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Trombocytopenie versus pseudotrombocytopenie
aneb vliv ThromboExactu v diferencialni diagnostice

trombocytopenie

Abstrakt

Trombocytopenie patii mezi kvantitativni poruchy krevnich desticek, pii niz
dochazi ke snizeni mnozstvi trombocytil a tim i k poruse jejich funkce. Pfi¢inou vzniku
muze byt jak snizena tvorba trombocytil v kostni dieni, tak i zvySeny zanik nebo spotieba

krevnich desticek. Trombocytopenie mohou byt jak vrozené, tak i ziskané.

Podle stanoveni poCtu trombocytd na automatickych nebo poloautomatickych
analyzatorech miiZzeme diagnostikovat lehkou, stfedné té¢Zkou a t€Zkou trombocytopenii.
Odbérem do specialni zkumavky na trombocyty (tzv. ThromboExact) mizeme zaroven
odhalit pseudotrombocytopenii, kterd vznika aglutinaci trombocytli ve vySetfovaném
vzorku. Aglutinace muze byt zplsobena jak ptitomnosti protilatek v krvi, tak i
nespravnym odbérem ¢i jinou technickou zdvadou. Spravné odliSeni trombocytopenie od

pseudotrombocytopenie pak hraje vyznamnou roli v dalsi diagnostice a 1€¢b¢ pacienta.

Cilem této bakalaiské prace je urcit, jaky vliv ma odbér do ThromboExactu v
diferencidlni  diagnostice  trombocytopenie a  prokdzat, Ze u  pacientd
s pseudotrombocytopenii dochazi po odbéru do specidlnich zkumavek k Gpravé poctu

trombocytd, které by za jinych okolnosti byly v disledku aglutinace sniZeny.

Klic¢ova slova: trombocytopenie; pseudotrombocytopenie; diferencialni diagnostika



Thrombocytopenia versus pseudotrombocytopenia
and the influence of the ThromboExact in differential diagnosis

of thrombocytopenia

Abstract

Thrombocytopenia belongs among the quantitative disorders of platelets during
which decrease of platelets occurs leading to a disorder of their function. The Cause of
onset can be reduced creation of platelets in bone marrow as well as increased destruction

or usage of platelets. Thrombocytopenias can be both innate and gained.

According to determined number of platelets measured by automatic or polo-
automatic analysers we can diagnose mild, moderate and severe thrombocytopenia. By
taking the blood to the specialised tube for platelets (a.k.a. ThromboExact) we can at the
same time reveal pseudo-thrombocytopenia, which arises by agglutinating of platelets in
the examined specimen. Agglutination can be caused by presence of antibodies in blood
as well as by incorrect blood taking or another detrimental technique. A Correct
differentiation of thrombocytopenia from pseudo-thrombocytopenia then plays a
significant role in further diagnosis and treatment of a patient.

The goal of this Bachelor thesis is to determine what influence does the blood
sample to the ThromboExact have in differential diagnosis of thrombocytopenia and to
prove that in case of patients with pseudo-thrombocytopenia there is an adjustment to
number of platelets after the blood taking to special tubes which would be at different

circumstances due to agglutination decreased.

Key words: thrombocytopenia; pseudo-thrombocytopenia; differential diagnosis
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1. Uvod

Trombocyty - krevni desticky, nam v téle zajistuji mnoho dilezitych funkci.
Vznikaji pti megakaryocytoze v kostni dieni. V krvi prezivaji 8-12 dni. Trombocyty jsou
bezjaderné buiiky a jejich normalni hodnoty v periferni krvi se pohybuji od 150x10%1 do
400x10%1.

V teoretické ¢asti mé bakalaiské prace bych chtéla podrobnéji pfiblizit trombocyty

obecng¢. Jejich vznik, funkci a morfologii.

Druha ¢ast teoretické casti je vénovana nemocem, pfii, kterych dochazi ke snizeni
poctu trombocytd — trombocytopeniim. Trombocytopenii rozdélujeme na vrozenou a
ziskanou. Ziskané trombocytopenie dale rozdélujeme na imunitné podminéné a
neimunitné podminéné. Do kazdé z téchto skupin patii uritd onemocnéni, kterym se

podrobnéji vénuji ve své praci.

Samostatnou skupinou je pseudotrombocytopenie. Jak jiz ndzev napovidd, dochézi
k falesnému snizeni poétu krevnich desti¢ek pod 150x10%I. K tomuto fale$nému snizeni

muze dochazet z vice davodda.

V praktické ¢asti se budu vénovat stanoveni poctu trombocytli na analyzatoru
Sysmex XN 1000. Pokud ndm analyzator vyhodnoti nizkou hladinu trombocytd,
provedeme natér na sklicko a zkontrolujeme, zda se v natéru nenalézaji shluky desticek.
Pokud v natéru shluky desti¢ek nalezneme, mohlo by se jednat o pseudotrombocytopenii

a provedeme kontrolni odbér do tzv. ThromboExactu.

Cilem mé bakalaiské prace je urcit statistickou vyznamnost zvysSeni poctu krevnich
desticek pii odbérit do ThromboExactu oproti odbéru do zkumavky s antikoagulaénim

¢inidlem K3EDTOU a zamezeni tak fale$né nizkych hodnot a nespravnych diagnéz.



2. Literarni prehled

2.1. Krev
Krev je Cervena vazka tekutina, ktera koluje v cévnim systému clovéka a je
Vv kontaktu se vS§emi organy. Obsahuje krevni barviva vazana na krvinky. Objem krve u

dospélého ¢lovéka se pohybuje okolo 5-6 litra. (Kittnar, 2011)

2.1.1. Funkce krve

Krev ma nékolik dulezitych funkci, mezi které patii transport plynt a latek jako je
glukoza, hormony, enzymy. Odvadi odpadni latky do ledvin a jater, kde dochazi k jejich
detoxikaci a odvodu z t&la ven. Ukolem krve je taktéZ udrzovani stalosti vnitiniho

prostfedi a ma dulezity podil na obranyschopnosti organismu. (Indrak, 2006)

2.1.2. SloZeni krve

Krev se sklad4 z krevni plazmy a krevnich elementt.

Krevni plazma

Krevni plazma je tekutd ¢ast krve. Za fyziologickych podminek je to svétle Zluta,

pruhledna tekutina. Obsahuje anorganické a organické latky. (Adam, 2007)

Mezi anorganické latky patii hlavné voda, kterd tvoii az 90 % objemu krevni
plazmy. Voda se v plazmé vyskytuje bud’ vazana na bilkovinach, nebo volné a tvoti zde
funkci rozpoustédla. Dale jsou pfitomné riizné soli, které jsou vyznamné pro udrzovani
stalého osmotického tlaku a pH. DileZitou soucasti je 1 vapnik, ktery je nezbytny jak pro
stavbu kosti a zubti tak i pro srdzeni krve a pro pfenos nervového vzruchu. V malé mite

jsou zastoupeny i jiné ionty. (Kittnar, 2011)

Organické latky v plazmé jsou hlavné bilkoviny, které rozdélujeme podle chemické
stavby na albuminy, globuliny a fibrinogen. Albuminy v krvi udrzuji vodu a pienase;ji ji
z tkani do krve. Jsou také pienasSeci enzymu, 1ékti, hormont a kovii. Mezi globuliny jsou
nejvyznamnéjsi tzv. imunoglobuliny, které maji na svém povrchu protilatky, pomoci
kterych jsou schopny zneskodnit Skodlivé latky. Pti poranéni cév se z fibrinogenu tvoii

fibrin, ktery ma schopnost zacelit porusenou cévni sténu. (Kittnar, 2011)



Krevni téliska

Mezi krevni téliska nachazejici se v krvi patii tii zakladni typy: A) erytrocyty
B) leukocyty
C) trombocyty

A) Erytrocyty neboli Cervené krvinky jsou bezjaderné buiky obsahujici
hemoglobin pfenasejici kyslik a oxid uhli¢ity. Erytrocyty vznikaji v kostni deni a v Krvi
piezivaji 120 dni. (Vydra, 2015)

B) Leukocyty jsou tzv. bilé krvinky, které délime na agranulocyty a granulocyty.
Mezi agranulocyty fadime lymfocyty, monocyty a makrofagy a granulocyty délime na
neutrofily, eozinofily a bazofily. Bilé krvinky maji vyznamnou ulohu pfi fungovani

imunitniho systému. (Vydra, 2015)

C) Krevni desti¢ky, téz zvané jako trombocyty, vznikaji v kostni dfeni, jsou
bezjaderné a piezivaji v krvi 8-12 dni. Maji vyznamnou ulohu v procesu primarni

hemostazy. (Penka, 2011)

