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OZET

AMACG: Bu calismada otomatik kan sayim analizérd kullanilarak
elde edilen beyaz kiire hiicre (WBC) sayim sonuglarinin referans
yontem olan manuel mikroskopi ile elde edilen sonuglarla uyu-
munun degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM: 2019-2020 yillari arasinda tibbi biyokimya
laboratuvarina otomatize viicut sivisi hiicre sayimi, tibbi mikro-
biyoloji laboratuvarina manuel hiicre sayimi yapilmasi amaciyla
gonderilen steril viicut sivisi 6rnekleri retrospektif olarak ince-
lendi. Manuel mikroskopi asamasinda ornekler iki farkli arastir-
maci tarafindan Thoma lami ile 151k mikroskopunda bakilarak
degerlendirildi. Viicut sivisinin otomatize WBC 6l¢ciimi Sysmex
XN-10 kan sayim cihazinda viicut sivisi moduli (Sysmex Corpo-
ration, Kobe, Japonya) kullanilarak analiz yapildi.

BULGULAR: Calismamizda toplam 79 steril viicut sivisi (40 si-
novyal sivi, 21 plevra sivi, 14 periton sivisi, 4 beyin omurilik
sivisl) analiz edildi. Manuel beyaz kire hiicre sayimina gore
medyan (25%-75%) degeri 1520 (60-8340) hiicre/pL, Sysmex
XN-10'a gore ise 1615 (68-6091) hiicre/pL olarak saptandi. XN-
10 ve manuel mikroskopi arasinda istatistiksel olarak anlamh
glicli bir korelasyon tespit edildi. Passing-Bablok regresyon
ve Bland-Altman farklar analizi ile yapilan istatistiksel karsilas-
tirmalarda manuel beyaz kiire hiicre sayimi ve XN-10 arasinda
iyi bir uyum tespit edildi. 500 hticre/pL esik degeriyle yapilan
degerlendirmede, otomatik analizor yiiksek tanisal performans
gostermistir (duyarlilik %93,9, 6zglillik %87,1). PPV %92,0, NPV
%90,0 ve dogruluk %91,2 olarak hesaplanmistir.

SONUG: Steril viicut sivilarinda hiicre sayiminin otomatik cihaz
ile yapilmasi giderek yayginlasmaktadir. Yaptigimiz calismada
vicut 6rneklerinde manuel mikroskopiyle genel olarak uyumlu
sonuglar verdigi saptandi.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: In this study, it was aimed to evaluate the compa-
tibility of white blood cell (WBC) count results obtained using
an automatic blood count analyzer with the results obtained by
manual microscopy, which is the reference method.

MATERIAL AND METHODS: Between 2019 and 2020, sterile
body fluid samples sent simultaneously to the medical bioche-
mistry laboratory for automated body fluid cell count and to
the medical microbiology laboratory for manual cell count were
examined. During the manual microscopy stage, the samples
were evaluated by looking at the microscope with a Thoma sli-
de by two different researchers. WBC measurement was perfor-
med using the body fluid module (Sysmex Corporation, Kobe,
Japan) on the Sysmex XN-10 blood counting analyzer.

RESULTS: In our study, a total of 79 sterile body fluids (40 sy-
novial fluid, 21 pleural fluid, 14 peritoneal fluid, 4 cerebrospinal
fluid) were analyzed. "Median (25%-75%) value was determined
as 1520 (60-8340) cells/pL according to manual white blood cell
count and 1615 (68-6091) cells/uL according to Sysmex XN-10.
A statistically significant strong correlation was found between
Sysmex XN-10 and manual microscopy. Statistical comparisons
conducted with Passing-Bablok regression and Bland-Altman
regression analyses revealed good agreement between manu-
al white blood cell count and XN-10. Based on the 500 cells/pL
cut-off value, the automated hematology analyzer demonstra-
ted high diagnostic performance (sensitivity 93.9%, specificity
87.1%). The PPV, NPV, and overall accuracy were calculated as
92.0%, 90.0%, and 91.2%, respectively.

