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Abstrakt

Koblasa, Vladimir - Porovnani kontroly méfeni na riaznych typech analyzatori
pouzivanych na UKBLD CHLTC ve VFN v Praze

1. 1ékarska fakulta UK Praha 2, Katefinska 32

Vedouci prace: prof. MUDr. Jan Kvasnicka, DrSc.

Skolitel — konzultant: Mgr. Ivana Malikové

VysSetfeni krevniho obrazu je zakladni hematologické vySetteni, u kterého je
potieba zajistit spravnou kontrolu kvality.

Cilem prace bylo porovnani vysledkii méfeni kontrolnich materidlt
s definovanymi parametry a dale stejnych vzorkli na jednotlivych hematologickych
analyzatorech, abychom ziskali podklady pro vyjadfeni nejistot méteni.

UKBLD CHLTC ve VFN v Praze vyuZivaji analyzatory krve, které pracuji na
riznych principech. Pro porovnani kvality méfeni byly vybrany analyzéatory pracujici
pomoci impedan¢niho principu, kdy jednotlivé krevni buniky prochézi mezi dvéma
elektrodami, mezi nimiz je urcité elektrické napéti. Zména tohoto napéti je
zaznamenana a presné definovana pro kazdy druh krevnich bunék. Dale byl vybran
analyzator, ktery pracuje pomoci optické detekce. Analyzator ozatuje jednotlivé krevni
bunky svételnym paprskem. Builka, kterd vstoupi do cesty svételnému zafeni, snizuje
jeho optickou hustotu dopadajici na fotobuniku, to vyvold zménu napéti a opét tato
zména je piesné definovéna pro kazdy druh krevnich bunck.

Jako software pro zdznam vysledkli jsem pouzil tabulkovy editor Excel, ktery
svymi vypocetnimi funkcemi pro mé méfeni zcela postacuje. Namétené vysledky byly
porovnany s rozmezim, které doporucuje vyrobce. Hodnoty u vSech hladin kontrolnich
materialt splilovaly doporucené rozmezi.

Zavérem porovnani kontroly kvality méfeni na riznych typech analyzatord bylo
zjisténi, 7e pii soucasné &innosti na oddéleni ULBLD CHLTC dochazi k mnohem
niz§im rozdilim, nez které jsou stanoveny pro jednotlivé pfistroje normami. Vzhledem
k témto vysledkiim lze konstatovat, Ze tyto normy by mohly byt u nékterych laboratoii
piisnéjsi.

Klicova slova: analyzator, kontrola kvality méfeni, krevni buiiky, erytrocyty,

leukocyty, trombocyty, morfologie



Abstract

Koblasa,Vladimir - Comparison of control measurements on various types
of haematology analyzers used by UKBLD CHLTC at University
Hospital in Prague

First Faculty of Medicine, Charles University in Prague, Praha 2, Katefinska 32

Head of the work: prof. MUDr. Jan Kvasni¢ka, DrSc.

Supervisor -consultant: Mgr. Ivana Malikova

Blood cell count is essential testing method in hematology, where it is necessary
to ensure properquality control.

Aim of this study was to compare the results of measurement control materials
with defined parameters and the same samples at different haematological analyzers to
obtain evidence for the expression of measurement uncertainties.

There are used more types of blood analyzers in UKBLD CHLTC at University
Hospital in Prague, which operate on different principles. For comparsion were selected
analyzers using the impedance working principle, where individual blood cell passes
between two electrodes controlled by low voltage. Variation of this voltage is recorded
and accurately defined for each type of blood cells. It was also chosen analyzer that
works with optical detection. Analyzer illuminates the individual blood cell by
light beam. A cell thatentersinto the path oflightrays, reduce its optical
density incident on the photocell. The change of the light density causes variation of
low voltage and this variation is precisely defined for each type of blood cells.

As software for recording the results,I used Excel spreadsheet that its calculating
functions for my measurements quite sufficient. The measured results were
compared with the range recommended by the manufacturer. Values for all levels
of control materials meet the recommended range.

Finally report from this study is, that comparison of quality

control measurements on  various types ofanalyzers wused by department



of ULBLD CHLTC is much less difference than those specified for each unit standards.
Due to these results we can say, that these standards could be more stringent in some
laboratories.

Keywords: analyzer, quality control measurements, blood cells, erythrocytes,

leukocytes, platelets, morphology
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1. Uvod

Vysetteni krevniho obrazu na hematologickych analyzatorech patii k zakladnim
hematologickym vySetfenim. V soucasné dobé€ je na trhu mnoho vyrobcli automatickych
analyzatort krevniho obrazu (napiiklad firmy Beckman Coulter, Sysmex, Abbott,
Siemens, a dalsi), kteti vyuzivaji pro méfeni rizné principy detekce. Nejpouzivanéjsimi
jsou metody impedanéni nebo optické detekce krevnich elementd. U obou téchto
technologii je primarnim vysledkem urcitd zména predem znamého -elektrického
potencialu. Tento vystup je dale pomoci specidlnich elektrickych obvodi zesilen a
upraven a teprve pak je pfistrojem analyzovan. Vlastni analyza je provedena pomoci
specialniho a velmi slozitého algoritmu, jejichz vyzkum a vyvoj patii mezi hlavni know
how vyrobce. Vysledky méfeni z pfistroji téchto vyrobcl jsou nejobjektivnéjsi a
poskytuji velmi ptesné vysledky, vcetné¢ informaci o piipadnych abnormalitich
v méfeném vzorku. Ve svété je dale nékolik desitek vyrobcl analyzatort, kteti pouze
vyrabéji své pfiistroje na zakladé¢ koupené licence jiz pouzité technologie. Tyto
analyzatory jsou vétSinou levné, ale dostacujici pro malé laboratofte.

Pokud tedy laboratofe pouzivaji k méteni vétsi pocet analyzatord pracujicich na
rizném principu odliSeni krevnich elementil, je potfeba mit vSechny vystupy zajisténé
dobrou kontrolou kvality méfeni a zajiSténou porovnatelnost vysledki mezi

jednotlivymi analyzatory.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Krev — sloZeni, obecné vlastnosti

Krev je jednou zhlavnich soucasti vnitfniho prostfedi organizmu. Svym
slozenim a funkcemi pfedstavuje zivotné dilezitou tekutinu, kterd jako pohyblivé
médium spojuje vSechny organy a tkdné v téle a ma rozhodujici homeostaticky vyznam.
Je to suspenze formovanych bunéénych elementd v krevni plazmé. Formované bunééné
elementy tvoii bunécnou ¢ast krve a plazma tvoii nebunécnou, tekutou cast krve, ktera
umoznuje pohyb bunéénych elementti [1]. Uzavieny krevni ob¢h je velice efektivni
systém, ktery umozniuje vysS$i specializaci jednotlivych télnich organt, protoze kazdy
organovy systém se podili pouze ¢aste¢n¢ na udrzovani stalosti vnitiniho prostiedi a
usnadiiuje regulaci krevniho zasobovéni témto organtim. Uzavieny krevni obéh spolu s
vysoce specializovanou krevni tkdni umoZznuje dokonalé systémové fizeni stalosti
vnitiniho prostredi.

Objem krve v lidském téle ¢ini 7 — 10% télesné hmotnosti, to je u dospélé¢ho
¢lovéka piiblizné 4,5 — 6 litrli, Zeny maji ve vztahu k télesné hmotnosti objemoveé méné

krve nez muzi.
Hematokrit
Podil cervenych krevnich bun&k v celkovém mnozstvi krve se nazyva
hematokrit [2]. Pti odstfed’ovani nesrazlivé krve dojde k oddéleni krevnich elementti od
plazmy. Normalni hodnota u muzi je 39 —49%, u Zen 36 — 46%.
2.1.1 Fyziologie krevni buniky
2.1.1.1 Fyziologie ¢ervené krvinky
Cervena krvinka je bezjaderna buiika, ktera zaujima 40 — 45% objemu krve. Postrada

vétSinu organel a je to tedy pievazné bunéénd membrana, kterd uzavira presyceny

roztok hemoglobinu [2]. Bikonkdvni tvar pfedstavuje optimalni pomér povrchu

-12 -



k objemu a sama buiika se d4 snadno deformovat pfi prichodu krevni kapilarou. Tato
vlastnost umozituje priichod Cervené krvinky i kapilarami, které maji mensi vnitini
primér, nez je pramér krvinky. Naopak c¢astym deformovanim dochazi ke snizeni
zivotnosti krvinky [3].

Hlavni funkci erytrocytd v organismu je pienos O, zplic do tkani a CO;
opacnym smérem ve vazb€ na molekulu hemoglobinu. Tato vazba je reverzibilni a je
zavisla na parcidlnim tlaku plynu. Tyto tlakové poméry jsou v plicni tkani ve prospéch
O, tak, aby doSlo k navazani molekuly O, na hemoglobin a k transportu pomoci
erytrocytu az na misto spotieby.

Zraly erytrocyt preziva v krvi pfiblizné 110 — 120 dni. Po této dobé€ je erytrocyt
Jjiz velmi mechanicky opotiebovany a také je vyCerpan jeho enzymaticky systém, ktery
je dulezity pro jeho spravny metabolismus [4], [6]. Dochazi k postupnému snizovani
v burice klesd obsah redukénich latek, které se jiz nestaci syntetizovat v dostatecném
mnozstvi. V disledku toho nastdvéa peroxidace lipidi, akumuluje se methemoglobin a
denaturuji se enzymy a membranové bilkoviny[17]. Erytrocyt se zmenSuje, bunécna
membrana se ztenCuje a builka se zakulacuje. Takto zménény erytrocyt se tézko

pohybuje v kapilarach, a proto se zachycuje piredevsim ve slezing, kde je fagocytovan.

2.1.1.2 Fyziologie bilé krvinky

Bil¢ krvinky (leukocyty) jsou bezbarvé kulaté buiiky, které obsahuji jadro. Zralé

leukocyty se v organismu podili na obrannych reakcich organismu [3]. Dé€li se na:

neutrofilni ty¢e a segmenty

e cozinofilni segmenty

e bazofilni segmenty

* monocyty

e lymfocyty
Daji se rozdélit dle morfologie na granulocyty (polymorfonukledry — neutrofily,
bazofily a eozinofily) a agranulocyty (monocyty, lymfocyty, plazmocyty) nebo dle
imunologické funkce na fagocyty — butiky s fagocytarni schopnosti (mikrofagy:
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neutrofily, eozinofily a makrofagy: monocyty, histiocyty) a imunocyty — buiiky
produkujici protilatky (lymfocyty: B- a T-lymfocyty, NK buiiky a plazmatické bunky:
plazmocyty) [5], [13].
Jednotlivé druhy leukocytli maji riznou délku zivota od né€kolika hodin, az po
cely Zivot jedince:
e zralé neutrofily pfezivaji v krevnim ob&hu jen nékolik hodin a pak
ptestupuji do tkani, kde pravdépodobné zanikaji
e zralé eozinofily pfeZivaji v krevnim ob&hu 12 — 24 hodin a pak piechazi
do oblasti mimo krevni ob¢h
e zralé bazofily ptezivaji v krevnim ob¢hu 4 — 7 dni
e monocyty prezivaji v krevnim ob&hu nékolik dni, pak piechézi do tkani,
nékteré monocyty se mohou opakované vracet do krevniho ob&hu, jiné se
natrvalo usazuji ve tkanich a diferencuji se na specifické tkanové
makrofagy (histiocyty). Tyto buniky pak patii do skupiny
monocytomakrofagu.
e lymfocyty B a T ptezivaji n€kolik dni aZ tydnt, ale pamét'ové bunky

ptezivaji nékolik let az desetileti

2.1.1.3 Fyziologie krevni desti¢cky

Krevni desticky (trombocyty) jsou malé bezjaderné utvary, které vznikaji
odstépenim ¢asti cytoplazmy megakaryocytd [7]. Jsou to velmi labilni a povrchoveé
aktivni ¢astice. Po vyplaveni z kostni diené je az 30% z nich zadrZzovano 1 — 2 dny ve
slezing. Po odstépeni z megakaryocytu podléhaji destiCky starnuti a prezivaji
v cirkulujici krvi 8 — 14 dni. Zestarlé a nefunkéni trombocyty jsou odbourdvany

mononukledrnim fagocytarnim systémem ve slezing, jatrech a kostni dfeni.

2.1.2 Morfologie krve - krevni elementy

V krvi se rozliSuji tfi druhy krevnich bunék (elementi):
erytrocyty (Cervené krvinky) — bezjaderné, jejich hlavni funkci je transport krevnich

plyni
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leukocyty (bilé krvinky) — jaderné, jejich hlavni funkei je zajisténi imunitnich reakci

trombocyty (krevni desticky) — bezjaderné, jejich hlavni funkei je zajisténi hemostazy

2.1.2.1 Morfologie erytrocytii - ¢ervené krvinky

Cervené krvinky jsou bezjaderné, bikonkavni buiiky, které obsahuji ¢ervené
krevni barvivo hemoglobin. Tento protein je vyznamny pro jeho schopnost vazat a
uvolilovat kyslik. Erytrocyty maji primér 7,5 um, na obvodu jsou 2,6 pm a uprostied
pouze 0,8 pum silné. Bikonkavni tvar zajiStuje erytrocytu velmi vyhodny pomér mezi
povrchem a objemem a usnadiiuje tak vyménu plynt [8], [9]. Zaroven jsou i velmi
elastické, kdyz se protlacuji i témi nejuzsimi kapildrami.

Normaélni pocet erytrocytli v krvi €ini ptiblizn€ 3,9 — 5,5 miliond/pl u Zen a 4,1 —

6 miliond/pl u muzi. SniZené hodnoty jsou obvykle spojené s anémii, zvySeny pocet se

nazyva polycytémii.

Obr. €. 1: Erytrocyty
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2.1.2.2 Bilé krvinky — Leukocyty

Leukocyty (bil¢ krvinky) jsou buiiky krve, které obsahuji jadro, nemaji staly
tvar, mohou se mnozit, ziji nékolik hodin az dni. Pamétové bunky zlstavaji v lidském
organismu po cely Zivot. Obecnou vlastnosti leukocytll je schopnost vystupovat z
krevniho fecisté pres cévni sténu do tkdni, kde se uplatiiuji [1]. Tato schopnost se
oznaCuje jako diapedéza. Kromé toho maji bilé krvinky schopnost fagocytdzy
(pohlcovani cizorodych ¢astic a bakterii) a ménavkovitého pohybu. Pocet leukocytl
kolisa. Réno na lacno je niz8i neZ po najezeni, pti n€kterych virovych onemocnénich

klesa, pti zanétlivych bakteridlnich onemocnénich naopak stoupa.

Bilé krvinky zajiStuji obranyschopnost organismu. Podili se jak na nespecifické
(neutrofilni, eozinofilni a bazofilni granulocyty, monocyty, specidlni lymfocyty-NK
burky) tak na specifické (T- a B-lymfocyty) imunité. Nespecifickd imunita je vrozena a
jeji mechanismy mohou byt v ptipad€ infekce pouzity okamzité. ZajiSténa je predevSim
fagocytozou nékterych bilych krvinek [14]. Specifickd imunita nastupuje pozdé€ji nez
imunita nespecificka. Bunky specifické imunity specificky rozeznavaji antigeny, které
nejsou t€lu vlastni. Rychlost a efektivnost specifické imunity je zavisld na tom,

pokolikaté se imunitni systém s konkrétnim antigenem setkava.

