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Retikiilosit Sayimlart icin Manuel Metodla Otomatik Kan
Sayim Cihazi ve Akim Sitometrik Yontemlerin
Kargilagtirilmasi

Comparison of the Manuel Method With Automated
Hematology Analyzer and Flow Cytometer For Reticulocyt
Counts

Selime AYAZ*
Mustafa BALCI*

Orzet

Hastanemizin defisik departmanlanndan saflanan tir-
ncklerde; retik@losit sayymlan otomatik kan sayim cihazi,
akim sitometre ve manuel metotla dlglildd. Sayimlaria hir-
likte retikillosit mutlak, ditzeltilmig retikillosit sayis ve re-
tikilosit indeksi de degerlendirildi. Bu galigmada ortalama
retikiilosit yiizde, dizellilmig retikillosit, retik@losit mutlak
ve refikilosit index degerleri akim silometre  igin
%2,1744.2, %1.9243.5, 101.34163 #, 136422 ; olomatik
kan sayim cihazn igin %1.93£3.6, 1.714£3.2, 83.5£123 #,
1,23+2.1 ve manuel metot igin %2.043.1, %1 78428,
9254123 #, 1.3£1.9 bulundu. Manuel metotla otomatik
metotlar kargilagtunldiginda her G yontem arasinda is-
taristiksel olarak anlamli bir fark bulunmads (p =NS ). Ko-
relasyon katsayilan : GenS % retikiilosit ve FACScan %
retikiilosit; GenS % retikiilosit ve FACScan % retikillosit ve
Manuel % retikillosit; sirasiyla r=0.83, r=0.95, =082 bu-
lundu, Manuel metotta CV % 16-22 arasinda iken otomatik
metotlarda bu deger ise % CV 11.3 dir. Manuel yontemde
oda sicakhf ve 4°C'de 24 saar beklemede sayimlar stabil
iken otomatik ytintemlerde bu silre 50 saate gikmaktadur.

Bu veriler gostermektedir ki ; otomatik retikillosit sa-
yimlan, manuel sayima gergek bir alternatif metol olabilir,
Ancak bu sonuglar yeni galigmalarla desteklenmelidir,

Anahibar sieciilder : Manuel Retikillosit Sayimi, Flow Si-
tometrik Resikillosit Sayim, Otomatik
Kan Sayim Cihaz, Coulter Gen 5
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In this stely, reticulocyte analyses in the samples col-
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lected from differemt departments of our hospital, were
evaluated using an automatic counter (GenS), flow cytom-
etry and manual method. Besides the direct reticulocyte
counts of samples; absolute retculocyte counts, corected
reticulocyte number and reticulocyte index were also cal-
culated. The results of reticulocyte counts,corrected and ab-
solute reticulocyte numbers and reticulocyle index were
20744.2%, 1.9243.5%, 10134163 #, 1,3622.2 ; with Mow
cytometry; 1.9313.5%, 1.7143.2%, 8352123 #, 1,2352.]
using the automatic counter and 2.0£3.1%, |.78+2.8%,
92,5+123 #, 1.341 Yusing the manual method. There was no
statistically significant difference between two counts, Co-
cfficient of correlation between Gen § % reticulocyle vs
Flow % reticulocyte; Gen § % reticulocyte vs manual % re-
ticulocyte; Flow® reticulocyte vs manual % reticulocyte
were 0.83 , 0.95 , 0.82 respectively. Coefficent of variation
for the manual method is 16-22 %, for the automatic counting
is 11.3 %. In manual method resulls were stable whereas for
24 hours at room temperature and al 4°C. In automanc
method this period is goes up to 50 hours,

These results suggest thal automaric reficulocyte counts
can be a true alternative o the manual counts. The resules
must be confirmed with the new studies,

Key words:  Manuel Reticulocyte Count, Automated
Haemarology Analyzers, Flow Cylometric
Reticulocyte Counts, Coulter GenS