CONCLUSIONS: Cell counting in sterile body fluids using an
automatic analyzer is becoming increasingly common. In our
study, it was determined that body samples gave generally
compatible results with manual microscopy.

KEYWORDS: Cell count, Body fluids, Flow cytometry, Manual
microscopy, Automated body fluid analysis.
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GiRiS

Steril vlcut sivi 6rneklerinde, 6rnegin be-
yin omurilik sivisi (BOS), plevra sivisi, peri-
ton sivisi, perikardiyal sivi, sinovyal sivi vb,,

hicre sayimi gerek tanida gerekse prognoz
takibinde o6nemli bir yer tutmaktadir (1,2).

Vicut sivilarinda hiicre sayimi icin manuel
mikroskopi altin standart yontemdir. Ancak
uygulayicilar arasindaki varyasyonun yiksek
olmasi en 6nemli dezavantajidir. Viicut sivila-
r icin otomatik hiicre sayiminin kullanimi her
gecen gun artmaktadir. Otomatize hicre sayi-
mi analizorlerinin, gelismis dogruluk, verimlilik,
hizlihk ve standardizasyonu en 6nemli avan-
tajlandir. Ginimuzde bazi hematoloji analiz
cihazlarina vicut sivisi modlarinin eklenme-
si, teknolojiyi ve yazilimi viicut sivisi analizine
gore planlanmasi buyuk bir kazanim olmus-
tur. Ancak bu avantajlara ragmen duisuk hiic-
re sayllar icin fonksiyonel hassasiyet, su anda
otomatik yontemlerin her tir viicut sivisina
uygulanabilirligini  sinirlandirmaktadir  (3-5).

Sysmex XN-10, tam kan sayimi incelenmesi igin
kullanilan otomatik bir hematoloji cihazidir. Be-
yaz kan hicrelerinin (WBC) (WBC 6lgiim kanal)
OlcimU ve farkhlasmasi (polimorfonikleer ve
monontikler) icin floresans akis sitometrisi tek-
nolojisini kullanir. Viicut sivisi hiicre sayiminda,
hlcresel komponent otomatik olarak analiz
edilir ve kirmizi kan hicreleri, WBC sayisi ve mo-
nonukleer veya polimorfonukleer 16kosit ayiri-
mi, total nukleer hiicre sayisi belirlenmektedir.
Bu calismada, steril viicut sivilarinda beyaz kiire
hicre sayiminda referans yontem olan ma-
nuel mikroskopi ile Sysmex XN-10 hematoloji
analizérinln viicut sivisi moduyla elde edilen
otomatik sonuclar arasindaki istatistiksel uyu-
mu dederlendirerek, otomatik sistemlerin kli-
nik uygulamalardaki gecerliligini arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada, 2019-2020 yillari arasinda Ba-
likesir Devlet Hastanesi Tibbi Biyokimya La-
boratuvar’na otomatize vicut sivisi htcre
sayimi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari'na
ise manuel hiicre sayimi ve kultir amaciyla es
zamanli olarak gonderilen steril vicut sivisi
ornekleri retrospektif olarak degerlendirildi.

Tum vicut sivisi ornekleri antikoagiilan icerme-
yensteriltlplerealindive Ornekler,analiztirine
gore uygun olacak sekilde, +4°C'de en kisa siire-
de (<30dk) laboratuvara ulastirildi. Laboratuvar-
da kabul edilen 6rnekler dikkatlice karistirildik-
tan sonra mikroskobik ve cihaz analizleri icin iki
esit parcayaayrildive tim ornekler, laboratuvara
ulastiktan sonra bir saat icerisinde analiz edildi.

Manuel mikroskopi asamasinda, ornekler iki
farkh arastirmaci tarafindan Thoma lami (Iso-
lab, Tirkiye) kullanilarak 1sik mikroskobunda
degerlendirildi. 40X buyutme altinda her iki
tarafta bulunan kareler sayildi, bu iki dl¢imiin
ortalamasi alinarak sonug elde edildi. Ortalama
hiicre sayisi, 10 ile carpilarak T mm*teki hiicre
sayisi hesaplandi. Eger 6rnege diliisyon uygu-
lanmissa, sonug¢ bu oranla carpilarak dizeltildi.

