgkte vi & overfgre plasmaet til en annen type glass for &
undersgke om praveglasset inneholdt interfererende stoffer, resultatene herfra viste ogsa
samme tendens. For a utelukke at feilkilden var tilsetningen i tappeposen brukte vi plasma
fra et prgveglass tilsatt antikoagulanten EDTA, her var gkningen mellom de forskjellige
analyseringene enda hgyere og gkte fra 1 x 10°/L i farste analysering til 60 x 10°%L i tredje
analysering. Resultatene fra disse tre siste forsgkene er ikke vedlagt.

Siden Sysmex oppgir i brukerhandboken at presisjonsanalysen skal utfgres med minimum
10 gjentatte analyseringer?, valgte vi & ogsé beregne variasjonskoeffisient for kun de 10
farste analyseringene i presisjonsanalysen for leukocytter. Vi fikk da en
variasjonskoeffisient pa 23,63% for XN-2000 og 39,60 for Sapphire.

Resultatene og de innledende utregningene for intraseriell presisjon for erytrocytter pa
XN-2000 er lagt ved i vedlegg 19. Variasjonskoeffisient ble beregnet til 64,89%. For
trombocytter pa XN-2000 har vi kun vurdert impedansmetoden nar det gjelder intraseriell
presisjon, resultatene og de innledende utregningene herfra er lagt ved i vedlegg 20.
Variasjonskoeffisienten ble beregnet til 13,83% for XN-2000 og 15,19% for Sapphire.

For & beregne variasjonskoeffisienten for intraseriell presisjon for manuell telling av
erytrocytter brukte vi regnearket «Komponenter av standardavvik med 1 ukjent + 1 eller 2
kjente kilder til variasjon (1 og 2 veis ANOVA)» fra NKK*. Et utdrag av regnearket er
lagt ved i vedlegg 21. Variasjonskoeffisient ble beregnet til 37,28%.

3.5 Interseriell presisjon

Den interserielle presisjonen for leukocytter, erytrocytter og trombocytter pa XN-2000
vurderte vi ved a se pa resultatene fra kontrollprgvene som blir analysert hver dag. Her
kunne vi lese av en beregnet variasjonskoeffisient for kontrollprgvene. Som krav for

variasjonskoeffisienten har vi brukt tall for interseriell presisjon gitt av Sysmex?.
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For leukocytter og erytrocytter brukte vi resultatet fra kontrollen «Body Fluid Control
Level 1» analysert over 18 dager, vi presenterer resultatet i tabell 2. Resultatene viser at

beregnet variasjonskoeffisient oppfyller malet.

Tabell 2: Interseriell presisjon for leukocytter og erytrocytter pa XN-2000
kroppsveaeskemodus. Andre kolonne viser krav for variasjonskoeffisienten (CV). Tredje
kolonne viser beregnet CV for kontrollprgvene og fjerde kolonne viser middelverdien av

kontrollpravene.

Middelverdi av
Krav for CV Beregnet CV kontrollprgvene
Leukocytter <10% 5,3% 0,091 x 10%/L
Erytrocytter <40% 2,6 % 26 x 10%/L

For trombocytter brukte vi resultatet fra kontrollen «Control Level 1» analysert 54 ganger
fordelt pa ulike dager, utskrift av resultatet er vist i vedlegg 22, og vi presenterer resultatet

i tabell 3. Som vi viser i tabellen oppfyller beregnet variasjonskoeffisient malet.

Tabell 3: Interseriell presisjon for trombocytter analysert med impedans (PLT-I) og
fluorescens flowcytometri (PLT-F) pa XN-2000. Andre kolonne viser krav for
variasjonskoeffisienten (CV). Tredje kolonne viser beregnet CV for kontrollprgvene og

fjerde kolonne vis

Middelverdi av

Krav for CV Beregnet CV kontrollprgvene
PLT-I <12% 9,7% 50 x 10°%/L
PLT-F <10% 4,7% 46 x 10°%/L
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4 Diskusjon

4.1 Leukocytter

Resultatene vare viser at hverken metodenes empiriske varians eller
gjennomsnittsmalinger er signifikant forskjellige for leukocytter analysert pa
kroppsvaeskemoduset pa XN-2000 og pa Sapphire. Vi kan dermed konkludere med at
metoden for analysering av leukocytter i plasma pa XN-2000 er like presis og ngyaktig

som referansemetoden Sapphire.

| regresjon- og korrelasjonsanalysen fant vi at det var god korrelasjon mellom metodene,
men at XN-2000 gjennomsnittlig ga noe hgyere resultater enn Sapphire. Vi har grunn til &
stole pa resultatet XN-2000 gir selv om det er noe hgyere enn referansemetoden i og med
at kroppsvaeskemoduset p& XN-2000 er utviklet for praver med sveert lave verdier?, |
studien av Cell-Dyn Sapphire® ble den funksjonelle sensitiviteten for leukocytter pa
Sapphire vurdert til & veere 0,05x10%L, noe som er hgyere enn middelverdien for
leukocytter (0,026x10°%L) i vare plasmaprgver. Dette bekrefter bioingenigrene ved
fagomréade for hematologi og koagulasjon ved Alesund sjukehus sine pastander om at
Sapphire er ikke passende for analysering av sa lave celleverdier, og at XN-2000 kan vere
mer passende enn Sapphire. Ideelt sett skulle vi hatt flere prever med hayere
konsentrasjoner for & kunne vurdere korrelasjonen mer ngyaktig, men det hadde vi ikke

tilgjengelig.

4.1.1 Intraseriell presisjon

| presisjonsanalysen fikk vi et uventet resultat for intraseriell presisjon der resultatene viste
en stor gkning i leukocyttverdiene mellom den fgrste analyseringen og den tjuende
analyseringen bade pa XN-2000 og Sapphire. Dette resulterte i variasjonskoeffisienter som
tyder pa darlig intraseriell presisjon. Vi gjorde ulike forsgk for & undersgke om feilkilden
kunne veere «carry-over» eller interfererende stoffer i plasmaet eller prgveglasset. Vi fant

at resultatene i disse forsgkene viste samme tendens, og disse feilkildene kunne utelukkes.
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Vi mistenker at feilkilden skyldes den gjentatte blandingen av prgven mellom
analyseringene. Sapphire ga en mindre gkning i leukocyttverdien enn XN-2000, noe som
styrker var mistanke siden vi da brukte to glass med samme prave og hvert glass ble
dermed blandet halvparten sa mye som for prgven analysert pa XN-2000. Vi forsgkte ogsa
med plasma tilsatt antikoagulanten EDTA, noe som ga en raskere og starre gkning pa
leukocyttverdien. Dette kan tyde pa at feilkilden ogsa kan vere antikoagulanten som er

tilsatt i tappeposen.

| studien av kroppsvaeskemoduset p& Sysmex XN-2000% vurderes den intraserielle
presisjonen for pragver med lave leukocyttverdier analysert pa XN-2000
kroppsvaeskemodus. Variasjonskoeffisienten ble her 2,0-9,2% beregnet fra fem
analyseringer av den samme prgven®, mens var ble 23,63% beregnet fra de ti farste
analyseringene. Dersom vi i likhet med den nevnte studien hadde forholdt oss kun til de
fem farste analyseringene ville vi trolig fatt en sammenlignbar variasjonskoeffisient, da

den store gkningen i leukocyttverdien ikke var merkbar fgr etter ti analyseringer.