2.2. Trombocyty

2.2.1. Tvorba a vyvoj trombocytii

Trombocyty se vyviji z kmenové bunky BFU-Meg v CFU-Meg a nasledné se
diferencuji v promegakaryoblasty, megakaryoblasty, promegakaryocyty, a nezralé a zralé
megakaryocyty. Krevni desticky vznikaji odStépovanim zralych megakaryocytl, u
kterych dochdzi pouze k tzv. endomitoze, coz znamenad mnohonasobné zmnozeni genomu

Vv jadte. (Penka, 2011)

Promegakaryoblast je morfologii neidentifikovatelné¢ stadium, avSak v téchto
blastech mlZe byt pozitivni rekce na specificky glykoprotein IIb, déale pak von
Willebrantiv faktor a peroxidazu. Jedna se o cca 5-20 % celého megakaryocytarniho
poolu. Jsou to malé blasty s vysokym obsahem jadra maji vyrazné bazofilni cytoplazmu

bez granulace. (Penka, 2011)
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DalSim stadiem je megakaryoblast, ten pfedstavuje asi 20 % megakaryocytarni
populace. Mé intenzivné bazofilni cytoplazmu, velké kulaté nebo lobulizované jadro,

které obsahuje nékolik vy¢nivajicich nukleold. (Penka, 2011)

Dale se diferencuji v promegakaryocyty. Ty tvoii asi 25 % populace. Velikost
megakaryocytu je 15-20 um. Jadro se zmenSuje a je vyrazné lobulizované, hrubsi

struktury a bez vyraznych nukleolt. Cytoplazma ma nartizovélé tony. (Penka, 2011)

Poslednim stadiem vyvoje jsou zrajici a vyzralé megakaryocyty. Pro ty je typické
ztrata bazofilni cytoplazmy a polarizace jadra na okraj cytoplazmy. Zralé
megakaryoblasty dosahuji velikosti az 40-60 um, a jedna se tedy o nejvétsi a nejvice
zastoupené buiiky (cca 60 %) z celé megakaryocytarni fady. Cely vyvoj zralého
megakaryocytu trva 5-10 dni. (Wintrobe, 2009)

2.2.2. Funkce trombocyti

Krevni desticky jsou bezjaderné bunky, které vznikaji pii megakaryocytdze, kterd
probiha v kostni dieni. V krevnim fecisti prezivaji 8-12 dni. Po uplynuti této doby jsou
odstraniovany v retikuloendotelovém systému sleziny, jater a kostni dien¢. Normalni
pocet krevnich desticek je 150400 x 10°%/1. Mezi nejvyznamnéjsi funkce trombocytu patii
vytvateni primarni krevni zéatky a jejich prokoagulaéni aktivita. Trombocyty totiz
obsahuji n¢které koagulacni faktory, jako je naptiklad fibrinogen, FV, FVIII, FXI.
(Indrak, 2007)

Mezi dalsi neméné vyznamné funkce patii adheze k defektiim cévni stény, agregace
s uvoliovaci reakci (dekretované mediatory podporuji lokalni hemostazu), interakce
faktori a inhibitorti koagula¢ni kaskady v komplexech s fosfolipidy a vapenatymi ionty
(na povrchu trombocytl), retrakce koagula (aktin + myosin), uplatnéni v imunitnich

pochodech (zanét), udrzuji integritu endotelu. (Fereiro, 2010)

2.2.3. Morfologie a metabolismus trombocytii

Jak je jiz zminéno V pfedchozich odstavcich, trombocyt je bezjaderna burika.
Trombocyty obsahuji cytoplazmu, ve které se nachazeji nékteré organely. Mitochondrie,
které produkuji ADP a ATP. Rezidua endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu,
které jsou dulezitou zasobarnou vapenatych iontd a podili se na syntéze nékterych
enzymu. Aktin, myosin a trombostenin, jsou velice dilezité pii procesu agregace, jelikoz

umoznuji krevni desti¢ce ménit tvar.
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Dale pak obsahuji chemické latky ze skupiny prostaglandinii, jako je fibrin
stabilizujici faktor a rustovy faktor podnécujici proliferaci fibroblastii a endotelovych

bunék. (Penka, 2009)

Dale se v cytoplazmé objevuji tfi typy morfologicky odliSnych granul. Prvni typ
granul obsahuji pfedevsim proteiny, takové granula nazyvame o granula. Druhym typem
jsou denzni granula, ty obsahuji hlavné ADP, ATP, Ca?" ionty a serotonin. Poslednim

typem granul jsou lysozomy, které obsahuji §té€pici enzymy. (Kittnar, 2011)

2.2.4. Hodnoceni trombocytii v natéru periferni krve

2.2.4.1. Kvantitativni

Hodnotime orientac¢ni poc¢et trombocytl

Trombocytopenie

V krevnim natéru nalézame malé mnozstvi trombocytt.
Trombocytoza
V krevnim nétéru nalézame velké mnozstvi trombocytt.

2.2.4.2. Morfologicke

Zmeény velikosti

Makrotrombocyt je trombocyt, ktery je velky, miZe dosahovat az velikosti
erytrocytl o takovém trombocytu fikdme, Ze se jednd a tzv. giganticky trombocyt. Dal§im
pfipadem zmény velikosti je anizocytéza trombocytll, kdy v krevnim natéru nalézdme
ruzné velikosti trombocytll, na anizocytézu nds upozoriiuje i piistroj, protoze hodnoty

PDW > 17,1 %. (Malara, 2012)

Zmény granulace

V krevnim natéru miizeme nalézt hypogranularni trombocyt. Takovy trombocyt ma
sniZzeny pocet azurofilnich granul, nebo neobsahuje Zadna. Hodnoceni této morfologické
zmeény je dulezité pii stanovenich nekterych onemocnéni napt. pti myelodysplastickém

syndromu, akutni leukemii, syndromu Sedych desti¢ek. (Pecka, 2006)
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Ulozeni v natéru

Hodnotime, zda se trombocyty vyskytuji po jedné buiice nebo jestli vytvaieji malé
¢i vétsi shluky. Shluky trombocytli ndam mohou vypovidat o srazeném, tedy spatné

provedeném odbéru nebo o pseudotrombocytopenii. (Penka, 2011)

2.3. Fyziologie procesu primarni hemostdzy

Proces krevniho srdzeni nazyvame hemostaza. Hemostaza je velice slozity proces,
ktery musi byt pfesné regulovany. Jeho tkolem je zastavit krvaceni pouze v misté
poranéni a pokud nedojde Kk poruSeni cévy, ma za tikol udrzovat tekutost krve. Na
krevnim srazeni se podili hlavné cévy, krevni desticky a plazmatické koagula¢ni faktory.

(Key, 2017)

2.3.1. Primarni hemostiza

Priméarni hemostaza je d&j, pfi kterém dochazi k vystavbé primarni cévni zatky.
Dochéazi k zaceleni porusené celistvosti cévy a to bud’ z divodu poranéni cévy nebo
Z nutné obnovy. K zastaveni krvaceni dochazi z divodu tvorby desti¢kového agregétu.
Pokud dojde k poruse krevnich desti¢ek, mize dojit k pozménéni ¢&i ztraté schopnosti
zastavit krvaceni. K zastavé krvaceni nestac¢i normalni pocet trombocytl ani jejich

normalni funkce, ale je nutné, aby disponovali hlavné tzv. granulomerem. (Brooks, 2011)

Granulomer jsou granula uspofadand nejcastéji ve sttedu desti¢ek. RozliSujeme dva
typy granul a to jsou o a 6. Trombocyty obsahuji i dalsi inkluze, které zajistuji jejich
energetické a zivotni naroky. Trombocyt neni schopny se délit, z dlivodu absence jadra,

zZije pouhych 7-10 dni a je odstraniovan ve slezing. (Brooks, 2011)

Zakladni funkci je tvorba primdrni cévni zatky, kterd zacinad pfilnutim krevni
desticky k receptoriim kolagennich vldken bazalni membrany cévni stény. Tuto reakci
umoziuje vzajemné pusobeni receptoru kolagennich vlaken bazalni membrany (adheze)
a glykoprotein 1b (receptor membrany krevnich desti¢ek) prostfednictvim von
Willebrandova faktoru. (Ferreiro, 2010)

NejvyznamnéjS$im krokem je shlukovani desti¢ek (agregace). Toto shlukovani je
umoznéno reakci glykoproteinu IIb/IIla s fibrinogenem a svon Willebrandovym
faktorem. (Penka, 2011)
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Adheze desticek je indukovdna malym mnozstvim ADP, ktery je z okolni
perivaskularni tkané¢ a agregace je zpusobena velkym mnozstvim endogenniho ADP,
ktery se nachazi v granulach desticek. Shlukovani vyvolava ale 1 trombin, adrenalin,
kolagen a dalsi latky. Pfi shlukovani mohou desticky zménit tvar, vlastnosti a pfedevs§im

lepivost. (Penka, 2011)

Dalsi vyznamnou vlastnosti desti¢ek je schopnost stazeni destickové zatky, jedna
se o tzv. retraktibilitu destic¢ek. Retraktibilitu zajistuje ptitomnost kontraktilnich bilkovin
vV membran¢ desticek. Bilkoviny zajisti smrsténi destickového trombu a tim 1 reparativni
pochody. Vrcholem primarni hemostazy je tvorba destickového agregatu tzv. bilého
trombu, ktery ale podléha smr$téni a odplaveni, pokud nedojde k jeho zpevnéni a fixovani
fibrinovou siti, kterd vznikla v procesu krevniho srazeni. Po fixovani a zpevnéni vznika

tzv. Cerveny trombus. (Key, 2017)

Trombocyty maji schopnost se ucastnit krevni koagulace, coz je dano destickovym
faktorem 3. Hovotime o fosfolipidech, které poskytuji povrch ke vzdjemnému kontaktu

faktori plazmatického systému krevniho srazeni. (Kaushansky, 2009).