Hiicre konsantrasyonu asagidaki formliile gére
hesaplandi:

hicre/uL = (Sayilan hiicre sayisi x Seyreltme
faktord) / (Sayilan kare sayisi x Oda derinligi) Bu
hesaplamada 1 mm?® = 1 pL olarak kabul edil-
mekte olup, kullanilan sayim odasinin derinligi
0,1 mmdir.

Toplam beyaz kiire hiicre (WBC) sayimi, Sysmex
XN-10hematolojianalizériindebulunanviicutsi-
visimodiilii(SysmexCorporation,Kobe,Japonya)
kullanilarak otomatik olarak gerceklestirildi (6).

Etik Kurul

Bu calisma Balikesir Universitesi Klinik Arastir-
ma Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Ta-
rih:10.08.2022, Karar N0:2022/86).

istatistiksel analiz

Bu calismada elde edilen verilerin istatistiksel
analizi SPSS 22.0 (IMD SPSS INC, Chicago, USA)
yazihmi ile yapilmistir. Calismada istatistiksel
analizlerden 6ncesi , asiri u¢ degerler (3* in-
terkuartil aralik) Box-Plot (Kutu Grafik) yonte-
mi ile degerlendirilerek analiz disi birakilmistir,
Gruplarin normal dagilim gosterip gosterme-
digini belirlemek icin Kolmogorov-Smirnov
ve Shapiro-Wilk testleri kullanildi. Sayisal veri-
ler ylizde, ortalama (x) = standart sapma (SD)
ve ortanca medyan (25.-75. persentil) olarak
ifade edildi. Sysmex XN-10 analiz ve manuel
mikroskopi sayisal degerleri arasindaki yon-



tem karsilastirma, Passing-Bablok regresyon
analizi, Pearson korelasyon katsayisi (r) ve
Bland-Altman bias farklar grafigi kullanilarak
degerlendirildi. Bu calismada Pearson kore-
lasyon katsayisinin yorumlanmasinda su sinif-
landirma esas alinmistir: 0.00-0.19: ¢ok zayif,
0.20-0.39: zayif, 0.40-0.59: orta, 0.60-0.79: gli¢-
1G, 0.80-1.00: ¢ok guicli korelasyon (7). p <0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda toplam 79 steril viicut sivisi (40
sinovyal sivi, 21 plevra sivi, 14 periton sivisi, 4
BOS) analiz edildi. Manuel mikroskopi WBC sa-
yimina goére medyan (25%-75%) degeri 1520
(60-8340) hiicre/uL, XN-10'a gore ise 1615 (68-
6091) hicre/uL olarak belirlendi (Tablo 1).
XN-10 ve manuel mikroskopi hiicre sayimi ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli gui¢li bir kore-
lasyon tespit edildi (r:0.764, p<0.001) Tablo-1.

Tablo 1: Sysmex XN-10 ve manuel mikroskopi (Thoma) hiicre
sayimi sonuglari

Manual mikroskopi XN-10 Medyan Pearson’s korelasyon

Medyan (25%-75% ) (25%75%) r (%95 GA)

WBC, 1520 (60-8340)
hiicre/pL

1615 (68-6091) 0764 (0.654-0842)

GA: Giiven aralig, r: Korelasyon atsayisi, WBC: Beyaz kan hiicreleri

Tablo 2de Passing-Bablok regresyon ve
Bland-Altman farklar analizi ile yapilan ma-
nuel WBC sayimi ve sysmex XN-10 arasinda-
ki uyumun karsilastirma sonuglar sunuldu.
Tablo 2: Passing-Bablok regresyon ve Bland-Altman farklar ana-

lizleri kullanilarak manuel mikroskopi (Thoma) ile Sysmex XN-
10 hiicre sayimi arasindaki uyumun degerlendirilmesi

Mean Bias (%95 | Bland-Altman farklar analizi Passing-Bablok

analizi

regresyon

%95 alt uyum | %95 iist uyum limit | Slope (%95 GA)
limit (%95 GA) | (%95 GA)

