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Total cell quantification in Cerebrospinal Fluid: Can Alinity hq be an
effective alternative?
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Resumo

Introducao: A quantificacdo celular no liquido cefalorraquidiano (LCR) é um método critico para o diagndstico de
hemorragia subaracnoidea, patologias neuroinflamatérias e neopldsicas. Apesar dos inumeros avancos tecnolégicos
em analisadores hematoldgicos automaticos, a contagem de células do LCR ainda é um procedimento manual em
diversos laboratérios de patologia clinica. Como consequéncia tem-se um procedimento mais moroso e laborioso, que
exige profissionais experientes e ndo obstante apresenta alta variabilidade intra e interoperador. Métodos: Para avaliar
a possibilidade de automatizar a contagem de células do LCR, foi realizado um estudo comparativo-descritivo para
validar e implementar o método. Foi realizada uma comparacao entre o método manual de contagem de células do
LCR (método de referéncia) e o analisador automatico Alinity hq em 222 amostras do Instituto Portugués de Oncologia
de Lisboa Francisco Gentil. Os dados foram analisados estatisticamente pelo método de Bland-Altman para determinar
os limites de concordancia entre ambos os métodos e a capacidade do Alinity hq (Abbott Laboratories, Diagnostics
Division, Hematology, 2012, Santa Clara, CA, EUA) para discriminar amostras patoldgicas (= 5 leucécitos/pL) de amostras
normais (< 5 leucécitos/pL). Resultados: Os leucécitos apresentaram uma diferenca média entre a contagem manual e
a contagem automatica de — 2,0 leucécitos/uL e uma concordancia de [-30,18 a 26,18 leucdcitos/pL]. Para a contagem
de eritrécitos, obtivemos uma diferenca média de -106,36 eritrécitos/uL e uma concordancia de [-934,64 a 721,96
eritrécitos/pL]. Conclusao: O baixo contetdo celular do LCR e os valores de referéncia clinicamente aceitos impostos
para o método sao um obstaculo a implementacao da automatizagao na pratica clinica.

Palavras-chave: Liquido cefalorraquidiano; Hemocitometro; Automacao; Contagem diferencial de células.

Abstract

Introduction: Cell quantification in the cerebrospinal fluid (CSF) is a critical method for the diagnosis of subarachnoid
bleeding, neuro-inflammatory and neoplastic pathologies. Despite the numerous technological advances in automatic
hematology analyzers, CSF cell count is still a manual microscopy procedure in several clinical pathology laboratories
and therefore a technique not only time-consuming but also labour-intensive, requiring experienced laboratory staff
and with a high intra- and inter-operator variability. Methods: To assess the possibility of automating the CSF cell
count, a comparative-descriptive study was conducted to validate and implement the method. A comparison between
the manual CSF cell counts method (reference method) and the Alinity hq automatic analyzer was performed on 222
samples from the Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco Gentil. Data was analyzed statistically by Bland-
Altman to determine the limits of agreement between both methods and the ability of Alinity hq (Abbott Laboratories,
Diagnostics Division, Hematology, Santa Clara, CA, USA) to discriminate pathological samples (= 5 leucocytes/uL) from
normal samples (< 5 leucocytes/pL). Results: Leucocytes demonstrated a mean difference between manual count and
automatic count of - 2,0 leucocytes/pL and an agreement of [-30,18 to 26,18 leucocytes/uL]. For erythrocyte counts,
we obtained a mean difference of -106,36 erythrocytes/uL and an agreement of [-934,64 to 721,96 erythrocytes/pL].
Conclusion: The CSF's low cellular content and the clinically accepted reference values imposed for the method are a
hindrance to implementing automation in clinical practice.
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1.INTRODUGAO

O liquido cefalorraquidiano (LCR) tem sido foco de
interesse de vérios grupos de investigacdo, nomeadamente
daqueles que realizam diagndstico utilizando técnicas
moleculares, e os desenvolvimentos alcangados trouxeram
novas perspetivas relativamente ao diagnéstico de inumeras
patologias, tratamentos e até novos campos de investigagcao
(Ferdinand-Otto et al., 2022). A automatizagao nos laboratorios
de patologia clinica tem impulsionado avancos tecnoldgicos,
principalmente no que diz respeito a padronizacdo de
procedimentos, rapidez na obtencao de resultados, seguranca
dos profissionais e reducao de erros (Claudia-Archetti et al.,
2017).Embora a contagem celular no LCR seja um procedimento
fundamental num servico de patologia clinica, particularmente
na area da hematologia, quando existem suspeitas de
doencas neuroinflamatdrias, hemorragias subaracnoideias e
doencas hemato-oncoldgicas (Carl-Kjeldsberg et al., 1993),
o procedimento continua a ser realizado manualmente por
microscopia e requer a disponibilidade total de profissionais
altamente qualificados (Manfred-Wick et al., 2021). Até a
data, a metodologia de referéncia para este procedimento é
a contagem manual num hemocitémetro (Pauline-Herroelen
et al, 2022) (e.g., com uma camara de contagem de Fuchs-
Rosenthal ou Nageotte), sequida de contagem diferencial por
microscopia (Manfred-Wick et al.,, 2021). A implementacdo de
contadores celulares automaticos para LCR apresenta varios
desafios, sobretudo relacionados com a amostra, incluindo o
baixo conteldo celular, bem como a identificacdo de células
anormais/ndo hematopoiéticas que possam estar presentes
nas amostras (Manfred-Wick et al., 2021). Apesar de alguns
equipamentos possuirem protocolos especificos para a
contagem de células nucleadas totais em fluidos biolégicos,
a sua baixa sensibilidade analitica traduz-se numa limitacdo
tecnolégica, com implicagdes na validade prética do método.
Além disso, se os contadores celulares ndo forem capazes
de diferenciar valores normais de valores patoldgicos, a sua
utilizacdo permanece questiondvel (Pauline-Herroelen et al.,
2022; Linda-Sandhaus et al., 2017).

Embora alguns laboratérios ja tenham implementado a
contagem celular do LCR utilizando contadores automaticos (G.-
Bourner et al., 2014), varios estudos sustentam a necessidade de
validacao e verificagcdo internas para assegurar especificagdes
de desempenho que podem nao estar contempladas nos
dados do fabricante (G.-Bourner et al., 2014).

