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Abstrakt

Tato bakaldfskd prace je zamérena na stanoveni krevnich obrazl s pétipopula¢nim
diferencidlnim poctem leukocytl, zejména na patologické hlasky (flagy), které vyhodnocuje
automaticky analyzator krevnich bunék na zdkladé naméfenych parametrd a limitQ
nastavenych vyrobcem, popf. pfimo na pracovisti. Naplni této prace je porovnani, jak
nastaveni téchto limitl odpovidd ndlezu relevantnich anomalii pfi mikroskopické analyze
natérQ krevnich bunék. Prace je téZ zaméfena na spravnou preanalytickou fazi stanoveni

krevniho obrazu.

Pro praci je vyuZit analyzator Sysmex XS 1000i. Ke stanoveni jednotlivych typl bunék
vyuZiva kombinaci impedanc¢ni metody pro stanoveni ¢ervenych krvinek a krevnich desticek,
pratokové fluorescenéni metody pro bilé krvinky a jejich diferencidlni pocet a
spektrofotometrii pro stanoveni koncentrace hemoglobinu. Krevni natér se provadi ru¢né a
jako barvici metoda je zde vyuzito Pappenheimovo panoptické barveni. Mikroskopicky natér

se odecitd na mikroskopu Olympus BX41.

V praktické ¢asti byla hodnocena zavislost pritomnosti jednotlivych patologickych hlaseni a
odpovidajicich mikroskopickych anomalii. Konkrétné se jedna o hlasky ,,Imm gran, Atyp lymfo
/ Abn lymfo, Left sift, NRBC a Blasts“ Vysledky jsou vyhodnoceny pomoci Fisherova exaktniho
testu. Ve vysledku bylo potvrzeno, Ze vyrobcem nastavena hodnota cutoff pro jednotlivé
hlasky odpovida prislusnym mikroskopickym ndlezim. Tato prace tudiz ovéfila, Ze neni nutné
ménit stavajici nastaveni hodnot cutoff jednotlivych hlasek pro provedeni manualniho

krevniho natéru. V laboratofi bude i nadale hodnota cutoff rovna 100.



Abstract

This bachelor thesis is focused on the determination of blood count with a five-population
differential leukocyte count, especially on pathological messages (flags), which are evaluated
by an automatic blood cell analyzer based on measured parameters and limits set by the
manufacturer or right at the workplace. The purpose of this work is to compare how the
setting of these limits corresponds to the finding of relevant anomalies in the microscopic
analysis of blood cell smears. The work is also focused on the correct pre-analytical phase of

blood counting.

The Sysmex XS 1000i analyzer is used for the work. To determine individual cell types, it
uses a combination of impedance methods for the determination of red blood cells and
platelets, fluorescence flow cytometry for white blood cells and their differential count, and
spectrophotometry to determine hemoglobin concentration. The blood smear is handmade
and Pappenheim's panoptic staining is used as the staining method. The microscopic smear is
read on an Olympus BX41 microscope.

In the practical part, the dependence of the presence of individual pathological flags and
corresponding microscopic anomalies was evaluated. Specifically, these are the flags: "Imm
gran, Atyp lympho / Abn lympho, Left sift, NRBC and Blasts". The results are evaluated using
Fisher's exact test. As a result, it was confirmed that the cutoff value set by the manufacturer
for each flags corresponds to the relevant microscopic findings. Therefore, this work verified
that it is not necessary to change the current setting of cutoff values of individual flags for the

implementation of manual blood smear. In the lab, the cutoff value will continue to be 100.
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Seznam zkratek

PT

INR

EDTA

KsEDTA

K2EDTA

Na*

K+

KO

LIS

RBC

PLT

WBC

NIS

Protrombinovy test

Mezindrodni normalizovany pomér
Etylendiamintetraoctova kyselina

Trojdraselna sl kyseliny etylendiamintetraoctové
Dvojdraselna sal kyseliny etylendiamintetraoctové
Sodny kation

Draselny kation

Koagulacni faktory (napf. FVIII — koagulacni faktor VIII)
Krevni obraz

Laboratorni informacni systém

Cervené krvinky

Krevni desticky

Bilé krvinky

Nemocni¢ni informacni systém

Nezralé granulocyty



1 Zadani—cil prace

Krevni obraz patfi mezi zakladni hematologicka vysSetfeni, proto je nezbytné znat jeho
preanalytickou, analytickou a postanalytickou fazi. Zahrnuje mnoho vysetfeni jednotlivych
slozek periferni krve, zakladnimi jsou ¢ervené krvinky — erytrocyty, bilé krvinky — leukocyty a
krevni desti¢ky —trombocyty. V laboratofi Nemocnice Slany stanovujeme krevni obraz a krevni

obraz s pétipopulacnim diferencidlnim poctem leukocytl.

Dfive se jednotlivé krevni elementy pocitaly v komlrkach, dnes jiz vyuzivdme plné
automatizované analyzatory, jenz usnadni praci a zkvalitni vysledky. Soucasti cinnosti
analyzatorl je kromé vyhodnoceni poc¢tu jednotlivych bunék také zachyceni jejich morfologie.
K tomu vyuZivaji rdzné metody, v nasem pripadé pratokovou fluorescencéni cytometrii.
V momenté, kdy se mérené popisné charakteristiky nékterych elementd nevejdou do predem
definovanych intervalli, vyda nam analyzator varovné hldseni. Tyto varovné hlasky nas
informuji o tom, Ze néco neni v pofadku, mize to byt napf. suspektni pfitomnost nezralych
forem myeloidni fady nebo pfitomnost atypickych lymfocytd, v horsim pripadé pak suspektni

pfitomnost blasty aj.