Lekocyty se déli podle typu granul obsazenych v cytoplazmé a podle tvaru jadra
do dvou skupin: granulocyty (polymorfonuklearni leukocyty) a agranulocyty
(mononukledrni leukocyty). Toto déleni vychazi z historického vyvoje histologie, kdy
se zjistilo, ze v leukocytech se vyskytuji barvitelnd granula. Specifickd granula
specificky vdzou neutrdlni, kyselé nebo bazické komponenty barvicich smési
Romanovského typu a granula azurofilni, ktera se barvi purpurové a jsou povazovany za
lyzozomy. Skupina granulocytl ve zralé formé& obsahuje jadro dvou- a vicelalo¢né a
zahrnuje neutrofily, eosinofily a bazofily. Agranulocyty specifickd granula neobsahuji,
avSak obsahuji granula, kterd se barvi azurofilnimi barvivy a maji jadro velké kulaté,
nebo mé vytvotrené zafezy.

Za normalnich okolnosti je fyziologicky v 1 mikrolitru(uL) krve ¢loveka 4000 — 10000
leukocytt.
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Granulocyty neutrofilni (50-70%) :

e Dbarvi se neutralnimi komponenty barvicich smési Romanovského typu
e mohou ménit tvar a prostupovat sténou cév do mista infekce
e maji schopnost fagocytozy

e uplatiiuji se pfedevsim v boji proti virim, bakteriim a prvokiim

Obr.¢. 2: Granulocyt neutrofilni

Granulocyty eosinofilni (2-4%) :

e barvi se Cervené kyselymi komponenty barvicich smesi Romanovského typu
e maji schopnost fagocytozy

e jejich pocet stoupa pii alergickych a parazitdrnich onemocnénich

Obr. €. 3: Granulocyt eosinofilni

Granulocyty bazofilni (0-1%) :
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e barvi se modfe az modrofialoveé bazickymi komponenty barvicich smési

Romanovského typu

e produkuji latky s vazodilata¢nimi a antikoagulacnimi u¢inky (heparin a

histamin)

Obr.¢. 4: Granulocyt bazofilni

Monocyty (3-8%):

o nejvetsi leukocyty s ledvinovitym jadrem
e v krvi cirkuluji jako nezralé bunky, po priiniku do tkdni dozravaji v makrofagy a
fagocytuji patogeny

e jsou soucasti retikuloendotelového systému

Obr. €. 5: Monocyt

Lymfocyty (20-30%) :

T-lymfocyty :

e vznikaji v kostni dfeni a dozravaji v thymu (brzliku)
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e maji velmi dlouhou zivotnost
e pomahaji B-lymfocytim pfi tvorbé protilatek (pomocné Th-
buiky)
e maji regulacni funkci a tlumi obranné reakce
e jsou schopny zabijet nadorové bunky a buiiky infikované viry navozenim

apoptdzy — bunécné smrti - (cytotoxické Tc-buiiky)

Obr. €. 6: T-lymfocyt

B-lymfocyty :

e dozréavaji v kostni dfeni

e po aktivaci cizorodou latkou (napft. bakterii, virem) se mnozi a méni se na
plazmatické bunky, které tvofi a uvoliluji protilatky — imunoglobuliny

o zn&kterych plazmatickych bunék se vytvoii pamétové bunky, které urychluji
protilatkovou imunitni odpovéd’ pii pfistim setkani se stejnym

antigenem

Obr. ¢. 7: B-lymfocyt
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2.1.2.3 Krevni desti¢cky — Trombocyty

Trombocyty jsou drobné bezjaderné ¢astice o priméru 2 — 4 um, vznikaji jako
ulomky plazmalemy megakaryocytu [1]. Podnécuji sraZeni krve a pomahaji zacelovat
defekty ve sténach krevnich cév, ¢imz zabranuji ztratam krve. Normalni pocet

trombocytil se pohybuje v rozmezi 150 000 — 400 000 na 1 pl krve.

"5 g \
q.."f

Obr. &. 8.: Trombocyty

2.1.3 Krevni plazma

Plazma je tekutd Cast krve a predstavuje pfiblizné 5% hmotnosti téla. Tvofi
ptiblizne 55- 65% objemu krve a 25% objemu extracelularni tekutiny. Plazma je vodny
roztok celé fady organickych a anorganickych latek [6], [13]. Plazmu tvoii z 93% voda,
6% jsou organické latky (bilkoviny, glukdéza, mocovina, a.t.d.) a 1% jsou latky
anorganické (predevsim rizné ionty, které se oznacuji jako krevni elektrolyty). Piestoze
stale probihd vymeéna latek mezi krvi a tkanémi, je slozeni plazmy za fyziologickych
podminek relativné stalé. Osmolalita plazmy dosahuje hodnoty 300 mosm/l a pH
plazmy kolisa pouze mezi 7,36 — 7,44.

2.1.3.1 Bilkoviny krevni plazmy

Plazmatickych proteinti je 60 — 80 g/, tedy ptiblizn€ 7 — 8 % plazmy. Bilkoviny

krevni plazmy se daji délit elektroforeticky nebo ultraelektroforeticky za Gcelem zjisténi

jejich zastoupeni v plazmé._Vyuziva se pfi tom schopnosti bilkovin, jakoZto nabitych
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Castic, pohybovat se ve stejnosmérném elektrickém poli. Timto zpiisobem ziskame tti
skupiny bilkovin: albuminy 40 — 48 g/l, globuliny 18 — 30 g/l a fibrinogen 3 g/1.

Albuminy maji nejmensi molekulovou hmotnost a jejich molekul je nejvice.
Vytvarteji onkoticky tlak, to je osmoticky tlak bilkovin, kterym molekuly bilkovin vaZzou
vodu a udrzuji tak stdlou hladinu plazmatické vody [13]. Albuminy se syntetizuji
pfedevSim v jatrech a za normalnich podminek se jich vytvofi piiblizné 17g za den.
V disledku sniZzené hladiny plazmatickych bilkovin klesa onkoticky tlak a voda unika
zcév do intersticidlniho prostoru, ¢imz vznikaji otoky. Kromé tvorby a udrzeni
onkotického tlaku funguji albuminy také jako ptenase¢i nckterych latek, predevsim
steroidnich hormont a hormon §titné zlazy.

Globuliny maji dvojnasobnou molekulovou hmotnost nez albuminy. Déli se na
globuliny se d¢li na frakei By a B,. Jsou vyznamné pro obranu organizmu, zvIasté y-

globuliny, které se tvoii v B-bunikach lymfatickych uzlin.

2.1.4 Patofyziologie krve

Objem a sloZzeni krve vtéle je za normalnich okolnosti velmi stabilni. Za
riznych nefyziologickych okolnosti a béhem onemocnéni se vSak mohou rizné
parametry ménit a mohou vyrazné ovlivitiovat vysledky morfologického vySetieni krve.
Také je nutno pamatovat na piipadnou probihajici 1é€bu, kterd miize také mit vliv na
meétené parametry krve.

Zakladni hodnotou je objem krve, kdy u zdravého jedince se oznacuje jako
normovolémie, zvétSené mnozstvi jako hypervolémie, snizené mnozstvi jako
hypovolémie [10]. Pfi tomto hodnoceni je diilezité znat procentuelni vyjadifeni mnozstvi
formovanych elementi v celkovém objemu krve, tedy hematokrit. Pfi normélnim
poméru bunck a plazmy se jedna o jednoduchou normo-, hyper- nebo hypovolémii.
Jestlize jsou hodnoty hematokritu zvySené, pak se jednd o polycytémickou normo-,
hyper- nebo hypovolémii, jestlize jsou hodnoty hematokritu snizené, pak jde o

oligocytémickou normo-, hyper- nebo hypovolémii.
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Krvetvorna tkan je tkani, ve které dochdzi k velmi intenzivnimu bunéénému
déleni a za normalnich okolnosti jsou ztraty krevnich bun¢k vyrovnavany jejich novou
tvorbou. VSechny krevni elementy jsou odvozeny od pluripotentnich krvetvornych
kmenovych bunck. Ztéchto bun€k po castecné diferenciaci vznikaji unipotentni
krvetvorné kmenové bunky, ze kterych vznikd vzdy jen urcitd krevni fada. Kmenové
bunky vzdy vyzaduji pro svou proliferaci a diferenciaci ucinek specifickych
humoralnich faktort (napf.: erytropoetinu, trombopoetinu, a.t.d.).

Nékteré poruchy krvetvorby vznikaji defektem na trovni pluri- nebo
unipotentnich kmenovych bunék (napf. leukémie, aplastickd anémie), jiné¢ vznikaji na

urovni vyzravajicich bunék jednotlivych krevnich fad.

2.1.4.1 Poruchy cervené krevni rady

Odchylky velikosti
Za normalnich okolnosti se pfiblizn€ 1 % erytrocytd li§i tvarem a velikosti.

Bunky o priméru pod 6,7 um jsou mikrocyty, o pruméru nad 7,7 um jsou makrocyty.

Mikrocyty

Jedna se o krvinky s bikonkdvnim tvarem, ale s primérem mens$im nez 6,7 um a
MCYV mensim nez 80 fl. Vzhledem ke své velikosti jsou v panopticky barveném nétéru
svétlejsi nez normocyty [10]. Vyssi vyskyt mikrocytl je spojen s riznymi druhy anémii,
napi: anémie z nedostatku zeleza (sideropenickd anémie), anémie z neschopnosti vazat
zelezo na hem (sideroblasticka anémie), nebo u vrozenych poruch tvorby hemoglobinu

(hemoglobinopatie, talasemie).

Makrocyty

Jedna se o krvinky s bikonk4dvnim tvarem, ale s primérem vétSim nez 7,7 um a
MCYV vétsim nez 97 fl. Vyskytuji se ve zvySené mife u stavl spojenych s nedostatkem
vitaminu B, a kyseliny listové nebo u nemocnych s priméarni poruchou metabolizmu

nukleovych kyselin (MDS, aplastickd anémie) [15].
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Anizocytoza

Za fyziologickych podminek se v periferni krvi mohou nachdzet erytrocyty o
rizné velikosti [13]. Anizocytoza erytrocytll se povazuje stav, kdy se v periferni krvi
nachazi vice nez 10% erytrocyti o nestejné velikosti. Nemusi se také vzdy objevit
mikrocyty a makrocyty ve stejném nebo podobném poméru, ale daleko Castéjsi je ze se
vyskytne napiiklad zvySené mnozstvi makrocytli mezi normocyty. BéZna je anizocytoza
mikrocytll a normocytii u vegetariant, vzhledem k minimdlnimu pfijmu Zivo€isnych

bilkovin.

Odchylky tvaru

Kulaty tvar buiiky:

Planocyty — velmi tenké erytrocyty

Anulocyty — erytrocyty s velmi malym obsahem hemoglobinu, ten je ulozen ptevazné
na obvodu burky, takze se jevi jako krouzek

Leptocyty - erytrocyty s velmi malym obsahem hemoglobinu, ten je uloZzen pievazné na
obvodu a ve stfedu bunky, takze vypada jako mexicky klobouk

Stérocyty - erytrocyty jsou kulaté a v disledku toho maji i mensi primér, barvi se
vyrazné tmavsi barvou, pii vyskytu nad 10% se jedna o onemocnéni sférocytoza
Achromacyty — erytrocyty jsou velmi svétlé az rizové, jednad se pievazné jiz jen o
membrany bunék, ze kterych se vyplavil hemoglobin v disledku t€zké anémie
Nepravidelny tvar buiiky:

Drepanocyty — erytrocyty maji mésiCkovity az srpkovity tvar v disledku zmény
molekuly hemoglobinu, jsou odolnéjsi k hypotonickym roztokim NaCl

Poikilocyty — erytrocyty riizného, nejcastéji hruskovitého nebo kapkovitého tvaru, opét
se vyskytuji Casto v dlsledku anémie, pfi vyskytu nad 10% jde o onemocnéni
poikilocytozu

Ovalocyty, eliptocyty — erytrocyty ovalného tvaru, nejcastéji se jedna o dédicné
onemocnéni ozna¢ované jako ovalocytoza

Echinocyty — erytrocyty s velmi nepravidelnym tvarem pfipominajicim jezka, vyskytuji
se u pacientd po transfiizi krve nebo po operacich vyzadujicich zavedeni mimotélniho

krevniho obéhu
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Akantocyty — erytrocyty s ostnatymi vyb&zky, vyskytuji se pii nedostatku -
lipoproteini v membrang bunky

Stomatocyty — erytrocyty ve tvaru pootevienych ust, mize jit o dédi¢né onemocnéni,
nebo se vyskytuje pii alkoholické cirhdze jater

Darkocyty — erytrocyty ve tvaru slzy nebo kapky, vyskytuje se pii myeloproliferativnim
onemocnéni a pfi anémiich

Keratocyty — rohovité erytrocyty, maji jeden nebo dva vybézky

Schistocyty — vznikaji roztrZzenim erytrocytti na fibrinovych vlaknech pfi
mikroangiopatické hemolytické anémii

2.1.4.2 Poruchy bilé krevni rady
Poruchy granulocyti

V porovnani s erytrocyty neukazuje mnozstvi granulocytd v krvi miru jejich
produkce. V kostni dfeni je stala zasoba hotovych zralych granulocytl, které se mohou
rychle vyplavit do télni cirkulace. Déle je pro granulocyty typické, ze jejich velka ¢ast,
tedy az 55%, je adherovano na cévni sténu a tvoii takzvanou marginélni hotovost. Také
délka zivota je pomérné kratka, ¢ini pifiblizné 24 — 36 hodin.
mnozenim (mezi tento typ poruchy patii vSechny druhy leukémii). Reaktivni zmény
bilych krvinek jsou zaloZeny na zméné poctu bilych krvinek, jako odpovéd na piisobeni
fyziologickych situaci (zvySend namaha zvySuje pocty granulocytl) i na patogenni
podnéty (infekce) [10]. Jako granulocytéza se oznacuje zvySeni poctu granulocytt (dle
typu bunék na nekrofilii, eozinofilii a bazofilii). Monocytdéza je zvySeni monocytl
v krvi. Obdobné sniZzeni poctu granulocytli se oznacuje jako granulocytopenie,
neutropenie, eozinopenie, bazopenie a monocytopenie.

Kvalitativni zmény granulocytl se tykaji poruch pfesunu k mistu infekce, poruch

fagocytdzy a poruch schopnosti ni¢it fagocytované bakterie.
Poruchy lymfocyti

Hlavni funkci vSech typl lymfocyti je uskutecnéni specifickych imunitnich

pochodii, tedy tvorby protilatek a tkdiiové imunity. Jejich ¢innost Gzce souvisi s funkci
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monocyto-makrofagového systému, kdy lymfocyty rozpoznaji neptatelské bunky a
makrofagy spolecné s n€kterymi lymfocyty tyto bunky zni¢i [10], [13].

Zvysené mnozstvi lymfocytl (lymfocytoza) je priznakem bakteridlnich a zvlasté
virovych infekci, ale také dasledkem lymfoproliferativnich onemocnéni, mezi které se
fadi akutni lymfatické leukémie, chronické lymfatickd leukémie a maligni lymfomy.

Naopak snizené mnozstvi (lymfopenie) je zpusobeno sniZzenou produkei a
zvySenymi ztrdtami. Snizenou produkci vyvolava napiiklad vystaveni organismu
ionizujicimu zafeni, nebo pii vysoké hladiné hormont kiiry nadledvin, at’ uz v disledku
vysoké produkce nebo kvili jejich pouziti pii 1écbé, kterd jejich zvySeny piisun

vyZaduje.