Neste estudo, tivemos como objetivo comparar a
contagem celular do LCR tradicionalmente realizada por
microscopia manual ja implementada no nosso laboratério,
com o analisador hematoldgico Alinity hqg, de forma a avaliar a
sua eventual implementacgao para amostras de LCR. Procurdamos
também compreender que tipo de informagao adicional,
fornecida pelo Alinity hq (e.g., flags e citogramas), poderia ser
util para o subsequente exame citomorfoldgico.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. AMOSTRAS

As amostras (N=222) obtidas para fins de diagnoéstico
de rotina por puncdo lombar foram recolhidas em tubos
de centrifugacdo ndo estéreis com fundo cénico, tampa de
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1.INTRODUCTION

Cerebrospinal fluid (CSF) has been a focus of interest of
several research groups, namely those who make diagnoses
using molecular techniques, and the developments achieved
have brought new perspectives about the diagnosis of
numerous pathologies, treatments, and even new fields of
research (Ferdinand-Otto et al., 2022). Automation in clinical
pathology laboratories has endorsed technological advances,
mainly concerning the standardization of procedures, speed of
results, safety of professionals, and reduction of errors (Claudia-
Archetti et al., 2017). Although CSF cell count is a fundamental
procedureinaclinical pathologyservice, particularlyintheareaof
hematology, when neuro-inflammatory diseases, subarachnoid
hemorrhages, and hemato-oncological diseases are suspected
(Carl-Kjeldsberg et al., 1993), the procedure is still carried out
by manual microscopy and requires the full availability of
highly qualified professionals (Manfred-Wick et al., 2021). To
date, the reference methodology for the procedure is manual
counting in a hemocytometer (Pauline-Herroelen et al., 2022)
(e.g., with a Fuchs—Rosenthal or Nageotte counting chamber),
followed by differential counting by microscopy (Manfred-Wick
etal., 2021). The implementation of automatic cell counters for
CSF has several challenges, mostly sample-related, including
low cellular content, as well as the identification of abnormal/
non-hematopoietic cells that might be present in the samples
(Manfred-Wick et al., 2021). Even though some equipment has
specific protocols for counting total nucleated cells in biological
fluids, their low analytical sensitivity translates into a limitation
of the technology, which has implications for the practical
validity of the method. Furthermore, if cell counters are not
capable of differentiating normal from pathological values,
then their use remains questionable (Pauline-Herroelen et al.,
2022; Linda-Sandhaus et al., 2017).

Although some laboratories have already implemented
CSF cell counting using automatic counters (G.-Bourner et al.,
2014), several studies support the need for internal validation
and verification to ensure performance specifications that may
be absent from the manufacturer’s data (G.-Bourneretal., 2014).

In this study, we aimed to compare the CSF cell counting
traditionally performed by manual microscopy already in place
in our laboratory, and Alinity hqg haematology analyzer, to assess
its eventual implementation for CSF samples. We have also tried
to understand what kind of further information, provided by
the Alinity hq (e.g., flags and cytograms), could be useful for the
subsequent cytomorphological examination.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. SAMPLES

Samples (N=222) obtained for routine diagnostic
purposes by lumbar puncture were collected in non-sterile
centrifuge tubes with a conical bottom, with a screw cap,
without anticoagulants or additives, according to standard
collection procedures. Samples originated from patients with
haematologic malignancies, in which central nervous system
(CNS) involvement is a serious complication and early detection
and management of CNS involvement significantly influence
the prognosis. The sampling method was non-probabilistic
and performed by rational choice (Marie-Fortin, 2006). CSF
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rosca, sem anticoagulantes ou aditivos, de acordo com os
procedimentos padrdo de colheita. As amostras tiveram
origem em doentes com neoplasias hematoldgicas, nas quais
o envolvimento do sistema nervoso central (SNC) constitui
uma complicacdo grave e cuja detecao e abordagem precoces
influenciam significativamente o progndstico. O método de
amostragem foi ndo probabilistico e realizado por escolha
racional (Marie-Fortin, 2006). Foram selecionadas amostras de
LCR com volume minimo de 0,5 mL, considerado suficiente para
contagem celular manual numa camara de Nageotte, contagem
celular automatizada no Alinity hg e, no caso de amostras
patoldgicas, citocentrifugacdo com eventual concentragao
celular.

2.2. CONTAGEM CELULAR MANUAL

As amostras foram processadas assim que chegaram
ao laboratdrio. Apds rececdo, foi realizada uma observacao
macroscopica preliminar para caracterizar a amostra como
limpida, turva, hematica ou xantocrémica.

A contagem celular manual na camara de Nageotte
foi realizada através de procedimentos padronizados.
Resumidamente, apés homogeneizacdo da amostra, uma
camara de Nageotte limpa e seca foi humedecida com agua
destilada e coberta com uma lamela fina, sendo posteriormente
preenchida adequadamente. Apds sedimentacdo celular, foi
efetuada analise microscépica utilizando uma objetiva de 40X,
sendo contabilizados os leucdcitos e/ou eritrécitos presentes na
amostra. Para a contagem de leucécitos em amostras hematicas,
os eritrocitos foram lisados utilizando acido acético (60,05 g/
mol) misturado com a amostra em partes iguais. As amostras
hematicas consideradas resultantes de puncdo traumatica
foram reportadas ao clinico e classificadas como contaminadas.
Para as amostras de doentes com leucemia linfoblastica aguda
(LLA), os eritrocitos foram contados e, quando necessario, a
amostra foi diluida com solucdo de cloreto de sédio a 0,9%
(diluicao 1:2).

2.3. CONTAGEM CELULAR NO CONTADOR AUTOMATICO
ALINITY HQ

O Alinity hg é um analisador hematoldgico que néo
possui modo para fluidos bioldgicos e utiliza apenas principios
Gticos para todas as medi¢des. A tecnologia de contagem
celular é a Multi-Angle Polarized Scatter Separation (MAPSS™),
ja previamente testada noutros sistemas de contagem celular
(Yolien-Van der Beken et al.,, 2019). As contagens celulares no
Alinity hq foram realizadas praticamente em simultaneo com as
contagens manuais, em modo aberto (ap6s homogeneizacao
manual) e apds leitura do background, de forma a assegurar que
o contador cumpria os critérios de desempenho necessarios
e evitar contaminacdo da amostra. Considerando o baixo
conteuddo celular do LCR, o limite para leitura de background
foi de 1 leucécito/pL.