Pokud analyzator zobrazi varovné hlasky, je nutné zhotovit manualni krevni natér a
pfitomnost dané zmény ovérit mikroskopicky. Pfi prohlizeni manudlniho natéru peclivé
hodnotime nejen pocet leukocyt(, ale i jejich morfologii. Na zakladé vysledk( mikroskopie
mulzZeme potvrdit nebo vyvratit kvalitativni prfitomnost uréitého varovného hlaseni. Cilem
prace je ovérit, jak hlasky odpovidaji relevantnim zméndam, pripadné ulehéit laborantkam praci

formou zvySeni hodnoty cutoff jednotlivych hlasek.
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2 Preanalyticka faze

2.1 Odbér krve

Odbér krve mlze nékdy zasadné zkreslit vysledek vySetfeni, proto se snazime zajistit urcité

standartni podminky, které nam zajisti objektivitu vlastniho odbéru. [1]

2.1.1 Priprava pacienta pred odbérem

Komplexni odbér krve pro hematologickd, biochemicka a jina vySetreni se provadi zpravidla

rano na lac¢no, protoze se mnoho latek a pocet krvinek v krevni plazmé béhem dne méni. [2]

Den pred odbérem by mél pacient vynechat tuc¢na jidla, 12 hodin pted odbérem pak nejist,
nepit slazené nebo jinak upravené napoje, alkoholické napoje a také vynechat koureni. Jedna

az dvé hodiny pred odbérem je doporuéeno piti obycejné vody ¢i horkého caje.

2.1.2 Zasady a pravidla spravného odbéru krve

Pro néktera vysetreni je dulezité, aby Iékaf, pripadné prislusné zdravotnické pracovisté
uvedlo udaj o lécbé pacienta (antikoagulacni lécba, protidestickova |écba apod.), protoze
vysledek u |éceného a neléceného pacienta lze vyjadrovat v rozdilnych hodnotach (napft.
hodnotu PT u léfeného warfarinem vyjadiime v INR, u neléeného jako pomér). Urcita
hematologicka vysetieni provddime pfimo na pacientech (krvacivost, doba srdzlivosti aj.). Je
tedy potiebna pritomnost vySetfované osoby v odbérové mistnosti laboratore, odbér je
zakazan provadét v mistnostech s moznym zdrojem infekéniho aerosolu jako jsou centrifugy
nebo vyvévy. Bezpecnost pacienta i pracovnikl laboratore zajistuji jednorazové prostredky a
doporucené dezinfekéni prostiedky. Abychom predesli hemolyze odebrané krve i

znehodnoceni musime nechat dezinfekéni pripravek na kizi zaschnout. U nesrazlivé krve je
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dilezité jemné promiseni krve s antikoagulacni latkou — 5-10krdt otocit zkumavku dnem

vzhlru, dale spravné poradi odbéru zkumavek. [3]

2.1.3 Antikoagulanty pouzivané pro odbérové systémy

Nejcastéji pouzivanym antikoagulantem pro stanoveni krevnich parametrd je K3EDTA, pro
hemokoagulaéni stanoveni je to citrdt sodny, kde vyuZivame jeho schopnosti vyvazovat
kalciové ionty. Fyziologické vlastnosti krvinek lépe oSetfi antikoagulanty s pufracnimi
schopnostmi obsahujici nej¢astéji jako zakladni balan¢ni latku kyselinu citrénovou a citraty.
Dalsim antikoagula¢nim ¢inidlem je heparin — nefrakcionovany heparin, ktery pouzivdme pro
vySetieni, kde predpokldaddame zvySenou citlivost erytrocytd nebo sniZzenou odolnost

membrany erytrocytd.

K3sEDTA a K:EDTA jsou latky s vysokou afinitou k iontdm kovd, které vyvazuji z plazmy.
Udrzuji krev nebo plazmu v nesrazlivém stavu diky vyvazani vapenatych kationt(. Rozdily mezi
témito dvéma latkami jsou v pH, rozpustnosti a také ve fyziologickém plsobeni na krvinku.

[3,4]

Nevyhodou soli EDTA je moZnost ovlivnéni poctu krevnich desticek. V nékterych pripadech
mohou vyvolat pfimou agregaci krevnich desti¢ek diky pusobeni na jejich membranové
glykoproteiny — tzv. EDTA fenomén nebo ovlivni membranu neutrofill, kterd pak mze vazat
krevni desti¢ky na svém povrchu —tzv. desti¢kovy satelitismus. [5] Soli EDTA nelze vyuZit jako
antikoagulant pro vétsinu koagulacnich stanoveni pro pfitomnost vyrazné afinity k vapenatym
iontim. Diky velmi nizké koncentraci vdpenatych iontl v téchto systémech dochazi k ovlivnéni

jak koagulacniho stanoveni, tak i funkce krevni desticky zejména agregaci.

Sodna sul kyseliny citronové neboli citrat sodny je dalsi mozné antikoagulacni cinidlo
vhodné zejména pro vySetfeni hemokoagulace. PouZiva se nékolik koncentraci citratu
sodného, je vsak vhodné zvolit jen jednu z nich v zavislosti na odbérovém systému a

doporuceni pro laboratorni metody, které budou z materialu provedeny. [6]

Antikoagulacni Cinidlo heparin se nejcastéji pouzivda ve formé nespecifického

(nefrakcionovaného) heparinu, ktery je bud’ lyofilizovany nebo v roztoku, téZ mizZzeme vyuzit
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jeho soli (heparinat sodny nebo lithny). Sdm o sobé se heparin chova jako kyselina, a to diky
navazanym sulfatovym skupinam. VaZe ionty vétSiny lehcich kovl jako je sodik, draslik,

lithium, vapnik nebo hot¢ik, kdy efekt se vyznamné projevi pfi jeho vysokych koncentracich.

Obr. 1 Zkumavky s antikoagulacnimi Cinidly

2.1.4 Poloha vysetrované osoby pfi odbéru

Poloha pfi odbéru vyznamné méni koncentrace urcitych analytl v krvi. Tyto zmény vyvola
nékolik mechanism( napf. zména tlaku v kapilarnim systému nebo osmotického tlaku
v plazmé, presun vody z intravaskuldrniho prostoru do mezibunécného prostoru, zadrzeni

vétsich ¢astic bunéénymi membranami atd. [3]

Pro standartni odbér Zilni (vendzni) krve zajistime pacientovi polohu v sedé, a to po dobu

10-15 minut pred odbérem.
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2.1.5 Typy odbérd

Odebirat mlzeme arteridlni, venézni nebo kapilarni krev. Pfi odbéru arteridlni krve
pouzivame rlizné typy kanyl, které se zavadi pfimo do arterie. Je dlleZité davat si pozor na
fyziologicky roztok s pfidavkem heparinu, kterym byva oSetfeno Usti kanyly. Fyziologicky
roztok by mohl zpUsobit zna¢né nafedéni odebrané krve a heparin ovlivnit nékteré koagulac¢ni
testy (APTT, Trombinovy cas aj.). Z téchto divod( je nutné vidy nejprve odpustit urcité

mnozstvi krve, pfiblizné 2-4 ml a teprve potom nasat krev do zkumavek.