Intercept
(%95 GA)

Manuel -1738 -23122 19646 1282 146
F;i:;:::)oy:xu- (-4166)-(689) (-27289)-(- (15479-23812) (1.089-1.405 (-39.2)- (38.7)
10 18955)

GA: Giiven aralig1

Bland-Altman  analizine  gbre  sysmex
XN-10 ve manuel mikroskopi WBC sayi-

mi arasindaki uyum Sekil 1'de gosterildi.
Passing-Bablok regresyon analizine gore sys-
mex XN-10 ve manuel mikroskopi WBC sayimi
arasindaki uyum Sekil 2'de gésterildi. istatis-
tiksel analizlere gore XN-10 ve manuel mik-
roskobiye WBC sayimi arasinda iyi bir uyum
tespit edildi. Sysmex XN-10 ve manuel mik-
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roskopi arasindaki regresyon formuli “Manuel
WBC sayimi = 1,282 *XN-10 WBC-14,62'ydi. 500
hicre/uL esik degeri referans alinarak yapilan
degerlendirmede, otomatik hematoloji anali-
zOrinun referans yontemle karsilastirmali ta-
nisal performansi yiksek bulunmustur. Buna
gore, duyarllk (sensitivity) %93,9, 6zgullik
(specificity) %87,1 olarak hesaplanmistir. Ayri-
ca, pozitif prediktif deger (PPV) %92,0, negatif
prediktif deger (NPV) %90,0 ve genel dogruluk
(accuracy) orani ise %91,2 olarak bulunmustur.
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Sekil 1: Bland-Altman farklar analizine gére Sysmex XN-10 ve
manuel mikroskopi (Thoma) hiicre sayimi arasindaki uyumun
grafigi
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Sekil 2: Passing-Bablok regresyon analizine gore Sysmex XN-10
ve manuel mikroskopi (Thoma) hiicre sayimi arasindaki uyum

TARTISMA

Calismamizda Sysmex XN-10 kan sayim ana-
lizort vucut sivisi 6lcim modu ile manuel
mikroskopi huicre sayimi arasindaki uyumun
degerlendirilmesi amaciyla 79 vicut sivisi ince-
lenmistir. Bland-Altman analizine gore sonuc-
lar alt ve ust limitler arasinda ¢ikmis ve genel
olarak uyumlu bulunmustur. Passing-Bablok
analizine gore ise ust limitlerde biraz sapma
olmasina ragmen ydntemlerin genel olarak
uyumlu oldugu tespit edilmistir. Bunlara ek
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olarak, her iki yontem arasinda istatistiksel ola-
rak anlamli gu¢li bir korelasyon saptanmistir.

Steril vlcut sivilarinda tibbi mikrobiyoloji la-
boratuvar tarafindan manuel mikroskopi ile
hiicre sayimi yapilmasi klinisyenler tarafindan
siklikla tercih edilen ve rehberlerde 6nerilen
temel bir tanisal yontemdir. Manuel mikrosko-
pinin hiicre sayiminda altin standart yontem
olmasi en 6nemli avantajidir. Ancak bu analizin
degerlendiren kisiler arasi farkliliklar gostere-
bilmesi, deneyim gerektirmesi, emek yogun
ve zaman alici olmasi gibi bircok durum de-
zavantaj olarak karsimiza c¢ikmaktadir (8-10).
Manuel hicre sayiminda karsilasilan bu kisit-
lamalar, idrar ve kan sayimi icin kullanilan oto-
matik analizorler ile hiicre sayimi yapilabilir mi
sorusunu giindeme getirmistir (8). Son yillarda
yapilan bu konu Uzerine cesitli vardir. Evren ve
ark. (11) yaptiklan calismada 71 steril viicut si-
visi ornegini hem manuel mikroskopi hem de
Sysmex UF-1000i otoanalizériinde viicut sivisi
modunu karsilastirdi. Calismalar sonucunda
makroskobik olarak purilan 6zellige sahip 6r-
nekler icin, manuel mikroskopinin WBC sayimi
icin Ustin oldugunu, makroskobik olarak piru-
lan olmayan &rnekler icin Sysmex UF-1000i ci-
hazinin steril viicut sivilarinin hiicre sayiminda
iyi bir alternatif yontem oldugunu raporladilar.
Seghezzi ve ark. (1) 100 vicut sivisi drnegini
UF-5000 otoanalizériinin vicut sivisi modu
ve manuel hicre sayimi ile karsilastirdiginda,
otoanalizorun asit, plevral sivi ve sinovyal sivi
performansinin iyi oldugunu tespit etmislerdir.