2.4. EXAME CITOMORFOLOGICO

Para as amostras cujos resultados de contagem manual
ultrapassaram os valores de referéncia, foi realizada uma
contagem diferencial celular ap6s citocentrifugacdo da amostra

samples with a minimum volume of 0.5 mL were selected, as
it was considered sufficient volume for manual cell counting
in a Nageotte chamber, automated cell counting in Alinity hq,
and, in case of pathological samples, cytocentrifugation with
eventual cell concentration.

2.2. MANUAL CELL COUNT

Samples were processed as soon as they arrived at the
laboratory. Upon receipt, a preliminary macroscopic observation
was made to characterize the sample as clear, cloudy, hematic,
or xanthochromic.

Manual cell counting in the Nageotte chamber was
performed through standard procedures. Briefly, after
homogenizing the sample, a clean and dry Nageotte chamber
was moistened with distilled water and then covered with
a thin coverslip and properly filled. After allowing the cells
to settle, microscopic analysis was carried out using a 40X
objective, and leukocytes and/or erythrocytes present in the
sample were counted. For leukocyte count in hematic samples,
erythrocytes were lysed using acetic acid (60.05g/mol) mixed
with the sample in equal quantities. Hematic samples that
were considered to be the result of a traumatic puncture were
reported to the clinician and classified as contaminated. For
the acute lymphoblastic leukemia (ALL) patients' samples,
erythrocytes were counted and, when necessary, the sample
was diluted with a 0.9% sodium chloride solution (1:2 dilution).

2.3. CELL COUNTING IN ALINITY HQ AUTOMATIC CELL
COUNTER

Alinity hq is a haematology analyzer that has no body fluids
mode, and it only uses optical principles for all measurements.
The cell counting technology is the Multi-Angle Polarized
Scatter Separation (MAPSS™), which has already been tried and
tested in other cell counting systems (Yolien-Van der Beken
et al., 2019). Cell counts on the Alinity hq were conducted
practically at the same time as the manual counts, with the
open mode (after manual homogenization) and following
a background reading, in order to ensure that the counter
meets the necessary performance criteria and to avoid sample
contamination. Considering the low cellular content of CSF, the
limit for background reading was 1 leukocyte/uL.

2.4. CYTOMORPHOLOGICAL EXAMINATION

For samples whose manual counting results were
higher than the reference values, a cellular differential count
was carried out after cytocentrifugation of the sample and
subsequent staining with May-Griinwald-Giemsa (MGG).
This procedure was done for the purpose of determining
whether certain cell types (e.g. tumor cells) would have greater
interference with the cell counts. For sample cytocentrifugation,
100uL of previously homogenized CSF was pipetted into a
cytocentrifugation funnel and centrifuged for 2 minutes at 20
RCF in the Shandon Cytospin Il cytocentrifuge (Thermo Fisher
Scientific™, Waltham, Massachussets, USA). After drying, the
slides were stained according to the established protocol at our
laboratory: pure May-Griinwald for 7 minutes (fixing is done in
this step), Giemsa diluted 1:10 in distilled water for 10 minutes,
followed by washing for 3 minutes with running water and slide



e posterior coloracdo com May-Griinwald-Giemsa (MGG). Este
procedimento foi efetuado com o objetivo de determinar se
determinados tipos celulares (e.g. células tumorais) teriam maior
interferéncia nas contagens celulares. Para a citocentrifugacao
das amostras, foram pipetados 100uL de LCR previamente
homogeneizado para um funil de citocentrifugacdo e
centrifugados durante 2 minutos a 20 RCF no citocentrifugo
Shandon Cytospin Il (Thermo Fisher Scientific™, Waltham,
Massachussets, USA). Apds secagem, as laminas foram coradas
de acordo com o protocolo estabelecido no laboratério: May-
Griinwald puro durante 7 minutos (a fixacdo ocorre nesta etapa),
Giemsa diluido 1:10 em 4gua destilada durante 10 minutos,
seguido de lavagem durante 3 minutos com agua corrente e
secagem da lamina. As amostras coradas foram posteriormente
observadas ao microscépio ético. As amostras com contagem
leucocitaria inferior a 50 células/puL foram concentradas por
centrifugagcdo a 350 RCF durante 10 minutos, de forma a
aumentar a sensibilidade do método.

2.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados através do software R
versao 4.2.2. Copyright © 2022. O teste de Kolmogorov-Smirnov
foi inicialmente aplicado para determinar a normalidade da
populacgao. A analise de concordancia foi realizada para leucécitos
e eritrocitos utilizando o método de Bland-Altman, uma vez que
permite determinar se existe concordancia entre os resultados
obtidos, sem comprometer a interpretacao clinica dos resultados
(J. Martin-Bland et al., 1986; C.-Briggs et al., 2014; Nurettin-Dogan,
2018). Foi elaborado um gréfico de dispersdo em que o eixo X
representa a média de duas medicoes [(M1+M2) /2] e o eixo Y
representa a diferenca entre duas medicées (M1-M2). Foram
quantificados o valor médio da diferenca - & (valor médio de M1-
M2) - e os intervalos de confianca (intervalos de concordancia).
A média e o desvio-padrao foram calculados com o teste t. Para
os leucdcitos, de forma a determinar a capacidade do Alinity hq
de diferenciar amostras normais (< 5 leucécitos/pL) de amostras
patoldgicas (= 5 leucécitos/pL), foi também realizada uma curva
ROC (Receiver Operating Characteristic). A AUC (area sob a curva),
sensibilidade e especificidade foram obtidas através do indice de
Youden.

2.6. CONSIDERAGOES ETICAS E LEGAIS

Este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica para a
Saude do IPOLFG, com a referéncia UIC/1540, e pela Comisséo de
Etica da ESTeSL, com a referéncia CE-ESTeSL-Ne, 104-2022.

3.RESULTADOS

No presente estudo, foram processadas 222 amostras de LCR
obtidas no SPC do IPOLFG para comparar métodos de contagem
celular no LCR. Relativamente a andlise macroscopica realizada, as
amostras foram caracterizadas como limpidas (91,4%), hematicas
(4,5%) e turvas (4,05%). A andlise dos dados da contagem de
leucdcitos revelou que o nimero minimo de leucdcitos obtido em
ambos os métodos foi de 0 leucdcitos/pL, enquanto a contagem
maxima obtida foi de 810 e 497 leucécitos/pL, respetivamente
para o método manual e para o Alinity hg. Relativamente aos
eritrécitos, também foi obtida uma contagem minima de 0
eritrécitos/uL em ambos os métodos, enquanto a contagem
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drying. Stained samples were then observed under an optical
microscope. Samples with a leukocyte count lower than 50
cells/pL were concentrated by centrifugation at 350 RCF for 10
minutes in order to increase the method’s sensitivity.