2.2 Odbér a zpracovani krevniho vzorku

Vysledky méfeni mohou byt ovlivnény mnoha fyziologickymi 1
nefyziologickymi faktory, které se mohou vyskytnout pifi odbéru a manipulaci s
biologickym materidlem. Je vzdy diilezité pamatovat, Zze odbér krve by se mél provadét
vsed¢ nebo vleze u relaxovaného pacienta. Pfi zmén€ polohy vleze do vzpiimené
polohy dochazi ke zménam tlaku v kapilarnim systému a v koloidnim osmotickém tlaku
v plazmé. Pii tomto pohybu dochdzi k pfesunu vody z intravasalniho prostoru do
mezibunééného prostoru a tim se mize i u zcela zdravého jedince snizit objem plazmy
az o 12%. Castice o priméru vétsim nez 4nm jsou zadrzeny bun&&nymi membranami a
nemohou nasledovat tuto objemovou zménu. Zména v objemu plazmy vede k vyrazné
koncentracni zméné v bunikéch, zejména se v bunkach zvySuje podil makromolekul
oproti extracelularnimu prostiedi. Pro objem nizkomolekularnich latek tento princip
neplati, protoze mohou snadngji prostupovat bunéfnou membranou. Pfi snizeném
objemu plazmy dochédzi k ovlivnéni nékterych pfimo méfenych hematologickych
parametrl, pfedevsim jde o pocet erytrocytl, hematokrit, hemoglobin, pocet leukocytii a

v disledku toho i k ovlivnéni parametrti vypocitanych.
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2.2.1 Odbér venozni krve

Odbér se provadi v poloze vsedé nebo vleze ze zily v pazi. Paze se voln¢ polozi
na opéradlo odbérového kiesla. Odbérovy pracovnik zaskrti pazi Skrtidlem 10 — 15 cm
nad loketni jamkou, pomoci dezinfekéniho prostiedku na bazi benzalkoniumchloridu
vydezinfikuje ptredpokladané misto vpichu a nasledné otfe misto vpichu ¢tvereckem z
buni¢iny. Je nutné nechat kizi oschnout, aby se zabrénilo piipadné kontaminaci pii
odbéru nebo hemolyze. K odbéru se nejcastéji pouziva uzavieny vakuovy systém
Vacuteiner firmy Becton Dickinson. Palcem pod mistem vpichu se stabilizuje poloha
zily, provede se vpich jehlou s nasazenym néstavcem. Poté se do néstavce nasadi
zkumavka, pfi tom je nutné dbat na to, aby nedoslo k pohybu jehly v Zile. Jakmile krev
zacne proudit do zkumavky, musi se odstranit Skrtidlo. Pfi odbéru vice zkumavek je
potieba zachovat pofadi odbéru  — zkumavky bez pfisad, pak s prisadami.
Bezprostfedné po naplnéni je nutné krev promichat opakovanym otacenim zkumavky
(alespont 5x). Misto vpichu i s jehlou se zakryje ¢tvercem z buniCiny, na ten je potieba
opatrné zatlacit a pomalu vytdhnout jehlu. Poté se pfilepi naplast, pacientovi se
doporuci tisknout pfesné misto vpichu 2 minuty a ponechat naplast alesponi 15 minut
po odbéru. Zaroven se pacientovi doporuci, aby po odbéru z divodu piipadné

nevolnosti, vyckal cca 5 minut v klidu v ¢ekarné.

2.2.2 Odbér krve z arterialniho katetru

Odbér krve z arteridlniho katetru je specidlni odbér, ke kterému je zapotiebi
kromé bézného vybaveni jesté nasledujici: ustni rouska, sterilni rukavice, niizky, sterilni
tampony a kryti, Huberové jehly, spojovaci set, injek¢ni stfikacka 10 ml k proplachu,
fyziologicky roztok, heparin. Pfed odbérem je potieba provést dezinfekcei kiize (2 x) v
mist¢ implantované¢ho katetru. Odbér krve se provadi az po proplachu specidlni
spojovaci hadi¢ky a Huberové jehly asi 5 ml fyziologického roztoku, ktery ma

pokojovou teplotu.
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Vlastni odbér se provadi tak, ze se palpuje a fixuje ,,port“ mezi palcem a
ukazovackem. Pfi nadechu pacienta se provede vpich Huberovou jehlou pies kuzi,
nasledné membranu komtrky. Odtdhne se obsah az do prutoku cisté krve (5-10 ml).
Odebere se potiebné mnozstvi krve na laboratorni vysetieni a po ukonceni odbéru se
proplachne 20 ml fyziologického roztoku. Poté se jest¢ musi aplikovat heparinova zatka

a ptiloZzi se sterilni kryti.

2.2.3 Odbér kapilarni krve

Je urCen pro odbéry na vySetieni krevniho obrazu, glukézy, glykovaného
hemoglobinu a acidobazické rovnovahy. Odbér se provadi z prstu v poloze vsed¢.
Dulezité je dobfe vydezinfikovat misto vpichu vhodnym dezinfekénim prostiedkem.
Mistem je vpichu obvykle stfedni palmarni ¢ast distalni falangy prstu ruky, kterou
pacient nepiSe. Dezinfekci nechame oschnout. Je to dilezité, aby nedoslo k hemolyze.
Vpich se provadi lancetou Haemolance s ur¢enou hloubkou vpichu a silou lancety, nebo
jinou lancetou na jedno pouziti. Hloubka vpichu nemé byt vétsi nez 2 mm, aby nedoslo
k poskozeni hlubSich podkoznich struktur. Aby se ptfedesSlo infekci, je nutno pii
opakujicich se punkcich vybirat rliznd mista vpichu. Odbér se musi uskutectiovat z
dokonale prokrvenych mist. Odbéry z cyanotickych, podchlazenych prstii se stazou
krve, jsou zbyteCnym trapenim pacientli-vysledky nemohou byt pouzitelné. Dokonalé
prokrveni pouzitych mist je pfedpokladem spravnych vysledkd a je tieba ho zajistit
nejcastdji teplem (n&kolikaminutovy teply zabal, tepla vodni laze maximalng 40 °C po
dobu 10 minut). Pfed vpichem je nutno kizi dokonale osusit. Po vpichu se prvni kapka
krve setfe ctvereckem z buni€iny, pak se konec kapilary ponoti do dalsi tvofici se kapky
a krev se nasava kapilarni silou. Musime se pfi odbéru vyhnout nésilnému vytla¢ovani
krve z prstu, aby nedochazelo ke kontaminaci krve neuréitym mnozstvim tkanového
moku. Odebrana krev by neméla obsahovat vzduchové bubliny. U kapildr, jejichz
vnitini strany jsou pokryty vysuSenym antikoagulacnim prosttedkem (vétSinou
heparinem), je zvlast¢ dilezité, aby ihned po odbéru nasledovalo uzavieni jednoho
konce kapilary ¢epickou, vlozeni ocelového dratku, uzavieni druhého konce ¢epickou a

pak peclivé promichani krve a antikoagula¢niho prostfedku pomoci magnetu. Tato
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operace nesnese del$i ¢asovou prodlevu, mohlo by dojit k vysrazeni krve v kapilate. Z
takového vzorku nelze provést vySetfeni. K hemolyze mize dojit pii odbéru na
vySetfeni krevniho obrazu také pfii stirdni kapek o hrany mikrozkumavek, které se

vkladaji do analyzatoru.

2.2.4 Chyby pri odbérech a manipulaci s krevnim vzorkem

Nejcastejsi chybou pii odbéru a manipulaci s krevnim vzorkem je hemolyza
cervenych krvinek, kterd miize vyznamné ovlivnit vysledek méfeni. K hemolyze

dochazi nejcastéji pfi:

e pouziti nestandardni nebo proslé odbérové soupravy

e nelplném zaschnuti dezinfekéniho prostfedku na kizi
e pouzitim tenké jehly a nésilnym nasdvanim krve

e prudkym tfepanim krve v odbérové zkumavce

e nespravném uskladnéni krve v lednici

e nadmérném zahtati vzorku

¢ dlouhym intervalem mezi odbérem a zpracovanim v laboratofi

2.2.5 Transport a uchovani krevniho vzorku

Vzorky krve, ze kterych ma byt uren krevni obraz, musi byt zpracovany
vrozmezi do 2 — 5 hodin od odbéru. Transport, vzhledem k tomu, Ze se jedna o
potencidlné infekéni material, ma byt rychly a Setrny tak, aby nedoSlo ke zméné
vlastnosti vzorku. Za timto ticelem se pouzivaji specidlni plastova pouzdra a boxy, které
jsou velmi odolné. V nemocnicich, které maji svou laboratof, se ¢asto vyuziva systém

potrubni posty. Tento druh transportu je velmi rychly, ale neni zrovna nejSetrnéjsi pro
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krevni vzorky. Pro bézné rutinni méfeni KO je tento typ dopravy dostacujici, ale
v ptipadé,Zze se jednd o pozadavek vySetieni KO u obzvlasté zavazného onemocnéni,

vyuZije se nejlépe osobni donaska vzorku do laboratofte.

2.3 Morfologické vySetireni krve

2.3.1 Krevni obraz

Vysetieni krevniho obrazu patii vSeobecné k zdkladnimu vySetieni v lékafstvi.
Dulezitost tohoto vySetfeni spo¢ivd v tom, ze miize odhalit primérni kvantitativni i
kvalitativni odchylky krvetvorby a miize upozornit i na jiné onemocnéni, které se, mimo
jiné, projevi i v krevnim obraze — zanétlivé choroby, nadory, a dalii [15]. Rada dalsich
vypocitanych parametri z KO velmi usnadni Iékaiim diferencidlni diagnézu
onemocnéni. VySetfeni KO je nepostradatelné i pfi sledovani pribéhu 1écby, aby bylo
mozné v¢as upravit terapii.
V praxi se rozliSuji 2 zakladni typy krevnich obrazii:
a) osmiparametrovy KO zahrnuje:

e Jleukocyty (WBC)

e erytrocyty (RBC)

¢ hemoglobin (Hb)

e hematokrit (Hct)

e stfedni objem erytrocyti (MCV)

e stfedni objem Hb erytrocytu (MCH)

e stifedni koncentraci Hb v erytrocytech (MCHC)

e trombocyty (Plt)

b) viceparametrovy KO zahrnuje navic:

e Sifi distribuce erytrocyti (RDW)

e destickovy hematokrit (Pct)

e §ifi distribuce trombocytli (PDW)
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e stfedni objem trombocytti (MPV)

2.3.2 Diferencialni pocet leukocyti

Zjisténi pfesného zastoupeni jednotlivych typt leukocyti vkrvi (tzv.
diferencialni rozpocet leukocytii, ¢asto jen diferencidl) je mnohdy dtilezité pro stanoveni
diagnozy, nebot zménéné pomery mohou byt piiznakem infekénich, nadorovych,
autoimunitnich a mnoha dalSich onemocnéni (infekce, virdzy, tyfus, AIDS a mnoho

dalgich).

Tabulka €. 1: Rozméry a diferencialni rozpocet leukocyti

Leukocyt Velikost (um) Relativni pocet (%)
Neutrofily 12-15 50-70
Eosinofily 12-15 2-4
Bazofily 12-15 0-1
Lymfocyty 6-18 20 - 30
Monocyty 12 -20 3-8

2.4 Moznosti pocitani krevnich bunék

Krevni buiiky se daji pocitat manualn€ pomoci mikroskopu, a nebo elektronicky
pomoci poloautomatickych a automatickych analyzatorti. Zékladem meéfeni KO je
nafedéni krve izotonickym roztokem (diluentem) v pfesné¢ znamém poméru. Timto
procesem dochdzelo vzdy k nejvétsim nepiesnostem, ale rozvoj pocitacové techniky a

stale dokonalejSich automatickych analyzatort tento proces dokonale vytesil.

2.4.1 Mikroskopick4 metoda pocitani krevnich bunék
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2.4.1.1 Biirkerova komurka

Z pocitacich komtirek se nejcastéji pouziva Biirkerova komfirka. Na této
komtrce jsou vyryty dvé pocitaci miizky. Kazdd z nich je rozdélena tfemi Carami na
devét velkych Ctvercovych poli, jejichz strana méfi 1 mm. Tato pole jsou tvofena
stfednimi étverci o plose 1/25 mm® a v jejich rozich jsou malé étverce s plochou 1/400
mm”. Po stranach stiednich &tverct jsou obdélniky, jejichz plocha se rovna &tyfem
malym &tverciim, tedy 1/100 mm’. Pfikrytim ploch s miizkami krycim sklem vznika
prostor na pocitani krvinek vysoky 0,1 mm. Timto vzniknou tfi prostory o pifesné
zndmém objemu, ve kterych se pomoci mikroskopu pocitaji krevni buiiky. Pfi pocitani
krevnich elementli se berou v Givahu jen dvé sousedni strany plosného obrazce. Pocitaji
se vSechny bunky,které lezi uvnitf tohoto obrazce, nebo se dotykaji téch dvou
uvazovanych hran, at’ lezi uvnitf nebo vné. Pro spravny vysledek se musi krev nejprve
nafedit pfesné stanovenym mnoZstvim izotonického roztoku a vysledek pocitani se musi
timto pomérem upravit. Vypocet se tedy provede:

zjistény pocet bun€k / (objem pocitané ¢asti komurky * fedéni vzorku)

0,2 mem H E _;H 005 man

1 mm

Obr. ¢.9: Burkerova komurka
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2.4.2 Elektronické pocitani krevnich bunék

Impedanéni metoda

Mg¢fici systém pouziva 2 elektrody, kdy jedna je uvnitf a druha vné apertury.
Elektrody jsou napojeny pfes méfi¢ napéti (voltmetr). Na elektrody je piivedeno
polarizované stejnosmémé elektrické pole [11], [12]. Castice ve slabém elektrolytu
prochazeji malou Stérbinou v apertufe, kterd je pod napétim. Timto vznikd v oblasti
Stérbiny méfici zona.

Pro usmérnéni proudu bunck se nejcastéji pouziva hydrodynamicka fokusace.
To je princip, kdy buiiky v nafedéném roztoku vstupuji velmi tenkou tryskou do stfedu
SirSi meftici kyvety, po jejimz obvodu zaroven protékd vyssi rychlosti vodici kapalina.
Diky laminarnimu proudéni nedochdzi k promichani tekutin a buiiky jsou usmérnény do
tenkého proudu a prakticky jedna za druhou vstupuji do méfici zony, kde jejich
prichodem vznikd impedan¢ni impulz. Tyto impulzy jsou softwarem pfistroje
analyzovany, protoze kazdy druh krevnich bunék vyvola specifickou zménu napéti a

tim pfistroj urci s velkou pifesnosti krevni obraz.

Opticka detekce (detekce pomoci svételného paprsku)

Systém vyziva principu pratokové cytometrie, kdy po nasati méten¢ho roztoku
dojde k setfazeni jednotlivych bun€k hydrodynamickou fokusaci jednotlivé za sebou
[11], [12]. V méfici Casti jsou buiniky vystaveny uzkému paprsku svétla (laseru). Kdyz
vstoupi buiika do cesty svételnému paprsku, tak zplisobi sniZeni jeho optické hustoty a
jeho zalomeni, které je detekovdno pod riznymi uhly. Detekce svételného paprsku
v pfimém sméru zaznamenava pocet proslych bunék, zatimco analyzou rozptylené¢ho

nebo depolarizovaného svétla se urci jednotlivé druhy bunék.