Membrana trombocytu je slozena z dvojité vrstvy fosfolipidi. V klidovych
trombocytech se na povrchu membrany nachazi sfingomyelin a fosfatidylcholin, kdezto
uvnitt desticky se nachazi fosfattidylinositol a fosfatidylserin. Aktivace desticek vyvola
tzv. flip-flop reakci, jednd se 0 transmembranovy ptesun fosfolipidii, a na zevni
membrané se exprimuji negativni fosfolipidy. Pravé tyto fosfolipidy poté poskytuji

katalytické povrchy pro koagulacni reakce. (Broos, 2011)

Vystavba destiCkového agregatu by méla trvat pouze n€kolik minut a k zastaveé

krvaceni by mélo dojit do péti minut. (Penka, 2011)

2.3.2. Odstraiiovani krevniho trombu

K odstrafiovani trombu dochézi, kdyz uz trombus splnil tlohu a jeho pfitomnost jiz
neni potieba. Nejprve dochéazi ke smrsténi trombu, kdy trombocyty za pomoci svych
aktinovych a myozinovych filament aktivné zmenSuji jeho plochu a pomadhaji tak

fibroblastim, myocytiim a endotelovym bunikdm zah4jit regeneraci poskozené tkané.

Dalsi krok je fibrinolyza, dilezitou soucasti je zde enzym plazminogen, ktery je
pritomny v trombu jiz od zacatku a po n€kolika hodinéch az dnech je aktivovan tkanovym

faktorem plazminogenu, a ten se pomalu uvoliuje z poSkozené tkané.

14



Plazminogen je pfeménén na svou aktivni formu plazmin, ktery je schopny
rozpustit fibrinova vlakna, faktor V, faktor VIII a faktor XII. Plazminogenovy systém
odstranuje taktéz vzniklé malé srazeniny v kapilarach a brani tak jejich uzavieni v jejich

prusvitu. (Matsuno,1999)

2.4. Poruchy krevniho sraZeni 7 destickovych pricin
Jedna se tedy o poruchu primarni hemostazy. DéElime ji na kvantitativni a
kvalitativni, dale pak oboji délime na vrozené a ziskané. Ziskané jest¢ rozdé€lujeme na

imunitni a neimunitni. (Kozak, 2015)

vrozené

trombocytopenie imunitni
kvantitativni ziskané
trombocytoza neimunitni
poruchy
primarni
hemostazy
vrozené
kvalitativni
ziskané

Obrdzek 1 — Schéma poruch primarni hemostadzy (zdroj viastni)

2.4.1. Trombocytopenie

Trombocytopenie je stav, pti kterém dojde ke snizeni trombocytii pod dolni hranici
normalniho poctu trombocytl. Jak je jiz uvedeno vySe, normdlni hodnoty trombocytii
¢ini 150-400 x 10%1. Trombocytopenie miZe byt provazena krvicenim. Pokud se
hodnoty krevnich desti¢ek pohybuji az okolo hodnoty 20x10%1 miize se objevovat
spontanni krvaceni. (Kozak, 2015)

Vznik a vyvoj onemocnéni: Trombocytopenie mlize vznikat z nékolika pti¢in. Mlze
dochézet ke snizené tvorbé trombocytl v kostni dfeni, nebo ke zvySenému zaniku nebo
spotiebé krevnich desticek. Pfi diluci krve po podani velkého mnozstvi krevnich

transfuzi, nebo pii mimotélnim ob&hu. (Indrak, 2007)
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Klinicky obraz: Trombocytopenie se projevuji ¢asnym a povrchovym krvacenim.
Casné krvaceni neboli doba uplynuld od poranéni nebo urazu do prvnich krvacivych
projevii. Povrchové krvaceni s petechidlnim koznim nebo slizni¢nim krvacenim.
Charakteristické jsou epistaxe, krvaceni z dasni, pifimés krve v moci, krvaceni ze
zazivaciho traktu a gynekologické krvaceni. Hemoragie se miZe objevovat az po

poranéni, Graze, operaci nebo po jiném invazivnim zasahu. (Penka, 2011)

Diagnostika: Nejprve se stanovuje pocet trombocytd na automatickych nebo
poloautomatickych analyzatorech, coz je v dnesni dob¢é velice jednoducha a pomérné
levna metoda. Podle poctu trombocyti oznacujeme trombocytopenii jako lehkou, stfedné
tézkou a tézkou. Lehkd trombocytopenie je takova trombocytopenie, kdy hodnota
trombocytii neklesne pod 100x10%1. Jako stiedné tézkou trombocytopenii povazujeme
trombocytopenii s hodnotami mezi 100 — 50x10%1. Abychom zatadili trombocytopenii
do t&7ké formy tak se hodnoty musi pohybovat pod 50x10%I. (Penka, 2011)

Pokud jsou trombocyty niz$i, provedeme novy odbér s jinym protisrazlivym
¢inidlem. Odbér se provede do specialni zkumavky na trombocyty tvz. ThromboEXxact,
popiipadé s citratem (zde, ale mizeme pouzit pouze hodnoty trombocyti). Zkumavka

s ThromboExactem nam pomuize odhalit pseudotrombocytopenii. (Kozak, 2015)

Pokud nam odbér do specialni zkumavky nepomohl, musime provést nasledujici
postupy. Dulezité je provést natér periferni krve na sklicko a nasledné jej vyhodnotit pod
mikroskopem. V natéru hodnotime rizné zmény trombocyti jako je velikost, shluky,
pocet atd. Pokud se v natéru nic neprokaze, odesild se pacient na specialni pracovisté

hematologie a dalsi vySetieni provadi zkuseny hematolog. (Bizzaro, 2003)

2.4.1.1. Vrozené trombocytopenie

V dnesni dob¢ se pouziva d€leni podle morfologie trombocytl. Prvnim typem jsou
vrozené trombocytopenie s malymi destickami, dale pak vrozené trombocytopenie
s normalné velkymi destickami a posledni jsou vrozené trombocytopenie s velkymi

destickami. Do kazdé z téchto skupin patii nékolik onemocnéni. (Penka, 2011)

Piiznaky

ey ee

zédvaznym spontannim krvacenim, které probiha celozivotn¢.
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Mohou byt provazeny i nehematologickymi pftiznaky, mezi které patii

imunodeficit, anomalie skeletu ¢i vnitinich organt. (Indrak, 2007)
Klasifikace

Mezi vrozené trombocytopenie se zvySenym krvacenim, u kterych dochazi
k nedostatecné tvorb¢ desticek jiz v kostni dieni patii Wiskottiiv — Aldrichtiv syndrom.
Jedna se o recesivni X-vdzané onemocnéni, u kterého je hlavnim projevem pravée
trombocytopenie, ale také ekzém a zvySena nachylnost k infek¢nim onemocnénim. V
natéru periferni krve nalézdme mikro trombocyty. Mezi dals§i onemocnéni patii
Bernardtv-Soulieriv syndrom, u kterého dochazi k poruseni adheze desti¢ek. Typické
jsou nalezy obrovskych trombocytil, kdy stfedni objem trombocytl je vet$i nez 12fl.
V neposledni fadé do této skupiny patii Chediakuv-Higashiho syndrom, ktery je
zpusoben mutaci genu LYST. Posledni chorobou tohoto typu je trombocytopenie

s chybénim radia, ozna¢ujeme jako TAR syndrom. (Kozak, 2015)

Mezi trombocytopenie s mirnymi projevy fadime vzacnou chorobu, jedna se o tzv.
May — Hegglinovu anomalii. U této anomalie se vyskytuji Dohleho inkluze v cytoplazmé
leukocytl a trombopoéza je neefektivni. U tohoto onemocnéni ¢asto dochéazi k chybné
stanovené diagn6ze a byva zaménovana s chronickou formou ITP. K odliseni ITP se

provadi vySetfeni pfezivani trombocytt, které je u ITP vyrazné zkraceno. (Indrak, 2006)
2.4.1.2. Ziskané trombocytopenie

24.1.2.1. Imunitné podminéné trombocytopenie

a) Idiopaticka trombocytopenickd purpura — | TP

Z imunitné podminénych trombocytopenii patii mezi nejvyznamnéjsi onemocnéni.