2.5. STATISTICAL ANALYSIS

The obtained data was analyzed through the R software
version 4.2.2. Copyright © 2022. Kolmogorov-Smirnov test was
appliedfirsttodeterminethe population'snormality. Agreement
analysis was performed for leucocytes and erythrocytes using
the Bland-Altman method, as it allows for determining whether
there is agreement between the results obtained, without
compromising the clinical interpretation of the results (J.
Martin-Bland et al., 1986; C.-Briggs et al., 2014; Nurettin-Dogan,
2018). A scatterplot was drawn in which the X-axis represents
the average of two measurements [M1+M2)/2] and the Y-axis
represents the difference between two measurements (M1-
M2). The average value of the difference - d (average value of
M1-M2) - and the confidence intervals (intervals of agreement)
were quantified. Mean and standard deviation were calculated
with the t-test. For leucocytes, to determine Alinity hq's ability
to differentiate normal (< 5 leucocytes/uL) and pathologic
(= 5 leucocytes/pL) CSF samples, ROC (Receiver Operating
Characteristic) curve was also performed. AUC (area under the
curve), sensitivity, and specificity were obtained by the Youden
index.

2.6. ETHICAL AND LEGAL CONSIDERATIONS

This study was approved by the IPOLFG Health Ethics
Committee, with reference UIC/1540, and by the ESTeSL Ethics
Committee, with reference CE-ESTeSL-Ne. 104-2022.

3.RESULTS

In the present study, 222 CSF samples obtained from the
IPOLFG SPC were processed to compare CSF cell counting
methods. Regarding the performed macroscopic analysis,
samples were characterized as clear (91.4%), hematic (4.5%),
and turbid (4.05%). Leukocyte count data analysis revealed that
the minimum number of leukocytes obtained in both methods
was 0 leukocytes/pL, while the maximum count obtained was
810 and 497 leukocytes/uL, for the manual method and Alinity
hq, respectively. Regarding erythrocytes, a minimum count of
0 erythrocytes/uL was also obtained in both methods, whereas
a maximum of 2640 erythrocytes/uL was obtained with the
manual counting and 34000 erythrocytes/uL with Alinity
hg. Considering the manufacturer’s specifications, although
the lowest erythrocyte value is 0/ pL, the following results
are then available in 1000/ pL increments. The distribution of
leukocyte quantifications by manual and automatic methods
was associated with cellular concentrations above and below
the normal value (WBC counts <5/pL and =5/pL). The vast
majority of the samples were considered within normal ranges
(< 5 leukocytes/pL), with 87.4% and 84.7% normal samples,
respectively, for the manual and the automated methods. The
erythrocyte quantification distribution obtained by the two
methods was associated with cellular concentrations above
and below 1000 erythrocytes/uL, with a higher discrepancy
between methods than for leucocytes. 92.8% of manual
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maxima foi de 2640 eritrécitos/pL no método manual e 34000
eritrocitos/pL no Alinity hg. Considerando as especificagbes do
fabricante, embora o valor minimo de eritrécitos seja 0/uL, os
resultados seguintes encontram-se disponiveis em incrementos
de 1000/pL. A distribuicdo das quantificagées leucocitarias pelos
métodos manual e automatico foi associada a concentragdes
celulares acima e abaixo do valor normal (contagens de
leucécitos <5/pL e =5/ulL). A grande maioria das amostras foi
considerada dentro dos valores normais (< 5 leucdcitos/pL),
com 87,4% e 84,7% de amostras normais, respetivamente, para
o método manual e para o método automatizado. A distribuicao
da quantificagdo eritrocitaria obtida pelos dois métodos foi
associada a concentracdes celulares acima e abaixo de 1000
eritrocitos/pL, verificando-se uma discrepancia maior entre
métodos do que para os leucdcitos. 92,8% das amostras manuais
e 82% das amostras analisadas no Alinity hq apresentaram
menos de 1000 eritrocitos/pL.

3.1. QUANTIFICAGCAO DE LEUCOCITOS

Apos obtencdo dos resultados e antes da avaliagdo da
concordancia, foi executado o teste de Kolmogorov-Smirnov
para verificar se o conjunto de dados apresentava distribuicao
normal, o que ndo se verificou.

Os resultados da quantificacdo de leucdcitos demonstraram
que as diferencas entre os dois métodos variam na mesma ordem
de grandeza, independentemente da classificacdo do aspeto
macroscopico da amostra.

Os dados foram analisados utilizando o método de Bland-
Altman, e os resultados encontram-se representados na Figura
1. Os valores médios das contagens celulares realizadas pelos
dois métodos estdo representados no eixo X e, no eixo Y, estdo
representadas as diferencas entre os dois métodos. A diferenca
média calculada (d) entre as medicoes foi de -2,00, e os limites
superior e inferior de concordancia (d + 1,96 desvio padrao) foram
de 26,18 e -30,18, respetivamente. O valor critico identificado
para o método (1,96 desvio-padrao - d) foi de 28,18. A analise
do grafico de dispersdao sugere que, para baixas contagens
leucocitarias, as diferencas dos métodos em relacdo ao valor
médio se encontram maioritariamente dentro dos limites de
concordancia; contudo, a medida que as contagens leucocitérias
aumentam, observaram-se alguns resultados fora desses limites.
No entanto, ndo foi possivel estabelecer um padrao que sugerisse,
por exemplo, que quanto maior o nimero celular, maiores seriam
as diferencas entre os métodos.

A grande maioria das amostras analisadas (95,9%)
encontrava-se abaixo do valor critico de leucdcitos (28.179
leucécitos/pL) obtido pelo método de Bland-Altman.

Considerando a elevada relevancia da contagem celular do
LCR para o diagnoéstico e monitorizacdo de diversas patologias,
nomeadamente neoplasias hematoldgicas, considerdmos
também crucial construir uma curva ROC (Receiver Operating
Characteristic), de forma a determinar a capacidade do Alinity
hq de discriminar se a amostra é patoldgica (=5 leucécitos/pL)
ou normal (<5 leucécitos/pL). A Figura 2 representa a curva
ROC do Alinity hq para leucdcitos, considerando que o teste é
negativo se os leucécitos forem <5/uL e positivo se forem >5/pL.
A sensibilidade obtida através do indice de Youden foi de 0,665, a
especificidade foi de 0,543 e a AUC foi de 0,5835.

samples and 82% of Alinity hg samples had less than 1000
erythrocytes/uL.

