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ELMU juhatuse liige

Vererakkude manuaalne mikroskoopia on hemogrammi jatku-uuringu kuldne
standard, kuid sellega vdivad kaasneda mitmed probleemid nagu kogenud personali
puudumine, pikaajalise valjadppe vajadus, mikroskoopilise hindamise subjektiivsus

ja raskused rakkude eristamisel. Neid probleeme proovitakse lahendada digitaalse
mikroskoopia kasutuselevatuga. Bispebjergi ja Frederiksbergi haigla (Kopenhaagen,
Taani, edaspidi BFH) Kliinilise keemia osakonna meeskond arendas ja vottis digitaalse
mikroskoopia asemel kasutusele labivoolutsttomeetrial pohineva FlowDiffi meetodi.
Laborimeditsiini residentidel oli véimalus tutvuda selle uue ja huvitava lahendusega
tanu kliinilise keemia laboriarstile dr Konstantinos Dimopoulosele.

Kui palju jatku-uuringuid
tehakse BFH-s?

Tavaliselt vajavad 10-20% hemogram-
midest verepildi hindamist automaat-
analiisaatori tulemuste tipsustamiseks'.
Suure té6koormuse, t36jdupuuduse ja
mirkimisvéirsete toojoukulude tottu
alustas labor automaatanaliisaatori Sys-
mex XN-1000 vahevara eIPU reeglite
muutmise ja verifitseerimisega. Ajaku-
luka ja suuremahulise 66 16puks redut-
seeriti olulisel mairal eIPU reegleid ja
wsteti Q-flag lavendeid (automaatana-
lisaatori livend kommentaari viljasta-
miseks). eIPU reeglitega, mille alusel
tehakse praegusel hetkel hemogrammi
jatku-uuringuid BFH-s, saab tutvuda
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tabelis 1. Vordluseks, PERH-i laboris on
78 eIPU reeglit ja koik Q-flag livendid
on 100, mis on kooskélas tootja soovi-
tustega.

Pievas tehakse BFH-s keskmi-
selt 10-15 FlowDifh analiiiisi cz 360
hemogrammist, PERH-is keskmi-
selt 80 veredige mikroskoopiat cz 650
hemogrammist.

Kuidas toimub vererakkude
analiiiis FlowDiffi meetodiga?
Libivoolutsiitomeetriliseks uuringuks
olid valitud Sysmexi seadmed, kuna
neid on voimalik liidestada eIPU-ga ja
info liigub automaatselt hemogrammi
ja labivoolutsiitomeetria seadmete vahel.

Tabel 1. elPU reeglid, mille alusel
tehakse hemogrammi jatku-uuringuid
Bispebjergi ja Frederiksbergi haiglas.

Reeglid:

Limfotsiitoos > 5 x 109/L

Monotsiitoos > 3 x 109/L voi > 20%

IG>10%

PLT clumps, kui PLT < 100 x 109/L

Blasts? (Q-flag alates 160)

Abnormal lymphocytes?
(Q-flag alates 170)

Atypical lymphocytes?
(Q-flag alates 120)

Left shift? (Q-flag 300)

Fragments?
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Artikli autorid FlowDiff tarkvaraga tutvumas. Vasakult Konstantinos Dimopoulos, Inna Ruffati, Evelina Gramann, Karel Tomberg,
Liisi VOsa, Ingrid Hein. Pildi tegi arst-resident Anne Must.

BFH-s valideeriti tootja soovitus-
test erinev, kuid aega sddstvam proo-
vide ettevalmistamise protsess Sysmex
PS-10 seadmel: stain-lyse-no wash proto-
koll. Proovi inkubeeritakse antikehadega
valguse eest kaitstult 15 minutit. Seeji-
rel eriitrotsiiiidid liiiisitakse, kasutades
CyLyse LV puhvrit, ja inkubeeritakse
veel kord 10 minutit. Pesemist ei toimu.
Kokku kulub proovide ettevalmistami-
seks umbes 30 minutit.

Leukotsiiiitide analiiiis toimub Sys-
mex XF-1600 seadme abil. Analiiiisiks
kogutakse 50 000 leukotsiiiiti ja edasi
jaotatakse rakud vastavalt markerite
ekspressioonile. Selleks voeti kasutusele
8 CyFlow antikehaga (Sysmex) paneel.
Antikehade segu valmistatakse laboris
kisitsi. Rakkude populatsioonid ja anti-
kehad, mis neid tuvastavad, on toodud
tabelis 2'.

Tabel 2. FlowDiff uuringus kasutatavad
antikehad ja nende poolt tuvastatavad
rakkude populatsioonid.