Ma dv¢ formy akutni a chronickou. (Kozak, 2015)

Akutni idiopaticka trombocytopenickd purpura se objevuje vét§inou po pusobeni
néjaké infekce, nejcastéji virové. Rychla destrukce trombocytl je vyvolana interakci
cirkulujicich imunokomplexti (Ag—virova Ab) strombocyty. Toto onemocnéni se
vyskytuje nejvice u déti ve véku 2-7 let a netrva déle nez pil roku. Poéty krevnich desti¢ek
vétsinou klesaji pod 20 x 10%1. Pacient dostava intravenézné imunoglobuliny nebo

kortikoterapii.

17



Az 7280 % dochazi ke spontanni dlouhodobé remisi, pouze u zbylych 20 %
pozorujeme recidivu. (Cervinek, 2009)

Chronicka idiopaticka trombocytopenicka purpura se vyskytuje spise u dospelych
kolem tficatého roku Zivota. Pfi¢inou tohoto onemocnéni je nejspise tvorba autoprotilatek
proti destiCkam.Abychom mohli fici, ze se jedna o chronickou formu nemoci, musi

trombocytopenie pietrvavat déle nez 6 mésict. (Cervinek, 2009)

ITP nejcastéji doprovazi petechialni krvaceni, coz znamena povrchové kozni nebo
slizni¢ni krvaceni. U chronické formy se jedna o vlekly a rizné intenzivni pribéh.

(Cervinek, 2009)
b) ITP v téhotenstvi

Tento typ ITP se vyskytuje az u 7 % piijatych rodicek. Mize se objevit jak forma
imunitni, tak 1 neimunitni trombocytopenicka purpura. V nékterych ptipadech je popsana
souvislost mezi ITP matky a niz§im po¢tem desti¢ek novorozence. VyZzaduje-li to situace

podavaji se kortikoidy nebo imunoglobuliny jak matce, tak novorozenci. (Stary, 2001)
C) Izoimunitni novorozeneckd trombocytopenie

Asi u pil procenta novorozencit dochézi ke vzniku trombocytopenické purpury,
jenz je analogie hemolytické choroby novorozence. U né&kolika procent téchto
novorozenct dochdzi k mozkovému krvaceni. Proti krvaceni se aplikuji gamaglobuliny a

trombocytarni naplavy. (Pearson, 1964)
d) Potransfuzni purpura

Potransfuzni purpura nastava zhruba za tyden po aplikaci krve. Hodnoty
trombocytl klesaji pod 10x10%1. Malokdy je provazena fetilnim krvacenim. Vhodnou

1é¢bou je podani intravendznich imunoglobulind a plazmaferéza. (Penka, 2011)
e) Polékové trombocytopenie

Polékové trombocytopenie (DITP) jsou cCastym a pro pacienta zavaznym
nezadoucim uc¢inkem po podani l€ku. Objevuji se obvykle po tydnu az deseti dnech pfi
nepretrzitém poZivani léku, pfi obfasném podani po nckolika hodinach az dnech.
Zpusobuje je celd fada medikamentd. Prokdzat to, Ze pfiCinou je 1€k, neni vzdy

jednoduché.
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Pokud ma 1ékat podezieni, Ze by to tak mohlo byt doporucuje se 1ék radéji vysadit
a nahradit ho medikamentem zjiné skupiny. Pokud je potieba, je mozno nasadit
kortikoterapii nebo aplikovat vysokodavkovany intraven6zni imunoglobulin. Jestli Ze je
pacient ohrozen na Zzivot¢, doporuCuje se podani trombonaplavl. V soucasné¢ dob¢ je

vymezeno pét riznych mechanismi vedouci k DITP. (Kozék, 2015)
DITP — protilatky zavislé na 1éku

Protilatka se vaze na specificky epitop desti¢kovych glykoproteint (GP). Aby doslo
k navazani musi byt piitomné senzibilizujici 1é¢ivo. Protilatky se totiz vyskytuji v plazmé
1 bez predchoziho uzivani nebezpecného léku, avsak maji pfili§ nizkou afinitu ke
kone¢nému epitopu. Nemuze dojit k samovolnému navdzani na destickovy glykoprotein
a zpisobit tak imunitni trombocytopenii. Citlivy 1€k obsahuje urcity nabity nebo
hydrofobni strukturni prvek, diky kterému je mozné navazani patologické protilatky na
specificky epitop cilového glykoproteinu. Soucasné dochézi k navazani protilatky pres
Fab konce i na molekulu 1éku. Desticky opsonizované protilatkami jsou rychle
rozpoznany makrofagy a dochézi k fagocytoze. Proces fagocytdzy nejcasteji probihd ve

sleziné. (Kozék, 2015)
DITP — Iékem indukované vazebné misto pro protilatky

U 0,1-2 % pacientd 1écenych inhibitory GP IIb/Illa dochézi k prudkému rozvoji
tézké trombocytopenie. Tirobifan a eptifibatin se navazou na GP IIb/Illa a zptsobuji
strukturni zmény tohoto glykoproteinového komplexu. Tento komplex je rozpoznan
patologickymi protilatkami z okoli a ty se velmi rychle navaZzou a zplisobi imunitni

destrukci destic¢ek. (Kozak, 2015)
DITP — protilatky specifické pro 1ék

Abciximab je chiméricky Fab fragment specialni pro GP Illa, ktery brani reakci
fibrinogenu s aktivovanym GP IIb/IIla a blokuje tak shlukovani trombocytd. Ptiblizn€ u
2 % pacientll se objevi trombocytopenie po prvni aplikaci Iéku a asi u 10-12 % po
opakovaném podani. U nékterych pacientl se trombocytopenie objevi az po vytvoreni
protilatek po 6-8 dnech po podani abciximabu, coz je zptisobeno tim, ze tento 1€k je v Krvi

pfitomny jesté zhruba dva tydny po podani. (Kozak, 2015)
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DITP — autoprotilatky navozené 1ékem

Lék muze zpisobit tvorbu autoprotilatek, které jsou schopny se navazat na
trombocyty i bez ptitomnosti urcitého 1éku, coz znamend, ze trombocytopenie muze
zustat 1 po preruSeni 1éCby, tedy po vylouceni 1€ku z organismu. Timto mechanismem
mohou trombocytopenii zpusobit soli zlata, L-DOPA, prokainamid, penicilamid nebo
sulfamethoxazol. (Kozak, 2015)

Specialni typem imunitné podminéné trombocytopenie je heparinem indukovana
trombocytopenie (HIT). OdliSuje se od ostatnich tim, ze se projevuje jen ob¢asnymi
hemoragickymi projevy a v klinickém i laboratornim obraze vedou projevy trombofilie.

(Kozak, 2015)
f) Heparinem indukovana trombocytopenie

Jedn4 se o komplikaci 1écby heparinem, ktera bud’ je, nebo neni doprovazena
trombdzou. Pfesné udaje o vyskytu nejsou znami, ale hovoti se o rozmezi mezi 1-30 %
osob uzivajicich heparin. Pfi pouzivani heparinu ziskdvanych z veptovych sliznic a pii

uzivani nizkomolekularnich heparind je nemocnost HIT nizsi. (Stehlikova, 2002)

RozliSujeme dva typy HIT. Typ 1 vznika na neimunitnim podklad¢ a je provazen
mirnou trombocytopenii. Interpretuje se pfimym uU¢inkem heparinu na trombocyty.
Zacina hned prvni den, nebo kratce po aplikaci heparinu. Prib¢h je mirny, vétSinou staci

pouze vysazeni heparinu. (Novotny, 2005)

wewr

dochazi ke vzniku autoprotilatek proti komplexu heparinu a destickového faktoru 4, poté
dochazi k aktivaci trombocyti. Nastava mezi 5. az 15. dnem po zahajeni 1éEby. Mize vést

az k ohrozeni zivota a postihuje zhruba 1 % heparinizovanych osob. (Novotny, 2005)

Ve spojeni s trombocytopenii muize dojit ke krvaceni a vzniku trombozy
s ptipadnou embolii. Trombdzy mohou byt jak Zilni, tak tepenné. Priikaz HIT je nelehky
a vyuziva predevsim klinické udaje, spolu se zobrazovacimi metodami. Pokazdé se jedna
o laboratorni metody, které jsou Casové narocné a maji riznou specifitu a senzitivitu.
Jedno z pouzivanych vysetfeni je stanoveni uvolnéni 14C-serotoninu SRA. Jedna se o

izotopovou metodu, tudiz se sniZuje moznost pouziti V bézném provozu.
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Dal$im vyhodnym vysetienim je stanoveni indukce agregace podavanou Sarzi
heparinu anebo Ize vyuzit flow-cytometrického stanoveni IgG/M s destiCkami
sdruzenych protilatek. Lze pouzit i ELISA test ke stanoveni komplexu heparinu s PF4.
(Novotny, 2005)