3.1.LEUKOCYTE QUANTIFICATION

Upon obtaining the results and before assessing their
agreement, Kolmogorov-Smirnov test was executed to test
whether the dataset was normally distributed, which did not
occur.

Leukocyte quantification results showed that the
differences between the two methods vary in the same order of
magnitude, regardless of the classification of the macroscopic
appearance of the sample.

Data were analyzed using the Bland-Altman method, and
results are shown in Figure 1. The mean values of the performed
cell counts obtained by the two methods are represented on the
X axis and in the Y axis are represented the differences between
the two methods. Calculated mean difference (d) between
measurements was -2.00, and the upper and lower limits of
agreement (d + 1.96 standard deviation) are 26.18 and -30.18,
respectively. The identified critical value of the method (1.96
standard deviation - d) is 28.18. Scatterplot analysis suggests
that, for low leukocyte counts, the differences of the methods
in relation to the mean value are mostly within the limits of
agreement, but as the leukocyte counts increase, we found a
few results outside these limits. However, we were unable to
establish a pattern that suggests, for example, that the higher
the cellular numbers, the greater the differences between the
methods.

The vast majority of the analyzed samples (95.9%) were
below the critical value of leukocytes (28.179 leukocytes/pL)
obtained by Bland-Altman analysis.

Considering the great relevance of CSF cell count for the
diagnosis and monitoring of various pathologies, namely
haematological malignancies, we also considered it crucial
to create a Receiver Operating Characteristic (ROC) curve to
determine the ability of the Alinity hq in discriminating whether
the sample is pathologic (=5 leukocytes/uL) or normal (<5
leukocytes/pL). Figure 2 represents Alinity hg ROC curve for
leukocytes, considering that the test is negative if leukocytes
<5/uL and positive if =5/uL. The sensitivity obtained by the
Youden index was 0.665, the specificity was 0.543, and the AUC
was 0.5835.
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Figura/Figure 1: Grafico de dispersao da andlise de concordancia leucocitéria, utilizando o método de Bland-Altman. No eixo X encontra-se a média das contagens obtidas pelos
dois métodos e, no eixo Y, a diferenca entre a contagem manual e a contagem automética. A linha vermelha representa d (média das diferencas das contagens) e as linhas azuis
representam os limites de concordancia (1,96 DP ou 95%)./Scatter plot of leukocyte concordance analysis, using the Bland-Altman method. On the X axis, is the average of the counts
obtained by two methods, and on the Y axis, is the difference between manual counting and automatic counting. The red line represents d (mean of count differences) and the blue

lines represent the limits of agreement (1,96 SD or 95%).
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Figura/Figure 2: Curva ROC dos leucécitos, apresentando no eixo X 1 - especificidade (taxa de falsos positivos) e no eixo Y a sensibilidade/ROC curve of leukocytes, showing on the

Xaxis 1 - specificity (false positive rate) and the Y axis the sensitivity

3.2. QUANTIFICAGCAO DE ERITROCITOS

Apds obtencdo dos resultados e antes da avaliagdo da
concordancia, foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov
para verificar se o conjunto de dados apresentava distribuicao
normal, o que ndo se verificou.

A concordancia dos resultados eritrocitarios foi calculada
utilizando apenas 208 amostras. Foi utilizado um menor
numero de amostras devido ao facto da morosidade da
contagem manual (Pauline-Herroelen et al., 2022; Vincenzo-
Roccaforte et al, 2018; Manfred-Wick et al., 2021) e também
porque a prépria contagem de eritrécitos possui reduzido valor

3.2. ERYTHROCYTE QUANTIFICATION

Upon obtaining the results and before assessing the
agreement, Kolmogorov-Smirnov test was performed to test
whether our dataset was normally distributed, which it wasn't.

Erythrocyte results agreement was calculated using only
208 samples. Fewer samples were used due to manual counting
taking a longer time (Pauline-Herroelen et al., 2022; Vincenzo-
Roccaforte et al., 2018; Manfred-Wick et al., 2021) and also the
erythrocyte count itself has little diagnostic value (erythrocytes
suggest blood contamination during collection - traumatic tap)
(Carl-Kjeldsberg et al., 1993), and thus the result is given as >
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diagnostico (os eritrécitos sugerem contaminagao sanguinea
durante a colheita - puncao traumatica)(Carl-Kjeldsberg et
al., 1993), sendo por isso o resultado reportado como > 1000
eritrécitos/uL, o que impossibilita a andlise estatistica, bem
como a comparacao entre métodos.

Para a quantificacdo eritrocitaria, o valor utilizado para
representar a distribuicdo das amostras, nomeadamente
<1000 eritrécitos/uL e =1000 eritrocitos/pL, corresponde
ao limite de detecdo do equipamento Alinity hg. A maioria
das amostras apresentou contagem eritrocitaria <1000/pL;
contudo, a discrepancia entre ambos os métodos foi superior
a observada para os leucdcitos. Os resultados da contagem
manual revelaram contagens eritrocitarias <1000/uL em 92,8%
das amostras e >1000/puL em 7,21%; os resultados obtidos no
Alinity hq demonstraram contagens eritrocitarias <1000/uL em
82% das amostras e >1000/uL em 18%.

A avaliacdo da potencial concordancia entre métodos para
a contagem eritrocitéria utilizando o método de Bland-Altman
encontra-se representada na Figura 3. Os valores médios das
contagens obtidas pelos dois métodos estdo representados
no eixo X e, no eixo Y, as diferencas entre os dois métodos. A
diferenca média calculada (d) entre as medicées foi de -106,36,
e os limites superior e inferior de concordancia (d £ 1,96 desvio-
padrao) foram de 721,92 e -934,64, respetivamente. O valor
critico do método (1,96 desvio-padrdo - d) foi de 828,28. Nao
foi observada dispersao dos resultados em torno da média em
qualquer intervalo de resultados.

1000 erythrocytes/uL. This makes statistical analysis impossible,
as well as the method comparison.

For erythrocyte quantification, the value used to represent
the sample distribution, namely <1000 erythrocytes/uL
and =1000erythrocytes/pL, represents the detection limit
of the equipment Alinity hqg. The majority of samples had
an erythrocyte count < 1000/pL; however, the discrepancy
between the two methods was greater than for leukocytes.
Results by manual counting revealed erythrocyte counts <1000/
pL in 92.8% of the samples and =1000/pL in 7.21%; results in
Alinity hq produced erythrocyte counts <1000/puL 82% of the
samples and >=1000/pL in 18%.