GIRIS

Retkillosit sayimi; g¢egitli hematolojik ve sis-
temik hastaliklarda gozlenehilen aneminin pa-
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togenezi aragurlirken veya hastanin tedaviye yamu
izlenirken kemik ilifindeki eritropoictik aktivitenin
gostergesi olarak kullanilan basit ve noninvaziv bir
testtir{ 1-2). Retikiilositler eritropoezde olgun erit-
rositlerden bir tinceki hiicreler olup ince graniler
RNA artiklan icerirler. Bu artiklann supravital bo-
yalarla yapilan manuel incelemeler zaman ve de-
gerlendirme agisindan zorluk olusturmaktadir. Son
yillarda RNA'ya bajilanan floresan boyalar ile si-
tometrede veya laser sagimim ile hiicre sayan ci-
hazlarda otomatik retikulosit sayimlan kullamimaya
baglanmigur. Akim sitometrik yintemler niikleik
asitlere haglanan boya ybatemi ile geligtirilmig ana-
litik vontemlerdir(3-4), Laser sacimmu ile hiicre
sayan kan sayim sistemlerinde otomauk retikiilosit
sayumi rutinde kullanilmaya baslanmigur . Bu sis-
temlerde RNA igeren eritrositler, metilen mavisi ile
boyanmakta ve retikiilositler VCS teknolajisi ile oto-
matik olarak olglilmektedir (5-6),

Bu galismada rastgele segilen ve bilinen bir has-
tahg olmayan kigilerde retikiilosit sayimlar kan
sayim cihazi, akim sitometre ve manuel metotla &l-
glildii, Bu metotlarin analitik performans: aragtinld:
ve referans manuel metotla kargilagurildr,

MATERYAL VE METOT

Olgular: Polikliniklere bagvuran ve bilinen bir

hastalifn olmayan rastgele segilen ve Hemoglobin
degeri normal kabul cdilen 150 olguda retikiilosit
diizeyleri, akim sitometre ( FacScan, Becton Dic-
kinson), otomatik kan sayim cihazi { Coulter GenS)
ve manuel metotla dlyildi. Savimlarla birlikte mut-
lak retikiilosit sayisi, dizeltilmis retikiilosit sayis ve
retikiilosit indexi degerlendirildi (Tablo 1).

Orneklerin Toplanmasi: Kan ormekleri vendz
voldan K;EDTA igeren tiplere alindi, Tam kan sa-
yvimlart kan sayim cihazinda (Coulter Gen 8) ya-
pilde.

Laser Sagimimu ile Retikiilosit Saymm (Tam
kan sayim cihaz Coulter Gen §) @ Dogru akum,

radyo [rekans: ve laser saginum ile hiicre sayan ci-
hazlarda retikilosit sayim da artk otomatik olarak
Glgiilmektedir. Bu teknoloji ile aym anda hiicrelerin
hacmi (volum), i¢ karakteristikler {gegirgenlik, opa-
site, coductivity gibi} ve yiizey karakieristikleri ( 15
saginimi, scatter ) blgiiliir, Bu sistemde metilen ma-
visi eritrosit igindeki artk RNA'lan ¢ikulirir. Sonra
trnek  hipotonik bir g¢tizeli ile seyrellilerck he-
moglobinin  uzaklagumlmas:  ama  boyanmig
RMNA'min hilcre iginde kalmasi saflamir ve bu gi-
zeltide hilere hacim ve laser sagmim blgiliir. Bu is-
lemler sonucunda retikillosit sayisi, % retikiilosit
veya birim hacimdeki retikilosit sayis) olarak rapor
edilir,

Akim Sitometresinde (FACScan, Becton Dic-
kinson) Retikiilosit Savimi : Bu yintemde 5 (1 tam
kan trnefi 1 ml vazole orange solisyonu ile oda si-
cakhfinda karanlikta 30 dakika inkdbe edilerek 6l-
gimler Retic-Count yazilim program ile prosediire
uygun olarak FACScan akim sitometre cihazmda
yapild,

Manuel Retikiilosit Sayim (Referans Metot) :
Hall ve Malia'min (12) tammiadii metoda gore ya-
pildi. 50 pl tam kan drnefi esit hacimda brilliant
cresyl blue ile kangurlarak 15 dakika oda si-
cakhiinda inkibe edildi. Bukangimdan yapilan ince
yaymalarda en az 1000 eritrosit sayilarak re-
tikiillositlerin yizdesi belirlendi. Kisiler arasi de-
gerlendirme varyasyonunu azalimak igin drneklerin
hepsi tek bir uzman tarafindan degerlendirildi.