0) HIV asociovand trombocytopenie

Jedna se o imunopatologii. Dochazi ke vzniku protilatek proti trombocytim. (Jost,
1988) Zakladnim principem 1é¢by je virostaticka terapie, ptipadné IVIG nebo anti-D
sérum. (Zandman-Goddar, 2002)

h) Jiné imunitni trombocytopenie

Vyskytuji u vSech autoimunitnich chorob a chorob s poruchou imunity. Jsou

soucasti také v souvislosti s HLA neidentickymi transfuzemi trombocytd. (Kozak, 2015)
ch) ITP u systémového lupusu erythematodes

Vyskytuje se asi u 5-15 % pacienti s SLE. ITP zde ma charakter autoimunitni
choroby nebo je imunokomplexovym onemocnénim. Zavaznost trombocytopenie kolisa

v zavislosti na aktivit¢ SLE. Lécba onemocnéni je stejna jako terapie ITP. (Liu, 2013)
24.1.2.2. Neimunitné podminéné trombocytopenie

a) Trombocytopenie z nedostateéné tvorby

Muze nastat v dusledku utlaku, dysplazie nebo hypoplazie megakaryopoézy.
S nepostacujici trombopoézou se muizeme setkat u megaloblastické prestavby kostni
dfen¢, mlze nastat jako diisledek plisobeni riiznych 1ékli. Pokud 1€ky vysadime obvykle
dochdzi k obnové tvorby desti¢ek. Setkavame se i se sniZzenou tvorbou trombocytl u
alkoholiku, jelikoz alkohol ptsobi toxickym téinkem na dien. Nedostatek zeleza pti
podvyzivé muze také vést az k trombocytopenii. (Penka, 2011)

b) Trombocytopenie ze zvySeného obratu a zdaniku desti¢ek na periferii

ZvySeny obrat a konzumpce trombocytii
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Trombotickeé mikroangiopatie

Do této kategorie patii nckolik onemocnéni, hlavné¢ tromboticka
trombocytopenickd purpura (TTP), hemolyticko-uremicky syndrom (HUS) a

diseminovana intravaskularni koagulace (DIC).
Tromboticka trombocytopenicka purpura

Toto onemocnéni vznikd v disledku snizené aktivity enzymu metaloproteazy
ADAMTSI3. Tento enzym §té€pi neobvykle velké multimery von Willebrandova faktoru
(ULM vWF). Von Willebranduv faktor (vWF) je tvofen a ukladan v endoteliich a odtud
putuje do krve v podobé velkych oligomert. Tyto oligomery jsou V krevnim fecisti
Stépeny pravé enzymem ADAMTS13. Kdyz nedojde k tomuto $tépeni vVWF trombocyty
vice adheruji k endotelu hlavné v arteriolach a kapildrach. Vznikaji mikrotromby
s malym obsahem fibrinu. Mezi dal§i projevy patfi organova ischemie, fragmentace
erytrocytil pii pruchodu timto prostfedim, hemolyza a hemolyticka anemie s pfitomnosti
schistocytli a trombocytopenie. Pti¢inou snizené aktivity enzymu ADAMTSI13 je hlavné
pfitomnost autoprotilatky. Nejvétsi zastoupeni vVWF je v endotelu kapilar mozku a
ledvinach. Charakteristicky se béhem TTP objevuji poruchy védomi, horecky,
trombocytopenie a nékdy dochazi k renalnimu postizeni. Po¢ate¢nim mechanismem pro
rozvoj TTP mize byt napt. infekce, nékteré druhy lékti, hormondlni antikoncepce a

t€hotenstvi. (Penka, 2014)
Hemolyticko-uremicky syndrom

Jedna se o onemocnéni zptisobené nadbytkem ULM vWF z diivodu toxického
poskozeni endotelii hlavné v ledvinnych arteriolach. Toxinem byvaji nej¢astéji produkty
bakterii, hlavné Escherichia coli (sérotyp O157:H7) nebo Shigelladysenteriae. Souhrnné
se jedna o takzvany shiga toxin. Shiga toxin se vaze na endotelie a zptsobi vyplaveni
ULM vWF a rychlou adhezi desticek v poSkozenych mistech s tvorbou trombu, ktery
obsahuje vétsi mnozstvi fibrinu. Dochazi ke krvavému prijmu a vysledkem je akutni
selhani ledvin, doprovdzené hemolytickou anemii se schistocyty a trombocytopenii.

(Blahové, 2000)
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Diseminovand intravaskularni koagulace

Jednd se o syndrom, jehoz piivodem je obvykle té€zky stav jako je napt.: t€zka
infekce se sepsi, operace aj. Dochézi k aktivaci koagulace se selhanim pfirozené inhibice
a spotiebné koagulacnich faktorii véetné fibrinogenu a trombocytii coz zpiisobuje tézké
krvaceni. Pfi DIC je obvykle prodlouzeny protrombinovy c¢as, snizena hladina
fibrinogenu a vysoka hladina degradac¢nich faktora fibrinu. Soucasné dochazi ke klesani
poctu trombocytii. Pokud se prokazou vSechny tyto skute¢nosti, miize se jednat o akutni
DIC. Ovsem existuje také chronickd DIC, kterd je obvykle spojena s okultnim zhoubnym

onemocnénim, nejcastéji s adenokarcinomem. (Penka, 2003)
Specifické komplikace téhotenstvi spojené se zvySenou spotiebou trombocytii
Gestacni trombocytopenie

Patii mezi nejcastéjsi pfi¢iny trombocytopenie v t€hotenstvi a objevuje se asi u
5-10 % tehotenstvi. Projevuje se lehkou trombocytopenii bez krvaceni a dalSich
vyznamnych malignit. Nastdva obvykle ve tfetim trimestru. Odezniva spontanné po

porodu. (Zden¢k, 2004)
HELLP syndrom

Postihuje ptiblizné 0,1-0,8 % téhotnych a dalsi komplikace se objevuji u 10-20 %
t€hotnych s preeklampsii nebo eklampsii. Patogeneze je zatim neobjasnéna, podle v§eho
se na ni podileji abnormality ve vyvoji placenty a systémové zanétlivé reakce s aktivaci
komplementu. U malého mnoZstvi té¢hotnych dochazi k deficitu dehydrogendzy 3-
hydroxyacyl-CoA u plodu. Laboratorni testy ukazuji zvysené AST, bilirubin a znamky
hemolyzy vcetné vysoké hladiny LDH a nizké hladiny haptoglobinu a trombocyti. Pokud
je zjisténo toto onemocnéni Zena musi podstoupit porod do 48 hodin, coz je feSenim této

komplikace. (Simetka, 2013)
Akutni steatoza jater v tehotenstvi

Vznik4 jako diisledek deficitu mitochondrialni B-oxidace mastnych kyselin a tvorby
3-hydroxyacyl-CoA u plodu. Neoxidované metabolity mastnych kyselin zptsobuji
toxické poskozeni jater zeny. (Penka, 2011)
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a) Trombocytopenie z abnormadlni redistribuce desticek
Onemocneni sleziny

Za fyziologickych podminek je ve slezin¢ ulozena asi tfetina celkového mnoZzstvi
desticek. Pokud je potfeba, slezina uvolni zdsobni mnozstvi desticek do krve. Za
patologickych podminek to ovSem takto nefunguje, protoze slezina zac¢ne odstraiiovat
poskozené trombocyty. Dochazi k hypersplenizmu neboli ke zvétSeni sleziny. Hodnoty

desti¢ek jsou kolem 20 x 10%1 a jsou vyrazné mensi. (Penka, 2011)
Hypotermie

Pokud se desticky nachéazeji v teploté pod 37 °C zméni sviij tvar a své povrchové
vlastnosti. Zpocatku jsou tyto zmény vratné, avSak dlouhodobym plisobenim nizkych
teplot se stavaji nevratné. K takovému poskozeni mtze dojit naptiklad u kryoterapie.

(Kozak, 2015)
b) Diluéni trombocytopenie

Nastéava pii masivnich transfuzich, pokud dojde k celkové vymeéné krevniho feciste
béhem 24 hodin. Doporucuje se sledovat jak destic¢ky, tak zakladni koagulace. (Kozak,
2015)

2.5. Pseudotrombocytopenie
Jedna se o fale$né snizeny pocet krevnich desti¢ek pod 150 x 10%1, ke kterému

dochazi in vitro. (Kovacs, 2016)

Nejcastejsi pficinou pseudotrombocytopenie je piitomnost ptirozenych protilatek,
které reaguji s trombocyty jedin¢ v pfitomnosti EDTA v pokojové teploté. Obvykle se
jedna o protilatky typu IgG, ojedinéle IgM. (Bizzaro, 2013)

Dalsi moznou pfic¢innou je nevhodné zvolené antikoagulacni ¢inidlo ve zkumavce
na krevni obraz. Ve zkumavce vznikaji shluky trombocytl, které jsou zpisobeny
trombinem. Miuze dojit k faleSnému vyhodnoceni téchto shluk jako leukocyty.
Analyzator tedy ukaze lehce zvySené hladiny leukocytli a sniZzené hladiny trombocyti.