Variasjonskoeffisienten beregnet fra kun de ti ferste analyseringene ble lavere for XN-
2000 enn for Sapphire, noe som tyder pa at XN-2000 trolig har bedre intraseriell presisjon
enn Sapphire. Dette viser at XN-2000 kroppsvaskemodus har god evne til & gjengi like
resultater ved analysering av den samme praven under like betingelser opp til ti ganger nar
det gjelder leukocytter i plasma. Studien av Cell-Dyn Sapphire® fremstiller resultatet for
intraseriell presisjon i en graf. Ved avlesning av grafen ser vi at en prgve som tilsvarer var
gjennomsnittsverdi for leukocytter gir en variasjonskoeffisient pa omtrent 30% for ti
analyseringer®®. Var variasjonskoeffisient for ti analyseringer ble 23,63%, dette bekrefter
vare funn som viser at XN-2000 er en bedre metode for & analysere residuale leukocytter i
plasma enn Sapphire. Fgr metoden tas i bruk ber det undersgkes videre hva som er
grunnen til den darlige intraserielle presisjonen ved flere enn ti analyseringer for a hindre

at denne feilkilden gir falske resultater for kvalitetskontrollen.
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4.1.2 Interseriell presisjon

For interseriell presisjon pa XN-2000 fikk vi en variasjonskoeffisient som var godt
innenfor kravet. Dette viser at XN-2000 har god evne til & gi like resultater for
kontrollmaterialet ved analysering av leukocytter utfgrt over forskjellige dager og av

forskjellige personer.

4.2 Erytrocytter

Resultatene vare viser at hverken metodenes empiriske varians eller
gjennomsnittsmalinger er signifikant forskjellige for erytrocytter analysert pa XN-2000
kroppsvaeskemodus sammenlignet med de samme prgvene talt manuelt i Biirker
tellekammer. Vi kan dermed konkludere med at metoden for analysering av erytrocytter pa
XN-2000 er like presis og ngyaktig som referansemetoden manuell telling i Burker
tellekammer. | regresjon- og korrelasjonsanalysen sammenlignet vi resultatene fra XN-
2000 kroppsveeskemodus med manuell telling i et korrelasjonsdiagram (figur 10).
Resultatene viste god korrelasjon, men XN-2000 gir et noe hgyere resultat enn den

manuelle metoden.

4.2.1 Intraseriell presisjon

Den intraserielle presisjonen for erytrocytter analysert pA XN-2000 ga en hgy
variasjonskoeffisient sammenlignet med variasjonskoeffisienten for den manuelle
tellingen. Vi ser ut i fra tallene i presisjonsanalysen pa XN-2000 (vedlegg 19) at
differansen mellom analyseringene er sa liten at det ikke vil ha stor betydning for resultatet
pé kvalitetskontrollen. | studien av Advia 120%" der en metode ment for spinalvaske er
vurdert for bruk til analysering av residuale erytrocytter i plasma, ble
variasjonskoeffisienten mye lavere enn i var studie. Dette kan skyldes at der ble brukt
plasmaprgver med hgyere erytrocyttverdier enn i var studie. I tillegg krever metoden pa
Advia 120 at prgvene ma fortynnes far analysering, og underveis i studien deres var det
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problemer med tilstoppede praveveier®’. Vi hadde ingen slike problemer p& XN-2000 og

prgvene kan analyseres direkte uten a fortynnes.

4.2.2 Interseriell presisjon

Interseriell presisjon for erytrocytter pa XN-2000 kroppsvaeskemodus ga en
variasjonskoeffisient som ligger godt under kravet. Det vil si at det er liten spredning pa
resultatene fra kontrollprgvene og metoden har en god evne til & gjengi det samme
resultatet under endrede betingelser. Nar vi sasmmenligner den interserielle presisjonen

med studien av Advia 120%" ser vi at XN-2000 gir en bedre interseriell presisjon.

En svakhet som kan ha pavirket studien var nar det gjelder analysering av residuale
erytrocytter er at vi mangler erfaring med manuell telling. Den subjektive faktor kan ogsa
ha pavirket resultatet da det med lite erfaring kan veere vanskelig a skille erytrocyttene fra
andre partikler i praven. Resultatene vare viser allikevel at det er god korrelasjon mellom
den manuelle metoden og XN-2000. Pa grunn av den subjektive faktoren er det en fordel

om XN-2000 kan erstatte manuell metode i fremtiden.

4.3  Trombocytter

Resultatene vare viser at ssmmenlignet med Sapphire er det PLT-F som gir de beste
resultatene for praver med lave trombocyttverdier pa XN-2000, men at det er god
korrelasjon mellom PLT-F og PLT-I. PLT-I gir gjennomsnittlig et noe lavere resultat enn
PLT-F, noe som stemmer overens med teorien siden PLT-F skal vare en bedre metode enn
PLT-I for prover med lave trombocyttverdier, samt at et starre pravevolum blir talt. |
studien av PLT-F pa Sysmex XN-2000% finner forskerne ogsa en god korrelasjon mellom
PLT-F og PLT-1, men konkluderer med at PLT-F er den metoden som gir det beste
resultatet. En svakhet ved metodesammenligningen var for trombocytter er at det bare ble

brukt 20 praver til utprgvingen av PLT-F. Dette er noe som eventuelt kan undersgkes
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videre med et hgyere prgveantall. Studien som er nevnt over har imidlertid konkludert med

det samme som oss etter analysering av 37 blodpraver®.

4.3.1 Intraseriell presisjon

Intraseriell presisjon vurderte vi bare for PLT-1 pa XN-2000 og for Sapphire. PLT-1 ga en
noe lavere variasjonskoeffisient enn Sapphire. Dette resultatet viser at PLT-I pd XN-2000
er bedre enn Sapphire til & gjengi det samme resultatet ved gjentatte analyseringer av
samme prgve under de samme betingelsene. | studien av PTL-F pa Sysmex XN-2000% ble
variasjonskoeffisienten for en prave med en trombocyttverdi pa 20x10%L beregnet til
9,3% for PLT-1°%, mens vér beregnede variasjonskoeffisient ble 13,83% for en prave med
middelverdi 5,5 x10%L. Grunnen til at var variasjonskoeffisient ble hgyere enn i den
nevnte studien skyldes nok at det ble brukt en prave med hgyere trombocyttkonsentrasjon
enn i var studie. | studien av PLT-F*¢ ble variasjonskoeffisienten for PLT-F beregnet til
3% for samme konsentrasjon som over®, dette gir oss grunn til & tro at vi ogsa ville fatt en

lavere variasjonskoeffisient om vi hadde vurdert intraseriell presisjon for PLT-F.