Odbér zZilni krve se provadi nejcastéji zloketni jamky. K nalezeni nejvhodnéjsi Zily
provedeme co nejkratsi zatazeni paze. Pfi dlouhodobém stazeni nebo po dlouhém cviceni se
stazenou paii dochazi kfaleSné zvySenym hodnotam urcitych analytd (draslik,
z hematologickych parametrld se maze zvysit hemoglobin a hematokrit). Samotnych vpich
jehly do zily by mél byt hladky, pfimy, pod Uhlem 15° a bez zbyte¢né manipulace ve tkanich.
Pokud provadime odbér z nitroZilnich katétr(i, dodrZzujeme stejna pravidla jako u arterialnich
katétr(i. K odbéru mizeme pouzit otevieny nebo uzavieny systém. Uzavieny systém se dnes
preferuje z divodu bezpecné prace a celkové snazsi manipulace, pficemz mame dva druhy
tohoto systému — pistové vyuzivajici k naplnéni krve pohyblivy pist a vakuové, které vyuzivaji
odcerpani vzduchu ze zkumavky a po spojeni zkumavky s jehlou dochazi vlivem vakua
k naplnéni. Oba systémy maji specialné uzplsobené jehly, kdy vnéjsi ¢ast je urena pro vpich
do zily a vnitfni ¢ast je potaZzena gumovou Cepickou, kterd zamezuje vytoku krve ze Zily po

rozpojeni systému.

»

Obr. 2 Vakuovy a pistovy odbérovy systém
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Pokud odebirdme vétsi mnoZstvi zkumavek, tak k hematologickému vysetfeni pouzijeme
zpravidla druhou odebranou, pfipadné dal$i zkumavku v poradi. Nikdy nepouZijeme prvni
odebranou zkumavku, protoze odbérovy systém neni zcela fyziologicky neucinny ke krvinkam
a plazmé — muze dojit k vychytdvani krevnich desti¢ek a k aktivaci koagulacnich faktoru.

Doporucené poradi zkumavek pfi odbéru z jednoho vpichu je nasledujici:

e zkumavka pro hemokultury
e zkumavky bez protisrazlivych Cinidel
e zkumavky pro hemokoagulaci

e ostatni zkumavky s protisrazlivymi Cinidly
Doporucené poradi odbéru zkumavek s riznymi protisrazlivymi Cinidly:

e K3EDTA zkumavky
e citratové zkumavky

e heparinové zkumavky

Pokud provadime odbér pouze na krevni obraz nebo hemokoagulaci do citratu, je nutné

odpustit cca 2-3 ml krve. [3]

DalSim typem je odbér kapilarni krve. Zde se pouZivaji rGzné druhy lancet nebo jiné
pomlcky, které pomahaji zajistit standartni vpich. Jsou to bud hrotové systémy, kdy je
mechanismus zakoncen ostrym hrotem nebo jehlou, anebo fezné systémy, kdy je
mechanismus zakoncen ostrym feznym nozikem. Odbérové misto se prfed odbérem radné
sterilné oSetfi. Vytékajici krev je zachycena v kapilare, pfipadné v nadobce, jejiz okraj ma lem
ve tvaru jazyCku. U dospélych a starSich déti se odbér standartné provadi ze strany btiska
prstu, popf. z usniho boltce, u novorozencl a batolat z pati¢ky. Obecné je nutné zajistit dobré

prokrveni Cili zahtati koncetiny.

V hematologické laboratofi se dale miUZzeme setkat se specialnimi odbéry jako je odbér
kostni dfené a jeji natér na podlozni sklicko, odbér mozkomisniho moku do sterilni zkumavky

nebo odbér jiné télni tekutiny do zkumavky s citratem sodnym.
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2.1.6 NejCastéjsi chyby pfi odbérech

Mezi nejcastéjsi chyby patfi napf. nelplné zaschnuti dezinfekéniho pfipravku v misté
vpichu, pouziti nevhodného priméru jehly, jenz zpUsobi hemolyzu ¢i oxidaci bunék a aktivaci
koagulace, mechanické draidéni(tfepani) krve ve zkumavce nebo v priibéhu transportu,
Spatné uskladnéni (v lednici, mrazaku), pfilis dlouhy interval mezi odbérem a dodanim do
laboratofe nebo také pouZiti nestandartni nebo proslé odbérové soupravy. VSechny vyse
zminéné vlivy mohou zpUsobit hemolyzu — rozpad cervenych krvinek, ktery interferuje
svalnou vétSinou hematologickych vysetfeni. DalSim problémem muiZe byt doba mezi
odbérem a oddélenim krevnich elementl od plazmy. Zde nastdvd zména v metabolismu
bunék v podobé snizené tvorby makroenergetickych latek, které zajistuji spravnou funkci a
tvar bunék. Do plazmy mulZe zkrvinek prejit fada latek vcéetné enzymi a tim dojde
k predcasnému naruseni krvinky. Tyto zmény se mohou odrazit ve vysledku vysetreni. [7,8] Pfi
odbéru kapilarni krve by se neméla pouzivat prvni kapka krve (na okraji rany se vychytava
urcité mnozstvi trombocytll — falesné snizené hodnoty) a krev by méla vytékat volné, nikoli
nasilnym vytlacovanim (vytlaceni tkariového moku zp(isobi nafedéni vzorku coz vede k falesné

nizSim hodnotam krevnich parametr().