The assessment of potential agreement of methods for
erythrocyte cell counts using the Bland-Altman method is
represented in Figure 3. The mean values of the counts obtained
by the two methods are represented on the X axis, and the Y
axis represents the differences between the two methods.
Calculated mean difference (d) between measurements was
-106.36, and upper and lower limits of agreement (d = 1.96
standard deviation) are 721.92 and -934.64, respectively. The
critical value of the method (1.96 standard deviation - d) is
828.28. No dispersion of results around the mean in any range
of results was observed.

Bland-Altman Erythrocytes
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Figura/Figure 3: Gréfico de dispersao da analise de concordancia eritrocitaria, utilizando o método de Bland-Altman. No eixo X encontra-se a média das contagens obtidas pelos
dois métodos e, no eixo Y, a diferenca entre a contagem manual e a contagem automatica. A linha vermelha representa d (média das diferencas das contagens) e as linhas azuis
representam os limites de concordancia.Scatter plot of erythrocyte concordance analysis, using the Bland-Altman method. On the X axis, is the average of the counts obtained
by two methods, and on the Y axis, is the difference between manual counting and automatic counting. The red line represents d (mean of count differences) and the blue lines

represent the limits of agreement.



4. DISCUSSAO

Os laboratérios procuram cada vez mais implementar
solugbes automatizadas, associadas a ganhos no tempo de
resposta e na precisao (Vicente-Aguadero et al,, 2018) e, em
contextos de escassez de profissionais, permitem utilizar as
competéncias dos profissionais de laboratdrio clinico onde estas
sao mais necessdrias. A contagem manual de células no LCR pode
estar associada a atrasos nos resultados, variabilidade de dados
e requer a presenca constante de pessoal qualificado (Vicente-
Aguadero et al., 2018; Manfred-Wick et al., 2021). Os contadores
celulares automaticos sdo uma realidade nos laboratérios
modernos ha décadas e, como tal, nos Gltimos anos, numerosos
estudos tém sido realizados para determinar se podem
representar uma alternativa para a pratica clinica tradicional
(Manfred-Wick et al, 2021). Contudo, persistem algumas
desvantagens intrinsecas relativamente a estes equipamentos:
(1) o seu principal objetivo é contar células no sangue e, por
isso, possuem intervalos analiticos de medicao (AMR - Analytical
Measurement Range) inadequados para as baixas concentracdes
celulares do LCR; (2) a matriz do LCR difere consideravelmente da
matriz sanguinea (plasma); (3) em condicdes patoldgicas, podem
estar presentes no LCR determinadas células ndo habitualmente
observadas no sangue (e.g. células ndao hematopoiéticas), pelo
que o equipamento ndo consegue classifica-las e estas podem
potencialmente interferir na contagem (Vicente-Aguadero et
al., 2018). Consequentemente, a incapacidade dos contadores
celulares de diferenciar valores normais de valores patolégicos
resulta numa aplicacdo pratica reduzida ou inviavel (Linda-
Sandhaus et al., 2017; Manfred-Wick et al., 2021).

O presente estudo teve como objetivo comparar os dados
da contagem celular do LCR obtidos utilizando o método manual
de referéncia e o método automatizado no contador celular
Alinity hq, de forma a avaliar se o método automatizado poderia
ser implementado na rotina laboratorial.

Utilizando o método de Bland-Altman, avalidamos o grau e o
significado das diferengas nas contagens celulares entre os dois
métodos, apesar de os critérios de aceitacdo do método terem
sido definidos com base em critérios clinicos (Davide-Giavarina,
2015). Para os leucécitos, o valor utilizado para definir a aceitagédo
do método foi de 5 /UL e, para os eritrocitos, 10 /uL, valor acima do
qual uma puncdo traumatica deve ser considerada (D. Maroeska-
Loo et al., 2006).

Considerando que, para a quantificacdo eritrocitaria
no Alinity hqg, os resultados eram reportados comecando
em O eritrocitos/uL e posteriormente em intervalos de 1000
eritrécitos/pL, tornou-se evidente que a concordancia entre
métodos nao seria possivel e que o método néo se adequava ao
nosso objetivo. Por outro lado, a andlise dos dados leucocitérios
demonstrou que a grande maioria dos resultados apresentava
baixas concentracdes celulares. A diferenca média (d) obtida
entre os dois métodos (método manual - Alinity hq) foi de -2,00
leucdcitos/uL, significando que o Alinity hq sobrevaloriza, em
média, a contagem do método manual em cerca de 2 leucdcitos/
pL. Através do célculo do desvio-padrdo das diferencas
entre ambos os métodos, foi possivel calcular os limites de
concordancia entre os métodos. Os limites de concordancia,
obtidos pela formula: d +1,96 desvio-padrao, foram [-30,18 a
26,18]. Estes limites significam que 95% das diferencas obtidas
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4. DISCUSSION

Laboratories increasingly seek to implement automated
solutions, which are associated with gains in turnaround time
and in precision (Vicente-Aguadero et al., 2018) and in a labor
shortage environment, it allows the utilization of the skills of
medical laboratory professionals where they are most needed.
Manual CSF cell counting can be associated with delayed
results, data variability, and requires the constant presence of
qualified personnel (Vicente-Aguadero et al., 2018; Manfred-
Wick et al., 2021). Automatic cell counters have been a reality
in modern laboratories for decades, and as such, in recent
years, numerous studies have been carried out to determine
whether they can represent an alternative to traditional
clinical practice (Manfred-Wick et al.,, 2021). However, there
still subsist some intrinsic disadvantages regarding the
latter: (1) their main goal is to count cells in the blood and as
such have analytical measurement ranges (AMR - Analytical
Measurement Range) that are not suitable for the low cellular
concentrations of CSF; (2) the CSF matrix differs considerably
from the blood matrix (plasma); (3) in pathological conditions,
certain cells may be present in the CSF that are not usually
seen in the blood (e.g. non-hematopoietic cells), therefore the
equipment is unable to classify them and potentially they
can interfere with the count (Vicente-Aguadero et al., 2018).
Consequently, the inability of cell counters to differentiate
normal from pathological values results in a decreased or
unfeasible practical application (Linda-Sandhaus et al., 2017;
Manfred-Wick et al., 2021).

Here, we aimed to compare CSF cell count data, obtained
using the standard manual method and the automated
method in the Alinity hq cell counter, in order to evaluate
whether the automation method could be implemented in
the laboratory routine.