Antikeha | Populatsioon

CD5 T-rakud, CD5+ limfoomid
(nt KLL)

CD14 Monotsiidid

CD16 Kiipsed neutrofiilid,
NK-rakud

CD19 B-rakud, k.a B-limfoomid

CD34 Blastid

CD45 Leukotsidid

CD117 Blastid, promiielotstiiidid

CD123 Basofiilid

Jargmisena toimub rakkude popu-
latsioonide piiritlemine voolutsiito-
meetria tarkvaras bioanaliiiitiku poolt.
FlowDifh tulemuste imberarvutamine

toimub vastavalt patsiendi leukotsiiiitide
arvule automaatselt. Vastusena viljasta-
takse ainult FlowDiffi tulemus ja lisa-
takse vastav kommentaar.

Milliseid haigusi on voimalik
FlowDiffiga avastada?

BFH-s ei ole statsionaarset hemato-
loogiaosakonda. Seetottu on FlowDiff
suunatud voimalike esmaste vereloome-
haiguste tuvastamiseks.

BFH labor ei viljasta blastide tule-
must, kui see jaib < 5% kogu leuko-
tsitiitide populatsioonist. Vordluseks,
regionaalhaigla laboris viljastatakse mis-
tahes blastide tulemus ning on esinenud
dgedaid leukeemiaid ka < 5% blastide
osakaalu korral. Dimopoulose andmetel
ei ole nad veel iihtegi dgedat leukeemiat
avastamata jitnud. Uhtlasi véimaldab
FlowDifli meetod eristada liimfoidseid
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blaste miieloidsetest blastidest, mis mik-
roskopeerimisel pole alati véimalik, nt
CD19+ blastid B-ALL korral.

Eraldi populatsioonina eristatakse ka
CD5+ B-rakke (CD5+CD19+ raku-
populatsioon), mis esinevad nt mantel-
rakkliimfoomi ja kroonilise liimfotsiitit-
leukeemia (KLL) korral (vt joonis 1).
KLL on sagedasem tdiskasvanute leu-
keemia liineriikides®. FlowDifhi mee-
tod annab véimaluse varakult leida
CD5+ B-rakkudega seotud haigusi ja
jilgida ravivastust.

Teisi B-rakulisi neoplaasiaid kaht-
lustatakse B-liimfotsiitoosi esinemisel
ehk kui B- ja T-rakkude suhe on > 2.
Probleemiks voib osutada atiitipiliste
limfotsiititide avastamine liimfopee-
nia korral v6i viirusinfektsiooni foonil,
kuid ka mikroskoopiat kasutades ei ole
alati voimalik eristada atiitipilisi liim-
fotsiiiite normaalsetest liimfotsiiiitidest.

Mida ei ole voimalik
FlowDiffiga avastada?

Kuigi FlowDifhi lahendusega saab eris-
tada reaktiivseid liimfotsiiiite teatud
titipi B-rakulistest vereloome kasvaja-
test, ei ole reaktiivsete liimfotsiititide
eristamine T-rakulistest neoplaasiatest
voimalik. Dimopoulose sonul annab
vihje T-rakulistele proliferatsioonidele
persisteeriv T-rakuline liimfotsiitoos.

Ei ole voimalik leida ka plasma-
rakke, mis lihevad ebakiipsete granu-
lotsiititide (IG) voi blastide populat-
siooni hulka.

Samuti ei erista FlowDiffi meetod
segmenttuumseid neutrofiile kepp-
tuumsetest neutrofiilidest. See on koos-
kolas rahvusvahelise soovitusega®. Pro-
miielotsiiiite, miiclotsiilite ja metamiie-
lotsiiiite véljastatakse FlowDifhs 1G
populatsioonina. Dimopoulose arvates
ei ole nii kepptuumsete neutrofiilide
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Joonis 1. Naide FlowDiffi meetodil leitud CD5+ limfoomist (kinnitus KLL). Joonisel
on ndha tumepunane CD5+ ja CD19+ populatsioon, mis viitab CD5+ limfoomile.

kui ebakiipsete granulotsiiiitide erista-
misel kliinilist tihendust.

Miielodiisplastiliste muutuste
tuvastamine ei ole samuti véimalik.
Dimopoulos arvab, et diisplastiliste
muutuste eristamine hemogrammi jit-
ku-uuringus ei ole vajalik, kuna need
muutused on mittespetsiifilised ja esi-
nevad ka teiste haiguste korral, nt vii-
rusinfektsioonid, autoimmuunsed hai-
gused, krooniline alkoholi kuritarvita-
mine jt‘. Tema sonul on miielodiisplas-
tiline siindroom hematopatoloogiline
diagnoos ja iga seletamatu tsiitopeenia
vajab nagunii edasist suunamist hema-
toloogi vastuvétule.