ANALITIK PERFORMANS CALISMALARI

Prezisyon (lekrarlanabilirlik) : Oiomauk &l-
yUmlerde ; glinler aras: prezisyon galigmalart igin 20
giln boyunca retikiilosit kontrol dmeklerindel Diizey
[, Dilzey 11, Diizey 111} retikiilosit sayis: dletldii. Gin
i¢i prezisyon galigmalaninda kontrol dmeklerinde 20
ke retikitlosit sayist dlgibfdi, Manuel metel igin aym
sirncklerden 20 yayma yapilarak aym giin 20 kez ve
20 giin art arda mikroskopik sayimlar yapldi. Or-
talama deger, standart sapma (SD) ve varyasyon kal-

Tablo 1. Kan Sayim Cihazi Akim Sitometri ve Manuel Metotla Olgiilen Retikiilosit %, Dizeltilmis Retd%, Re-

likitlosit. Mutlak # ve Retikilosit Index Degerleri

Retikiilosit 5 Diizeltilmiy Retikilosit Retikiilosil
(x£250) Retikiillosit% Mutlak / # Index

I o (x£25D) (x2500) {(x£25D)
Kan Sayim Cihaz 1.93£3.6 1.71#3.2 83.5+123 123421
N=1350
Akim Sitometre 217442 1.92£3.5 101.3£163 1.36£2.2
N=150 i
Manuel Melol 2.043.1 1.78£2.8 0254123 1.3£1.9

N=150
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sayisi (CV) hesapland.

Carry-over (Olgiimler arasi etkilegim): Re-
tikiilosit konsantrasyonu yiiksek olan bir Smek
(Y1.Y2,Y3) art arda 3 kez sayilds. Bunun hemen ar-
kasindan retikillosit konsantrasyonu digik olan
Srmek (D1,D2,D3) 3 kez art arda test edildi. Carry-
over ylizdesi ICSH-84'in fisrmilliine gore hesaplandi.

D1-D3
Y3-D3

Stabilite : Stabilite caligmalari 4 kan dmeginde
4°C ve 22°C'de yapildr. Ornekler ikiye boliinerck 4°C
ve 22°C'de bekletildi. Kan drnekleri laboratuvara
ulagtinldiktan hemen sonra ve 24, 48 ve 72 saat sonra
analiz yapildi.

Analitik recovery (geri elde edilebilirlik) : Ce-
sitli seviyelerdeki tirnek havuzlaninda retikilosit dii-
zeyleri her lig yontemle 6lgiildd. Daha sonra bunlara
analizi yapilan maddenin bilinen miktani eklenerck
dlciimler tekrarlamr. Bu galigmalar sonucunda bek-
lenen degerin dlgilmesi ideal durumdur. % 95 - %100
arasindaki degerler gogunlukla kabul edilen bir simin
helirler, Recovery olglimleri asafidaki fomile gore
hesaplandi.

Olgiilen konsantrasyon = lkinci lgiilen kon-
santrasyon- baglangig konsantrasyonu

x 100%

% recovery = (blgiilen konsantrasyon x100 ) /
ilave edilen madde konsantrasyonu

Istatistiksel Caligmalar Pearson's korelasyon kat-
sayis1 ve student’s t testi ile yapildi.