2.1.7 ldentifikace biologického materidlu, pfifazeni pozadavkového listu

Kazdy material musi byt spravné oznacen a musi mit odpovidajici pozadavkovy list. Udaje
tykajici se nemocného musi byt na pozadavkovém listé uvedeny kompletni a Citelné, jelikoz
laboratof ma pravo odmitnout Spatné oznaceny nebo nekompletné oznaceny vzorek (i
pozadavkovy list. Biologicky material identifikujeme pomoci rodného ¢&isla, jména a prijmeni
pacienta. PoZzadavkovy list musi obsahovat minimalné tyto Udaje: unikatni identifikator (napft.
rodné Cislo), jméno a prijmeni pacienta, pohlavi, zdravotni pojisStovnu pacienta, kdd
pozadujiciho zafizeni véetné telefonniho ¢&isla, kdd zakladni diagndzy, poZadovand vysetieni,
datum a c¢as odbéru biologického materialu, jmenovka a podpis Iékare. Pokud Iékaf znd

skutecnost tykajici se infek¢nosti, je povinen na tento fakt upozornit zaméstnance laboratore.
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2.2 Transport materialu

Biologicky materidl, ktery je potencidlné infekéni, by se mél transportovat v uzavienych
boxech nebo kontejnerech. Jednd se o specidlné upravené plastové nadoby, jenZz musi
splfiovat urcité pozadavky (odolnost proti otfestim, tésnost, ...). V prabéhu transportu by se
mélo zamezit vyraznym otfesim nebo nenaddlym zméndm polohy odbérové soupravy.
Standartni teplota pro pfepravu materidlu a skladovani pred vlastni analyzou, pokud neni
uvedeno jinak, je 20-25°C. Pfipadné vychyleni nebo prudké zmény teploty mohou zpUsobit
traumatizaci bunék, ¢imZz znehodnoti odebrany biologicky materiadl. Doba doruceni do
laboratore by méla byt co nejkratsi. Krevni obraz ma byt optimalné zpracovan do 6 hodin po
odbéru. Plazma pro koagulaéni vySetfeni by méla byt separovdna od krevnich element(i do 1
- 2 hodin od odbéru a néasledné do 6 hodin od odbéru zpracovdna (mimo vyjimky jako je napf.
FVIII). Pokud nelze zpracovat do 6 hodin od odbéru, je nutné plazmu Uplné oddélit od krevnich

bunék a prenést ji do jiné zkumavky, popf. u nékterych metod zamrazit. [3]
Zpusoby transportu biologického materialu do laboratore jsou:

e pfimou dondskou (zdravotnicky pracovnik, pacient)
e potrubni postou v ramci nemocnice

e vlastnim svozem

2.3 Pfiprava a zpracovani biologického materiadlu pfed vySetfenim

Do laboratofe by mél byt doruéen rfadné oznaceny material spoleéné s pozadavkovym
listem. Pracovnici laboratore nasledné zaznamenaji pozadovana vysetfeni do LIS a opatfi
vzorek i pozadavkovy list identifikacnim Stitkem (Cislo, ¢arovy kdd). Pokud jsou z biologického
materidlu vytvoreny alikvotni vzorky, musi byt také identifikovany v ndvaznosti na primarni

vzorek.

Pfed samotnou analyzou se doporucuje vzorky zkontrolovat a vyradit ty, které nelze
z urCitych dlvod( vysetfit (srazeny vzorek, malo materidlu, silné chyldzni vzorek aj.). Do

komentare k vySetieni je nutné zaznamenavat pripadné zmény vzorku jako je hemolyza,
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iktericky a chyldzni vzorek. [9] Také je potfeba zhodnotit vzhled a viskozitu vzorku, to mzou
ovlivnit plazmatické slozky (kryoglobuliny, chladové protilatky, paraproteiny), kdy dojde ke

zméné vazkosti materidlu nebo shlukovani bunék.

Vzorek uchovavame pred analyzou pfi laboratorni teploté, aby nedoslo ke snizené funkci
Na*/K* pumpy. Dale vzorkem zbytecné nemichame, netfeseme, snazime se vzorek co nejméné

traumatizovat. Je nutné také respektovat stabilitu vzorku.

2.3.1 Priprava séra a plazmy

Pro pfipravu plazmy nebo séra vyuzivame centrifugaci. Sérum odebirdme do zkumavky bez
protisrazlivého Cinidla a krev nechdme volné srazit pfi pokojové teploté. Centrifugujeme

standartnim zpUdsobem pti 20°C, 2500 g, 15 minut, kdy se sérum oddéli od krevnich elementd.

Plazmu odebirdme do plastovych zkumavek s pfidavkem antikoagula¢niho Ccinidla.
Citratova krev se standartné centrifuguje pfi 20-25°C, 2000-2500 g, 15 minut, kdy se plazma
oddéli od usazenych krvinek. Pokud plazmu nemuizeme do urcitého ¢asu zpracovat, je mozné
ji zamrazit pfi teploté -60 az -80°C. ZmraZenou plazmu je nutné pred analyzou temperovat

minimalné 15 minut pfi laboratorni teploté.
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3 Analyticka faze

Pokud jsme biologicky materidl spravné odebrali, dopravili do laboratore a ptipravili ho pro
analyzu, nasleduje samotna analytickd faze. V této praci se zaméruji na stanoveni KO

s pétipopulacnim diferencidlnim poctem leukocytli na analyzatoru Sysmex XS 1000i.

Obr. 3 Analyzator Sysmex XS 1000i [10]

Tento analyzator patfi mezi plné automatické, coZ znamend, Ze vyuZziva vlastni redici
systémy potiebné k naredéni vzorku. Disponuje uzavienym aspiracnim systémem, takze
aspiruje krev z uzaviené zkumavky, nedochazi tedy k pfimému kontaktu se vzorkem a prace je
mnozstvi vzorku potiebné k analyze, aspiruje 20 pL, coz ocenime hlavné u détskych vzork. Je

téz velice jednoduchy na provadéni udrzby. [10]

Pro méreni KO s pétipopulac¢nim diferencidlnim pocétem leukocytd vyuziva kombinaci

raznych detekénich principa.
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3.1 Stanoveni RBC a PLT

Pro stanoveni poctu cervenych krvinek a krevnich desti¢ek pouzivd metodu detekce na
zakladé impedancéni metody s usmérnénim c¢dastic hydrodynamickou fokusaci. Po aspiraci
dojde ke zredéni vzorku specidlnim izotonickym roztokem, ktery izovolumetricky sféruje
krvinky tak, Ze je zvyrazni a dodd jim pravidelny sféricky tvar. Roztok také obsahuje stabilizacni
latky, které jsou dulezité pro udrzeni fyziologickych vlastnosti a fyzikalnich parametrt krvinky.