Kuigi manuaalne mikroskoopia

on n-0 kuldne standard, ei ole tavalist
valgusmikroskoopi kasutades

alati voimalik maarata, kas rakk

on pahaloomuline voi mitte.
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Libivoolutsiitomeetria ei ole sobi-
lik trombotsiiiitide ja eriitrotsiiiitide
morfoloogia hindamiseks ning ei voi-
malda ka parasiitide leidmist. BFH-s
teostatakse parasiitide uuringuid klii-
nilise mikrobioloogia osakonnas. Eriit-
rotsiiiitide fragmente vaatab hemato-
loog korgema etapi haiglas CellaVision
digitaalse mikroskoopia platvormi abil.
Huvitav on ka asjaolu, et Taanis ei ole
eriitrotsiitaarse morfoloogia hindamine
tavapdrane. Trombotsiiiitide agregaate
hindab bioanaliititik valgusmikros-
koopia abil.

Mis oleks FlowDiffi

kasutusele votmisel hea?

Kuigi manuaalne mikroskoopia on n-6
kuldne standard, ei ole tavalist valgus-
mikroskoopi kasutades alati voimalik
mairata, kas rakk on pahaloomuline
voi mitte. Moningate haiguste kor-
ral, nt KLL, annaks FlowDiffi meetod
voimaluse uuringu kiigus kohe leida

pahaloomulisi rakke.



Teine eelis on lihtsam ja kiirem vil-
jadpe. Mikroskoopia viljabpe on acga-
noudev ja votab tavaliselt kuni iiks aasta.
Hetkel on probleemiks saamas personali
nappus ja ebapiisav uute spetsialistide
juurdekasv. FlowDifli viljaope BFH-s
kestab aga iihe kuu.

Tavaliselt piirab libivoolutsiitomeet-
ria kasutamist analiiiisi korge hind.
Dimopoulose sonul on ithe FlowDifh
analiitisi kulu 14 eurot pluss téojoukulu.

Millised probleemid voivad
esineda FlowDiffi kasutamisel?
Hematoloogilise automaatanaliisaatori
tootjapoolsete reeglite ja lipukeste muut-
mine vajab viga pohjalikku valideeri-
mist, et tagada patsiendi ohutus ja pii-
sav sensitiivsus haiguste leidmiseks.

Meie arvates ei ole tiielik loobumine
mikroskoopiast voimalik. Trombotsiiii-
tide agregaatide, veres leiduvate parasii-
tide olemasolu ja eriitrotsiiiitide mor-
foloogia hindamiseks on vajalik mik-
roskoopia, kuna libivoolutsiitomeetria
kasutamine selleks ei sobi.

Tuleb meeles pidada ka asjaolu, et
BFH-s ei ole statsionaarset hematoloo-
giaosakonda. Méned lahendused, mis
sobivad selle haigla kontekstis, nt blas-
tide viljastamine, kui populatsiooni suu-
rus on iile 5%, ei pruugi olla piisavad
statsionaarse hematoloogiaosakonnaga
haiglates, kus on vajalik pidev patsiendi
jilgimine ja ravivastuse hindamine. Eri-
nevalt mikroskoopiast avastab Flow-

Sysmex XF-1600 voolutsiitomeeter.
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Sysmex PS-10 seade, mis valmistab
ette proove voolutsiitomeetriaks.

Mikroskoopia valjadpe on aegandudev ja
vOtab tavaliselt kuni Uks aasta. Hetkel on
probleemiks saamas personali nappus ja
ebapiisav uute spetsialistide juurdekasv.

Diff ainult teatud tiiiipi ja suuri muu-
tusi veres. Seetottu on vereloomehaiguse
kahtlusel ddiendavad uuringud igal juhul
niidustatud.

Vajalik on ka arusaam, et FlowDiff ei
asenda hematopatoloogilist uuringut ja
konventsionaalset libivoolutsiitomeetriat
hematoloogilise haiguse diagnoosimisel,
vaid annab teise valiku hemogrammi
jatku-uuringuks voi lisavoimaluse mik-
roskoopia korval.

Kokkuvétteks on FlowDiff uus
ja huvipakkuv lahendus automaatse

hemogrammi jitku-uuringuna. Nii nagu
koikidel teistel laboriuuringutel, on ka
sellel meetodil omad head kiiljed ja puu-

vottu peab iga labor otsustama, milline
tooprotsess sobib koige paremini nende
labori kontekstis, ja alati tuleb méelda
ka patsiendi ohutusele.

Autorid avaldavad tinu
dr Kirt Tombergile artikli
kdsikirja toimetamise eest.
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