2.5 Kontrola kvality

Kontrola kvality méfeni na hematologickych analyzatorech je zdkladni

podminkou spravné diagnostiky patologickych stavll. Proto jsou na jejich kvalitu méfeni
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kladeny vysoké pozadavky. Pouze systematickd kontrola kvality méfeni na pracovisti
miZe zajistit poZadovanou spolehlivost vySetfeni a jistotu spravnosti a spolehlivosti
vydavanych vysledkl laboratofi. Zékladem spravné provadénych kontrolnich procest
jsou Standardni operacni postupy (SOP) s jednoznacnymi pravidly, kterda laboratofi
davaji integritu, zabezpecuji shodu a spolehlivost, minimalizuji chyby a vyjadiuji jakost
prace dané laboratofe. Nezbytné jsou takové postupy pro laboratofe, které chtéji ziskat

nebo udrzet mezinarodni akreditaci.

Programy kontroly kvality klinickych laboratofi maji obecna pravidla, ale je
nutné tyto pravidla individualné pfizpisobovat pro kazdou laboratot. Kontrolni procesy
maji plnit pozadavky legislativy, ale sou¢asné musi byt pfimefené typu laboratote, typu
a poctu hematologickych analyzatori a po¢tu vlastnich méfeni a vySetfeni. Neni tedy
mozn¢é a ani praktické aplikovat proces fizeni kvality univerzaln€ na vSechny laboratote
[25]. V obecné roving plati, ze kazd4 klinicka laboratoi musi provadét a dodrzovat tzv.

"minimalni kontrolni program*.

2.5.1 Zajisténi kontroly kvality

Kontrolni procesy zajist'uji pro méfené parametry:

e pravdivost a spravnost
e piesnost (opakovatelnost a reprodukovatelnost)
e specifi¢nost (pf. rozliSit RBC x PLT) - souc¢ést spravného a pfesného méfeni

e porovnatelnost

Kontrolni procesy porovnavaji:

¢ metody méfeni
e méfici pfistroje (samostatné otevieny i uzavieny nabérovy systém pokud jsou

mozné odli$né aspirace vzorku)
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e jednotlivé laboratoie

2.5.2 Typy zajisténi kontroly kvality

2.5.2.1 Vnitini Fizeni kvality - Internal Quality Control (IQC)

Vnitini fizeni kvality je soubor postupll, provadénych persondlem laboratofe pii stalém
monitorovani jeji ¢innosti tak, aby bylo mozné rozhodnout, zda jsou vysledky ¢innosti
natolik spolehlivé, aby mohly byt vydany. Tento soubor postupit musi také zarucovat
eliminaci pfi¢in nedostate¢né spolehlivosti (prevence chyb). Operativni vnitini fizeni
kvality zahrnuje vSechna stadia laboratorni ¢innosti v celé jeji §ifi, tj. v preanalytické,
analytické a postanalytické fazi laboratorniho procesu.

Kontrola kvality se ¢asto provadi pouze ve své zakladni, redukované podob¢ jako
sledovani spolehlivosti analytickych a jinych méfeni pomoci kontrolnich materialti
zatazenych do jednotlivych sérii méteni a ustaveni kalibracni funkce pomoci
kalibratorii. To pak Ize nazvat vnitini kontrolou kvality (VKK).

Spravné nastaveny systém fizeni kvality vzdy zahrnuje systém pro v€asné odhaleni
neshody néasledovany systémem pro analyzu a odstranéni pfi¢in, a zpétnou vazbu,
pomoci které dojde k upravé systému tak, aby se zamezil dalsi vyskyt podobné neshody

[26].

2.5.2.2 Externi kontrola kvality - External Quality Assurance (EQA)

Externi hodnoceni kvality (EHK) - je systém objektivniho hodnoceni laboratornich
vysledkll externi nezdvislou organizaci k tomu povéfenou. Provadi se pravidelnym
porovnavanim vysledkli méteni hodnocenych klinickych laboratofi a klinickych
jednotek navzdjem a porovnanim s referenénimi hodnotami méfeni. K vyjadieni
zpusobilosti laboratote se vysledky zkouSeni zpracovavaji statisticky a vyjadiuji

graficky (doporucené zpisoby hodnoceni EHK definuje norma ISO 13528).

Hlavnim cilem EHK je:

-34 -



e stanoveni miry spravnosti, pravdivosti, porovnatelnosti a irovné navaznosti
vysledkd méteni
e dosdhnout srovnatelnosti vysledkli méteni mezi jednotlivymi pracovisti v

narodnim, pfipadné mezinarodnim méfitku

2.5.3 Kontrolni material

Typy kontrolnich material mohou byt nasledujici:

e stabilizovany kontrolni material - stabilizovand a upravena lidska krev, pro

kterou je deklarované rozmezi hodnot pro jednotlivé parametry. Tento material

dodéva externi organizace, méla by byt také zajiSt€éna navaznost na mezinarodné

certifikovany material typu CRM ¢i SRM v souladu s normou ISO 17511

e (Cerstvé odebrany biologicky material - zajist'uje si pracovisté samo; tam kde to

je mozné, nahrazuje stabilizovany kontrolni material

e kontrolni material pfipraveny piimo pro ucely daného fizeni kvality (tzv. tailor

made ¢i home made)

2.5.4 Provadéni kontrol kvality

2.5.4.1 Rutinni ¢innosti souvisejici s kontrolou kvality

A) Validace pfistroje (v souladu s normou ISO 15198)

e 1x ro¢né (minimalng; nutné vzdy po servisnim zasahu, ktery mize métici systém

destabilizovat)
e provadi: povéteny firemni technik

e dokumentuje se valida¢nim protokolem, ma platnost 1 rok

B) Kontrola pozadi (Backround)

¢ minimalné 1x denng, vétSinou pii uvedeni analyzatoru do chodu nebo po urcité

dobé¢ jeho odstaveni
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e sleduji se hodnoty urc¢itych méfenych parametrti, které nesmi prekrocit limity
specifické pro dany parametr a dany typ hematologického analyzatoru

e dokumentuje se zadpisem do provozniho deniku
O Zaznamy do provozniho deniku (musi byt autorizovany)

e zahijeni a ukonc€eni ¢innosti na méticim pristroji
e vyména reagencii, ¢i jinych jednorazovych prostredka

e zavady, opravy, zasahy servisniho technika a jejich feSeni
D) Kvalita diagnostik

e lze pouZzivat pouze diagnostika se znaCkou "CE*“- marking of konformity
(oznaceni shody) spliujici direktivu IVD MD (Directive 98/79/EC)
e vlastni certifikaci musi firmy dokladovat validaci podle platnych mezindrodnich

norcm

2.5.4.2 Vlastni provadéni kontrolnich méreni

SOP pro systém fizeni kontroly kvality musi mit u kazdého typu kontrolnich analyz

uvedeno:

e jak Casto se méfeni provadi

e kolik méteni se provadi

¢ s jakym kontrolnim materidlem se pracuje
e co danym méfenim sledujeme

e jak se vysledky hodnoti

jak se kontrolni procesy dokladuji
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2.5.4.3 Spravnost / pravdivost

Spravnost (accuracy) je t€snost souhlasu mezi jedinym vysledkem méteni a
dohodnutou referen¢ni hodnotou métené veli¢iny. Spravnost kombinuje piesnost a
pravdivost, tj. vlivy nahodnych a systematickych faktorti. Mirou spravnosti je odchylka
(vychyleni, bias). Spravnost v laboratofi zjiS§tujeme pomoci certifikovaného
referencniho materialu nebo pomoci laboratorniho etalonu, jehoz referen¢ni hodnota

byla ziskana primarni metodou méteni.

Pravdivost (trueness) je tésnost souhlasu mezi primérnou hodnotou ziskanou z
velkého poctu vysledkli méteni a pfijatou referen¢ni hodnotou. Pravdivy vysledek je
zatiZzen zanedbatelnou systematickou chybou. Mirou pravdivosti (skute¢nosti) je
odchylka (bias). Primérnou hodnotou je v definici myslena stiedni hodnota zakladniho

souboru.

e provadi se pfed zaatkem provozu nebo béhem provozu. Dle poc¢tu vzorkl 1x
denné, minimalné vSak 2x tydné

e minimalné 1 - 2 méfeni od kazdého typu kontrolniho materialu: L(low - nizka),
N (normal), H (high - vysoka)

e pouziva se stabilizovany certifikovany kontrolni material pro dany métici
systém, dodava vyrobce analyzatoru

o sleduje se kazdy analyzator samostatné (samostatné i otevieny/uzavieny
nabérovy systém pokud jsou mozné odlisné aspirace vzorku)

e hodnoceni spravnosti/pravdivosti se provadi srovnanim vlastnich vysledku s
deklarovanymi hodnotami pouZzitého kontrolniho materidlu pro jednotlivé
parametry

¢ dokladuje se s origindlem atestu deklarovanych hodnot a autorizovanymi
vysledky z analyzatoru s naméfenymi hodnotami, hodnotami varia¢niho
koeficientu, smérodatné odchylky a primérnymi hodnotami pro jednotlivé

parametry
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2.5.4.4 Presnost méreni analyzatoru v sérii — opakovatelnost

Opakovatelnost (repeatibility) je mira tésnosti souhlasu mezi vysledky posloupnosti
nezadvislych méfeni stejného analyzované¢ho vzorku provedenych stejnou metodou,
stejnym experimentatorem, na stejném piistroji, na stejném misté, za stejnych podminek

v kratkém casovém intervalu. Opakovatelnost prislusi vlastnosti metod¢, ne vysledku.

e béZna Cetnost zavisi na vyuziti analyzatoru - minimalné 1x mési¢né, pii bézném
dennim provozu 1x tydné

e m¢fi se stejny material opakované po sob¢ alespont 5x

e (Cerstvy vzorek s hodnotami nejlépe v rozsahu referenc¢niho intervalu, na kazdy
analyzator miiZze byt pouzit jiny vzorek

e sleduje se kazdy analyzator samostatné (i pro otevieny ¢i uzavieny nabérovy
systém pokud jsou mozné odlisné aspirace vzorku)

e definovana maximalni nepiesnost v sérii je dand pro kazdy métfeny parametr a
pro kazdy typ pfistroje zvlast' v pracovni dokumentaci pfistroje

e dokladuje se autorizovanymi vysledky s namétfenymi hodnotami, vyslednymi
hodnotami variacniho koeficientu, smérodatnou odchylkou a stfedni hodnotou,

vzdy se musi uvadét pocet meteni (n)
2.5.4.5 Presnost méreni analyzatoru v ¢ase — reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost (reproducibility) je tésnost souhlasu mezi vysledky meéteni
stejného parametru ve vzorku/vzorcich stejného materialu, kdy jsou jednotlivda méteni
provadéna za riznych podminek (experimentator, piistroj, misto, podminky, ¢as), avSak

stejnou metodou.

e provadi se dle vyuziti analyzatoru, nejlépe 2x - 3x denné
e provede se vybér 1 az 3 vzorky, které je nutné opakované (cca 2 - 3x) zméfit
béhem provozu, s riznymi rutinnimi sériemi vzorkl pacienti, nebo po urcitych

casovych intervalech (tyto vzorky se zafazuji mezi vzorky v bézném provozu)
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e pro reprodukovatelnost se vybird cerstvy vzorek s hodnotami v mezich
referen¢niho intervalu nebo patologickém rozmezi (¢asovy interval mezi prvnim
a poslednim méfenim téhoZz vzorku by nemél byt delSi nez je deklarovana
stabilita odebraného vzorku do EDTA, tj. cca do 5 hodin. Na kazdy analyzéator
mize byt pouzit jiny vzorek

e sleduje se kazdy analyzator samostatné (otevieny i uzavieny nabérovy systém
pokud jsou mozné odlisné aspirace vzorku)

e variacni koeficient (CV) dle doporu¢eni WHO je pro HGB, RBC, HCT < 4%j;
pro MCV, MCH, MCHC < 5%; pro WBC < 10% a pro PLT < 15%, ale
laboratof si miiZe toto rozmezi mirn€ upravit dle vlastnich zkusSenosti

e dokladuje se autorizovanymi vysledky s naméfenymi hodnotami a vyslednymi

variacnimi koeficienty

2.5.4.6 Porovnatelnost riiznych metod méreni a riiznych hemat. analyzatori

Porovnatelnost (comparability) je vhodnost procesti nebo metod k soucasnému uziti,
tj. schopnost plnit za specifickych podminek dané pozadavky bez vzniku nezéddoucich
interakci. Obvykle se porovnatelnosti mysli schopnost rtiznych méficich metod a

systémul poskytovat dostatecné porovnatelné vysledky méfeni.

e dle vyuziti ptistroje, cca 1x denn¢

e provede se 1x méfeni danou metodou nebo na daném analyzéatoru, se vSemi
tremi typy (L, N, H) kontrolnich vzorkt

e vybird se pokud mozno cerstvy biologicky vzorek - je vhodné vybrat dle
moznosti souCasné¢ 3 vzorky (1x L, 1x N a 1x H) a ty pouzit pro vSechny
hematologické analyzatory (pfipadné otevieny i uzavieny zpusob analyzy)

e porovnavaji a hodnoti se méfeni mezi vSemi typy analyzatorti a mezi vSemi typy
méteni pro dany parametr a dany typ (L, N, H) vzorku v dané laboratoti

e variacni koeficient dle doporuc¢eni WHO je pro HGB, RBC, HCT < 4%; pro
MCV, MCH, MCHC < 5%; pro WBC < 10% a pro PLT < 15%, ale laboratof si

miZze toto rozmezi mirn€ upravit dle vlastnich zkuSenosti
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e dokladuje se autorizovanymi vysledky naméfenymi hodnotami a vyslednymi

variacnimi koeficienty
2.5.4.7 X-B analyza jednotlivych analyzatoru (klouzavy primeér)

e X-B analyza je automatické kontinualni zpracovavani zmétenych hodnot, ma-li
analyzator odpovidajici softwarové vybaveni

e analyza se provadi ze vSech vzorkli zmétenych na analyzatoru

e provadi se nezavisle, pfistroj zahrne do vyhodnoceni veskerad provedena méteni

¢ sleduje se kazdy analyzator samostatné. X-B analyza sleduje stabilni parametry:
MCV, MCH, MCHC

e analyzator automaticky vypocitava primérnou hodnotu ze souboru 20 vzorka
pro kazdy parametr a vysledky zaznamenava do Levey - Jenningsovych graft.
Vysledky se sleduji pomoci Westgardovych pravidel a vyhodnocuje se divod
jejich poruseni. Odchylka méteni by neméla byt vétsi nez 2SD nebo £3 % od
pramérné hodnoty. Sleduje se pribézné systémova chyba pfistroje (trvale
rostouci ¢i klesajici trend nekterého parametru) 1 - 2x mési¢né nebo tydné dle
poctu métenych vzorki)

e dokladuje se autorizovanymi vysledky z analyzatoru
2.5.4.8 Porovnatelnost mezi klinickymi laboratoremi —- EHK

e provadi se dle vyuziti pfistroje, nejméné 2x ro¢né, optimalné 4x

e mgéii se stejn¢ jako vzorky pacientli (k vyhodnoceni je nutno zaslat vysledky z
prvniho méfeni kontrolniho vzorku, ne primér z nékolika méteni!)

e pouziva se dodany stabilizovany material

e pokud je v laboratofi vice pristroja, pak si laboratot musi urcit referencni
analyzator, na kterém kontrolni méteni provede - vysledek slouzi pro srovnani
vysledkl analyzatort dané laboratofe s analyzatory v jinych laboratotich

e kazdy organizator EHK dodava vlastni vyhodnoceni

e dokladuje se autorizovanymi vysledky z analyzatoru a vyhodnocenim

organizatora EHK, pfipadné certifikatem
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2.5.5 Kontrolni méreni po zménach na analyzatoru

Toto méteni se provadi v téchto piipadech:

e po zmen€ kalibra¢nich faktord (spravnost)
e po zmené Sarzi dil¢ich diagnostik (opakovatelnost)

e po udrzbé pristroje a technickém zasahu do systému (pokud ovliviiuje méteni)
Pouziti vzorkd ke kontrole méteni:

e spravnost ¢i pravdivost se kontroluje métenim certifikovaného kontrolniho

materialu

e ostatni kontrolni méfeni se provadéji na Cerstvych vzorcich

Hodnoceni:

o vysledky je nutné porovnat s vysledky zméfenymi na stejném analyzatoru pred
zasahem nebo na jiném analyzatoru

e pocet a typ kontrolnich méfeni je nutné zvazit dle zdvaznosti ptislusného zasahu

e hodnoceni vysledki je vzdy nutné dokladovat autorizovanymi vysledky

ptislusnych métfeni
2.5.6 Hodnoceni kontrolnich méreni

Aby vysledky kontrolnich méfeni mohly plné slouzit svému tcelu, tj. kontrole
kvality, je nutné jejich vysledky a trendy pravideln¢€ vyhodnocovat a zdvéry vyuzivat k

odstraiiovani poruch a ke zlepSovani kazdodenni prace. K rutinnimu vyhodnoceni patii

minimalné sledovani:

e varia¢nich koeficientli a smérodatnych odchylek u méfenych parametri (nemusi

byt vzdy vyhodnocované pocitané parametry)
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e vyhodnocovani Ize provadét bud’to pomoci jednoduchych statistickych
programi nebo pomoci Westgardovych pravidel

e hematologické analyzatory maji dnes jiz zabudované vlastni programy pro
statistické vyhodnocovani vysledkli VKK s vystupem na Levey - Jenningsovy
grafy

o nejkratsi analytickd série se sklada z jednoho vzorku, nejdelsi analytickou sérii
je jedna pracovni sména, pokud je pfi ni garantovana stabilita analytického

m¢éticiho systému.