4.3.2 Interseriell presisjon

For beregning av interseriell presisjon pa XN-2000 ga kontrollprgvene en
variasjonskoeffisient som var godt innenfor kravene bade for PLT-1 og PLT-F. Dette viser
at bade PLT-1 og PLT-F pa XN-2000 har god evne til a gi like resultater for
kontrollmaterialet ved analysering utfagrt over forskjellige dager og av forskjellige

personer. Vi har ikke lykkes i a finne noen tidligere studier som kan bekrefte dette funnet.
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45  Validering

De ulike modusene pa XN-2000 er tiltenkt kroppsvasker og fullblod og vi skulle prave ut
modusene til & analysere plasma. Nar en metode skal benyttes til noe annet enn det
tiltenkte bruksomradet ma den valideres*. Vi satte opp krav for den analytiske kvaliteten
til metoden for de utvalgte parameterne. Den intraserielle presisjonen for leukocytter ble
hagyere enn kravet. Kravene vi satt er derfor ikke oppfylt og vi kan dermed ikke fullfgre

valideringen av metoden.
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5 Konklusjon

Hensikten med denne oppgaven var a undersgke om Sysmex XN-2000 (XN-2000) kunne
brukes til kvalitetskontroll av plasma produsert i blodbank nar det gjelder residuale
leukocytter, erytrocytter og trombocytter. For & undersgke dette har vi sammenlignet
resultater for plasmaprever analysert pa XN-2000 med resultater fra de ndvarende
metodene for kvalitetskontroll av plasma. Deretter har vi brukt statistiske metoder for a

undersgke om resultatene samsvarer.

Resultatene vare viser at for analysering av residuale leukocytter samsvarer resultatene fra
XN-2000 kroppsvaskemodus godt med referansemetoden Cell-Dyn Sapphire (Sapphire).
Feilkilden som farte til den darlige intraserielle presisjonen bade pa XN-2000 og Sapphire

bar undersgkes videre fgr metoden tas i bruk.

For analysering av residuale erytrocytter samsvarer resultatene fra XN-2000
kroppsvaskemodus godt med referansemetoden manuell telling i Biirker tellekammer.
Intraseriell presisjon pa Sysmex XN-2000 kroppsvaskemodus ble hgyere enn den
intraserielle presisjonen ved manuell telling, men differansen mellom analyseringene er

ikke sa stor at det vil ha signifikant betydning for resultatet pa kvalitetskontrollen.

Resultatene vare viser at for analysering av residuale trombocytter er det metoden med
fluorescens flowcytometri (PLT-F) som samsvarer best med referansemetoden Sapphire.
Metoden med impedans (PLT-1) gir gjennomsnittlig noe lavere resultater enn PLT-F.
Siden PLT-F har reagenser som gir hgyere kostnader enn PLT-I1%* mé& fagomradet for
hematologi og koagulasjon og Blodbanken ved Alesund sjukehus vurdere om de gnsker &
bruke denne metoden fremfor PLT-I, eller om PLT-I gir et resultat som er tilfredsstillende

nok for kvalitetskontroll av residuale trombocytter?,
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5.1  Forslag til videre studier

Den darlige intraserielle presisjonen for leukocytter i plasma bgr undersgkes videre. Vi
anbefaler videre studier der det kan undersgkes om det er gjentatt blanding av praven,
antikoagulanten eller andre feilkilder som gjar at analysemaskinene maler falsk for hgyt
for leukocytter ved gjentatte analyseringer. Pa grunn av tidsbegrensning har vi ikke fatt

undersgkt dette i var studie.

Det kan vare nyttig a forske videre pa metoden med fluorescens flowcytometri med et
prgveantall starre enn 20 for & undersgke om denne metoden ogsa da samsvarer like godt
med referansemetoden som var studie viser. | tillegg bar den intraserielle presisjonen for

PLT-F ogsa undersgkes.
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Vedlegg 1: Oversikt over reagenser Sysmex XN-2000 og Cell-Dyn Sapphire:

Sysmex XN-2000:

- Cellpack DCL
Saltvannslgsning med god ledningsevne som brukes som fortynningsveeske til
impedansemetoden.

- Cellpack DFL
En fortynningsvaeske som brukes ved fluorescens flowcytometri.

- Fluorocell PLT
Et fargestoff som brukes sammen med Cellpack DFL til maling av trombocytter med
fluorescens flowcytometri. Reagenset inneholder oxacin som binder seg til
nukleinsyrer i trombocyttene.

- Lysercell WDF
Brukes til telling av leukocytter ved fluorescens flowcytometri. Reagenset lyserer
erytrocyttene i praven slik at fargestoffet kommer til pa leukocyttene.

- Fluorocell WDF
Fargestoff som brukes til a merke leukocyttene, stoffet binder seg til nukleinsyrene
etter at erytrocyttene er lysert.

- Celiclean Auto
Rengjeringslgsning til XN-2000. Lgsningen er sterkt alkalisk og brukes til & fjerne

lyseringsreagens, cellerester og blodprotein-2>4,

Cell-dyn Sapphire
- Diluent/Sheath reagens

-  WBC A-reagens

- WBC B-reagens*.



Vedlegg 2: Bakgrunnssjekk Sysmex XN-2000 kroppsveaeskemodus.

Lab for med.biokjemi, Alesund XN series sys
Sample No.: BACKGROUNDCHECK Rack: Position: 27/04/2015 12:24:06 BF
Patient ID: Ward: Doctor:
Name: Birth: Sex:
Sample Comment: Nickname: XN-2000-1-R
WDF WNR
WBC [1079/L]
RBC [107°12/L]
HGB [g/dL]
HCT [L/L]
McV jfL%
MCH [pg
MCHC [g/dL] == ShE
PLT [1679/L]
PLT-I [1079/L]
PLT-F [1079/L]
HGB-0 [g/dL]
MPV [fL]
P-LCR [%]
RDW-CV [%]
NRBC [1079/L] [%]
NEUT [1679/L] [%]
LYMPH [1079/L] [%]
MONO :10"9/L% Eé%
EO [10679/L
BASO [1079/L] [%] RET PLT-F
1G [1079/L] [%] % %
RET [%] [1679/L]
IRF [%]
LFR [%]
MFR [%]
HFR [%]
RET-He [pg]
NE-SSC 0.0 [ch] — —
WBC-BF 2] [1676/L]
RBC-BF o [1079/L] RBC PLT
MN o [1076/L] - [%] a
PMN o [1076/L] ---- [%] \
RBC-BF2 0.0 [1079/L] k
WBC IP Message RBC IP Message PLT IP Message
00-18  27/04/2015 12:25 1/1

WBC-BF: Leukocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsvaeskemodus.
RBC-BF2: Erytrocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsvaskemodus.



Vedlegg 3: Bakgrunnssjekk for Cell-Dyn Sapphire.