(11]

Naredéna suspenze krevnich element( je pomoci vakua nasavana do otvoru mérici kyvety,
ktery je 10-15krat vétsi nez samotna mérend castice. Vné i uvnitf kyvety je polarizované
stejnosmérné elektrické pole. Aby nedochazelo k neusporadanému nebo soubéznému vstupu
nékolika ¢astic najednou tzv. koincidenci, vyuZivd analyzator hydrodynamické fokusace.
Hydrodynamickd fokusace je zaloZena na toku vodici kapaliny po obvodu méfici kyvety. Diky
rdznym rychlostem a typickému tvarovani kyvety nenastane vzajemné promichani obou
kapalin, lamindrni proud nosné tekutiny transportuje buriky jednu za druhou. Castice jsou tedy

usmérnény do tenkého proudu a vstupuji do méficiho systému jednotlivé.

Obr. 4 Hydrodynamicka fokusace [Prevzato z 3, s. 75]
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Impedancéni metoda je zaloZzend na prlichodu bunék mezi elektrodami, které jsou na obou
strandch systému. Vytvofri se impedancéni impulz, ktery nam da kvantitativni (pocet impulsu) a

kvalitativni (velikost impulsti) informace o prochazejicich ¢asticich.

Diky zdpornému naboji na vnéjsi strané bunééné membrany nem(zZe proud pronikat do
bunky, bunka je stejnosmérnym proudem obtékdana. Po prlchodu dojde ke zvyseni
elektrického odporu prostredi a ke zméné napéti mezi elektrodami, které se méfi voltmetrem.

Zména napéti vybudi impulz, jehoZ velikost odpovida objemu ¢astice. [4]

Nevyhodou impedanéniho systému je, Ze méfi vSechny mikrocastice, které mohou ovlivnit
mérny odpor prostiedi jako jsou ¢astecky prachu, vzduchové bubliny, bunééné fragmenty

nebo fibrinova depozita. [12]

Obr. 5 Impedanéni metoda s hydrodynamickou fokusaci [Pfevzato z 3, s. 76]

3.2 Stanoveni WBC

Vyuzivdme optickou metodu, konkrétné fluorescencni prlitokovou cytometrii. Tato metoda
umoziuje zachytit vyzrdvajici nebo jinak aktivované buriky, dale hodnoti velikost bunék,

granula a obsah nukleovych kyselin v WBC, hustotu jadra a cytoplasmy.

Poté, co je vzorek aspirovan, zfedén v urcitém poméru izotonickym roztokem a lyzacni
¢inidlo zpUsobilo destrukci trombocyt(, erytrocytll a perforaci membrany leukocytl dochazi

k pridavku fluorescenéniho barviva, latky Stromatolyser 4DS, které se specificky vaie na
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nukleové kyseliny (DNA a RNA) v jadrfe, cytoplasmé i ostatnich organeldch. Vzorek je

transportovan do pritokové komlrky, kde je ozadfen polovodicovym laserovym paprskem.

Laserovy paprsek vynika svoji dlouhou Zivotnosti, malou energetickou ndarocnosti a

minimalnim zdrojem odpadniho tepla, dle paprsku mizeme krvinky oddélit pomoci tfi rdznych

signal(:

e Rozptyl pfimého laserového paprsku (predni rozptyl neboli FSC = forward

scatter)

e Rozptyl bo¢niho laserového paprsku (boéni rozptyl neboli SSC = side scatter)

e Intenzita fluorescencniho zareni (bocni fluorescence neboli SFL =

fluorescence light)

side

FSC ndam ddva informaci o velikosti buriky, plati zde pfimda iméra. Intenzita bo¢niho rozptylu

nas informuje o vnitini strukture bunky, tzn. clenitosti jddra a pritomnosti granuli

v cytoplasmé. Posledni parametr, intenzita fluorescence, odpovida mnozstvi nukleovych

kyselin v burice. [3] Vystupem jsou ciselné hodnoty jednotlivych typl leukocytd a jejich

grafické zobrazeni v rozptylovych grafech — scattergramech (viz obr. 7). Béhem analyzy

probiha detekce nékolika tisic bunék (az 10000).

Lagar
A=h Y T

SEL
fotondsabit
[Auscrescent rd detekior)

kel e

itk s Bl o
et bendtn
e wwtla (550 dide

poko prop ustns t o
reado r‘ RS

scatter detactor)

T ey

komora foindioda
(Hlersr gl d=tekee plimdhio
B prphen dhd et

Obr. 6 Schéma pfistroje (laserova projekce a bo¢ni fluorescence) [13]
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Neutrofily, monocyty, lymfocyty a eozinofily jsou rozdéleny podle intenzity fluorescence,
jenz udava pomér jadra a cytoplasmy kazdé buriky — osa y a dle boc¢niho rozptylu laserového
paprsku, ktery informuje o vnitfnim vybaveni buriky — osa x. Monocyty jsou elementy bohaté
na organely, coZ znamen3, Ze po aplikaci lyzaéniho ¢inidla zGstane velka ¢ast vnitfnich struktur
v samotném monocytu. Na grafu tedy vidime monocyty poloZené o néco ddle nez lymfocyty,
jelikoz maji vyssi intenzitu boc¢niho rozptylu. Také fluorescencni Cinidlo zvyrazni vice organel,
tudiz opét monocyty vykazuji vyssi fluorescenci nez lymfocyty. Lyzacni Cinidlo také zpUsobi
degranulaci bazofild, coz zpUsobi nizkou hodnotu bocéniho rozptylu. V lyzacnim Cinidle jsou
pritomny organické kyseliny, které se specificky vazi ke granulim eozinofill, zvysuji intenzitu
fluorescence a diky tomu jsou eozinofilni granulocyty odlisitelné od neutrofilnich. [14]
Neutrofilni segmenty maji fadu organel, které taktéz lyzacni Cinidlo lyzuje, ale pfitomna

sekundarni granule v neutrofilech zlstavaji. V grafu je vidime mezi bazofily a eozinofily.

Fluorescence intensity

Side scatter'

Obr. 7 Scattergram populace WBC [15]
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3.3 Stanoveni koncentrace hemoglobinu v krvi

Udava nam mnoistvi hemoglobinu v 1 litru krve. Metoda je zalozend na
spektrofotometrickém stanoveni, kdy principem je hemolyza erytrocytd a uvolnéni
hemoglobinu, nasledné prfevedeni na opticky stdly barevny komplex a jeho

spektrofotometrické zméreni.