2.5.6.1 Mozné typy chyb

Pti vyhodnocovani je nutno rozliSovat systematické a nahodilé chyby (vychazi se z

Westgardovych pravidel) [25]:

e jeden vysledek je mimo 2 SD, jednd se o nahodilou chybu nebo varujici signal
pro systémovou chybu

e jeden vysledek je mimo 3 SD, jedné se o zdvaznou nahodilou chybu nebo
varujici signal pro systémovou chybu

e dva vysledky po sob¢ jsou mimo 2 SD, jedna se o systémovou chybu, musi se
neprodlené odstranit pficiny

e tfi vysledky po sobé jsou mimo 1 SD, jednd se o systémovou chybu, musi se
neprodlené odstranit pficiny

e vice vysledki po sobé€ je na jedné stran¢ od stfedni hodnoty, jedna se o varujici
signal pro systémovou chybu

e rozdil mezi dvéma po sob¢€ nasledujicimi vysledky je vétsi nez 4 SD (napt. od +2

SD do -2 SD), jedna se o varujici signal
Pokud ziskdvame neuspokojivé vysledky méteni:

e je nutné méfeni opakovat se stejnym vzorkem
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e jestlize chybné vysledky ptetrvavaji, provést méfeni s jinym kontrolnim
materidlem
e piiopakované stejnych chybnych vysledcich je nutné zvazit technickou nebo

ptistrojovou chybu

vrwe

2.5.6.2 Mozné pric¢iny chyb

Ke spravnému hodnoceni je nezbytné znat vSechna hlediska, ktera stanoveni
mohou ovlivnit (technické zavady pfistroje, Spatné odbéry, zamény vzorkd, stav
samotného vzorku, klinické aspekty, chyby mimo laboratof, atd.), aby se v€as mohlo

reagovat na nespravny vystup z hodnoceni kontrolnich procest [26].

Ptiklady moZnych chyb v laboratofi:

e nespravné skladovani vzorki (ptipadné i1 reagencii)

e nespravné promichani vzorku

e nespravny nabér vzorku analyzitorem, naruseni vakua

e nespravné fedéni vzorku

e zmény objemovych relaci pouzivanych roztokl a vySetfované¢ho materialu v
pocitaci jednotce analyzatoru

e zavady pii vypousténi roztokii z méficich jednotek analyzatoru

o clektrické interference nebo kolisani napéti uvnitf pfistroje

e kontaminace externim Sumem z okolnich elektrickych zatizeni (napf.
interference magnetickych a elektrickych poli)

e ucpani méfici apertury

e kontaminace pouzivanych roztokii (vysoké pozadi)

e vzduchové bublinky z prudkého michani nebo vznikajici v apertuie

e posunuti mezi nebo elektricka chyba pfi rozd€lovani a zatazovani bunck

e zbytky disentu nebo Cisticiho roztoku, které mohou zplisobit hemolyzu
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Mozné pficiny chyb ze strany méteného vzorku:

e nespravny odbér (véetné Spatné odbérové zkumavky)

e chylozni a/nebo hemolyticky vzorek; ovlivnéni méteného vzorku lécbou

e vzorek star§i neZ doporucend doba stability méfeného biologického materidlu
(obecné pro KO > 5 hodin)

¢ vysoky obsah nebunécnych elementli (rozbité buniky)

e jinak kontaminovany vzorek

3. Prakticka ¢ast

3.1. Definice kontrolnich soubori
3.1.1. Kontrolni materialy s pfesné definovanou hodnotou

Stabilizovana plné krev dodavana firmou ke konkrétnimu pfistroji s uvedenymi
hodnotami jednotlivych parametra krve. Jsou doddvany tti hladiny. Normalni kontrolni
krev (N) obsahuje fyziologické mnoZstvi jednotlivych stanovovanych elementi,
patologickd (L) obsahuje patologicky snizené mnozstvi jednotlivych stanovovanych
elementli a patologickd (H) obsahuje patologicky zvySené mnozstvi jednotlivych
stanovovanych elementii. Pro naSe méteni byly zahrnuty kontrolni materialy pro kazdy

jednotlivy analyzator a stanovovany vSechny tii hladiny.
3.1.2. Kontrolni materialy bez definované hodnoty

Vzorky pacientské plné krve odebrané do protisrazlivého ¢inidla volené tak, aby
vybrané 3 — 4 vzorky pro jednu sérii méfeni obsahovaly rozdilné hladiny jednotlivych
parametri krve. Normalni vzorek obsahuje fyziologické mnozstvi jednotlivych
stanovovanych elementil, patologicky nizky obsahuje patologicky sniZzené mnoZstvi
jednotlivych stanovovanych elementii a patologicky vysoky obsahuje patologicky

zvySené mnozstvi jednotlivych stanovovanych elementii. Pro naSe méfeni byly zahrnuty
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3 — 4 vzorky vkazdé sérii méteni pro kazdy jednotlivy analyzator a stanovovany

vSechny tfi hladiny.

3.2. Odbér a zpracovani vzorki
Vzorkem je plné periferni krev odebrand do zkumavky obsahujici K3EDTA, K2EDTA.

Stabilita vzorku plné krve pfi 5 — 25°C je 30 min. az 5 hod. po odbéru. Vzorek
z chladnicky musi byt pfed vySetfenim vytemperovan na pokojovou teplotu (niZsi
teplota vzorku miZe zpUsobit zvétSeni objemu erytrocytli a trombocytt MCV, MPV,

RDW).

Oznacena zkumavka se vzorkem se vkladd do podavace a je automaticky zmeétena v

analyzatoru.
3.3 Analyzatory
3.3.1. Parametry KO stanovované na vSech analyzatorech

Tabulka ¢. 2: Méfené parametry na automatickych analyzatorech

Zkratka Ukazatel Rozmér
WBC Leukocyty 107 /1
RBC Erytrocyty 10" /1
HGB Hemoglobin g/l
HCT Hematokrit 1
MCV Stfedni objem erytrocytii fl
MCH Barvivo erytrocytii pg
MCHC Stfedni barevna koncentrace g/1
RDW Distribuc¢ni kiivka erytrocytl % CV
PLT Trombocyty 107 /1
MPV Stfedni objem trombocytu fl
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Zkratka Ukazatel Rozmeér

PCT Hematokrit trombocytil 1

PDW Distribucni kiivka trombocytii 1,%

NE Neutrofily Relat. %, abs. 10” /1
LY Lymfocyty Relat. %, abs. 10° /1
MO Monocyty Relat. %, abs. 10” /1
EO Eozinofily Relat. %, abs. 10” /1
BA Bazofily Relat. %, abs. 10” /1

3.3.2. Analyzator LH 755, LH 750, DxH 800 I, DxH 800 II

Analyzatory pracuji na principu Coulterovy metody, kde se piesné pocitd a
urcuje velikost bunek zjistovanim a méfenim zmén v elektrickém odporu, kdyZ Castice

(jako naptiklad bunika) ve vodivé tekuting€ prochazi malou aperturou [18], [19], [20].

Pocitani ¢astic (WBC, RBC, PLT) impedancni metodou je postup, ktery
kombinuje pocitani ¢astic a urovani jinych vlastnosti (objem bunék a podobng).
Metoda méii pocet Castic na zdkladé zmény vodivosti prostiedi pfi prichodu bunky
mezi elektrodami. Vzorek je pro méfeni nafedén elektricky vodivym diluentem. Pocet
bunék je méfen ve velmi pfesném malém mnozstvi fedéného vzorku. Na zaklad¢ daji
o poctu bunék, pocitaném objemu vzorku a fedéni je vypocten vysledek, ktery lze vydat
napfiklad jako pocetni koncentraci. Podle amplitudy signalu lze odvozovat velikost

bunék, vysledek 1ze vydat napiiklad jako enticky objem.

WBC se stanovuje po hemolyze erytrocytil, kdy zlstavaji buiiky s jadry, které
prochdzi ptes aperturu, kde jsou umistény elektrody. Kazda prosla bunika s jadrem
znamend jeden impedancni impuls, velikost impulsu udava velikost bunék. Je pouzita

jina méfici lazen a apertura a jiny obvod.

Primérny objem jednotlivych erytrocytiit (MCV) je odvozen z histogramu RBC.
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Systém vynéasobi pocet RBC v kazdém z kanali velikosti RBC v tomto kandlu.
Vysledky kazdého kandlu mezi 36 a 360 femtolitry (fl) se sectou. Tento soucet se vydéli
celkovym poctem RBC mezi 36 a 360 fl. Analyzator potom vynésobi tuto hodnotu
kalibra¢nim faktorem.

Hemoglobin se stanovuje fotometricky — vzorek se nafedi, zhemolyzuje a
koncentrace uvolnéného hemoglobinu se urci spektrofotometricky (absorbance pii
vlnové délce 525 nm )

Pro diferencialni rozpocet leukocytd se vyuziva fotooptické stanoveni - laserovy
paprsek (laser). Pfi pouziti v hematologickych analyzatorech proud bun€k vystavenych
laserovému paprsku propousti a ¢astecné lomi nebo polarizuje jeho svétlo. Rozptyl
svétla je detekovan ¢idly a z kombinace tidajii ¢idel je stanoven druh buiiky. Uhel a
intenzita rozptyleného svétla zavisi na objemu a vlastnostech buiiky.

VCS (analyza c¢astic v trojrozmérném prostoru tfi, na sob¢ vzdjemné nezavislych
fyzikalnich veli¢in = stejnosmérna vodivost, vysokofrekvencni elektromagnetické pole
a modifikovana laserova priitokova cytometrie) z cca. 10 000 leukocytli v nativnim

stavu

3.3.3 Sysmex XE-5000

Pocitani castic (WBC, NBC, RTC) probiha v optickém bloku na bazi pratokové
cytomerie s pouzitim polovodi¢ového laseru. V systému dochdzi k nasati natfedénych
krevnich bunék, které jsou v méftici €asti optického systému vystaveny uzkému paprsku

svétla [21], [22].

U stanoveni RBC a PLT se vyuziva fluorescencni cytometrie s pomoci metody
hydrodynamické fokusace. Redénd bunééna suspenze v izotonickém roztoku vstupuje
velmi tenkou tryskou do stfedu Sir§i méfici kyvety, po jejimz obvodu zaroven protéka
vy$$i rychlosti vodici kapalina. Vzhledem k rtiznym rychlostem a specidlnimu tvarovani

meéfici kyvety nedochdzi diky lamindrnimu toku k vzdjemnému promichavani obou
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kapalin a buiky jsou usmérnény jedna za druhou. Buiiky v tenkém proudu prostupuji

pritokovou komurkou a v ni jsou jednotlivé analyzovany.

Hemoglobin se méti spektrofotometricky metodou SLS ( sodium lauryl sulfate)
pii 540 nm.
Do rozpusténé krve se piidd lyzacni roztok, ktery rozbije bunécéné stény cervenych
krvinek a uvolni hemoglobin. Uvolnény hemoglobin reaguje s roztokem SLS a vytvoii
se barevné staly hemoglobinovy komplex, ktery ma abosrbéni maximum pii 540 nm.

Namétené absorpéni maximum je piimo umérné koncentraci hemoglobinu.

3.3.4 Celltac E , Celltac F

Pro pocitani bun¢k pouziva pfistroj metodu volumetrické impedance.

V této metod¢ se skrz aperturu nasaje elektrolyticky roztok (diluent) obsahujici
suspendované krevni buiiky. PobliZ apertur se nachazeji dvé elektrody, vnitini a vnéjsi,
a mezi nimi prochazi konstantni tok. KdyZ skrz apertur projde krevni buiika, tak odpor
mezi elektrodami na malou chvili vzroste a objevi se velmi malé¢ zména napéti, ktera
odpovida odporu. Napétovy signal se zesili a posle do elektronickych obvodi. Pocet

signal pro kazdou velikost buiiky se ulozi do paméti jako histogram [23], [24].

Signaly zptisobené elektrickym Sumem, prachem, drti a ¢asteCkami, které jsou

mensi nebo vétsi nez krevni bunky, odfiltruje prahovaci obvod.

Zakladni parametry WBC, RBC, MCV, PLT, MPV jsou méfeny impedancni
metodou. Bézn4 krev ma jasn¢ oddélené rozsahy objemi PLT a RBC , takZe Ize snadno
ziskat pfesné pocty PLT. Kdyz se pocitd abnormalni krev, jako je napiiklad

mikrocyticka krev, tak neni oddéleni zfetelné. V takovych ptfipadech pro piesné
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pocitani PLT ur¢i CPU vzorové rozlozeni PLT a RBC a nastavi horni prah (PLT HI) na

nejnizsi pocet.

Hemoglobin se méfi fotometricky a 5-ti populacni diferencidlni rozpocet
leukocytl funguje na principu pritokové cytometrie - laser, rozptyl laserového svétla na
burice a snimani tremi optickymi detektory v prostoru.
Dal§i parametry jsou vypoctené (MCH, MCHC, HCT, PCT) nebo zjistovany z
histogramii (RDW, PDW). Pfi ur€ovani desticek je vyuzivan tzv. pohyblivy prah, tedy
hranice

mezi PLT a RBC se méni vzorek od vzorku zjistovanim minima histogram
3.4. Reagencie

Reagencie (potfebné na stanoveni KO na jednotlivych analyzatorech) jsou pfipraveny

vyrobcem piimo k pouZiti.

Analyzator:

LH 755, LH 750 LH 700 Series Diluent
LH Series Pak
Clenz Cleaning Agent
LYSE-S 11

DxH COULTER® DxH™ Diluent,
COULTER® DxH™ Diff Pack
Bunécéna lyza COULTER® DxH
COULTER® DxH™ Cleaner
COULTERT®T 6C Cell Control

Celltac E, F ISODIL 3 NK
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Sysmex XE 5000

CLEAN 5 NK
HEMOLYSE 3 NK

Sulfolyser
Stromatolyser NR(L)
Stromatolyser 4DL
Stromatolyser FB
Cellpack

Cellsheath

SP Rinse
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3.5. Zpracovani namérenych dat

3.5.1. Vyhodnoceni méreni kontrol s definovanou hodnotou

DxH 800 1.