(Penka, 2011)
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Ztidka se pseudotrombocytopenie vyskytuje pfi spontanni tvorbé trombocyti
kolem neutrofili a monocyti. O takovémto utvaru fikdme, ze se jedna o destickovy
satelitismus. Falesné snizené pocty trombocytti byli popsany i po aplikaci abcimabu.
Jedna se 0 monoklonalni protilatky namifené proti receptoru GP IIb/Illa. K ovéfeni
falesnych hodnot desticek, se provede natér na sklicko a hodnoti se ptitomnost shlukt

trombocytl. Provede se odbér do specialni zkumavky na trombocyty. (Kozak, 2015)
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3. Cil prace a hypotézy

Cilem mé bakalaiské prace je porovnani poctu trombocytd u odbéri krve na
trombocyty do zkumavek s antikoagula¢nimi ¢inidly KsEDTOU a ThromboExactem u
100 testovanych pacientl s trombocytopenii, tj. hodnoty krevnich desticek jsou nizsi nez

150x109/1.

Urcujeme, u kolika procent pacientli s trombocytopenii dochazi k faleSnému
snizeni poctu trombocytl tzv. psedotrombocytopenii a tim usnadnéni ¢i oddaleni 1é¢by

pacienta.

Predpokladame, ze u pacientii s onkologickou nebo hematologickou diagn6zou
budou statisticky vyznamnéjsi vzestupy hodnot trombocyti u odbéra do ThromboExactu,
nez U ostatnich pacientd, at’ jiz z divodu nachézejicich se protilatek v krvi nebo diky

prave probihajicimu onemocnéni a 1é¢be.

Doufam, Ze mij vyzkum prokdZze statisticky vyznamné procento
pseudotrombocytopenie a pomtize tak zamezeni faleSné nizkych hodnot trombocyti a

nespravnych diagnoz.

26



4. Metodika

4.1. Odbér krve pro stanoveni poctu trombocytit

- odbér krve se provadi do zkumavky s antikoagula¢nim ¢inidlem K3EDTA (firma

Vacuette — fialovy uzavér, firma Sarstedt — Cerveny uzavér)

- pti odbéru krve je nutné zachovat spravny pomér krve a antikoagulacniho ¢inidla,

odbérova zkumavka musi byt naplnéna po rysku

- vzorek se po odbéru musi fadné promichat, nelze provést vysetieni bezprostredné
po odbéru — je nutné¢ vyckat nejméné 15 min, aby doslo ke vzajemnému vyrovnani

koncentraénich gradientt vné a uvniti krvinky

- maximalni doba pro zpracovani vzorku jsou 4 hodiny pti 20 °C (Mat&jkova, 2017)

4.2. Stanoveni poctu trombocytit

Stanoveni jsem provadéla na analyzatoru fady Sysmex XN.

4.2.1. Princip stanoveni poctu trombocytii na analyzdtoru Sysmex XN

Pfistroj stanovuje trombocyty podle principu hydrodynamické fokusace. Jedna se o
detekci na zdklad€ impedancni metody s usmérnénim ¢astic proudem nosné kapaliny DC.
Cast nasaté krve se oddéli a natedi fedicim roztokem v pfedem uréeném poméru. Z tohoto
roztoku putuje urcité mnozstvi do detekéni komory a tam projde malym otvorem, ktery
oznacujeme jako aperturu. Apertura ma na obou svych koncich elektrody, kterymi
prochazi stejnosmérny proud. Odpor stejnosmérného proudu mezi elektrodami se méni
pti pruchodu krevnich buné€k, suspendovanych v fedicim roztoku, aperturou. Odpor

vyvola zménu elektrického pulzu imérnou velikosti krvinky.

Tyto elektrické tidaje se pfevedou na grafické zobrazeni distribu¢ni kiivky objemu

nebo histogramy.

Poté co krvinky opusti Usti trubice pro vzorky, obklopi je nosna kapalina fediciho
roztoku. Dojde k jejich sefazeni s pfedou do stfedu otvoru. Timto se snizi interferen¢ni
chyby a moznost detekce pulzu abnormalnich bun€k, k ¢emuz mtze dochazet kviili tomu,

ze bunky prochézeji prevodnikem excentricky.
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Poté co krvinky projdou tUstim, zachyti je inverzni proud a okamzité je odvede
k odtoku. Tim se zabrani opakované cirkulaci a zméné poctu krevnich desticek.

(Smidova, Dudkova, 2017)

Sheath fluid
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Sample noxzle Collection tube
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Obrdazek 2 — Hydrodynamicka fokusace (Smidova J., Dudkova 1., 2017)

4.2.2. Postup

1) spravné odebrany a oznaceny vzorek umistime na tfepacku, aby doslo ke

spravnému promiseni krve s antikoagulacnim ¢inidlem
2) podle Zadanky zapiSeme pacienta do laboratorniho informacniho systému
3) laboratorni informac¢ni systém nam vygeneruje ¢arovy kod pro kazdého pacienta

4) nalepime carovy kod se jménem a rodnym ¢islem na oznac¢enou zkumavku také

témito udaji
5) vlozime polepenou zkumavku do stojanku a ddme do pfistroje

6) spustime pfistroj a ten ndm pieposle vysledek do laboratorniho informac¢niho

systému

7) vysledek pozorujeme i v analyzatoru, pokud se ve vzorku nachazeji neobvyklé

bunky analyzator na to upozorni a je na nas nasledna kontrola (Matéjkova, 2017)
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4.2.3. Interpretace vysledku 7 analyzdtoru

Obrazek 3 — Normalni histogram (Smidova J., Dudkova |., 2017)

20 % ik

101l 20l 30fi 401

Obrazek 4 — Normalni histogram (Smidovd J., Dudkova 1., 2017)

- kfivka za¢ina a konc¢i na zakladni ose mezi hrani¢nimi diskriminatory
- trombocyty velikosti 8—12 {1 jsou pocitany mezi liniemi 2 a 30 fl

PCT
MPV = ——
PLT

MPV — strredni objem trombocytii
PLT — pocet trombocytit
PCT — destickovy hematokrit

- normalni hodnoty MPV jsou 8-12 fl
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Obrazek 5 — Pomeér objemu desticek k celkovému objemu krve (S’midovd J., Dudkova l.,

2017)

- normalni rozmezi 0,16 — 0,38 %
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Obrdzek 6 — P-LCR — pomér velkych trombocytii (Smidovad J., Dudkova \., 2017)

-uPCT > 12 fl
- normalni rozmezi 15-35 %

- P-LCR se mtize spolu s MPV vztahovat na pfitomnost nezralych trombocytl
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Obrdzek T — PDW — distribucni §ife trombocytii (Smidova J., Dudkova 1., 2017)

- normalni rozmezi 9-14 fl
- zvySené PDW muze byt znakem anisocytozy trombocyt

- pokud se pfistroji n&jaké krvinky zdaji neobvyklé, nahlési to

HlaSeni abnormality

- PLT Abn distribution - abnormalni vyska u dolniho diskriminatoru
- abnormalni vyska u horniho diskriminatoru
-P-LCR>43%

- thrombocytopenia — PLT < 60 x 101

- thrombocytosis — PLT > 600 x 10%/1

- Abn PLT Scattergram

Suspektni hlageni

- PLT clumps

O
==
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Obrdazek 8 — Abnormalni vyska u dolniho diskrimindtoru (Smidova J., Dudkova 1., 2017)
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- mozné pficiny - vysoké pozadi méteni
- pfitomnost fragmentii bun¢k

- bakterialni elementy

,._
(w)

d e
i O

100 %

20 %

oo ofm o anle im0 @b dm o En ¢ tn o en ] an
:
H H
i
3
$
: 3
$
:

10f1 20fl 30fl 40fl

Obrdzek 9 — Abnormalni vyska u horniho diskrimindtoru (Smidova J., Dudkova |.,
2017)

- PLT kiivka je ovlivnéna ptitomnosti abnormalnich RBC
- mozné pti¢iny — fragmentocyty

— mikrocyty
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Obrdazek 10 — PLT abnormalini distribuce (Svmz'dovd J., Dudkova 1., 2017)

- velmi Casté - pokud jsou niz§i pocty trombocytil

- mozna pfi¢ina — pritomnost velkych desticek
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Obrazek 11 — Prekryti populaci PLT/RBC (Smidova J., Dudkova ., 2017)
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Obrdazek 12 — Vysoké hodnoty P-LCR (Smidova J., Dudkova |., 2017)

- hodnoty P-LCR > 43 %

- mozna pfi¢ina — rekonstrukce kostni diené

— podani velkych davek trombo koncentrati
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4.3. Mikroskopické vySetieni trombocytit

4.3.1. Princip
Natér obarveny panoptickou metodou se hodnoti pod mikroskopem pii 1000x

nasobném zvétSeni. Zjist'uji se morfologické odchylky a anomalie trombocyti.