Pribéh metody je nasledujici: nejprve lyzacni Cinidlo, latka Stromatolyser 4DL, zpUsobi
rozpad WBC, RBC a PLT, z erytrocytl se uvolni hemoglobin. Na zacatku chemické reakce
dochdzi k oxidaci dvojmocné formy Zeleza (Fe?*) na trojmocnou (Fe3*), &imz vznikne
methemoglobin. [16] Pfidatné ¢inidlo, nase metoda vyuzivd sodiumlaurylsulfat (SLS) -
Sulfolyser, reaguje s methemoglobinem a vznika opticky stabilni zabarveny komplex, ktery se
analyzuje fotometrickou metodou. LED dioda vyzafuje monochromatické zareni, které pfri
prachodu smési absorbuje barevné komplexy. Zanik komplex( zaznamenava fotosenzor a je

neptfimo Umérny koncentraci hemoglobinu ve vzorku. [17]

3.4 Analyzatorové hlasky (flagy)

Pokud se bunky nevejdou do predem definovanych rozmezi analyzatoru, objevi se varovné
hlasky, které nas upozorniuji na moznou patologii nebo interferenci méreni. Tyto hlasky je vzdy
nutné zkontrolovat a posoudit jejich intenzitu v zavislosti na komplexnim vysledku krevniho
obrazu. Pokud je intenzita hlasek nad hodnotou cutoff, provadime vzdy manualni krevni natér

a jednotlivé bunky posoudime mikroskopicky. HIasky, kterym se v préci vénuiji jsou nasleduijici:

Blasts — suspektni pfitomnost blastl

e Imm Gran — suspektni pfitomnost nezralych forem myeloidni fady (promyelocytQ,
metamyelocytl nebo myelocyt()

e Left Shift — posun doleva (pfitomnost tyci)

e Atypical lymfo / Abn lymfo — pritomnost atypickych lymfocytl (aktivované

lymfocyty, plazmatické buriky, virocyty, vlasaté bunky, ...)

e NRBC - pfitomnost normoblast(
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VSechny zminéné hlasky se tykaji leukocytd, analyzator samoziejmé hodnoti i erytrocyty a

trombocyty a vydava k nim ptislusna varovna hlaseni, ty ale nejsou predmétem této prace.

3.5 Stanoveni leukocytl mikroskopicky

Mikroskopické  hodnoceni provadime pfi podezieni na hematologické (i
hematoonkologické onemocnéni a pfi patologickém analyzdtorovém diferencidlnim rozpoctu.
Natér periferni krve ndm mnohdy pomUze uréit diagndzu, pti které je dulleZité vcasné
rozhodnuti |ékafe o dalSim moZném postupu. V indikovanych pfipadech patologického nalezu
by mél nasledovat odbér a vysetieni kostni dfené. Postup stanoveni leukocytl mikroskopicky

je uveden v praktické ¢asti.
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4 Postanalyticka faze

V této fazi zapisujeme napocitané vysledky manudlnich diferencidlnich poctl leukocyttd KO
do laboratorniho informacniho systému (LIS). Nejdfive je nutné zkontrolovat veskeré
identifikacni uUdaje pacienta, aby nedoslo k zapsani vysledku jinému pacientovi, velkou
vyhodou jsou zde automatické prenosy, které eliminuji mozné chyby. Po kontrole zapisujeme
pocet jednotlivych vyvojovych stadii WBC, kontrolou je nam automaticky soucet napocitanych
element(l, ktery musi byt 100. Nasleduje zapis patologickych zmén WBC, RBC i PLT do
pfislusnych kolonek LIS. Zavérem se provede kontrola vysledku a pokud je vie v poradku,

uvolfujeme vysledek z LIS do NIS, kde je k dispozici Zadajicimu lékafi.
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5 Prakticka ¢ast

V laboratofi Nemocnice Slany jsem pomoci vySe zminéného analyzatoru (Sysmex XS 1000i)
nameéfila 110 na sobé nezavislych pacient(, jenz méli v pozadavku KO s diferencidlnim poctem
leukocytU, z toho prvnich 100 pacientll mélo patologické hlasky (flagy) nad limit (cutoff), ktery
je stanoven na hodnotu 100. Pacienti byli z rGznych oddéleni napfic¢ celou nemocnici s rliznymi
diagnézami. Poslednich 10 pacientl bylo bez patologickych hlasek, jsou to vétSinou pacienti z
hematologické ambulance, kterym se déld manudlni natér pro kontrolu. U vSech vzork( byl
proveden manualni natér a nasledné byli obarveny Pappenheimovou barvici technikou.

Prohlizela jsem na mikroskopu Olympus BX 41 s pouZzitim imerzniho oleje.

5.1 Zhotoveni natéru

Natér periferni krve provadime v ochrannych rukavicich a po peclivém zamichani vzorku
nejdéle 5 hodin po odbéru. Pomoci Pasteurovy pipety si kdpneme malou kapku krve na okraj
podloZniho skli¢ka, asi 1,5 cm od jeho uZsi hrany. Nasledné jemné poloZime roztérové sklo
pred kapku krve a od stfedu ho posunujeme smérem ke kapce, ktera se po dotyku rozprostre
po celé délce jeho hrany. Pod Uhlem 30-40° (dle hematokritu a potfebné hustoty natéru)
provedeme rovnomérny tah roztiraciho skla po podloznim skle, ¢imz rozetfeme veskerou krev.

Spravny natér by se nemél dotykat v Zadném misté hrany skla. [18]

Urcité bychom se méli vyvarovat nejéastéjsich chyb jako je silny natér po celé délce sklia,

natér neprechazi “do ztracena” nebo pouziti mastnych, Spinavych sklicek.
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5.2 Pappenheimovo barveni

Pro barveni natérd KO vyuzivdme panoptickou barvici techniku — Pappenheimovo barveni.

Zakladem jsou dva roztoky:

e Roztok May-Griinwald, ktery se sklada z eozinu Y, metylenové modfi,
metylalkoholu a glycerolu. Je to kyselé barvivo, takie se vaie na
kationtové casti proteinll a barvi oranZovocervené hemoglobin a
eozinofilni granula.

e Roztok Giemsa-Romanovsky, ktery se skldadd z metylenové modfi, azur-
eozinu, azur ll, metylalkoholu a glycerolu. Je to zdsadité barvivo, takze se
vaZze na aniontové Casti molekul a barvi modroSedé nukleové kyseliny,

nukleoproteiny, granula bazofild a sekundarni granula neutrofild.