Paris ve ark. (12) 174 ornekte (81 asit sivisi, 32
BOS, 26 plevral sivi, 18 sinovyal sivi, 13 periton
sivisi, dort diger) Sysmex XE-5000 serisi otomati-
ze hematoloji analizériine ait viicut sivisi modu-
nun performansini manuel hiicre sayimi ile kar-
silastirdi. Onlar otomatize viicut sivisi analizinin
asit sivisi, periton sivisi, sinovyal sivi veya plevral
sivi  degerlendirmeleri mikroskobik inceleme
icin bir alternatif oldugunu, ek olarak onkoloji
hastalarindan alinan vicut sivisi 6rneklerinin
sonuglarinin iki yontem arasinda farkliliklar gos-
terdigini tespit ettiler. Calismalarinin sonucunda
XE-5000 otoanalizoriinun, vicut sivisinin hiicre
sayimiicin iyi bir alternatif yontem olabilecegini,
ancak l6semi veya lenfoma hastalarindan alinan
BOS numunelerinin hiicre sayiminin mikrosko-
bik referans yontem ile yapilmasinin onerdiler.

Yapilan diger calismalari inceledigimizde asit si-
visi, plevral sivi, sinovyal sivi ve periton sivilarina
ait otoanalizor sonuclarinin manuel hiicre sayi-
mi ile iyi korele oldugu bildirilmektedir. BOS nu-
munesinde otoanalizor ile manuel hiicre sayimi
arasinda fark tespit eden calismalar mevcuttur
(13-17). Ornegin, Danise ve ark. (13) ise asit si-
visi ve plevra sivisinda elde edilen sonuglar ara-
sinda otomatik cihaz ve manuel mikroskopinin
istatistiksel olarak anlamli korelasyon gosterdi-
gini ancak BOS'nin gostermedigini saptadilar.
Siatkowski ve ark. (16) UF-4000 cihazinin vicut
sivisi modunun BOS da dahil olmak tzere farkli
vicut sivilari icin manuel hiicre sayiminin yerini
alabilecegini, hizli ve dogru sonuclar verdigini
raporladilar. Ek olarak enfeksiyon veya malig-
nite varliginda tanisal performanslarini daha iyi
degerlendirmek icin daha fazla ¢calismaya gerek
oldugunu belirtiler. Diger bir calismada ise Ba-
ran ve ark. (17) Sysmex UF-5000'in vicut sivisi
modunda WBC ve bakteri sayimi performansini
degerlendirerek manuel mikroskopi, Gram bo-
yama ve kulturle karsilastirdilar. Calismalarinda
634 vicut sivisi 6rnegi (433 BOS, 101 periton
sivisi, 100 plevra sivisi) degerlendirildi. UF 5000-
BF modunun uyumunun BOS icin ¢ok gugld,
plevral ve peritoneal 6rnekler icin iyi oldugu-
nu saptadilar. Calismamanin sonucu olarak
akis sitometri teknolojisinin, Sysmex UF-5000
vicut sivist modunun Ozellikle BOS 6rnekle-
rinde bir alternatif olabilecegini belirtmislerdir.

Seghezzi ve ark. (1) tarafindan belirtildigi gibi
otomatik analizorlerin diisik hiicre sayimi ara-
liklarinda hassasiyetlerinin azaldigi raporlan-
mistir. Calismamizda, BOS gibi disik hicre
icerigine sahip orneklerin sinirh sayida olmasi
bu durumun sistematik olarak test edilme-
sini engellemistir (18-19). Bu nedenle, 6zel-
likle <100 hicre/uL dizeyinde sonug¢ veren
orneklerde cihaz performansinin ayri olarak
degerlendirilmesi gerektigi dustintlmektedir.