4.3.2. Material
Podlozni a kryci sklicko (roztérové), Spejle, sklenéné kyvety pro barvici lazen,

odmérny valec, imerzni olej, gaza, ether.

4.3.3. Reagencie

1. May-Griinwald

- sloZeni: eozin, metylenova modf pro mikroskopii, metylalkohol, glycerol
2. Giemsa — Romanovski

- slozeni: azureozin 11, azur 11, glycerol, metylalkohol
3. 1% dihydrogenfosfore¢nan sodny (Marshall, 1978)

4.3.4. Priprava barev

1. lazen - nefedény roztok May-Griinwald
2. lazen- 10 ml Giensa-Romanovski + 90ml deionizované vody
3. lazen— 1% dihydrogenfosfore¢nan sodny ( Marshall, 1978)

4.3.5. Zhotoveni krevniho ndtéru

1) na podlozni sklicko kdpneme kapku krve ze zkumavky

2) kryci sklicko piilozime pod uhlem 30-40° pied kapku, pomalym tdhlym

pohybem se pfiblizime ke kapce, dokud se nerozprostie po celé ploSe kryciho skli¢ka

3) lehkym a jednim tahem provedeme natér ke konci podkladového skla, natér musi

byt celistvy, rovnomérny a ptiméfené tenky, na konci by mél prechazet do ztracena
4) hotovy natér nechdme na vzduchu zaschnout
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5) suchy natér ozna¢ime datem, jménem pacienta a laboratornim ¢islem

6) provedeme barveni (Hrubisko, 1981)

‘- =

Obrdazek 13 — Technika krevniho ndateru (Mischke, R., 2005)

4.3.6. Barveni

1. lazen

— May-Griinwald ........................ 3 min (bez oplachu)
2. lazen

— Giemsa-Romanovski .................. 10 min
3. lazen

— 1% dihydrogenfosfore¢nan sodny ... (oplachneme a nechame oschnout)

(Mat¢jkova, 2017)

4.3.7. Hodnoceni natéru

- suchy nabarveny preparat zakapneme kapkou imerzniho oleje a vlozime do

mikroskopu pii 1000X nasobném zvétSeni
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- nejprve zaostiime makrosroubem a nésledné pouzijeme mikrosroup aby byl obraz

v mikroskopu uplné Cisty
- natér se projizdi meandrovité
- hledaji se anomalie krevnich desti¢ek
- hodnoti se v zeslabené ¢asti natéru a to nejméné na 10 poli (Pecka, 1995)
- hodnotime:
A) zmény poctu
- trombocytopenie — pokles
- trombocytdza — zvyseni
B) zména velikosti
- mikrotrombocyty — malé trombocyty
- makrotrombocyty — velké trombocyty (velikost erytrocytu)
- megalotrombocyty — gigantické trombocyty (velikost az leukocytu)
C) jiné zmeény
- anizocytoza — trombocyty raznych velikosti
- satelitismus trombocytli — trombocyty se zdrzuji bezprostiedné v blizkosti bunky
- agregace trombocytll — muze byt zptisobena Spatnym odbérem
— miuzZze byt ukazatelem pseudotrombocytopenie
— Vv takovém piipad¢é pozddame novy odbér do specialni

zkumavky s TromboExactem (Penka, 2011)
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Obrdzek 14 — Normalni natér (Mikulenkova, D., 2016)

Obrazek 15 — Makrotrombocyt (Mikulenkova, D., 2016)

._ ®usn
Obrazek 16 — Megalotrombocyt (Mikulenkovd, D.,2016)
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Obrdazek 17 — Trombocytoza (Osaro, E., 2014)
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Obrdzek 18 — Destickovy satelitismus (Pecka, M. 2006)

Obrdazek 19 — Anisocytéza (Mikulenkova, D., 2016)
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Obrazek 20 — Shluky trombocytii (zdroj viastni)

4.4. Odbér krve do ThromboExactu
Zkumavka s antikoagulaénim c¢inidlem tvz. ThromboExactem je vhodna pfi

podezieni na pseudotrombocytopenii. Tuto zkumavku dodava pouze firma Sarstedt.
Odbér krve doThromboExactu se provadi pokud:

- pokud jsou hodnoty trombocytli naméfené v analyzatoru pod 150x10%/I

- nalézdme shluky trombocyti pii mikroskopickém vySetieni

- pokud krev neni srazena (Matéjkova, Pilouskova, 2017)

4.5. SloZeni ThromboExactu

Zkumavka ThromboExact obsahuje MgSOas. Jiz od poéatku minulého stoleti jsou
znamy jeho antikoagulaéni ucinky. Hoic¢ik se stal znami jako elektrolyt
s antikoagulacnimi vlastnostmi, a byl zkouman v klinické mediciné. Hot¢ik interferuje
s vazbou fibrinogenu na kolagenem stimulované desti¢ky a zjevné€ ma potenciél inhibovat
intracelularni mobilizaci Ca?*a tvorbu tromboxanu ve stimulaci trombocytii. (MannuBetl,

2016.)

V mé bakalatské praci jsem porovnavala hladiny trombocyti nabrané do KsEDTY

a do ThromboExactu.
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5. Vysledky

Vyzkum byl proveden u 100 pacientli, u kterych byla porovnana hladina
trombocytl ve zkumavkach s ¢inidlem KsEDTA a v ThromboExactu. Kompletni tabulka

vSech vysledki je k nahlédnuti v priloze.
5.1. Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%1

U téchto pacientti byl rozdil hodnot namétenych v KsEDTA a v ThromboExactu
vy$si nez 50 x 10%/1. Vyzkum prokazal, Ze pacienti trpi pseudotrombocytopenii a odb&rem

do specialni zkumavky doslo k tpravé poctu trombocyti.

Tabulka 1 — Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%/I

Cislo Hodnota PLT Hodnota PLT Rozdil Odd&len
vzorku | v KsEDTA (10%1) | v Thromboexactu (10%1) PLT

6 117 269 152 Onkologie
7 113 292 179 Onkologie
8 21 244 223 Hematologie
15 19 263 244 Urologie
26 63 225 162 Hematologie
27 134 264 130 Hematologie
39 19 163 144 Gynekologie
41 83 169 86 Akutni ptijem
56 104 262 158 Onkologie
62 72 138 66 Akutni pfijem
63 105 159 54 Hematologie
75 33 255 222 Onkologie
90 64 232 168 Onkologie
91 16 198 182 Gynekologie
93 155 305 150 Hematologie

Graf 1 — Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 1091

Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 109/l
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5.2. Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%1 podle pohlavi

Rozdgleni pacientii s rozdilem PLT vice nez 50 x 10%I podle pohlavi prokézalo, Ze

Castéji se trombocytopenie vyskytuje u muzi nez u Zen.

Tabulka 2 — Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%1 podle pohlavi

Cislo Hodnota PLT Hodnota PLT Rozdil Pohlavi
vzorku | v KsEDTA (10%1) | v Thromboexactu (10%I) PLT
6 117 269 152 Muz
7 113 292 179 Muz
8 21 244 223 Zena
15 19 263 244 Zena
26 63 225 162 Muz
27 134 264 130 Muz
39 19 163 144 Muz
41 83 169 86 Zena
56 104 262 158 Muz
62 72 138 66 Muz
63 105 159 54 Zena
75 33 255 222 Muz
90 64 232 168 Muy
91 16 198 182 Zena
93 155 305 150 Muz

Graf 2 — Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%/1 podle pohlavi

Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10°1 podle pohlavi
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5.3. Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%I podle véku

Rozdéleni pacientii s rozdilem PLT vice nez 50 x 10%1 podle véku prokazalo, Ze

nejcastéji se pseudotrombocytopenie vyskytuje u pacientl ve véku 41-50 let.

Tabulka 3 — Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 101 podle véku

Cislo Hodnota PLT Hodnota PLT Rozdil Vek
vzorku | v KsEDTA (10%1) | v Thromboexactu (10%1) PLT
6 117 269 152 39
7 113 292 179 48
8 21 244 223 43
15 19 263 244 52
26 63 225 162 45
27 134 264 130 46
39 19 163 144 65
41 83 169 86 53
56 104 262 158 49
62 72 138 66 50
63 105 159 54 37
75 33 255 222 22
90 64 232 168 39
91 16 198 182 47
93 155 305 150 49

Graf 3 — Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%/1 podle veku

Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%1 podle véku

veék

pocet pacientt
- N w & (9] (o)} ~

o

m20-29let m30-39let m40-49let W50 a vice let

42



5.4. Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%1 podle oddéleni

Rozdéleni pacientli s rozdilem PLT vice nez 50 x 10%I podle oddéleni prokézalo,
Ze nejcastéji se pseudotrombocytopenie vyskytuje u pacienttt z Onkologie a Hematologie.
Tento vyskyt je pravdépodobné dan jednak pravé probihajici chemoterapii nebo

medikamenty.