Postup pfi barveni KO v laboratofi Nemocnice Slany je nasledujici: pouzivame tfi 1azné,
nejprve davame sklicka na 5 minut do koncentrovaného roztoku May-Griinwald, poté na
dalSich 5 minut do druhé lazné, kde je zfedény roztok May-Griinwald v poméru 1:1
deionizovanou vodou a posledni treti |dzen je roztok Giemsa-Romanovsky ziedény 1:39 také
deionizovanou vodou, kde nechdavdme sklicka 15 minut. Po dokonceni fadné oplachneme

vodou a nechame zaschnout.

5.3 Hodnoceni natéru periferni krve

Vlastni hodnoceni obarveného preparatu zacindme zhodnocenim pfi mensim zvétseni,
nasleduje zhodnoceni pti zvétSeni 1000x. Mensi zvétSeni (200-400x) slouZi pro posouzeni
kvality natéru, jeho obarveni, rozloZeni jadernych bunék a taky pro nalezeni optimalniho mista
k pocitani leukocytll. Vybirdme si takovou cast preparatu, kde jsou bunky rovnomérné
rozprostfeny a erytrocyty se neprekryvaji. VétSinou je toto misto pfiblizné 1 cm od konce
natéru. Na podloini sklo kapneme kapku imerzniho oleje a preparat hodnotime

meandrovitym pohybem objektivu nad podloinim sklem. Pfi kvantitativnim hodnoceni
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diferencialniho rozpoctu leukocytli hodnotime 100 za sebou jdoucich bunék. U patologickych
nalezl nebo pfi hodnoceni kontroly kvality pak 200 bunék. Elementy zaznamenavame na
specialni pfistroje = leukomaty (viz obr. 8). Erytroblasty (NRBC) vycislujeme na 100 erytrocyt(
a pokud jich zaznamename vice jak 5%, provadime korekci leukocytd prislusSnym vypoctem,

¢imz predejdeme falesné zvySenému poctu leukocytd.

Vzorec pro korekci poctu leukocytl v pfipadé pfitomnosti vice nez 5% erytroblast(:

Nekorigovany potet WBC (x 10°/1) X 100
Relativni poc¢et NRBC (% ) + 100

Korigovany pocet WBC ( x 10%/1 ) =

Dale popisujeme veskeré morfologické zmény RBC, PLT i WBC, patfi sem napf.: velikost a
tvar bunék, velikost, tvar ¢&i uloZeni jadra, pritomnost jadérek, struktura chromatinu,

pfitomnost inkluzi a vakuolizace cytoplasmy.
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Obr. 8 Leukomat — pfistroj pro zaznamendavani poctu jednotlivych vyvojovych stadii

leukocytt
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Fyziologicky nalézame tyto elementy WBC: neutrofilni segmenty a tyce, eozinofilni
segmenty, bazofilni segmenty, lymfocyty a monocyty. Patologicky potom vSechna ostatni

vyvojova stadia krevnich elementd, vzacné krevni parazity. [19]

Pro svou praci jsem méla k dispozici mikroskop Olympus BX41. Jako zdroj svétla vyuziva
halogenovou Zarovku a umoZiuje upevnéni jednoho preparatu. Nasledné zaostreni
provedeme velkym koleckem hrubého ostfeni a doostfujeme malym kole¢kem jemného

ostreni. [20]

Krouzek pro nastaveni dioptricka objektiv
korekce

Drzak preparatu .

i o +— Sitovy vypinac
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stolek ° ¥~ Prepinac pfedvolby intenzity svétla

Krouzek aperturni clony -
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Krouzek clony pole ]
YP «— 8 PosuvvoseX
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Obr. 9 Popis a ovladaci prvky mikroskopu Olympus BX41

5.4 Vysledky a hodnoceni

V nasledujicich tabulkdach jsou zaznamendny jednotlivé patologické hlasky tykajici se
leukocytl a k nim prislusny mikroskopicky nalez. Jedna se o kvalitativni hodnoceni pomoci
ANO, NE. Pro statistické vyhodnoceni jsem pouzila Fisher(v exaktni test, jelikoz se jednd o
klasické Ctyrpolni tabulky. Fishertv exaktni test je zaloZzen na vypoctu pravdépodobnosti, se

kterou bychom pfi platnosti nulové hypotézy o nezavislosti jednotlivych hlasek ziskali nasi
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konkrétni realizaci ¢tyfpolni tabulky. Hodnota pravdépodobnosti je zapsana pod pfislusnou

hlaskou jako hodnota p a je vypocitana ze vzorce:

(aTH) (%) _ (a+b)!(a+c)!(c+d)!(b+d)!

(ﬁ) nlalb!cld!

p= [21]

Tabulka 1 Pritomnost pozitivni hldsky ,Imm gran” a mikroskopického ndlezu nezralych
granulocyti

Imm gran Mikroskopicky nalez nezralych granulocyt
p =<0,0001 ANO NE
ANO 39 22
NE 7 42

Prvni tabulka je zaméfena na pozitivni hlasku ,Imm Gran“ a mikroskopicky ndlez nezralych
granulocytll. Z celkovych 110 pacientd mélo 61 z nich pozitivni hlasku ,Imm Gran“, u 39 jsem
hldasku potvrdila mikroskopicky, naopak u 22 byla hlaska vyvracena. Hodnota
pravdépodobnosti je <0,0001, coZ je méné nez 5%, tudiz zamitdam nulovou hypotézu a

prokazuji statisticky vyznamny mikroskopicky vyskyt nezralych granulocytl pfi hlasce ,Imm

Gran”“.

Tabulka 2 Pritomnost IG > 1 % a mikroskopicky ndlez nezralych granulocyti

IG>1% Mikroskopicky nalez nezralych granulocyti
p =0.0037 ANO NE
ANO 11 3
NE 35 61

Pfi sledovani IG > 1% jsem dospéla k hodnoté pravdépodobnosti opét mensi nez 5%, takze

také existuje statisticky vyznamny mikroskopicky vyskyt nezralych granulocyt(.
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Tabulka 3 Pritomnost hldsky ,,Atyp lymfo / Abn lymfo“ a mikroskopicky ndlez aktivovanych
lymfocyti

Atyp lymfo / Abn lymfo Mikroskopicky nalez aktivovanych lymfocytd
p =0,0012 ANO NE
ANO 27 31
NE 9 43

Pro hlasku ,Atyp lymfo / Abn Ilymfo“ plati také statisticky vyznamna souvislost

s mikroskopickym ndlezem aktivovanych lymfocyt(.