For Laboratory Use Only D

Software Version: v4 Analyzer S/N: 42039AZ

CELL-DYN Sapphire Laboratory Worksheet 27/04/15 11:39
Sequence #: 1681 Open Tube Test Selection: CBC [L]
ckground/N Param Set(Chart Page): Bkgrnd
Specimen ID: Limit Set: Background
Name: Run Date/Time: 27/04/15 11:26
DOB:
Sex: WBC Differential Mono Poly |
Doctor: J
User Defined A: ]
User Defined B: - .
User Defined C:
User Defined D:
X-B WBC RBC PLT RETC
i N R = - B &
WBC 0.00 1069L WVF 3
= h w1 8
LYM %L > 1 =
MONO %M 2 — - G2 — - :
EOS %E 7° - COMPLEXITY 0°- SIZE
BASO %B Low-Hi FL Optical PLT
RBC 0.00 10ef2. RBCo 0.00
HGB .002 g/dL %MIC
HCT LL %MAC 1 1
MCV fL %HPO ---- 1 =
MCH pg %HPR ---- 1 1
MCHC g/dL w 1
RDW %CV 3 1
HDW --- % ° ————7— 8 —T—TT T
RETC -—- 10e9L %R  ---- FL3 - DNA 70
[NRP;:BC - 1069/L NR/W Impedance RBC Impedance PLT
MCVr - fL ]
MCHr --—-- pg | 1
CHCr -—- gdL b T
.074 10e9/L LTI 916 1 )
fL 9 -
10(GSD) F! ——-- 1 1
mL/L - - -
saze e W ]
e T T p———
Volume (fL) Volume (fL)

WBC: Leukocytter
PLTo: Trombocytter



Vedlegg 4: Formler brukt i kapittel 2.3 Statistisk metode.

. = X1+X2+ .+Xi .
Formel 1: X:% deri=1,2, ..., 52.
Formel 2: 2 = LK %)°

n—-1
Formel 3: o= s, (Xi— %)% _ Vs?
n—-1

. 2

Formel 4: Fops = X
Sy
Formel 5: mx=nx—1,my=ny-1
Formel 6: o= (nx—1)s&+(ny—1)s¢
- nyx+ny—2

Formel 7: IX- 7]

fobs = s/ (1 /nx+ 1/ny)

Formel 8: m=ny + ny — 2

Formel 9: r= P XY-(E7 X)) YD) 1
{[narxdy-@rx?|[nEr v -Err? |

Formel 10: CV (%) =< x 100



Vedlegg 5: Resultat og innledende utregninger for leukocytter.

Resultat leukocytter:

Sysmex XN-2000 kroppsvaskemodus er her forkortet til XN-2000 BF-mode.
Cell-Dyn Sapphire er forkortet til Sapphire.

Kolonne nummer 3 viser resultatet fra XN-2000 BF-mode omgjort til [x 1079/L].

Prgve nr. | XN-2000 BF-mode, [x 1076/L] | XN-2000 BF-mode, [x 1079/L], Y| Sapphire, [x 10"9/L], X
1 15 0,015 0,011
2 10 0,010 0,015
3 12 0,012 0,008
4 9 0,009 0,013
5 13 0,013 0,014
6 19 0,019 0,014
7 62 0,062 0,081
8 6 0,006 0,007
9 13 0,013 0,013
10 24 0,024 0,038
11 14 0,014 0,016
12 15 0,015 0,045
13 56 0,056 0,041
14 16 0,016 0,013
15 44 0,044 0,032
16 32 0,032 0,015
17 15 0,015 0,013
18 32 0,032 0,030
19 8 0,008 0,013
20 12 0,012 0,013
21 136 0,136 0,122
22 10 0,010 0,007
23 73 0,073 0,072
24 6 0,006 0,011
25 40 0,040 0,036
26 17 0,017 0,019
27 30 0,030 0,029
28 17 0,017 0,006
29 75 0,075 0,070
30 10 0,010 0,007
31 33 0,033 0,034
32 11 0,011 0,007
33 40 0,040 0,031
34 19 0,019 0,031
35 28 0,028 0,011
36 10 0,010 0,011
37 18 0,018 0,023
38 23 0,023 0,024
39 18 0,018 0,024




40 24 0,024 0,027
41 21 0,021 0,022
42 16 0,016 0,014
43 42 0,042 0,071
44 7 0,007 0,005
45 11 0,011 0,002
46 29 0,029 0,013
47 13 0,013 0,018
48 17 0,017 0,010
49 15 0,015 0,015
50 17 0,017 0,018
51 22 0,022 0,020
52 59 0,059 0,052

Innledende utregninger, [x 109/I:]:

Gjennomsnitt, Y:
0,02565
Standardawik, s:
0,02288

Varians, s%:
0,00052341

Gjennomsnitt, X:
0,02513
Standardawik, sy :
0,02285

Varians, sy’
0,00052208




Vedlegg 6: Resultat og innledende utregninger for erytrocytter.
Resultat erytrocytter:
Sysmex XN-2000 kroppsvaeskemodus er her forkortet til XN-2000 BF-mode.
Kolonne nummer 5 viser: (giennomsnittet av telletall/tellevolum) x 1016

Prove nr. |Parallell 1 |Parallell 2 |Gjennomsnitt |Resultat manuell metode, [x1079/L], X |XN-2000 BF-mode, [x10"9/L], Y
1 6 6 6,00 0,300 0,40
2 1 3 2,00 0,100 0,20
3 1 5 3,00 0,150 0,20
4 4 4 4,00 0,200 0,20
5 1 3 2,00 0,100 0,40
6 1 2 1,50 0,075 0,20
7 16 25 20,50 1,025 1,40
8 5 3 4,00 0,200 0,30
9 10 7 8,50 0,425 0,30
10 15 7 11,00 0,550 0,60
11 5 4 4,50 0,225 0,30
12 5 7 6,00 0,300 0,40
13 32 19 25,50 1,275 1,40
14 19 22 20,50 1,025 0,80
15 5 12 8,50 0,425 0,50
16 7 2 4,50 0,225 0,30
17 1 0 0,50 0,025 0,30
18 2 3 2,50 0,125 0,20
19 1 1 1,00 0,050 0,20
20 3 2 2,50 0,125 0,30
21 18 21 19,50 0,975 1,00
22 2 2 2,00 0,100 0,30
23 14 18 16,00 0,800 0,80
24 1 5 3,00 0,150 0,20
25 20 17 18,50 0,925 1,00
26 1 2 1,50 0,075 0,30
27 8 14 11,00 0,550 0,50
28 2 7 4,50 0,225 0,30
29 28 34 31,00 1,550 1,40
30 3 4 3,50 0,175 0,20
31 9 10 9,50 0,475 0,30
32 1 6 3,50 0,175 0,20
33 8 14 11,00 0,550 0,40
34 6 12 9,00 0,450 0,70
35 10 11 10,50 0,525 0,60
36 2 3 2,50 0,125 0,20
37 5 2 3,50 0,175 0,20
38 2 0 1,00 0,050 0,20
39 6 7 6,50 0,325 0,50




40 1 1 1,00 0,050 0,10
41 10 6 8,00 0,400 0,50
42 2 4 3,00 0,150 0,30
43 26 30 28,00 1,400 1,50
44 2 1 1,50 0,075 0,20
45 3 2 2,50 0,125 0,20
46 17 14 15,50 0,775 0,70
47 3 4 3,50 0,175 0,40
48 2 2 2,00 0,100 0,10
49 3 2 2,50 0,125 0,20
50 10 9 9,50 0,475 0,40
51 0 3 1,50 0,075 0,20
52 40 27 33,50 1,675 1,50

Innledende utregninger, [x 109/I:]:
Gjennomsnitt, X:

0,40192

Standardawik, s :

0,41435

Varians, sy

0,17168741

Gjennomsnitt, Y:
0,47115
Standardawik, s:
0,38160

Varians, s,%:
0,14562217




Vedlegg 7: Resultat og innledende utregninger for trombocytter.