Using Bland-Altman analyses, we have analyzed the
degree and meaning of the differences in cell counts between
the two methods, even though the method acceptance
criteria was defined based on clinical data (Davide-Giavarina,
2015). For leukocytes, the value used to define acceptance of
the method was 5 /uL, and 10 /L for erythrocytes, the value
above which a traumatic puncture should be considered (D.
Maroeska-Loo et al., 2006).

Considering that for erythrocytes quantification in Alinity
hq, the results were reported starting at 0 erythrocytes/p and
then at intervals of 1000 erythrocytes/pL, it became clear
that the agreement of methods would not be possible, and
the method would not fit our purpose. On the other hand,
leukocyte data analysis demonstrated that the vast majority of
results had low cellular concentrations. The average difference
(d) obtained between the two methods (manual method -
Alinity hq) was -2.00 leukocytes/uL, meaning that Alinity hq
overvalues the manual method count, on average, by around
2 leukocytes /uL. By calculating the standard deviation of
the differences between both methods, we can calculate
the limits of agreement between the methods. The limits
of agreement, obtained by the formula: d £1.96 standard
deviation, are [-30.18 to 26.18]. These limits mean that 95%
of the differences obtained between methods can vary up to
+28.179 leukocytes/pL. This result constitutes the method’s
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entre métodos podem variar até +28,179 leucécitos/pL. Este
resultado constitui o valor critico do método, representando
o valor acima do qual o equipamento poderia ser utilizado,
neste caso, muito acima do limite de aceitacdo estabelecido.
As diferencas obtidas nas contagens celulares dentro
deste intervalo foram atribuidas a diferencgas inerentes aos
métodos, enquanto as diferencas fora dos limites identificados
resultaram de limitagdes técnicas do Alinity hg. Como a maioria
das amostras apresentava baixas concentracdes leucocitdrias,
considerdmos pertinente determinar a capacidade do
equipamento de diferenciar amostras normais de amostras
patoldgicas. Para atingir este objetivo, obtivemos uma curva
ROC com uma AUC de 0,5835, sugerindo que o Alinity hq
apresenta um desempenho discriminatério baixo. Globalmente,
considerando que a grande maioria das amostras se encontra
abaixo do valor critico, a implementacao desta metodologia
como rotina nao é viadvel, exceto possivelmente em situagdes
em que ndo existam profissionais qualificados disponiveis e
apenas como ferramenta de triagem.

As diferencas entre os métodos podem ser explicadas por
limitagcdes técnicas inerentes:

(1) O principal objetivo do Alinity hq é contar células
no sangue periférico, cujas concentragées celulares sao
muito superiores. As amostras com baixa celularidade (5
- 30 leucodcitos/pl) sdo aquelas em que a imprecisdo do
equipamento é maior (Manfred-Wick et al., 2021) e nas quais
diferencas nos valores obtidos, mesmo que pequenas, podem
ter implicacdes clinicas.

Embora os eritrécitos ndo possuam valores de referéncia
ou valores criticos de decisdo no LCR tdo rigorosos como os
leucocitos, deve pelo menos tentar-se quantificar pequenas
contaminagdes sanguineas (<1000 eritrécitos/uL) (Manfred-
Wick et al.,, 2021). Relativamente a utilizacdo do Alinity hq para
fornecer uma melhor estimativa de amostras muito hematicas,
e considerando que geralmente o método manual reporta o
resultado como >1000 eritrécitos/uL, deve ter-se em conta
que o software do fabricante bloqueia valores inferiores a 1000
eritrécitos/pL devido a baixa precisédo dos resultados(Manfred-
Wick et al., 2021) e que o AMR do Alinity hq varia entre 0,1 x
10%/uL e 8,08 x10%/uL, o que significa que, para valores dentro
deste intervalo, existem garantias de precisao fornecidas pelo
fabricante; contudo, poderiamos afirmar o mesmo para valores
entre 1000 e 10000 eritrécitos/pL? Embora tenhamos algumas
amostras quantificadas manualmente com resultados desta
ordem de grandeza, o valor critico obtido pela anélise de Bland-
Altman (828,28 eritrdcitos/pL) sugere que esta possibilidade é
viavel. Um desenvolvimento futuro a considerar para contrariar
estas limitagdes seria a instalacdo de um madulo (software)
para fluidos biolégicos, ja disponivel em alguns fabricantes,
com menores dilui¢des e utilizacdo de um maior volume de
amostra.

(2) O ambiente do LCR é téxico para as células e limita
significativamente a sua sobrevivéncia (Ferdinand-Otto et
al., 2022). Assim, a utilizacdo de reagentes que induzem lise
eritrocitdria durante o pré-tratamento da amostra pode
conduzir a contagens inferiores as obtidas manualmente.

(3) O procedimento do estudo exige que, antes do
processamento das amostras de LCR para andlise no Alinity

critical value, representing the result above which we can
use the equipment, in this case, well above the established
acceptance limit. The differences obtained in the cell counts
that are within this range are attributed to differences
inherent to the methods, and the out-of-bounds differences
identified were the result of Alinity hq technical limitations.
As most samples had low concentrations of leukocytes, we
considered it pertinent to determine the equipment's ability
to differentiate between normal and pathological samples. In
order to achieve this goal, we obtained a ROC curve with an
AUC of 0.5835, suggesting that the Alinity hq does have a low
acceptable discriminatory performance. Overall, considering
that the vast majority of samples are below the critical value,
the implementation of this methodology as a routine is not
feasible, with the possible exception, when there are no
available qualified professionals, and only as a screening.

The differences between the methods can be explained
by inherent technical limitations:

(1) the Alinity hg main objective is to count cells in
peripheral blood, whose cell concentrations are much higher.
Samples with low cellularity (5 - 30 leukocytes/pL) are those
where the equipment's inaccuracy is greater (Manfred-Wick et
al., 2021) and whose differences in values are found, however
small they may be, may have clinical implications.