ANALITIK PERFORMANS SONUCLARI
Giinler arasi prezisyon Degisik  kon-

santrasyonlarda 3 kontrol dmegi (Retic C Cell Cont-
rol Dilzey 1, 2, 3) 20 giin boyunca test edildi. Coulter

Retic C Cell kontrol degerleri sirasiyla 1.10 %, 2.8
%, 10,20 %'dir. Bizim galigmamizda ortalama re-
tikitlosit degerleri Kan Sayim Cihazi cihazi igin %
1.13, %2.71, %10.27, CV degerleri ise %7.5, %6.92,
%1.85 ve Akim sitometre igin retikiilosit degerleri
Sl.01, %2.16, %9.68, CV deferleri ise %13.5,
%13.4, %11.0'dir (Tablo 2-3). Bir Srnekten 20 de-
isik yayma yapilarak sayimlar yapildi. Ortalama
retikiilosit sayis % 2.0 CV ise % 16.8 bulundu,

Giin igi prezisyon : Ant arda 20 kez test edilen 3
kan ornefiinin ortalama retikilosit degerleri GenS ci-
haz igin ve akim sitometre cihazi igin gin igl pre-
zisyon galigma sonuglan Tablo 4-5'de sunulmustur.

Carry-over : Kan Sayim Cihaz ve akim si-
tometre cihazinda carry over ¢alismalan retikilosit
konsantrasyonu viiksek (%10.2) olan bir drne@in ant
arda 3 kez test edilmesinden sonra dislik kon-
santrasyonlu(%1.1) Gmegin 3 kez Slglilmesinden
sonra hesaplandi, Kontaminasyon gozlenmedi. Carry
over yiedesi her iki cihaz igin % 0'dir.,

Stabilite : Oda sicakhfi ve 4°C' de 48 saat bek-
letilen Grneklerde anlamb degigiklikler gdzlenmedi.
4°C'de 72 saat bekletilen drneklerde retikilosit dii-
zcylerinde hafif bir arug; oda sicaklhiginda bekletlen
trneklerde ise hafil bir dilgliklik ghsendi. Bu di-
giikliik ve yiikseklik istatistiksel olurak anlamh bu-
lunmadi. Ancak 4°C'de bekletilen dmeklerden he-
saplanan CV degerleri oda sicakhifinda bekletilen
Brnek degerlerinden daha iyi bulundu .

Recovery: Farkl konsantrasyondaki kontrol kan
numunelerinin kanstinimasiyla elde edilen tam kan
pool'u iig ayn titbe aynldi. Birinci kan oldugu gibi
burakildh ikinci ve diglincu titbe sirasivla % 1.3 ve
%3.0 konsantrasyonundaki kontrol kanlan dmeklere

Tablo 2. Kun Sayim Cihazinda 3 Konirol Omeginde Giinler Aﬁ! m;g! on Degerleri o

Diizey 1 Diizey I
Tanimlanan Deger 1,1 2 H 10,2
Anahz Sayisi 14 14 14
Ortalama Defer (%) 1,13 2,71 10.27
28D 0,17 0,37 0.38
CV % 7.5 6.92 1.85 ]
Tablo 3. Akim Sitometre Cihazinda 3 Kontrol Omegfiinde Giinler Arasi Prezisyon Deferlen

Diizey 1 Dﬂzw 11 Diizey 111
Tammlanan Deger 1,1 — 2.8 10,2
Analiz Sayis1 14 14 14
Ortalama Deger (%) 1,11 2,16 9,68
25D 0,3 0,58 2,13
CV % 13,5 134 = 11.0
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Tablo 4. Kan Sayim Cihazinda Giin Igi Prezisyon Caligmalaninda 20 Kez Test Edilen 3 Ornekte Retikiilosit

Diizeyleri
Omnek 1 Ornek 11 Omekl M1 -
Ortalama Reukilosit % 1,29 3.13 10.51
Aralik % 1.10-1.48 1.93-4.33 8.0-12.0
25D 0.13 0.38 0.24
CV % 4.95 6.06 .14

Tablo 5. Akim Sitometre Cihazinda Gin Igi Prezisyon Cahgmalannda 20 Kez Test Edilen 3 Ornekte Re-

tikiilosit Diizeyleri

= Omek 1 Omnek 11 Ornek 111
Ortalama Reukiilosit % 1,09 2.11 9.6
Arahk ( %) 0.93-1.3 1.7-2.6 B.1-10.3
25D 0,24 0,58 148
CV% 11.0 13.7 1.7

ilave edildi. Her i¢ ybniemle % recovery degerleri
hesaplandi. Kan saymm cihazi , Akim sitometre. ma-
nuel metotla hesaplanan recovery degerleri sirasiyla
% 101, 100, 97 olarak bulundu.