Tabulka 4 — Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%/1 podle oddéleni

Cislo Hodnota PLT Hodnota PLT Rozdil Oddileni
vzorku | v KsEDTA (10%1) | v Thromboexactu (10%1) PLT

6 117 269 152 Onkologie
7 113 292 179 Onkologie
8 21 244 223 Hematologie
15 19 263 244 Urologie
26 63 225 162 Hematologie
27 134 264 130 Hematologie
39 19 163 144 Gynekologie
41 83 169 86 Akutni ptijem
56 104 262 158 Onkologie
62 72 138 66 Akutni ptijem
63 105 159 54 Hematologie
75 33 255 222 Onkologie
90 64 232 168 Onkologie
91 16 198 182 Gynekologie
93 155 305 150 Hematologie

Graf 4 — Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%I podle oddélent

Pacienti s rozdilem PLT > 50 x 10%1 podle oddéleni
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6. Diskuze

V mé bakalarské praci jsem porovnavala odbéry krve do zkumavky

s antikoagula¢nimi ¢inidly KsEDTOU a s ThromboExactem.

U pacienttl, kteti méli hodnoty krevnich desti¢ek nizsi nez 150 x 1091, jsem si
vyzadala novy odbér do zkumavky s ThromboExactem, abych porovnala, zda se pocty

trombocyta zvysi, i nikoliv.

M¢fteni jsem provedla u 100 testovanych osob s trombocytopenii a z toho u 15 osob
se prokazala pseudotrobocytopenie — hodnoty trombocytti se novym odbérem zvedly 0

vice nez 50 x 10%1. Prokazali jsme tedy 15 % uspésnost naseho priizkumu.

Dale jsme rozdélili pacienty z prokazanou pseudotrombocytopenii do riznych

skupin podle pohlavi, véku a oddéleni, odkud k nam byl material zaslan.

Porovnanim vysledkii rozdélenych podle pohlavi jsme zjistili, zZe
pseudotrombocytopenie se vyskytuje u 10 muzi a 5 zen z celkovych 100 testovanych
pacienti. Tato skute¢nost mohla byt vSak zpusobena tim, ze v celkovém poctu

testovanych pacientl ptevladali pravé muzi.

Rozd¢leni testovanych pacientl podle véku a oddéleni nam spolu souvisi. Prokézali
jsme, ze pseudotrombocytopenie, se nejcastéji objevuje u lidi mezi 41-50 rokem Zivota,
coz izce souvisi s tim, ze prave tato vékova skupina pacienti k nam byla zasilana nejvice
z onkologickych a hematologickych oddéleni. Pravé u téchto oddéleni jsme prokézali
nejvetsi  zastoupeni  pseudotrombocytopenie. Tento fakt mulze souviset s prave

probihajicim onemocnénim a jeho 1é¢bou u testovanych pacientt.
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7. Zavér
V mé bakalarské praci jsem zjistila, ze pseudotrombocytopenie se vyskytuje u
15 % testovanych pacienti. Tito pacienti byli nejcastéji muzi ve véku 41-50 let,

nachazejici se bud’ na onkologickych nebo hematologickych odd€leni.

Cilem mé bakalatské prace bylo urcit, jak statisticky vyznamny je vyzadany novy
odbér do ThromboExactu. Myslim, Ze 15 % uspéSnost je celkem vysokd. Pokud bychom
vzali v ivahu, Ze by se odbér do ThromboExactu vibec neprovadél, mohlo by dojit

k faleSnym vysledkiim, a tedy i Spatné urené diagnoze.

Kazdé odd¢leni by mélo byt edukovano o moznosti nabéru krevniho obrazu do této

zkumavky s ThromboExactem a mélo by ji mit kdykoliv k dispozici.

Pokud pacient m¢l jiz v minulosti problémy s pseudotrombocytopenii, méla by
laboratoi oddéleni upozornit a pacient by se poté mél vzdy nabirat do této zkumavky.
Zkumavku s ThromboExactem vyrabi firma Sarstedt, ale 1ze do ni odebrat i z odbérového

systému Vacuette.

V Ceské republice se momentilné zvySuje poéet odbéri do zkumavky
s ThromboExactem a zaclenuje se tak do rutinnich provozu, coz je velikym piinosem

v diferencidlni diagnostice trombocytopenii.
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10. Seznam priloh

Tabulka 5 — Seznam vsech testovanych pacientii

Cislo Hodnota PLT Hodnota PLT Rozdil | o 00
vzorku v KsEDTA (10%/) v Thromboexactu (10%1) | PLT

1 211 228 11 hem-a
2 81 83 2 hem-a
3 102 106 4 hem-a
4 26 25 1 hem-a
5 93 95 2 hem-a
6 117 269 152 onk
7 113 292 179 onk
8 21 244 223 hem-a
9 143 144 1 hem-a
10 132 140 8 hem-a
11 125 130 5 hem-a
12 111 118 7 hem-a
13 125 132 7 hem-a
14 136 132 -4 hem-a
15 19 263 244 uro-I
16 148 150 2 hem-a
17 128 135 7 hem-a
18 130 128 2 int
19 92 105 13 inf
20 62 70 8 hem-a
21 150 161 6 hem-a
22 147 144 -3 hem-a
23 139 142 3 hem-a
24 117 129 12 hem-a
25 123 121 -2 hem-a
26 63 225 162 hem-a
27 134 264 130 hem-a
28 124 128 4 onk
29 136 140 4 int
30 119 121 2 hem-a
31 105 110 5 hem-a
32 139 142 3 hem-a
33 150 158 8 hem-a
34 133 133 0 hem-a
35 103 106 3 hem-a
36 119 120 1 hem-a
37 127 130 3 hem-a
38 136 139 3 hem-a
39 19 163 144 gyn-I
40 65 66 1 hem-a
41 83 169 86 Ak.pij
42 136 139 3 hem-a
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43 142 140 -2 hem-a
44 102 105 3 hem-a
45 91 91 0 hem-a
46 139 143 4 hem-a
47 150 153 3 hem-a
48 138 143 5 hem-a
49 146 150 4 hem-a
50 126 132 6 hem-a
51 121 126 5 hem-a
52 142 146 4 hem-a
53 136 140 4 hem-a
54 126 127 7 hem-a
55 132 133 1 hem-a
56 104 262 158 onk
57 137 142 5 hem-a
58 125 126 1 hem-a
59 141 144 3 hem-a
60 132 136 4 hem-a
61 145 149 4 hem-a
62 72 138 66 akut.pfij
63 105 159 54 hem-a
64 129 129 0 hem-a
65 93 95 2 hem-a
66 118 129 11 hem-a
67 109 113 4 hem-a
68 130 139 9 hem-a
69 88 89 1 hem-a
70 102 110 8 hem-a
71 67 69 2 hem-a
72 94 100 6 hem-a
73 82 88 6 hem-a
74 58 58 0 hem-a
75 33 255 222 onk
76 109 111 2 hem-a
77 144 153 9 inf.
78 131 131 0 hem-a
79 100 101 1 hem-a
80 93 96 3 hem-a
81 63 69 6 hem-a
82 19 20 1 hem-a
83 65 70 5 hem-a
84 80 87 7 hem-a
85 83 93 10 hem-a
86 56 67 11 hem-a
87 91 105 14 hem-a
88 23 25 2 hem-a
89 99 104 5 hem-a
90 64 232 168 onk
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91 16 198 182 gyn-I

92 101 106 5 hem-a
93 155 305 150 hem-a
94 49 58 9 hem-a
95 1 3 2 onk

96 121 122 1 hem-a
97 30 31 1 hem-a
98 68 68 0 hem-a
99 94 103 9 hem-a
100 64 70 6 hem-a
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11. Seznam zkratek

ADP — adenosindifosfat

AST — aspartat transferaza

ATP — adenosintrifosfat

BFU-Meg — burst forming unit - megakaryocyte
CFU-Meg — colony formin unit - megakaryocyte
DIC — diseminovand intravaskularni koagulace
DITP — polékové trombocytopenie

HLA — human leukocyte antigen

HUS — hemolyticko-uremicky syndrom

ITP — idiopaticka imunitni trombocytopenicka purpura
PDW — distribucni Site velikosti trombocyta
PLT — krevni desticky

RBC — Cervené krvinky

SLE — systémovy lupus erythematodes

TTP — tromboticka trombocytopenicka purpura

VWEF — von Willebrandav faktor
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