Otomatik analizérlerin vicut sivisi hiicre sayi-
minda kullanimi sadece laboratuvar ici is akisini
kolaylastirmakla kalmayip, ayni zamanda klinik
karar verme surecine hizli veri akisi saglayarak
hasta yonetimini de olumlu yonde etkileyebilir
(20). Ozellikle yogun bakim, acil servis ve en-
feksiyon riski yliksek durumlarda otomatik sis-
temlerin hizli ve tekrarlanabilir sonug saglamasi
onemli bir avantajdir. Ancak bu verilerin yorum-



lanmasinda laboratuvar uzmanlari ile klinisyen-
ler arasindaki iletisimin 6nemi unutulmamalidir.
Otomatik sistemlerin verileri ile manuel hiic-
re sayim sonuglari arasinda sayisal benzerlik
olsa da, her iki yontemin tanisal esiklere etkisi
farkli olabilir. Ornegin, bir 6érnekte 500 hiicre/
uL sinin Gzerinde ¢ikmak, bakteriyel enfeksiyon
yonunden klinik olarak anlamli kabul edilebilir
(21). 500 hiicre/pL esik degeri referans alinarak
yapilan degerlendirmede, otomatik sistemin
hem dogru pozitifleri hem de dogru negatif-
leri ayirt etme konusunda guvenilir bir per-
formans sundugunu ve 500 hicre/uL cut-off
degeri ile klinik karar verme stireclerine etkili bi-
¢imde katki saglayabilecegini gostermektedir.

Bu calismanin bazi sinirliliklar bulunmaktadir.
Galismamizda otomatize kan sayimi sysmex
XN-10 cihazinin vicut sivisi modu ile manuel
mikroskopi arasindaki uyum orani degerlen-
dirirken steril viicut sivilan tirlerine gore ayri
ayn bir degerlendirileme yapilmadi. Ek olarak
¢alismamizda BOS numunesinin ¢ok az sayida
olmasi, calismanin retrospektif planlanmasi,
hastalarin klinik ve malignite dykistnin bilin-
memesi ¢alismamizin diger kisitlayici 6zellikle-
ridir. Son olarak , analiz edilen viicut sivilarina
(6rnegin BOS, plevral sivi, periton sivisi) yone-
lik olarak kabul gérmus analitik kalite spesifi-
kasyonlari Ornedin 'desirable bias' ya da 'total
allowable error' (TEa) literatlirde yeterince ta-
nimlanmadigindan, sonuglarin  degerlendi-
rilmesinde bu tur referans kriterlerin eksikli-
gi bir kisit olusturmustur. Bu durum, 6zellikle
analitik performansin yorumlanmasinda ve
karsilastirmalarda sinirlayici etki yaratabilir.

Sonug olarak, steril viicut sivilarinda hiicre sa-
yiminin otomatik cihaz ile yapilmasi giderek
yayginlasmaktadir.  Standardizasyon sagla-
masli, deneyim gerektirmemesi ve hizli sonug
vermesi gibi potansiyel faydalar sunmaktadir.
Ozellikle plevra sivisi, periton sivisi ve sinov-
yal sivisi gibi viicut 6rneklerinde manuel mik-
roskopiyle uyumlu sonuclar verdigi saptandi.
Bu nedenle Sysmex-XN cihazinin hiicre sayim
modunun manuel mikroskopiye uygun klinik
senaryolarda alternatif yontem olarak tercih
edilebilecegini dusunlyoruz. Ancak, maligni-
te varliginda ve numunenin purilan olmasi
durumlarda uyumsuz sonuglar alinabilece-
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gi unutulmamalidir. BOS numunesi icin farkh
goris bildiren calismalar oldugu ve calisma-
miza az sayida BOS numunesi dahil edilebil-
digi icin farkh cihazlar ve manuel mikroskopi-
yi karsilastiran yeni calismalara ihtiya¢ vardir.
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