Although erythrocytes do not have CSF reference values
or critical decision values as stringent as leukocytes, one
should at least try to quantify small blood contaminations
(<1000 erythrocytes/uL) (Manfred-Wick et al, 2021).
Concerning using Alinity hq to give a better estimate of very
hematic samples, and that generally, the manual method
gives the result as >1000 erythrocytes/uL, it must be taken into
account that the manufacturers' software blocks values below
1000 erythrocytes/ uL, due to the low precision of the results
(Manfred-Wick et al., 2021) and that the AMR of Alinity hq is
from 0.1 x 10%/uL to 8.08 x10%/pL, which means that for values
within this range, we would have accuracy guarantees from
the manufacturer, but could we do so for values between 1000
and 10000 erythrocytes/pL? Although we have a few manually
quantified samples with results of this order of magnitude,
the critical value obtained by Bland-Altman analysis (828.28
erythrocytes/pul) suggests that this possibility is feasible.
A development to be taken into account in the future that
could counter these limitations would be the installation of a
biological fluids module (software), already available by some
manufacturers, with lower dilutions and using a larger sample
volume.

(2) CSF environment is toxic to cells and greatly limits
their lifespan (Ferdinand-Otto et al., 2022). Therefore, the
use of reagents that induce erythrocyte lysis during sample
pretreatment may lead to counts that are lower than manual
counts.

(3) The study procedure requires that, before processing
CSF samples for Alinity hq analysis, one or more background
readings must be undertaken to guarantee the performance
of the equipment. When performing the background reading,
the transfer of blood components from a sample generally
with high cellularity to another with low cellularity, or a CSF
dilution with a non-blood sample processed previously (carry-



hqg, sejam realizadas uma ou mais leituras de background para
garantir o desempenho do equipamento. Durante a leitura de
background, deve evitar-se a transferéncia de componentes
sanguineos de uma amostra geralmente com elevada
celularidade para outra com baixa celularidade, ou uma
diluicdo do LCR com uma amostra ndo sanguinea previamente
processada (carry-over) (G.-Bourner et al., 2014; Joachim-
Pum, 2019). Nos contadores hematoldgicos, a principal
preocupacdo relativamente ao fendmeno de carry-over esta
associada a sobrevalorizacdo das contagens. Caso ocorra
o fenomeno de pré-diluicdo, o equipamento ndo cumprira
os seus critérios de desempenho e este facto representara
certamente um problema ndo apenas para as amostras de
LCR, mas também para outras amostras bioldgicas, bem como
para os resultados do controlo interno de qualidade. Assim,
em todos os contadores celulares que utilizam sistemas de
pipetagem automatica, deve ser realizado um estudo de carry-
over (Joachim-Pum, 2019). Considerando a baixa celularidade
do LCR, a avaliagdo do potencial carry-over é essencial e,
caso os resultados ndo estejam de acordo com os limites de
aceitacdo, deve ser solicitada manutencdo ou intervencao no
equipamento (G.-Bourner et al., 2014).

(4) As contagens mais elevadas obtidas com o Alinity
hg, comparativamente ao método manual, podem ser
explicadas por particulas distintas de leucdcitos ou eritrécitos
que podem influenciar as contagens (Manfred-Wick et al.,
2021). Entre os possiveis interferentes incluem-se agentes
microbianos (bactérias e fungos), lipossomas, detritos celulares
e agregados celulares. Segundo alguns autores, é possivel
que as interferéncias possam ser detetadas nos citogramas do
equipamento (Manfred-Wick et al., 2021). O aperfeicoamento
dos algoritmos de leitura de background podera eventualmente
ultrapassar estas interferéncias.

O reduzido numero de amostras patoldgicas obtidas ndo
permitiu recolher dados estatisticamente significativos para
determinar que informacao poderia ser extraida dos citogramas
e flags do Alinity hq.

Globalmente, 0os nossos resultados ndo suportam
a implementacdo do contador celular Alinity hqg para
quantificacdo leucocitaria e/ou eritrocitaria no LCR na rotina
laboratorial.

5. CONCLUSAO

A contagem e diferenciacdo celular no LCR sdo cruciais
para o diagnéstico de varias patologias relacionadas com
o SNC. Apesar das caracteristicas tecnoldgicas do Alinity
hq e do facto de cumprir todos os requisitos para os quais
foi concebido, as contagens celulares no LCR continuam a
representar um desafio, sobretudo devido aos baixos valores
de referéncia. Tanto para leucécitos como para eritrocitos, os
valores de concordancia obtidos para a implementacdo da
contagem celular ndo estavam de acordo com os limites de
aceitacdo clinicamente definidos. Assim, o Alinity hq ndo pode
ser considerado util para a contagem de células do LCR em
substituicdo do método manual tradicional. Adicionalmente, a
elevada percentagem de amostras reportadas com resultados
abaixo do valor critico opde-se a utilizagdo do Alinity hq como
ferramenta de triagem.
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over), must be avoided (G.-Bourner et al., 2014; Joachim-Pum,
2019). In hematological counters, the main concern with
the carry-over phenomenon is associated with counting
overvaluation. If the pre-dilution phenomenon occurs, the
equipment will not meet its performance criteria, and this fact
will certainly not only represent a problem for CSF samples,
but also for other biological samples, as well as for the results
of the internal quality control. Therefore, on all the cell
counters that use auto-pipetting systems, a carry-over study
should be conducted (Joachim-Pum, 2019). Considering CSF
low cellularity, potential carry-over assessment is essential,
and if the results are not in accordance with the acceptance
limits, maintenance or intervention on the equipment must
be requested (G.-Bourner et al., 2014).

(4) The higher counts obtained with Alinity hg, compared
to the manual method, can be explained by particles other
than leukocytes or erythrocytes that can influence the counts
(Manfred-Wick et al, 2021). Possible interferers include
microbial agents (bacteria and fungi), liposomes, cellular
debris, and cellularaggregates. According to some authors, it is
possible that interferences can be detected in the equipment's
cytograms (Manfred-Wick et al., 2021). Improvement of
background reading algorithms could eventually overcome
these interferences.

The low number of pathologic samples obtained did
not allow for the collection of statistically significant data
to determine what information could be extracted from
cytograms and flags of the Alinity hq.

Overall, our results do not support the implementation
of Alinty hq cell counter for CSF leucocyte and/or erythrocyte
quantification in the routine laboratory.

5. CONCLUSION

CSF cell counting and differentiation are crucial for the
diagnosis of several CNS-related pathologies. Despite the
technological characteristics of Alinty hq and the fact that it
complies with all the requirements for which it was designed,
the CSF cell counts remain a challenge, mostly due to the low
reference values. For both leukocytes and erythrocytes, the
obtained agreement values for cell count implementation
were not in accordance with the clinically defined acceptance
limits. Therefore, the Alinity hq cannot be judged useful to
count CSF cells, replacing the traditional manual method.
Additionally, the large percentage of samples reported with
results below the critical value opposes the use of Alinity hq
as a screening tool.
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