Tabulka €. 3: Definovand hodnota pro DxH 800 I

Definovano vyrobcem ‘ Stanoveno analyzatorem L,N,H
Paramet Primér Xp CV | x, CV | x CV
r L N H 2SD | % L 2SD| % N 2SD| % H
WBC [ 340040 | 92+0,70 | 20,20+1,10 | 3,57 | 0,15 | 2,04 | 924 | 0,34 | 1,86 [2094] 0,55 | 1,31
RBC 16?01;(;: 5,210+£0,180 | 4,100+0,120 | 1,844 | 0,03 | 0,91 |5312| 0,07 | 0,64 |4,154| 0,09 | 1,05
HGB 510£030 | 16,0+0,6 | 12,90+041 | 5,01 | 0,07 | 0,74 1591 ] 0,23 | 0,72 |12,.94] 022 | 0,86
HCT 141",45“(? 46,204+2,70 | 36,70£1,90 | 144 | 0,28 | 0,98 46,73 | 09 | 0,96 |36,77| 1,09 | 1,48
MCV 794+40 | 88,70+4,0 | 89,60+4,00 |78,06| 1,11 | 0,71 | 87,96 | 1,02 | 0,58 |8851| 1,33 | 0,75
MCH | 282+220 | 30,7+1,60 | 31,5+1,50 |27,15] 0,76 | 1,40 | 29,95 0,53 | 0,89 |31,15] 0,64 | 1,02
MCHC | 354+£45 | 346,0£27,0 | 351,0£22,0 |347.8| 1,04 | 1,49 34,05 0,77 | 1,13 [351,9] 0,89 | 1,27
PLT 66150 | 209+250 | 417,0440,0 | 76,5 | 3.44 | 2,25 [231,9] 6,75 | 1,46 |1536] 0,76 | 2,49
Sarze : L 860800 n=38
N 880600 n=36
H 870200 n=33
DxH 800 II.
Tabulka €. 4: Definovand hodnota pro DxH 800 II
Definovéano vyrobcem ‘ Stanoveno analyzatorem L,N,H
Primér Xp CV | x CV | x Cv
Parametr L N H 2SD | % L 2SD | % N 2SD | % H
WBC 3,7+0.4 9,2+0,7 202+1,1 | 3,77 |1 0,13 | 1,78 | 9,41 | 0,36 | 1,93 [ 20,85 | 031 | 0,74
RBC 1,82+0,08 527+0,18 | 4,09+0,12 | 1,857 | 0,02 | 0,63 | 5231 ] 0,16 | 1,57 | 4,121 | 0,05 | 0,64
HGB 5,1£0,3 16,1£0,6 13,004 | 528 | 0,17 | 1,57 | 16,07 ] 0,44 | 1,38 | 13,14 | 0,27 | 1,03
HCT 14,5+1,5 474427 37,1£1,9 | 14,75 | 0,20 | 0,69 | 46,61 | 1,50 | 1,61 | 37,17 | 0,56 | 0,75
MCV 79,7+4,0 90+4,0 90,7+4,0 | 79,45 | 1,52 | 0,95 [ 89,10 | 1,53 | 0,86 | 90,2 | 1,33 | 0,74
MCH 28,0£2,2 30,6+1,6 31,8£1,5 [ 2842 ] 09 | 1,58 [30,71 | 0,54 | 0,88 [31,89 | 0,52 | 0,82
MCHC 352445 340+27 350422 3577 | 1,13 | 1,58 | 3447 0,7 | 1,02 |3536] 0,63 | 0,89
PLT 7115 21625 42340 81 1290 | 1,79 | 1509 ] 049 | 1,63 | 469 | 17,14 ] 1,82
Sarze : L 860800 n=38
N 880600 n=36
H 870200 n=33
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LH 755.

Tabulka €. 5: Definovand hodnota pro LH 755

Definovano vyrobcem Stanoveno analyzatorem L,N,H
Primér Xp CV | x CV | xp Cv
Parametr L N H 2SD | % L 2SD [ % N 2SD % H
WBC 3,7+0,4 9,2+0,7 202+1,1 | 3,72 | 024 [ 322 ] 9,13 | 0,36 | 1,96 | 20,11 | 0,82 | 2,04
RBC 1,82+0,08 527+0,18 | 4,09+0,12 | 1,827 | 0,07 | 1,79 | 5,241 ] 0,18 | 1,71 | 4,105 | 0,06 | 0,71
HGB 5,120,3 16,1£0,6 13,0£0,4 | 5,09 | 0,22 | 2,16 | 15,87 | 0,46 | 1,44 | 1293 | 0,13 | 0,50
HCT 14,5+1,5 474427 37,1x1,9 | 143 | 0,58 | 2,04 | 4596 | 1,56 | 1,69 | 3645] 0,72 | 0,99
MCV 79,7+4,0 90:+4,0 90,7440 | 783 | 1,65 | 1,05 | 87,7 | 1,43 | 0,82 [ 88,79 | 1,61 | 0,91
MCH 28,0422 30,6+1,6 31,8+1,5 27,87 ] 0,87 | 1,55 [ 30,29 | 0,45 | 0,74 | 31,50 | 0,51 | 0,8
MCHC 352445 340+27 350£22 | 3559 0,95 | 1,33 | 34,54 | 0,61 | 0,88 | 3548 | 0,83 | 1,17
PLT 7115 216+25 423440 80,8 | 2,86 | 1,77 [239,3 | 11,28 | 2,36 | 4747 16,34 | 1,72
Sarze : L 860800 n=38
N 880600 n=36
H 870200 n=33
LH 750 FP
Tabulka €. 6: Definovana hodnota pro LH 750 FP
Definovano vyrobcem ‘ Stanoveno analyzatorem L,N,H
Xp CV | x, CV | x, (Y
Parametr Primér LN,H 2SD | % L 2SD | % N 2SD | % H
WBC 3,7£0,4 9,2+0,7 20,2+1,1 38 1021 [ 271 ] 93 [ 027 | 147 | 21,1 | 04 | 0,95
RBC 1,82+0,08 527+0,18 | 4,09+0,12 | 1,84 | 0,02 | 0,66 | 521 | 0,14 | 1,33 | 4,1 | 0,06 | 0,71
HGB 5,1£0,3 16,1+0,6 13,0+0,4 52 1017 | 1,67 | 159 | 044 | 1,40 | 12,9 | 0,19 | 0,72
HCT 14,5+1,5 47,4427 37,1x1,9 | 143 | 032 | 1,13 | 454 | 1,48 | 1,63 | 36,2 | 085 | 1,17
MCV 79,7+4,0 90:+4,0 90,7+4,0 | 77,6 | 1,77 | 1,14 | 87,1 | 1,91 | 1,10 | 882 | 1,96 | 1,11
MCH 28,0+2.2 30,6+1,6 31,81,5 | 28,0 | 0,95 | 1,70 | 304 | 0,51 | 0,84 | 31,5 | 0,74 | 1,17
MCHC 352445 340+27 350+22 361 | 1,26 | 1,75 | 349 | 0,72 | 1,03 | 358 | 1,01 | 1,41
PLT 71£15 216425 423+40 82 | 3,58 | 2,18 | 239 | 12,02] 2,51 | 480 | 13,9 | 145
Sarze : L 860800 n=32
N 880600 n=33
H 870200 n=33
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Sysmex XE 5000

Tabulka €. 7: Definovand hodnota pro Sysmex XE 5000

Definovano vyrobcem Stanoveno analyzatorem L,N,H

Primér Xp CV | xp CV | xp Cv
Parametr L N H 2SD | % L 2SD | % N 2SD | % H
WBC 2,81 +10% 627+8% | 17,52£7% | 2,893 | 0,134 | 2,32 | 6,415 | 0,626 | 4,88 | 18,16 | 0,404 | 1,11
RBC 2,31+5% 4,39+5% 524+5% 2,313 0,036 | 0,80 | 4351 ]0,052| 0,61 | 5203 | 0,088 | 0,85
HGB 58+4% 124+3% 160£5% | 59,05 | 0,446 | 0,37 | 126,1 | 1,562 | 0,61 | 161,5|2,040 | 0,63
HCT 17,7+6% 36,4+5% 462+£5% | 17,7 | 0,1 | 2,00 | 36,0 | 06 | 0,83 | 457 | 0,6 | 0,74
MCV 76,6£5% 82,9+4% 88,2+4% | 76,57 10,754 | 0,49 | 82,84 | 1,098 | 0,65 | 87,96 | 1,002 | 0,62
MCH 25,145% 28,2+5% 30,5+5% | 25,53 10434 0,85 29,52 | 4,36 | 7,38 | 30,66 | 3,42 | 5,57
MCHC 328+6% 34,1£5% 346+5% | 333,416,134 ] 092 3562|5239 | 7,63 |348,6| 38 | 2,28
PLT 58+40% 208+11% 482+9% | 59,8 | 5,528 | 4,62 | 2074 | 8,124 | 1,95 | 476,7 | 26,43 | 2,77

Sarze : L93250810 n=20
NO93260811 n=18
H93240812 n=19

Celltac F

Tabulka €. 8: Definovana hodnota pro Celltac F

Definovano vyrobcem \ Stanoveno analyzatorem L,N,H

Primér Xp CV | xp CV | xp Ccv
Parametr L, N H 2SD | % L 2SD | % N 2SD | % H
WBC 2,14 0,6 8,240,8 25,6422 | 2,165 0,096 | 2,227 | 8.41 | 0,229 | 1,362 | 26,52 | 0,685 | 1,291
RBC 2,58+0,15 | 4,66+020 | 5.6+025 | 2,49 | 0,246 | 4,945 | 4,67 | 0,041 | 0440 | 5,58 | 0,137 | 1,225
HGB 70+4,0 14345 18447 70,54 | 1,637 | 1,160 | 143 | 3,205 | 1,114 | 1842 | 4,468 | 1,213
HCT 21,14 2,0 41,1£2,5 543+3 | 21,23 ]0,809 | 1,905 | 40,78 | 1,182 | 1,449 | 53,54 | 1,334 | 1,244
MCV 81,8+4,0 88,244 97+40 | 8145 | 1,011 | 0,620 | 87,32 | 0,879 | 0,503 | 95,99 | 0,925 | 0,482
MCH 27,1£2,4 30,7428 | 32928 12701 0,618 | 1,143 | 30,78 | 0,658 | 1,069 | 33,10 | 0,718 | 1,085
MCHC 332430 348430 33930 13317 | 9465 | 1,427 | 352,5 | 9.897 | 1,404 | 344 | 8,39 | 1,291
PLT 49+ 30 271+ 50 61770 | 6821 | 21,01 | 1540 | 259 | 3848 | 7,417 | 599 | 33,1 | 2,763

Sarze: MEK- 5DN LOT 911 n=43
MEK- 5DH n=33
MEK- 5DL n=43
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Celltac E

Tabulka €. 9: Definovana hodnota pro Celltac E

Definovano vyrobcem \ Stanoveno analyzatorem L,N,H
Primér Xp CV | x CV | x Cv
Parametr L N H 2SD | % L 2SD | % N 2SD | % H
WBC 2,1+0,6 8,3+ 0,8 262422 | 2,08 [ 0,137 3,292 | 844 | 0,525 (3,110 | 26,97 | 1,231 | 2,282
RBC 2,58+0,15 4,67+02 | 5613025 | 2,44 | 0,083 | 1,693 | 4,196 | 0,188 | 2,008 | 5,57 | 0,260 | 2,338
HGB 704 143+ 5 184+7 60,75 | 2,477 | 2,038 | 145,2 | 5,222 | 1,798 | 188,9 | 7,020 | 1,857
HCT 21,142 41,742,5 54,4+3 1936 | 0.6 |1,469| 423 | 1,18 | 2,174 | 54,6 | 0,031 | 2,828
MCV 84,1+4 89,3+4 97+4 79,53 | 1,086 | 0,683 | 90,06 | 1,063 | 0,590 | 98,01 | 2,474 | 1,262
MCH 27,1424 30,6+2.8 32,8+2,8 | 24,82 0,665 | 1,339 | 30,9 | 0,793 | 1,283 | 33,92 | 1,044 | 1,538
MCHC 323430 343430 338+30 | 312,1 6,678 1,070 | 3433 | 10,8 | 1,573 | 3458 | 9,88 | 1,428
PLT 5930 286+50 617£70 | 94,57 | 16,47 | 8,707 | 283,9 | 67,03 | 7,87 | 619,6 | 40,58 | 3,275
Sarze: MEK- SDN  LOT 911 n=31
MEK- 5DH n=28
MEK- 5DL n=14
3.5.2. Vyhodnoceni méreni kontrol nativni krve bez udané hodnoty
U métenych vzorkli byla hodnocena ptesnost v sérii (opakovatelnost)
DxH 800 I.
Tabulka €. 10: neznamé hodnota pro DxH 8001
Stanoveno analyzatorem L,N,H
Doporucené
hodnoty CV | Xp Xp Xp Ccv
Parametr % 2SD CV% 2SD | CV % 2SD %
WBC [|£25% 4,14 0,12 1,42 7,48 0,184 1,229 12,36 0,18 0,73
RBC < 0,8% 4,886 | 0,019 0,193 4,643 0,045 0,487 3,329 0,034 | 0,511
HGB < 0,8% 109,7 1,2 0,55 143,7 2,319 0,807 113,4 1,3 0,59
MCV [|£08% 70,35 0,75 0,53 91,78 1,429 0,779 102,0 0,69 0,34
PLT <32% 1362 | 165 6,1 272,1 | 13248 | 2434 | 4042 142 1,8
Meéfteno : L 22.2.2012 pacientsky vzorek n =8
N 22.2.2012 pacientsky vzorek n =38
H22.2.2012 pacientsky vzorek n =38
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DxH 800 II.