Resultat trombocytter:

Trombocytter analysert med impedans pa Sysmex XN-2000 er forkortet til XN-2000 PLT-I.

Trombocytter analysert med fluorescens flowcytometri pa Sysmex XN-2000 er forkortet til XN-2000 PLT-F.
Cell-Dyn Sapphire er forkortet til Sapphire.
XN-2000 PLT-1, [x 10"9/L], Y XN-2000 PLT-F, [x 1079/L], Z Sapphire, [x 1079/L], X

Prave nr
1
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4,89
5,85
4,78
4,89
5,28
4,69
9,41
7,53
9,08
12,60
4,04
8,08
12,80
14,30
12,60
5,36
6,72
5,96
3,62
6,62
4,34
3,98
4,38
8,16
5,82
6,22
4,55
7,01
6,38
7,12
4,00
7,35
6,35
6,46
6,26
7,25
6,75
6,62
6,85



40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

~N W U1 W OO~ O OO 0 O O1 Ol

Innledende utregninger, [x 199/L]:

7,31
6,46
10,10
10,40
8,09
7,07
6,05
9,34
6,73
321
6,41
3,82
8,71

Gjennomsnitt, Y:
5,5385
Standardavvik:
2,1914

Varians:

4,8024

Gjennomsnitt, X:
6,897
Standardavvik:
2,4605

Varians:

6,0538

Gjennomsnitt prave 6-26, Y2:
6,00

Standardavvik prgve 6-26:
2,898275349

Varians prgve 6-26:

8,40

Gjennomsnitt, Z:
8,667
Standardavvik:
3,7461

Varians:

14,03

Gjennomsnitt prave 6-26, X2:
7,443

Standardavvik prgve 6-26:
3,2636

Varians prgve 6-26:

10,65




Vedlegg 8: Prgve 1 analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsveeskemodus.

Lab for med.biokjemi, Alesund XN series sys
Sample No.: 1 Rack: Position: 08/04/2015 14:37:03 BF
Patient ID: Ward: Doctor:
Name: Birth: Sex:
Sample Comment: Nickname: XN-2000-1-R
WDF WNR
WBC 1079/L]
RBC 10712/L]
HGB g/dL]
HCT [L/L]
Mcv [fL]
MCH [pg] -
MCHC [g/dL] S5 Se
PLT [1079/L]
PLT-I [1079/L]
PLT-F [1679/L]
HGB-0 [g/dL]
MPV [fL]
P-LCR %]
RDW-CV %]
NRBC 1079/L] [%]
NEUT 1079/L] [%]
LYMPH [1079/L] [%]
MONO [10“9/L% E%%
EO [1679/L %
BASO [1079/L] [%] RET PLT-F
IG [1079/L] [%] % %
RET [%] [1879/L]
IRF [%]
LFR [%]
MFR [%]
HFR [%]
RET-He [pgl
NE-SSC  119.0 [ch] — —
WBC-BF 15 [1076/L]
RBC-BF 0 [1079/L] RBC PLT
MN 10 [1076/L] 66.6 [%]
PMN 5 [1076/L] 33.4  [%] \
RBC-BF2 0.4 1079/L] |
WBC IP Message RBC IP Message PLT IP Message
00-18  ©8/04/2015 14:37 1/1

WBC-BF: Leukocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsveaeskemodus.
RBC-BF2: Erytrocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsveeskemodus.



Vedlegg 9: Prave 1 analysert pa Sysmex XN-2000 fullblodsmodus.

Lab for med.biokjemi, Alesund XN series sys
Sample No.: 8115002000100 Rack: Position: 08/04/2015 15:01:22 LV
Patient ID: Ward: Doctor:
Name: Birth: Sex:
Sample Comment: Nickname: XN-2000-1-R
WDF WNR
WBC &D 0.02 [1079/L]
RBC 0.00 [10712/L]
HGB 0.0 [g/dL]
HCT 0.000 [L/L]
MCV ----  [fL]
MCH = :pg] Al ot
MCHC S :g/dl.] SSC SFL
PLT 4 [1e”9/L]
PLT-I 4 [1079/L]
PLT-F 1079/L]
HGB-0 g/dL]
MPV 79 fL]
P-LCR 9.8 [%]
RDW-CV ---- [%]
NRBC ---- [1679/L] ---- [%]
NEUT ---- [1e79/L] ----  [%]
LYMPH ---- [1079/L] ---=  [%]
MONO -—-- :10A9;L% ---- Eé%
EO ---- [1e79/L ----
BASO see=  [I00BATRF === [X] RET PLT-F
IG ----  [1079/L] ---- [%] b 2
RET [%] [1079/L]
IRF [%]
LFR [%]
MFR [%]
HFR [%]
RET-He [pg]
NE-SSC R ZCh] SFL SFL
WBC-BF [1076/L]
RBC-BF [1079/L] RBC PLT
MN [1076/L] [%]
PMN [1076/L] [%] \
RBC-BF2 [1079/L]
WBC IP Message RBC IP Message PLT IP Message
00-18  ©8/04/2015 15:02 1/1

PLT: Trombocytter analysert pa Sysmex XN-2000 fullblodsmodus.



WBC:

Vedlegg 10: Prave 1 analysert pa Cell-Dyn Sapphire.

For Laboratory Use Only

Software Version: v4 Analyzer S/N: 42039AZ

CELL-DYN Sapphire Laboratory Worksheet

Sequence #: 675 Autoloader r03t02
Patient/Human

Specimen ID: 011500200010

Name:

DOB:

Sex:

Doctor:

User Defined A:

User Defined B:

User Defined C:

User Defined D:

X-B WBC RBC PLT RETC
In 1Out In In In

*InvalidData

WBC 1069L WVF .571%
LYM %L
MONO 0.00% %M 0.00%
EOS  .008* %E  71.4%
BASO 0.00% %B  0.00%
RBC 10e12L  RBCo
HGB gl %MIC
HCT L %MAC
MCV L %HPO ----
MCH pg %HPR ----
MCHC g/dL
RDW %CV
HOW - %
RETC --- 10e9L %R -
IRF -
NRBC 0.00% 10e9L  NR/W 0.00%
MCVr -—--  fL
MCHr -— pg
CHCr - gL
3 10e9/L
5.08* fL
10.2% 10(GSD) FLTs -
025% mLL  f
— %
Leukocytter

PLTo: Trombocytter

Test Selection: CBC [L]
Param Set(Chart Page): 1

08/04/15 14:41

Limit Set: 1
Run Date/Time: 08/04/15 14:38
WBC Differential Mono Poly |
. -
5
2
i~ <
e 8
Lo T T 1 T
7° - COMPLEXITY 0° - SIZE
Low-Hi FL Optical PLT
w
N
@
o
» T T o4 L 1
FL3 - DNA 2
Impedance RBC Impedance PLT
- T T I' T l T
Volume (fL) Volume (fL)
Short Sample
RIC/ROC Delta

Outside Reportable Range




Vedlegg 11: Regneark fra Excel for F-test:

F-test:

Sysmex XN-2000 kroppsvaskemodus er forkortet til XN-2000 BF-mode.