Metotlarin kargilagtinlmas: 150 6rnekte; kan
sayim cihaz, flow sitometre ve manuel yontemle ga-
hgilan % retikillosit, dizeltilmiy retkilosit,
#retikiilosit ve retikillosit Index degerleri tablo-1' de
sunulmugtur. Her (i ydntem ile Slgiilen tim pa-
ramatreler arasinda istatistiksel olarak anlamh bir
fark bulunmadi (p=NS). GenS% retikillosit ve
FACScan% retikiilosit, GenS % retikiilosit ve Manuel
% retikillosit, FACScan % retikiilosit ve manuel %
retikillosit degerleri kargilagunldifinda , korclasyon
katsayilan sirasiyla r=0.83 y=0.886x + 0.94, =095
y=1.060x + 0.27 ve r=0.82 y=821 + 0.95 olarak bu-
lundu (Tablo 6).

Manuel retikillosit sayymlannda dogruluk  ve
hassasiyelieki oynamalar pekgok spesifik analiuk
faktdrle izah edilmistir. Bunlardan en Snemlileri
teknisycnler arasi reukiilosit belirleme farkhliklan
ve kigiden kisiye degisen sayma hatalandir (3-7.15).
Manuel metolta, gdzlemciler arasinda %25-50° ye
varan varyasyon katsayilan bulunmustur. Bizim ¢a-
lismamizda bu farklilifin | preparatlann boyasindan
veya mikroskobik sayimdan olup olmadi test edil-
di. Bizim caligmamizda kigiler arasi varyasyonu
dnlemek icin preparatiar tek bir uzman tarafindan
degerlendirildi. Her iki faktbriin tayini igin 20 kez
tekrar yapildi, CV % 16.8 bulundu. Tek mikroskobik
sayimda ise CV % 22.26'a gikmaktachr, Davis ve ar-
kadaglan (16) ise CV'yi %24.1 bulmugtur. Bu so-
nuglar halamin en gok mikroskobik degerlendirme
asamasinda oldufunu gbstermektedir. Manuel me-

Tablo 6. Kan sayim cihaz, flow sitometre ve manuel yontemle 150 8mekte galiglan % retikilosit defierleninin

karsilastinlmas
N r deperi y=ax+h pdeferi
GenS % Ret ve FACScan% Ret 150 .83 y = B62x+25 <0001
y=GenS, x=FACScan
GenS%Ret ve Manuel %Ret 150 0.95 y=1.060x+0.27 <0.001
y=GenS, x=Manuel
FACScan%Ret ve Manuel%Ret 150 n.82 y=821 x +0.95 <0.001
y=FACScanx=Manuel
TARTISMA todun degiskenlifine ragmen bizim galismamizda

Birgok laboratuvarlarda retikillosit analizleri re
fereans kabul edilen manuel yntemle yapiimaktadir.
Son yillarda ise renkilosit sayimi igin gesitli oto-
matik yntemler gelistirilmigtir. Bu ydntemler ige-
risinde Coulter Gen$, Sysmex R-3000, Toa Medical
Electronics, H3, Bayer diagnostik ve akim si-
tometridir, Bu yontemlerin klinik laboratuvarlara
sagladign avantaj dogru ve kesin ve hizh sonug ver-
mesidir (%, 10, 13,14).