Tabulka 4 Pritomnost hlasky ,Atyp lymfo / Abn lymfo“ a mikroskopicky ndlez velkych
granulovanych lymfocytu (LGL)

Atyp lymfo / Abn lymfo Mikroskopicky nalez LGL
p=0,5436 ANO NE
ANO 5 53
NE 7 45

V pripadé sledovani hlasky ,Atyp lymfo / Abn lymfo“ nemUzZu tvrdit, Ze existuje statisticky
vyznamny mikroskopicky nalez velkych granulovanych lymfocyt(, jelikoz hodnota p = 0,5436
je vétsi nez 5%, coz znamena, Zze nemohu zamitnout nulovou hypotézu. Totéz plati pro
mikroskopicky vyskyt lymfocytl s jadérky (viz tabulka 5), zde vSak bylo malo mikroskopickych
nalezl (6), coZz mlze ovlivnit vypovédni hodnotu testovani. Hlaska je tedy vétSinou zplsobend

nécim jinym.

Tabulka 5 Pritomnost hldsky ,,Atyp lymfo / Abn lymfo” a mikroskopicky ndlez lymfocyti s
jadérky

Atyp lymfo / Abn lymfo Mikroskopicky nalez lymfocytl s jadérky
p=1 ANO NE
ANO 3 55
NE 3 49
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Tabulka 6 Pritomnost hldsky , Left Shift“ a mikroskopického ndlezu posunu doleva

Left Shit Mikroskopicky nalez posunu doleva
p =0,0002 ANO NE
ANO 14 34
NE 2 60

V tabulce ¢islo 6 je zaznamenana hlaska ,Left Shift” spole¢né s mikroskopickym nalezem
posunu doleva, zde jsem dospéla k hodnoté pravdépodobnosti 0,0002, cozZ je mensi nez 5%.
Prokazuji tedy statisticky vyznamnou souvislost mezi zminénou hlaskou a mikroskopickym

nalezem.

Tabulka 7 Pritomnost hldsky , Blasts“ a mikroskopického ndlezu blastu

Blasts Mikroskopicky nalez blastt
p=275 ANO NE
ANO 1 3

NE 0 106

Blasty jsou celkem specifické, jelikoz se hlaska vyskytla pouze u 4 pfipadli a z toho jsem ji
jednou potvrdila, tak je obtizné ji hodnotit. Zbylé tfi pripady, kdy jsem hlasku vyvratila bylo
diky atypickym velkym lymfocytlm, které analyzator do hlasky suspektni pritomnosti blastt
zaradi. Dle ¢isla pravdépodobnosti bych fekla, Ze neexistuje statisticky vyznamna souvislost
mezi hlaskou ,Blasts” a mikroskopickou pritomnosti blastl, nicméné diky nizkému vyskytu

této hlasky mam malo dat na opodstatnéné hodnoceni.

33



Tabulka 8 Pritomnost hldsky ,,NRBC“ a mikroskopického ndlezu erytroblasti > 5%

NRBC Mikroskopicky nalez erytroblastid > 5%
p =0,0037 ANO NE
ANO 11 3
NE 35 61

Pro hlasku ,,NRBC“ plati také statisticky vyznamna zavislost s mikroskopickym nalezem

erytroblastl > 5%.
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6 Zavér

Z vysledkl vyplyva, Ze varovné hlasky jsou velice dulezité a je tfeba na né davat velky pozor.
Z celkové osmi pozorovanych varovnych hlaseni jsem v péti ptipadech potvrdila statistickou
zavislost mikroskopického nalezu na pfislusné hlasce. Dle vysledkl je patrna nejvétsi shoda
hlasky ,,Imm gran“ a mikroskopické pritomnosti nezralych granulocytl, hodnota p-value je
<0,0001, ¢imzZ je potvrzena statisticka zavislost. Stejné i u hlasky ,Left shift”, kde hodnota p =
0,0002 a u pritomnosti IG> 1 % s hodnotou p = 0,0037 byla potvrzena statisticka zavislost
s prislusnou mikroskopickou anomdlii. Statisticka zavislost byla potvrzena i u patologického
hlaseni ,,NRBC“, kde sice bylo k dispozici o néco méné dat, ale i to postacilo pro opodstatnéné
hodnoceni. Hodnota p dosahla 0,0037. Hlasku , Atyp lymfo / Abn lymfo“ jsem porovnavala se
tfemi moznymi mikroskopickymi anomaliemi — aktivovanymi lymfocyty, kde jsem na zakladé
p =0,0012 potvrdila statistickou zavislost, ddle s LGL (p = 0,5436) a lymfocyty s jadérky (p = 1),
kde nebylo mozné hypotézu nezavislosti vyloucit. Posledni specifickou hlaskou je ,Blasts”, zde
jsem méla k dispozici velmi mélo dat, respektive hlaska se vyskytla jen 4krat ze 110 moznych
vzorkU, na zakladé téchto ziskanych dat nelze spolehlivé potvrdit nebo vyvratit statistickou

zavislost hlasky a mikroskopického nalezu.

U vétSiny varovnych hlaseni se mi nepodafilo vyvratit statistickou zavislost
mikroskopického nalezu, cozZ velice slusné odpovida zavedenym postuplm laboratore, neni
tedy nutné provadét zmény ve vySetfovacim postupu prace laborantek. Vyjimkou je , Atyp
lymfo / Abn lymfo“, kde v pfipadé mikroskopického nalezu LGL a lymfocytl s jadérky
statisticky vyznamna zavislost neni. M(iZe to byt zplisobeno malym mnozstvim ziskanych dat,

proto bych rdda zaméfila svou nasledujici kvalifikacni praci pravé na toto téma.

Prace potvrdila, Ze vyrobcem nastavené limity cutoff odpovidaji mikroskopickym naleziim,
shoda vsak neni 100 %. Mikroskopické hodnoceni je stale nenahraditelné, nebot ve vsech
pripadech se vyskytly situace, kdy mikroskopicky zachycené anomalie nebyly hlaseny
analyzatorem. Navic v nékterych pripadech i jedna nalezena burika muizZe vypovédét o velmi
zavazné diagndze. V laboratofi i nadale zachovdme stejné postupy a budeme peclivé prohlizet

kazdou hlasku nad stavajici hodnotu cutoff.
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