Leukocytter:

Hypoteser: Hy: sy’ = sy’, Hy: s” # sy™

Signifikansniva: 5%

XN-2000 BF-mode, Y

Cell-Dyn Sapphire, X

Gjennomsnitt, [x 10%/L]
Varians, s"2, [x 10%/L]
Observasjoner, n
Frihetsgrader, m
F(obs)

F-kritisk, tosidig

0,025653846

0,000523407
52
51
1,002543055
1,742084134

0,025134615
0,00052208

52
sl

F(obs) < F-kritisk

Konklusjon: Beholder nullhypotesen.

Erytrocytter:

Hypoteser: Ho: sy’ = sy°, Hi: s’ # sy”

Signifikansniva: 5%

XN-2000 BF-mode, Y

Manuell metode, X

Gjennomsnitt, [x 10%/L]
Varians, s2, [x 10%/L]
Observasjoner, n
Frihetsgrader, m
F(obs)

F-kritisk, tosidig

0,47115
0,14562217
52

51
1,178992251
1,742084134

0,40192
0,17168741

52
51

F(obs) < F-kritisk

Konklusjon: Beholder nullhypotesen.

Trombocytter:

Sysmex XN-2000 kroppsvaskemodus er forkortet til XN-2000 BF-mode.

Trombocytter analysert med impedans er forkortet til PLT-1.

Trombocytter analysert med fluorescens flowcytometri er forkortet til PLT-F.
Hypoteser: Hy: Sy’ = Sv°, Hit Sy’ # $v°

Signifikansniva 5%

Cell-Dyn Sapphire, X

XN-2000 PLT-I,Y

Gjennomsnitt, [x 10%/L]
Varians, s"2, [x 10%/L]
Observasjoner, n
Frihetsgrader, m
F(obs)

F-kritisk, tosidig

6,897115385

6,053836614
52

51

1,261

1,742

5,538461538
4,802413273

52
51

F(obs) < F-kritisk

Konklusjon: Beholder nullhypotesen.




Trombocytter, prave 6-26:

Hypoteser: Hy: Sv,” = 5,7, Hy: Sy’ # 557

Signifikansniva 5%

XN-2000 PLT-F, Z

XN-2000 PLT-I, prave 6-26, Y2

Gjennomsnitt, [x 10%/L]
Varians, s"2, [x 10%/L]
Observasjoner, n
Frihetsgrader, m
F(obs)

F-kritisk, tosidig

8,666666667

14,03333333
21

20

1,671

2,464

6,0
8,40
21
20

F(obs) < F-kritisk

Konklusjon: Beholder nullhypotesen.

F-test trombocytter, prgve 6-26:
Hypoteser: Hy: Sy,” = S,° Hy: Sxo” # S5~

Signifikansniva 5%

XN-2000 PLT-F, Z

Cell-Dyn Sapphire prgve 6-26, X2

Gjennomsnitt, [x 10%/L]
Varians, s"2, [x 10%/L]
Observasjoner, n

Frihetsgrader, m
F(obs)
F-kritisk, tosidig

8,666666667
14,03333333
21

20
1,318
2,464

7,443333333
10,65136333
21
20

F(obs) < F-kritisk

Konklusjon: Beholder nullhypotesen.




Vedlegg 12: Regneark fra Excel for t-test

t-test:

Sysmex XN-2000 kroppsveaeskemodus er forkortet til XN-2000 BF-mode.

Leukocytter:

"t-Test: To utvalg med antatt like varianser"
Hypoteser: Hy: X- Y =0, H;: X-Y=z0.

Signifikansniva: 5%

XN-2000 BF-mode, Y

Cell-Dyn Sapphire, X

Gjennomsnitt, [x 10%L]
Varians, s”2, [x 10°/L]
Observasjoner, n
Frihetsgrader, m
t(obs)

P(T<=t) tosidig
T-kritisk, tosidig

0,025653846

0,000523407
52

102
0,115798468
0,908039938
1,983495259

0,025134615

0,00052208
52

t(obs) < t-kritisk

Konklusjon: Beholder nullhypotesen.

Erytrocytter:

"t-test: To utvalg med antatt like varianser"
Hypoteser: Hy: X- Y =0, H;: X-Y=0.

Signifikansniva 5%

Gjennomsnitt, [x 10°%/L]
Varians, s”2, [x 10%/L]
Observasjoner, n
Frihetsgrader, m
t(obs)

P(T<=t) tosidig
T-kritisk, tosidig

XN-2000 BF-mode, Y
0,471153846

0,145622172
52

102
0,886256102
0,377564278
1,983495259

Manuell metode, X

0,401923077

0,171687406
52

t(obs) < t-kritisk

Konklusjon: Beholder nullhypotesen.

Trombocytter:

Trombocytter analysert med impedans er forkortet til PLT-I.

Trombocytter analysert med fluorescens flowcytometri er forkortet til PLT-F.
"t-test: To utvalg med antatt like varianser"
Hypoteser: Hy: X- Y =0, H;: X-Y=0.

Signifikansniva 5%

Cell-Dyn Sapphire, X

Sysmex PLT-1,Y

Gjennomsnitt, [x 10°/L]
Varians, s"2, [x 10%/L]
Observasjoner, n
Frihetsgrader, m
t(obs)

P(T<=t) tosidig
T-kritisk, tosidig

6,897115385

6,053836614
52

102
2,973518047
0,003674177
1,983495259

5,538461538

4,802413273
52

t(obs) > T-kritisk

Konklusjon: Forkaster nullhypotesen.




Trombocytter pragve 6-26:

"t-test: To utvalg med antatt like varianser™
Hypoteser: Hy: Y2- Z=0,H;: Y2—- Z=0.
Signifikansniva 5%

XN-2000 PLT-F, Z

XN-2000 PLT-I, prave 6-26, Y2

Gjennomsnitt, [x 10%/L] 8,666666667 6
Varians, s2, [x 10%/L] 14,03333333 8,4
Observasjoner, n 21 21
Frihetsgrader, m 40
t(obs) 2,580069916
P(T<=t) tosidig 0,013656298
T-kritisk, tosidig 2,02107539
t(obs) > T-kritisk
Konklusjon: Forkaster nullhypotesen.
t-test trombocytter prove 6-26:
"t-test: To utvalg med antatt like varianser"
Hypoteser: Hy: X2- Z=0,Hy: X2—- Z=#0.
Signifikansniva 5%

Sysmex PLT-F, Z Sapphire, prave 6-26, X2
Gjennomsnitt, [x 10%/L] 8,666666667 7,443333333
Varians, s2, [x 10%/L] 14,03333333 10,65136333
Observasjoner, n 21 21
Frihetsgrader, m 40

t(obs)
P(T<=t) tosidig
T-kritisk, tosidig

1,128341494
0,265898072
2,02107539

t(obs) < T-kritisk
Konklusjon: Beholder nullhypotesen.