Tabulka €. 11: nezndma hodnota pro DxH 800 II

Stanoveno analyzatorem L,N,H
Doporucené
hodnoty Xp Cv Xp CvV Xp CV %
Parametr CV % 2SD | % L 2SD | % N 2SD H
WBC <25% 4,88 0,11 1,16 | 924 | 0,09 | 047 | 1321 | 0,20 0,74
RBC = 08% 3,160 | 0,026 | 0,409 | 5201 | 0,029 | 0278 | 3,668 | 0,016 | 0219
HGB < 0,8% 124,9 1,8 0,71 | 1589 | 0,18 0,57 | 117,7 | 0,07 0,32
MCV < 0,8% 114,41 | 0,62 0,27 | 8931 | 046 | 026 | 9372 | 042 0,23
PLT =32% 3603 | 174 | 24 | 2174 | 79 1.8 | 1997 | 86 2.2
Me¢éfeno : L 23.10.2011 pacientsky vzorek n=9
N 2.11.2011 firemni matrial n=10
H21.1.2012 pacientsky vzorek n=7
LH 755
Tabulka €. 12: nezndma hodnota pro LH 755
Stanoveno analyzatorem L,N,H
Doporucené
hodnoty Xp CV % Xp CV % Xp
Parametr CV % 2SD L 2SD N 2SD |CV %H
WBC < 25% 3,45 0,11 1,55 8,71 0,08 | 044 | 2042 | 0,28 0,7
RBC < 0,8% 1,785 | 0,022 | 0,612 | 533 | 0,058 | 0,541 | 4,134 | 0,025 | 0,299
HGB < 0,8% 4,98 0,14 1,44 | 1602 | 0,14 | 045 | 1296 | 0,16 0,63
MCV < 0,8% 79,15 | 0,25 0,16 | 87,02 | 043 0,25 | 87,82 | 0,57 0,33
PLT =32% 1665 | 038 | 1,15 | 2420 | 9.8 20 | 4224 | 162 1,9
Mg¢feno : L 3.3.2012 firemni kontrola n= 10
N 20.1.2012 pacientsky vzorek n=10
H 3.3.2012 firemni kontrola n= 10
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LH 750 FP

Tabulka €. 13: neznamé hodnota pro LH 750 FP

Stanoveno analyzatorem L,N,H

Doporucené
hodnoty CV | Xp CV | x CV | xp CV %
Parametr % 2SD | % L 2SD | % N 2SD H
WBC <25% 223 | 006 | 135 | 845 | 029 | 1,69 | 12,04 | 0,14 0,56
RBC < 08% 2,582 | 0,020 | 0385 | 5,105 | 0,019 | 0,190 | 3,748 | 0,029 | 0,383
HGB < 0,8% 8,68 | 0,09 0,52 | 14,95 0,2 0,66 | 1341 0,2 0,74
MCV < 0,8% 9457 | 0,64 | 034 | 8564 | 0,75 0,44 |10587 | 0,75 0,35
PLT =32% 1882 | 076 | 2,03 | 1341 | 037 | 1,38 | 514 | 167 1,6
Meéfeno : L 23.2.2012 pacientsky vzorek n=35
N 23.2..2012 pacientsky vzorek n=7
H 23.2.2012 pacientsky vzorek n=6
Sysmex XE 5000
Tabulka €. 14: neznamé hodnota pro Sysmex XE 5000
Stanoveno analyzatorem L,N,H
Doporucené
hodnoty Xp CV Xp CV Xp CV %
Parametr CV % 2SD | % L 2SD | % N 2SD H
WBC <2,5% 2,33 | 0,166 | 3,557 | 6,808 | 0294 | 2,160 | 12,72 | 0,156 | 0,590
RBC < 0,8% 4,17 | 0,051 | 0,612 | 5325 | 0,058 | 0,548 | 562 0,33 0,291
HGB < 0,8% 126,7 | 1,414 | 0,558 | 166,1 | 1,476 | 0444 | 169 1,886 | 0,558
MCV < 0,8% 90,144 | 0,996 | 0,552 | 90,91 | 1,227 | 0,675 | 8545 | 0368 | 0,215
PLT <32% 152,11 | 6,815 | 2240 | 202,7 | 11,157 | 2,753 | 272,8 | 10,362 | 1,899
Meéfteno : L 26.2.2012 pacientsky vzorek  n=9
N 26.2.2012 pacientsky vzorek  n=9
H 26.2.2012 pacientsky vzorek  n=10
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Celltac E

Tabulka €. 15: neznamd hodnota pro Celltac E

Stanoveno analyzatorem L,N,H
Doporucené
hodnoty CV |  x, CV% | xp CV% | xp
Parametr % 2SD L 2SD N 2SD |CV%H
WBC <2% 2,68 | 0,158 | 2943 | 7,48 | 0,184 | 1,229 | 11,83 | 0,389 1,645
RBC <L5% 4,173 | 0,178 | 2,129 | 4,643 | 0,045 | 0,487 | 5,14 | 0,199 1,937
HGB <15% 134,3 | 3,77 | 1,406 | 143,7 | 2,319 | 0,807 | 163,1 | 5,453 1,672
MCV <1% 92,41 | 0,866 | 0,469 | 42,61 | 0,935 | 1,098 | 88,69 | 0,935 | 0,527
PLT <4% 08,1 | 7,8 | 3,976 | 272,1 |13,248] 2,434 | 22,8 |14,167] 3,179
Meéfeno : L 23.12.2011 pacientsky vzorek n= 10
N 23.12.2011 pacientsky vzorek n =10
H22.12.2011 pacientsky vzorek n= 10
Celltac F
Tabulka €. 16: neznamé hodnota pro Celltac F
Stanoveno analyzatorem L,N,H
Doporucené
hodnoty CV | Xp cv Xp Cv Xp CV %
Parametr % 2SD | % L 2SD | % N 2SD H
WBC <2% 3,77 | 0,135 | 1,790 | 10,14 | 0,235 | 1,158 | 20,5 | 0,340 | 0,829
RBC <L5% 2,639 | 0,144 | 2,729 | 4,152 | 0,144 | 1,740 | 5227 | 0,152 | 1,457
HGB <15% 72,7 | 3,134 | 2,155 | 1344 | 1,398 | 0,520 | 178,5 | 2,160 | 0,605
MCV < 1% 85,92 | 0,497 | 0,289 | 95,68 | 0,540 | 0,282 | 99,31 | 0,33 0,167
<4% 2,613
PLT 54,9 7,510 6,84 231,2 13,53 | 2,925 498,4 | 26,046
Me¢éfeno : L 23.2.2012 pacientsky vzorek n= 10
N23.2.2012 pacientsky vzorek n =10
H22.2.2012 pacientsky vzorek n= 10
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3.5.3. Relativni nejistoty méreni pfi normalni hladiné

2012 WBC RBC HGB PLT
LH 755 % | 5,559 2,525 2,638 7,474
DxH 800 I % | 7,274 2,959 3,139 11,811
DxH 800 11 % | 7,491 3,192 1,496 8,124
Sysmex XE 5000 % | 5,526 2,801 2,841 10,41
LH 750 FP % | 5,668 4,102 3,52 15,8
CELLTACE % | 8,95 3,233 2,463 11,22
CELLTACF % 8,9 3,241 2,501 11,09
3.5.4. Absolutni nejistoty méieni pii normalni hladiné
2012 WBC RBC HGB PLT
LH 755 0,517 /9,58 0,111/44 | 3,483 /132 | 17,114 /229
DxH 800 I 0,633 /8,7 /21’,12282 4,050 /129 | 29,764/252
0,135 17,547
DxH 800 11 0,631 /8,42 /4,230 1,945 /130 /216,0
0,124
Sysmex XE 5000 0,481 /8,7 /4,410 3,694 /130 | 22,695 /218
LH 750 FP 0,504 /8.9 /(31,,1371’6 4,505 /128 | 35,106 /222
CELLTACE 0,740 /8,3 0,139 /4,3 | 3,153 /128 | 27,499 /245
CELLTACF 0,738/8,3 0,141/4,3 | 3,151 /128 | 27,512 /245
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4. Diskuse

V teoretické Casti prace jsme provedli vycet parametrti krevniho obrazu, moznosti
stanoveni jednotlivych krevnich elementd a uvedli piiklady kontrol systému.
V praktické ¢asti jsme provedli praktickd méfeni kontrolnich materiali na vSech typech
analyzatorti krevniho obrazu. Mé&feni jsme provadéli v casovém rozmezi zafi 2011 —

brezen 2012.

U skupiny kontrol s definovanou hodnotou jsme provadéli méteni jednotlivych vzorkt
den po dni az do doby expirace kazdé zkumavky. Vzhledem k tomu, z mnozstvi

kontrolniho materidlu bylo pro jednotlivé Sarze omezené, data reprodukovatelnosti byla
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z vice Sarzi kontrolnich firemnich materiali. Ziskany CV % byl pouzit jako vyjadieni
nejistoty méfeni uvadéné pro jednotlivé parametry ve standardnich operacnich

postupech.

Pro jednotlivé parametry byla dosaZzeny nasledujici hodnoty minima CV% WBC (L)
1,78; (N) 1,36; (H) 0,74; CV% RBC (L) 0,63; (N) 0,44; (H) 0,64; CV% HGB (L) 0,37;
(N) 0,61; (H) 0,50; CV% HCT (L) 0,69; (N) 0,83; (H) 0,74; CV% MCV(L) 0,48; (N)
0,50; (H) 0,74; CV% MCH (L) 0,85; (N) 0,74; (H) 0,80; CV% MCHC (L) 0,92; (N)
0,92; (H) 0,89; CV% PLT (L) 1,77; (N) 1,46; (H) 0,1,45.

Pro jednotlivé parametry byla dosaZeny nasledujici hodnoty maxima CV% WBC (L)
3,29; (N) 4,88; (H) 2,28; CV% RBC (L) 4,94; (N) 2,01; (H) 2,34; CV% HGB (L) 2,16;
(N) 1,79; (H) 1,86; CV% HCT (L) 2,04; (N) 2,17; (H) 2,83; CV% MCV(L) 1,14; (N)
0,86; (H) 1,26; CV% MCH (L) 1,70; (N) 7,38; (H) 5,57; CV% MCHC (L) 1,75; (N)
7,63; (H) 2,28; CV% PLT (L) 15,4; (N) 7,87; (H) 3,28.

Vsechny vysledky kontrolnich métfeni se pohybovaly v rozmezi udaném vyrobcem
kontrolnich materialti. Nejvy$si hodnoty CV% vykazuji analyzatory Celltac E a Celltac
F.

WHO doporucuje pro dané parametry tyto hodnoty  CV:
WBC < 10%, HGB,RBC, HCT < 4%, MCV,MCH,MCHC <5 %, PLT < 15%

Vypoctené variacni koeficienty se pohybuji pod doporucenou hranici, pouze na Celltac
F pii méteni PLT u kontrolniho materidlu L byla tato hranice piekrocena o 0,4% a na
Sysmex XE 5000 pii méteni MCH a MCHC u kontrolniho materidlu N,L byla tato

hranice také prekrocena.

U skupiny kontrol bez definované hodnoty byla hodnocena ptesnost v sérii
(opakovatelnost). Jednalo se o shodu vysledkil n-ti opakovanych vySetteni téhoz vzorku
zpracovanych soucasné a za identickych podminek. Pro méfeni byly pouzity rtzné
vzorky pacientské krve. Vzhledem k omezenému mnoZstvi materidlu zpravidla nebylo

mozné provést 10 méfeni. Jednotlivé pocty kontrolnich méteni byly uvedeny i s datem
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analyzy u jednotlivych tabulek vysledkii. VSechny vysledky kontrolnich méteni se

pohybovaly u spodni hranice doporuc¢eného rozmezi.

Ziskané hodnoty kontrolnich méfeni byly dale statisticky zpracovany a pouZity pro
vypocet nejistot. Variacni koeficienty byly dale zohlednény pfi navrzeni tabulek pro
hodnoceni mezilaboratornich porovnani mezi jednotlivymi pfistroji a slouzi k

okamzitému vypoctu odchylek méfeni viz. Tab. €. v pfiloze.

5. Zavér

I pfes pokroky v hematologii, vyvijeni novych technologii métfeni a zavadéni prutokové
cytometrie do rutinni praxe zlistdva meéfeni krevniho obrazu na automatickém
analyzatoru jednou ze zdkladnich metod s vysokou vypoveédni hodnotou. Zakladem
vydani spravnych vysledki analyzy je jednak dodrzeni preanalytické faze, spravné
nastaveni analyzatorGi a predev§im spravné nastavend kontrola kvality. Kombinace
interni a externi kontroly kvality, kterd zahrnuje méteni kontrolnich krvi s udanou
hodnotou, méfeni vzorkli pacienti a hodnoceni pomoci stanovené¢ho referencniho
analyzatoru a mezilaboratorni porovnani tzv. okruznich vzorkti umozni dobrou kontrolu

a podklady pro vydavani spravnych vysledkil a objektivni hodnoceni stavu pacienta.

Pfi naSich méfenich jsme si ovéfili, ze porovndvané analyzatory vykazuji vysokou

spolehlivost a bylo by mozné i zzit doporuc¢end rozmezi pro variabilitu mefeni.

V praci byl navrzen moZny zpusob vyjadieni nejistoty méfeni bez zahrnuté
opakovatelnosti méfeni, kterd je poZzadovana i u hematologickych vysetfeni a méla by

byt soucasti hodnoceni validace metody ve standardnim opera¢nim postupu.
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7. Seznam zkratek pouzitych v textu

Zkratka Ukazatel Rozmeér

WBC Leukocyty 107 /1

RBC Erytrocyty 10" /1

HGB Hemoglobin g/l

HCT Hematokrit 1

MCV Stfedni objem erytrocytii fl

MCH Barvivo erytrocytii pg

MCHC Stfedni barevna koncentrace g/1

RDW Distribuc¢ni kiivka erytrocytt % CV

PLT Trombocyty 10°/1

MPV Stfedni objem trombocytu fl

PCT Hematokrit trombocytil 1

PDW Distribuc¢ni kiivka trombocytii 1,%

NE Neutrofily Relat. %, abs. 10” /1
LY Lymfocyty Relat. %, abs. 10” /1
MO Monocyty Relat. %, abs. 10” /1
EO Eozinofily Relat. %, abs. 10” /1
BA Bazofily Relat. %, abs. 10” /1
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13: Neznama hodnota pro LH 750 FP

14: Neznama hodnota pro Sysmex XE 5000

15: Neznama hodnota pro Celltac E

16: Neznama hodnota pro Celltac F

Graf ¢. 1: Relativni nejistoty méfeni pfi normalni hladiné
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9.  Piilohy

Priloha ¢. 1

Referenc¢ni hodnoty zdravé dospélé populace - Krevni obraz

REFERENCNi MEZE
Parametr JEDNOTKY Muzi zeny
Leukocyty / WBC/ 10°/1 4,10 - 10,20 4,00 - 10,70
Neutrofily /NE / 10°/1 nebo % 1,80-7,00 50,0 - 75,0 %
Lymfocyty /LY / 10°/1 nebo % 1,00 -4,80  25,0-40,0 %
Monocyty / MO / 10°/1 nebo % 0,10-0,80 3,0-8,0%
Eozinofily / EO / 10°/1 nebo % 0,00 - 0,45 1,0-3,0 %
Bazofily /BA/ 10°/ 1 nebo % 0,00 - 0,20 0,0-1,0%
Erytrocyty / RBC / 10*12/1 4,19 - 5,75 3,54 -5,18
Hemoglobin / HGB / g/l 135-174 116 - 163
Hematokrit / HCT / 1 0,390 - 0,510 0,330 - 0,470
Stfedni objem ery / MCV / fl 82,6 -98.4 82,3 -100,6
Barvivo ery /MCH / pg 28,0 - 34,6 28,1 -35,6
Sti. barevna koncetr. / MCHC / g/l 329 - 364 330 - 363
Distribuc¢ni kiivka ery / RDW / % 12,1 -15,0 11,9 -16,3
Trombocyty / PLT / 10*9/1 142 - 327 131 - 364
Stfedni objem trombo. / MPV / fl 7,0-10,8 7,1 -10,4
Tromb. hematokrit / PCT / 1 0,127 - 0,277 0,117 -0,305
Distribu¢ni kiivka tromb. /PDW / % 15,5-17,6 15,3-17,9
Pocet retikulocytil 10'%/1 nebo %o 0,025 -0,075 5 - 15%o
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Priloha ¢.2

Vypocet nejistoty méreni
Nejistoty pro méteni na tiech hladinach ( L — nizkd, N — normalni, H — vysokd ) byly
vypocitany pro parametry WBC, RBC, HGB a PLT z :
e Pfesnosti
e Spravnosti
e Negjistoty kontrolniho materialu
e Nejistoty piistroje
Presnost je vyjadiena :
opakovatelnosti jakéhokoliv materidlu uy, = SD ; ue, = CV (%) * x,, / 100
reprodukovatelnosti kontrolniho materialu u,., = SD