omekler tek bir uzman tarafindan  de-
gerlendirildiginde; otomatik metotlar ile manucl
metot arasinda yitksck korelasyon bulundu, Ornekler
farkli teknisyenler tarafindan degerlendirildiginde;
otomatik metotlar ilc manuel metot arasinda bir ko-
rclasyon bulunmamiguir. Bu sonuglar Brugnara ve
arkadaglanmin (13) ¢ahigmasnyla uyumludur, Buda
gostermekiedir ki orneklerin degerlendirilmesi de-
neyimli tek bir uzman tarafindan yapilmahidir,
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Akim sitometrik retikiilosit sayimlannda, manuel
mikroskobik metoddan farkl olarak bax klinik ol-
gularda potansiyvel hata kaynaklan tammlanmigtr.
Bunlarin baghcalan; hiicre kilmelesmesi (soguk ag-
litininler ), nonspesifik otofluoresan (ilaglar, porfirin
bilegikleri), eritrosit bolgesinde diger hiicresel bi-
legenlerin kontaminasyonu  (rombositler  ve  1i-
kositler), kirmizy hiicre digi, RNA olmayan ve flu-
oresan boyaya baglanan bilesenler (gekirdekli eri-
rositler, Howell-Jolly cisimeikleri, parazitler)dir (17-
21} Aynea rutin klinik hematoloji laboratuvarlarinda
bu yGntemin kullamilmasi hem vakit alic: hem de pa-
hals bir yonlemdir, Otomatize hilere sayan cihazlar ile
elde edilen retikillosit sayilan dilgik varyasyon kat-
sayilan ile giivenilir verilerdir. Otomatik olarak re-
tikillosit sayan kan sayim sistemlerinde sadece erit-
rosit morfoloji bozuklugu olan hastalarda (sferosiloz,
orak hiicre, thalassemi majiir ) interferans sap-
tanmaktadir (11,20). Bizim galismamizda; otomatik
kan sayvim cithazinda elde edilen retikiilosit sonuglan
ile manuel sayim sonuglan arasinda lincer bir iligki
bulundu. CAP retikiilosit iglemi ile ilgili vayinlarda
(7); otomatik sistemlerin r degisiminin 0.95'den
biyiik ve CV'nin % 15 veya daha diisiik olmas: ge-
rektigi belirtilmigtic. Bizim ¢ahsmamizda r=0.95;
CV ise % 12.3 bulundu.

Bu galigmada, otomatik retikillosit metotlarn
analitik performans: aragtinldi, Analitik performans
sonuglarnimyz  birgok  arastincimin sonuglan  ile
uyumiy bulundu (10, 13, 17, 21). Akim sitometri ve
kan saymm cihazinda retikiilosit dlgiimlerinin pre-
zisyonu iyi ve dmekler arasinda ctkilesim gie-
lenmedi. Kan saymm  sisteminde retikiliosit sa-
yimlarimin 72 saat stabil oldufu giizlendi. +4 °C'de
oda sicaklifindan daha jyi stabilite saptands, Oda s1-
cakhfnda bekletilen drneklerde Akim sitometri ci-
hazinda diclilen retikiilosit degierleri kan sayun ci-
hazina gire daha yiksek bulundu. Bu galigmada,
manuel retikilosit saymmimn 24 saat boyunca oda si-
cukhginda veya 4 “C'de bekleme ile degigmedifi
gosterildi. Buna karsin oda sicaklifi veya 4 °C'de 24
spatten  daha wzun  beklemelerde retikilosit sa-
yimlarinin belirgin olarak degistfi porildi . Kan
Saymm Cihagnda  retikiilosit sayirmimn oda  si-
cakhifinda 50 saate kadar 4 *C'de 72 saste kadar
bekleme ile degismedifi piriildit. Newman ve Eas-
terling (5) ise sayimlanin daha vzun siirede de stabil
kaldigim bildirmiglerdir,

Sonug olarak; ¢ahymamizda tam otomatik ve

manugl retikilosit sayunlan armanda iyi bir ko-
relasyon bulundu, Tam otomanik retikilosin sayan
kan sayim sistemlerinde retikiilosit flglim metodu
iyi, glivenilir bir yéntem olarak kabul edilebilir. Bu
sonuglar  birgok  laboraluvann  ¢ahigmasimi  ko-
laylagtiracak bir sonug olarak degerlendirilebilir.
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