Vedlegg 13: Resultat og innledende utregninger fra presisjonsanalysen for leukocytter

Intraseriell presisjon, leukocytter:
Sysmex XN-2000 kroppsvaeskemodus er her forkortet til XN-2000 BF-mode.

Prave nr XN-2000 BF-mode, [x 1076/L]| XN-2000 BF-mode, [x 1079/L], Y | Sapphire, [x 10M9/L], X
1 8 0,008 0,005
2 7 0,007 0,007
3 8 0,008 0,014
4 8 0,008 0,005
5 9 0,009 0,013
6 8 0,008 0,004
7 11 0,011 0,009
8 9 0,009 0,009
9 12 0,012 0,011
10 14 0,014 0,009
11 18 0,018 0,009
12 20 0,020 0,011
13 19 0,019 0,009
14 37 0,037 0,009
15 37 0,037 0,017
16 45 0,045 0,014
17 58 0,058 0,029
18 68 0,068 0,029
19 83 0,083 0,025
20 9 0,094 0,024

Innledende utregninger for leukocytter, [x 10°/L]:

Gjennomsnitt, Y: Gjennomsnitt, X:
0,02865 0,01310
Standardawik, s: Standardawik, sy :
0,027215 0,007759




Vedlegg 14: Analysering nr. 1 i presisjonsanalysen pa Sysmex XN-2000 kroppsveaskemodus.

Lab for med.biokjemi, Alesund XN series sys
Sample No.: 55-001 Rack: Position: 27/04/2015 12:27:13 BF
Patient ID: Ward: Doctor:
Name: Birth: Sex:
Sample Comment: Nickname: XN-2000-1-R
Positive WDF WNR
Morph. g b
WBC [1679/L]
RBC [16712/L]
HGB [g/dL]
HCT [L/L]
Mcv :fL%
MCH [pg S L
MCHC [g/dL] e =
PLT [1679/L]
PLT-I [1079/L]
PLT-F [1679/L]
HGB-0 [g/dL]
MPV [fL]
P-LCR [%]
RDW-CV [%]
NRBC [1679/L] [%]
NEUT [1679/L] [%]
LYMPH [1079/L] [%]
MONO :10A9/L% E%%
EO [16”9/L %
BASO [1079/L] [%] RET PLT-F
16 [1079/L] [%] ¥
RET [%] [1e79/L]
IRF [%]
LFR [%]
MFR [%]
HFR [%]
RET-He [pg]
NE-SSC 165.0 [ch] — =
WBC-BF 8 * [1076/L]
RBC-BF 0 [1079/L] RBC PLT
MN 6 *[1076/L] 75.0 * [%]
PMN 2 *[1076/L] 25.0 * [%] \
RBC-BF2 0.1 *[1079/L]
WBC IP Message RBC IP Message PLT IP Message
WBC Abn Scattergram

00-18  27/04/2015 12:27 1/1

WBC-BF: Leukocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsvaeskemodus.
RBC-BF2: Erytrocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsvaskemodus.



Vedlegg 15: Analysering nr.
kroppsvaskemodus.

Sample No.: 55-010
Patient ID:

Name:

Sample Comment:

WBC
RBC
HGB
HCT
MCV
MCH
MCHC
PLT
PLT-1
PLT-F
HGB-0
MPV
P-LCR
RDW-CV
NRBC
NEUT
LYMPH
MONO
EO
BASO
IG

RET
IRF
LFR
MFR
HFR
RET-He
NE-SSC 105.5
WBC-BF 14
RBC-BF 0
MN 4
PMN 7
RBC-BF2 0.0

WBC IP Message

1079/L]

[10712/L]
[g/dL]
[L/L]
[fL]
[pg]
[g/dL]
[1079/L]
[1079/L]
[1079/L]
[g/dL]
[fL]

[%]

[%]
[1079/L]
[1079/L]
[1079/L]
[1079/L]
[1079/L]
[1079/L]

[1076/L]
[1079/L ]
[1076/L]
[1076/L]
[1079/L]

Rack:
Ward:
[%]
[%]
[%]
[%]
[%]
[%]
[%]
[1e~9/L]
50.0 [%]
50.0 [%]

RBC IP Message

10 i presisjonsanalysen pa Sysmex XN-2000

Lab for med.biokjemi, Alesund XN series sys
Position: 27/04/2015 12:46:15 BF
Doctor:
Birth: Sex:
Nickname: XN-2000-1-R
WDF WNR
& g
SSC SFL
RET PLT-F
2 2
SFL SFL
RBC PLT

i

WENE

wn

PLT IP Message

00-18 27/04/2015 12:46 1/1

RBC-BF2: Erytrocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsvaeskemodus.



Vedlegg 16: Analysering nr. 20 presisjonsanalysen pa Sysmex XN-2000 kroppsvaeskemodus.

Lab for med.biokjemi, Alesund XN series sys
Sample No.: 55-020 Rack: Position: 27/04/2015 13:08:45 BF
Patient ID: Ward: Doctor:
Name: Birth: Sex:
Sample Comment: Nickname: XN-2000-1-R
WDF WNR
% S S b
WBC [1079/L]
RBC [107°12/L]
HGB [g/dL]
HCT [L/L]
Mcv [fL]
MCH pgl R s
MCHC _g/dL] SSC SFL
PLT [1079/L]
PLT-I 1079/L]
PLT-F [1079/L]
HGB-0 [g/dL]
MPV [fL]
P-LCR [%]
RDW-CV [%]
NRBC [1079/L] [%]
NEUT [1079/L] [%]
LYMPH [1079/L] [%]
MONO [1079/L] [%]
EO [1079/L] [%]
BASO [1679/L] [%] RET PLT-F
1G [1079/L] [%] 2 #
RET [%] [1679/L]
IRF [%]
LFR [%]
MFR [%]
HFR [%]
RET-He [pg]
NE-SSC  110.8 [ch] — —
WBC-BF 94 [1076/L]
RBC-BF 0 [1079/L] RBC PLT
MN 64 [1076/L] 68.1 [%]
PMN 30 [1076/L]  31.9 [%] I
RBC-BF2 0.2 [1079/L] \
WBC IP Message RBC IP Message PLT IP Message
@0-18  27/04/2015 13:08 1/1

WBC-BF: Leukocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsvaeskemodus.
RBC-BF2: Erytrocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsvaskemodus.



Vedlegg 17: Bakgrunnssjekk i presisjonsanalysen pa Sysmex XN-2000 kroppsveeskemodus.