SD=1 /(n—l)*\/ > (Xi-xp)2 i=1...n n — pocet méteni
Spravnost je vyjadiena:
odchylkou od spravné hodnoty us - Xp — X, ( zjiSténo u kontrolniho materidlu pii

stanoveni reprodukovatelnosti )

Nejistota kontrolniho materialu je vyjadfena : _
z dané tolerance kontrolniho materidlu u,,=a/ \3

Celkova nejistota u=n u,,pz +u,ep2+ur g’
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Ptiloha ¢.3

KONTROLA KVALITY podle mezi Refer. Laboratore

UKBLD CHLTC VFN v Praze
Meéfeno dne: 3.11.2011 Zpracoval :
|Pristr./ lokalita é.vz. WBC 10*9/I RBC 10*12/1 HGB g/l
LH 755/ CHL 1 1040 9,36 11,44 3,78 3,55 4,01 79 76 82
DxH 8001 1 10,10 3,82 81
DxH 800 Il 1 9,80 3,78 79
LH 750/ FP 1 9,90 3,81 80
Sysmex XE 5000/FP 1 10,20 3,95 79
Celltac E 1 9,70 3,90 80
Celltac F 1 9,90 3,77 80
LH 755/ CHL 2 6,70 6,03 7,37 4,06 3,82 4,30 115 110 120
DxH 800 2 6,40 3,95 119
DxH 800 I 2 6,30 4,09 116
LH 750/ FP 2 6,80 4,29 116
Sysmex XE 5000/FP 2 6,20 4,02 116
Celltac E 2 7,00 4,10 116
Celltac F 2 6,10 435 H 111
LH 755/ CHL 3 3,10 2,79 3,41 3,03 2,85 3,21 107 103 111
DxH 800 3 3,20 3,15 109
DxH 800 Il 3 2,80 3,01 107
LH 750/ FP 3 3,00 3,13 106
Sysmex XE 5000/FP 3 3,10 3,02 108
Celltac E 3 2,80 3,01 107
Celltac F 3 2,80 293 103
LH 755/ CHL 4 2040 18,36 244 3,66 3,44 3,88 104 100 108
DxH 800 | 4 20,30 3,73 107
DxH 800 Il 4 19,20 3,61 105
LH 750/ FP 4 19,50 3,70 103
Sysmex XE 5000/FP 4 19,20 3,61 105
Celltac E 4 18,80 3,60 103
Celltac F 4 19,80 3,54 101
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KONTROLA KVALITY podle mezi Refer. Laboratore

UKBLD CHLTC VFN v Praze
Méreno dne: 3.11.2011 Zpracoval :
[Pristr. lokalita cvz. HCT % MCV fl PLT 1079/
LH 755/ CHL 1 245 22,54]- 26,46 647 61,5 67.9] 499 424 574
DxH 800 | 1 26,2 65,2 533
DxH 800 I 1 24,4 64,6 491
LH 750/ FP 1 26,2 64,3 436
Sysmex XE 5000/FP 1 24.4 62,3 521
Celltac E 1 255 65,4 547
Celltac F 1 24.4 64,3 502
LH 755/ CHL 2 33,9 31,183|- 36612| 83,3 79,1 87,5] 317 269 365
DxH 800 | 2 35,1 36,1 290
DxH 800 11 2 34,1 83,3 302
LH 750/ FP 2 35,5 82,3 283
Sysmex XE 5000/FP 2 336 835 308
Celltac E 2 35,0 854 317
Celltac F 2 34,7 796 290
LH 755/ CHL 3 30,4 27,968|- 32832 1002 95,2 1052] 271 230 312
DxH 800 | 3 31,2 103,0 259
DxH 800 1] 3 29,9 99,3 293
LH 750/ FP 3 31,7 101,0 266
Sysmex XE 5000/FP 3 30,4 1006 263
Celltac E 3 29,9 99,3 293
Celltac F 3 30,4 104,0 247
LH 755/ CHL 4 30,0 27.6|- 24 820 77.9 36,1 368 733 298
DxH 800 | 4 31,6 84,3 823
DxH 800 Il 4 30,0 83,1 895
LH 750/ FP 4 30,9 83,5 752
Sysmex XE 5000/FP 4 30,0 33,1 895
Celltac E 4 20,7 82,5 a71
Celltac F 4 29,9 84,5 720 L
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KONTROLA KVALITY podle mezi INSTAND

UKBLD CHLTC VFN v Praze
MéFeno dne: 3.11.2011 Zpracoval : VK
‘Pistr./ lokalita c.vz. WBC 10*9/1 RBC 10*12/1 HGB gl
LH 755/ CHL 1 10,40 8,74 12,06 3,78 3,40, 4,16 79,00 74 84
DxH 800 | 1 10,10 3,82 81,00
DxH 800 Il 1 9,80 3,78 79,00
LH 750/ FP 1 9,90 3,81 80,00
Sysmex XE 5000/FP 1 10,20 3,95 79,00
Celltac E 1 9,70 3,90 80,00
Celltac F 1 9,90 3,77 80,00
LH 755/ CHL 2 6,70 5,63 7,77 4,06 3,65 4,47] 115,00 108] 122
DxH 800 | 2 6,40 3,95 119,00
DxH 800 I 2 6,30 4,09 116,00
LH 750/ FP 2 6,80 4,29 116,00
Sysmex XE 5000/FP 2 6,20 4,02 116,00
Celltac E 2 7,00 4,10 116,00
Celltac F 2 6,10 4,35 111,00
LH 755/ CHL 3 3,10 2,60 3,60 3,03 2,73 3,33] 107,00 101 113
DxH 800 | 3 3,20 3,15 109,00
DxH 800 Il 3 2,80 3,01 107,00
LH 750/ FP 3 3,00 3,13 106,00
Sysmex XE 5000/FP 3 3,10 3,02 108,00
Celltac E 3 2,80 3,01 107,00
Celltac F 3 2,80 2,93 103,00
LH 755/ CHL 4 20,40 17,14 23,66 3,66 3,29 4,03] 104,00 98 110
DxH 800 | 4 20,30 3,73 107,00
DxH 800 Il 4 19,20 3,61 105,00
LH 750/ FP 4 19,50 3,70 103,00
Sysmex XE 5000/FP 4 19,20 3,61 105,00
Celltac E 4 18,80 3,60 103,00
Celltac F 4 19,80 3,54 101,00
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KONTROLA KVALITY podle mezi INSTAND

UKBLD CHLTC VFN v Praze

Méfeno dne: 3.11.2011 Zpracoval : VK

Pristr./ lokalita c.vz. HCT % MCV fl PLT 10*9/

LH 755/ CHL 1 24,50 21,805| - 27,195 64,70 59,5 69,9] 499,00 389 609
DxH 800 | 1 26,20 65,20 533,00

DxH 800 Il 1 24,40 64,60 491,00

LH 750/ FP 1 26,20 64,30 486,00

Sysmex XE 5000/FP 1 24,40 62,80 521,00

Celltac E 1 25,50 65,40 547,00

Celltac F 1 24,40 64,80 502,00

LH 755/ CHL 2 33,90 30,171| - 37,629] 83,30 76,6 90,0 317,00 247 387]
DxH 800 | 2 35,10 86,10 290,00

DxH 800 I 2 34,10 83,30 302,00

LH 750/ FP 2 35,50 82,80 283,00

Sysmex XE 5000/FP 2 33,60 83,50 308,00

Celltac E 2 35,00 85,40 317,00

Celltac F 2 34,70 79,60 290,00

LH 755/ CHL 3 30,40 27,056 - 33,744 100,20 92,2 108,2] 271,00 211 331
DxH 800 | 3 31,20 103,00 259,00

DxH 800 Il 3 29,90 99,30 293,00

LH 750/ FP 3 31,70 101,00 266,00

Sysmex XE 5000/FP 3 30,40 100,60 263,00

Celltac E 3 29,90 99,30 293,00

Celltac F 3 30,40 104,00 247,00

LH 755/ CHL 4 30,00 26,7|- 33,3] 82,00 75,4 88,6] 868,00 677 1059
DxH 800 | 4 31,60 84,80 823,00

DxH 800 Il 4 30,00 83,10 895,00

LH 750/ FP 4 30,90 83,50 752,00

Sysmex XE 5000/FP 4 30,00 83,10 895,00

Celltac E 4 29,70 82,50 971,00

Celltac F 4 29,90 84,50 720,00
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Nejistoty méreni 2012 - bez zahrnuté opakovatelnosti

DxH 800

WBC RBC HGB PLT
hladina L N H L N H L N H L N H
Reprodukovatelnost
SD - u(rep) 0,107 0,097 0,258 0,031 0,045 0,07 0,483 0,966 1,434 2,635 5,185 11,478
CV 3,107 1,105 1,288 1,623 0,094 0,14 0,924 0,729 0,882 3,537 2,368 2,712
primér 3,46 8,74 20,7 1,88 4,12 5,34 52,3 132,6 162,5 74,5 219 423,2
Assay - Xd 3,5 9,1 20,7 1,89 4,2 5,44 52 132 163 76 227 430
A 0,6 0,7 1,2 0,11 0,15 0,23 1,5 2 3 15 25 45
u(sh) 0,04 0,36 0 0,01 0,08 0,1 0,3 0,6 0,5 1,5 8 6,8
u(rm) 0,346 0,404 0,693 0,064 0,087 0,133 0,866 1,155 1,732 8,660 14,434 25,981
Opakovatelnost
SD - u(op) 0,108 0,309 0,158 0,027 0,048 0,049 0,876 1,075 1,969 4,115 2,946 11,653
CV 2,734 3,473 0,875 1,025 1,134 0,93 0,932 0,886 1,178 6,273 1,432 2,708
primér 3,95 8,1 18,04 2,643 4,265 5,231 93,9 128,6 167,1 65,6 206 450
nejistota abs. 0,380 0,631 0,756 0,076 0,135 0,187 1,357 1,945 3,030 10,056 17,547 31,445
priimér pro nejistotu 3,700 8,420 19,500 2,250 4,230 5,280 72,000 130,000| 165,000 71,0001 216,000 440,000
nejistota relat % 10,281 7,491 3,877 3,392 3,192 3,540 1,884 1,496 1,837 14,164 8,124 7,147
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Nejistoty méreni 2012 - bez zahrnuté opakovatelnosti

Sysmex XE 5000

WBC RBC HGB PLT
hladina L N H L N H L N H L N H
Reprodukovatelnost
SD - u(rep) 0,063 0,211 0,8 0,04 0,069 0,08 0,568 1,814 0,2 7,646 13,558 16
CcVv 2,414 2,849 4,4 1,679 1,558 1,5 0,888 1,386 1,6 11,532 6,692 3,1
prumér 2,62 7,4 18 2,383 4,451 5,22 63,9 130,8 153 66,3 202,6 494
Assay - Xd 2,5 7,3 17,8 2,37 4,47 5,17 64 133 152 51 201 525
A 0,3 0,6 2 0,11 0,16 0,2 3 4 6 15 30 60
u(sh) -0,12 0,1 0,2 0,013 0,019 0,05 0,1 2,2 1 15,3 1,6 31
u(rm) 0,173 0,346 1,155 0,064 0,092 0,115 1,732 2,309 3,464 8,660 17,321 34,641
Opakovatelnost
SD - u(op) 0,063 0,238 0,226 0,014 0,04 0,031 0,422 0,422 0,632 5,343 5,354 10,765
CcVv 1,63 2,334 1,181 0,94 0,917 0,544 0,913 0,333 0,385 4,906 2,25 1,602
prumér 3,9 10,2 19,2 1,488 4,36 5,641 46,2 126,8 164,2 108,9 238 672,1
nejistota abs. 0,229 0,481 1,437 0,077 0,124 0,152 1,874 3,694 3,666 19,902 22,695 50,328
primér pro nejistotu 3,200 8,700 20,570 1,900 4,410 4,300 51,000] 130,000] 125,000 85,000] 218,000] 401,300
nejistota relat % 7,149 5,526 6,985 4,076 2,801 3,542 3,674 2,841 2,933 23,414 10,410 12,541
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Nejistoty méreni 2012 - bez zahrnuté opakovatelnosti

LH 755, 750

WBC RBC HGB PLT
hladina L N H L N H L N H L N H
Reprodukovatelnost
SD - u(rep) 0,2 0,271 0,8 0,031 0,132 0,07 0,1 1,647 0,2 2,635 13,895 11,478
CVv 55 3,162 4.4 1,623 3,089 0,14 1,4 1,334 1,6 3,537 5,598 2,712
primér 29 8,57 18 1,88 4,27 5,34 80 123,4 153 74,5 248,2 423,2
Assay - Xd 2,8 8,9 17,8 1,89 4,27 5,44 80 126 152 76 220 430
A 0,4 0,4 2 0,11 0,11 0,23 4 3 6 15 25 45
u(sh) -0,1 0,33 0,2 0,01 0 0,1 0 2,6 1 1,5 28,2 6,8
u(rm) 0,231 0,231 1,155 0,064 0,064 0,133 2,309 1,732 3,464 8,660 14,434 25,981
Opakovatelnost
SD - u(op) 0,067 0,137 0,208 0,029 0,099 0,119 0,527 2,797 0,823 3,091 5,985 15,189
CcVv 1,754 1,538 0,878 2,301 2,272 2,283 1,27 2,142 0,527 3,254 2,665 3,745
prdmér 3,8 8,91 23,69 1,247 4,363 5,2 41,5 130,6 156,3 95 224,6 405,6
nejistota abs. 0,328 0,504 1,434 0,077 0,177 0,216 2,371 4,505 3,704 9,682 35,106 32,919
primeér pro nejistotu 3,800 8,900 23,700 1,247 4,310 5,200 41,5001 128,000] 156,300 95,000] 222,000] 405,000
nejistota relat % 8,641 5,668 6,051 6,178 4,102 4,156 5,713 3,520 2,370 10,192 15,814 8,128
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Nejistoty méreni 2012 - bez zahrnuté opakovatelnosti

CELLTAC E,F

WBC RBC HGB PLT
hladina L N H L N H L N H L N H
Reprodukovatelnost
SD - u(rep) 0,2 0,4 0,8 0,04 0,08 0,08 0,1 0,2 0,2 7 16 16
CcVv 55 5 4,4 1,6 1,9 1,5 1,4 1,5 1,6 11,2 6,2 3,1
prumér 2,9 8,3 18 2,56 4,29 5,22 80 131 153 65 253 494
Assay - Xd 2,8 8,2 17,8 2,53 4,28 5,17 80 131 152 66 260 525
A 0,4 1 2 0,15 0,18 0,2 4 5 6 18 35 60
u(sh) -0,1 0,1 0,2 0,03 0,01 0,05 0 0 1 1 7 31
u(rm) 0,231 0,577 1,155 0,087 0,104 0,115 2,309 2,887 3,464 10,392 20,207 34,641
Opakovatelnost
SD - u(op) 0,097 0,211 0,584 0,06 0,045 0,047 1,767 1,252 1,9 3,596 6,546 10,765
CcVv 3,774 2,565 2,978 2,241 1,046 0,871 1,906 1,004 1,128 4,153 2,764 1,602
prumér 2,56 8,23 19,61 2,696 4,3 5,365 92,7 1247 168,5 86,6 236,8 672,1
nejistota abs. 0,336 0,740 1,534 0,117 0,139 0,156 2,910 3,153 4,080 13,074 27,499 50,328
primér pro nejistotu 2,8 8,3 18,8 2,6 4,3 53 86,0 128,0 160,0 76,0 245,0 430,7
nejistota relat % 12,210 8,950 8,162 4,485 3,233 2,955 3,383 2,463 2,550 17,203 11,224 11,685
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