Sample No.: BACKGROUNDCHECK
Patient ID:

Name:

Sample Comment:

Ward:

WBC [18~9/L]
RBC [10~12/1]
HGB [g/dL]
HCT [L/L]
MCV [FL]
MCH [pg]
MCHC g/dL]
PLT 18°9/L]
PLT-I 18°9/L
PLT-F 18"9/L
HGB-0 g/dL]
MPV [£L]
P-LCR [%]
RDW-CV [%]

NRBC [18~9/L
NEUT [10°9/L
LYMPH [1879/L]
MONO [18~9/L
EO [1079/L
BASO [1879/L]
16 [1849/L]
RET [%

IRF [%

LFR [%]

MFR [%

HFR [%
RET-He (pg]
NE-SSC  128.8 [ch]
WBC-BF o [1076/L]
RBC-BF 2 [1079/L]
MN 2 [1e76/L] -
PMN o [1076/L] -
RBC-BF2 8.2 [1079/L]

WBC IP Message

Rack:

[1879/L]

[%]
[*]

RBC IP Message

Lab for med.biokjemi, Alesund XN series sys
Position: 27/04/2015 13:10:52 Bf
Doctor:
Birth: Sex:
Nickname: XN-200e-1-R
WDF WNR
& g
S$5¢ L
RET PLT-F
£ b
ST SFL
RBC PLT

PLT I'i) Message

2@-18 29/04/2015 13:08 1/1

WBC-BF: Leukocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsvaeskemodus.

RBC-BF2: Erytrocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsvaskemodus.



Vedlegg 18: Analysering nr. 21 i presisjonsanalysen pa Sysmex XN-2000

kroppsvaskemodus.
Lab for med.biokjemi, Alesund XN series sys
Sample No.: 99055 2\ Rack: Position: 27/04/2015 13:12:48 BF
Patient ID: Ward: Doctor:
Name: Birth: Sex:
Sample Comment: Nickname: XN-2000-1-R
WDF WNR
WBC [1079/L]
RBC [10712/L]
HGB [g/dL]
HCT [L/L]
Mcv [fL]
MCH [pg]
MCHC [g/dL] SE0
PLT [1079/L]
PLT-I [1079/L]
PLT-F [1079/L]
HGB-0 [g/dL]
MPV [fL]
P-LCR [%]
RDW-CV [%]
NRBC [1679/L] [%]
NEUT [1679/L] [%]
LYMPH [1079/L] [%]
MONO %10“9/L% Eg%
EO 1079/L A
BASO [1079/L] [%] RET PLT-F
IG [1679/L] [%] 8 2
RET [%] [1079/L]
IRF [%]
LFR [%]
MFR [%]
HFR [%]
RET-He [pg]
NE-SSC  113.9 [ch] - -
WBC-BF 105 [1076/L]
RBC-BF 0 [1079/L] RBC PLT
MN 71 [1076/L] 67.6 [%] \
PMN 34 [1076/L] 32.4  [%]
RBC-BF2 0.1 [1079/L] J
WBC IP Message RBC IP Message PLT IP Message

00-18 27/04/2015 13:13 1/1

WBC-BF: Leukocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsvaeskemodus.
RBC-BF2: Erytrocytter analysert pa Sysmex XN-2000 kroppsvaskemodus.



Vedlegg 19: Resultat og innledende utregninger fra presisjonsanalysen for erytrocytter.

Intraseriell presisjon erytrocytter:
Sysmex XN-2000 kroppsveaeskemodus er her forkortet til XN-2000 BF-mode.

Preve nr |XN-2000 BF-mode, [x 10™9/L]
1 0,1
2 0,1
3 0,1
4 0
5 0,1
6 0,2
7 0,1
8 0,1
9 0,1
10 0
11 0,1
12 0,1
13 0,2
14 0
15 0,1
16 0
17 0,1
18 0,1
19 0,2
20 0,2

Innledende utregninger for erytrocytter, [Xx 109/L]:
Gjennomsnitt:

0,10000

Standardawik :

0,064889




Vedlegg 20: Resultat og innledende utregninger fra presisjonsanalysen for trombocytter.

Intraseriell presisjon trombocytter:
Trombocytter analysert med impedans er forkortet til PLT-I.

Prgve nr  XN-2000 PLT-I, [x 10"M9/L], Y Sapphire, [x 10M9/L], X
1 5 8,17
2 5 6,36
3 5 6,41
4 5 8,22
5 5 6,27
6 4 6,33
7 5 8,28
8 7 6,43
9 6 6,61
10 5 6,41
11 5 6,47
12 6 8,39
13 6 8,09
14 6 6,16
15 5 8,91
16 5 6,48
17 6 8,7
18 6 5,87
19 7 8,58
20 6 5,93

Innledende utregninger for trombocytter, [x 109/L]:
Gjennomsnitt, Y: Gjennomsnitt, X:
5,500 7,154
Standardawik, s : Standardawik, s :
0,760886 1,086338




Vedlegg 21: Utdrag fra regneark for intraseriell presisjon mellom parallellene ved manuell

metode.

Regnearket viser kun de 10 farste prgvene. Telletallene er dividert pa tellevolum og multiplisert med

10°. Resultatene er angitt i [x10%L]. CVW viser intraseriell presisjon.

Varians, 2 kjente kilder. Enkeltverdier.

n 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
m U3 J.1 J.1a 0,2 J1 [00rs | 1,085 | 02 | 0425 055
] ) 2,071 13,141 ) Q071 (0,035 | 0,318 | 0,071 [ 0,106 | 0,283
Range J J.1 a2 ) d.1 2,05 | 045 J.1 0,15 a4
_ 51 52 53 54 55 56 57 S8 58 510
N=En | 104 R1 03| 005 005 2.2 003 205 JB8( 025 2,5 Q.75
= a2 | Frifueds- 95 % R2 03| 0,13 025 2.2 015 21 125 015 035 0,35
W= 0.4079) grader | konfidensintervall .
W= d,1458 a2| 0,08v8| 02127 R4
sB= 2,4008 a1 0,2605| 05704 R5
&l= D 4277 65,0 028935 05868 RE
CVW= | 37.28% 52 | 24.35% | 52.97% RT
CVB= 08 66% 51 | 64.81% [ 141.21% i)
CVT= Giguny 65,0 | 73,02% [ 145.99% R3
8B = (N-1)[N-{En° YN]-(s"-8W* ) der &°- er R0
slandard awwik av alle resultalene R
& 12,4258 R12
cv 106,0 % H13
R14
VR appgit = 10,0050 R15
S 00255 R16
5 _farmel= 040058 R17
35 sjakk= MU R1&
Sigma_0° 0,010 R19
8 _fomel’= LREIRT R0




Vedlegg 22: Resultater fra «Control level 1» pa Sysmex XN-2000 fullblodsmodus.

QC File Browser

E m W

W Nickname XN-2000-1-L W FileNo. QC37
Shift Al ®Material Control Levell  ®LotNo. QC-50681101

BRegist. 25/03/2015 @ Exp. Date 31/05/2015
i
Item Target
LL ;
17.5 | 0.14
RDW-CV 15, 9 e ettt 1 16.2  16.1
14.3 ‘ 0.9 ’
73 ‘ 4.9
PLT 52 s /WW Ny#,_,.\,_w\ | 48 50
31 | 9.7
60 2.2
PLT-F :g P \_\,/.'W’—‘/‘\‘//\"\*,A» — A, 46 443
11.2 .30
PDW 62—ttt 4 — 6.0 6.4
1.2 4.7
0.005
0,06 jp—e—a_ AT i o
PCT 0.03 o= | e.04 0.04
0,00 | 11.4
27/04/2015 n=54
07:58

XN-2000-1-L XN-2000-1-R
[ %= 14>} [ Xa 1> |

01154403242400

& | B

Prnter HOST

m L

0

HOST1




