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Comparison of devices and microscopical assesniiéateshtial count of leukocytes
Abstract

This thesis deals with methods of determinatibulifferential count of
leukocytes and their positives and negatives. Nandeo that nowadays modern
haematology analyzers have been used for deteionnalf differential count of
leukocytes due to technical progress, however mamssesment by microscope keep
still being a basic element of good work in a hatehogy laboratory.

In the practical part | will describe single wopkocedures and these
methods will be then compared according to the mieskeresults. The Coulter LH 750
analyzer by Beckman Coulter Inc. based on the pimof electric impedance has been
used in Nemocnic€eské Budjovice a.s. for automatic assesment of differerg@lint
of leukocytes. In case of the microscopic assesmadmbod film is made which is then
stained by Pappenheim method with May - Grinwald &emsa - Romanovsky
colours. Then | will try to suggest an optimizatiéor current investigation of the

complete blood picture.
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Uvod

Stanoveni p&u leukocyti je velmi dilezitou a nedilnou sa@asti
stanoveni celkoveého krevniho obrazual€Zitym parametrem je i zji&i presného
zastoupeni typ leukocyti z periferni krve (diferencialni rozpet leukocyt), ktery je
dulezity pro stanoveni diagnézy. 2méné pongry mohou byt piznakem i#iznych
infekénich onemocEni. Fitomnost nezralych bilych krvinek v krevnim ¢bln je
piiznakem leukémie.

Hlavnim cilem jakéhokoliv laboratorniho stanov@mizjistit dostateng
piesné vysledky pro klinické pouziti (Buttarello 200% dneSni dob se vyuzivaji 3
hlavni analytické metody stanoveni¢po leukocyfi, a to manualni stanoveni pomoci
mikroskopu, metoda elektrické impedance a optickétooa. Dlouhou dobu bylo
metodoucislo jedna pra¥ manualni péitani pomoci mikroskopu (Barnes et al. 2005),
avSak vzhledem k velikému pokroku v oblasti modemetliciny, ¥dy a techniky, se do
laboratdi dostavaji stale n@&jsi a propracovatjSi analyzatory, které se vyzhai
hlavre svou gesnosti, spolehlivosti, pammé malym mnozstvim krve pi#bné
k vySeteni a v neposledrtact je velkym ginosem jejich rychlost (100 - 120 vyg&ati
za hodinu). Hematologické analyzatory poskytuji lpotypu gFistroje od 24 - 48
parametii, v¢etnd diferencialniho rozp#iu leukocyti, histogrand a scategrain
erytrocyfi, leukocyti a trombocyi (Pecka 2006).

Na odaleni Klinické hematologie (OKH) Nemocnicgeské Budjovice
a.s. se ke stanoveni krevnich elememyuzivd analyzatoru spaleosti Beckman
Coulter - Coulter LH 750. Tyjphematologickych analyzatpje celarada a podrohiji

se jimi budu zabyvat v pbéhu své prace.



1. Sowasny stav

Fyziologicky p@et leukocytt se u dosglého clovéeka pohybuje
vrozmezi 4,0 - 10,0.20 (Penka a kol. 2001). Leukocyty selidna dw skupiny:
granulocyty a agranulocyty. Granulocyty oZm@me jako neutrofilni, eozinofilni
a bazofilni podle barveni jejich granul v cytoplazrid dosglého ¢loveéka je 40 - 70 %
leukocyti neutrofilnich, 2 - 10 % eozinofilnich, 0 - 1 % béinich. Mezi agranulocyty
pati lymfocyty a monocyty; lymfocyty tvio 20 - 40 %, monocyty 2 - 10 % bilych
krvinek. Toto zastoupeni oztigeme jako diferencialni rozpet leukocyl (Rokyta
2008). Ani nejpropracovajsi analyzatory v podminkach nemocnice se vSemiybo
vSak nejsou schopny stanovit sprédiferencialni rozpeéet leukocyt priblizné u 15 %

pacient.
1.1Vyvoj, morfologie a funkce leukocyti

Neutrofily se v organismu dodpho ¢loveka vyskytuji v kostni tkni,
v krvi a ve tkanich. V kostni tdni dochazi k mnozeni a dozravani neutrofilnich
granulocyli (od myeloblast az po segmentované granulocyty). Myeloblast jaaléz
buika s velkym ovalnym jadrem, jadérky &t$inou neobsahuje Zadna granula. Tato
buiika je odvozena z progenitorovych kkra dozrava v promyelocyt, ve kterém jsou
jiz zjevna peroxidaza-pozitivni granula. DalSimdstén vyzravani je myelocyt, jehoz
granula jsou peroxidaza-negativni a v této fazinjiizi jadérka. Kiéovym nastrojem
a ukazatelem azurofilnich granul v lidské kostiterd i v krevnich biikdch pro
swtelnou i elektronovou mikroskopii je tedy peroxidaa reakce. Poslednim
piedstadiem zralych neutrafiljsou pak metamyelocyty a neutrofilnicéy Zralé
neutrofily maji granula tma fialova az tiZzovofialova, jejich jadro jetleréné na
segmenty, které jsou navzajem spojeny vodikovyrastky. Plré vyzraly eozinofilni
neutrofil ma dvoulaléné jadro a je vypkn cytoplazmou s velkymi eozinofilnimi zrny.
Pri pripraw krevniho natru je velmi citlivy k mechanickému poSkozeni. Grianu
bazofilnich neutrofii jsou tma¥ fialova azcerna a pekryvaji WtsSinu cytoplazmy i
jadra. Prekurzory monoadytjsou monoblasty a promonocyty. Monoblasty se \rkos

dieni vyskytuji ve velmi malém mnozZstvi a bez pougélgktronového mikroskopu je



témef nerozezname od myeloblastiadro zralého monocytu je ledvinovitéjda vSak
byt i kulaté nebo nepravidelné, obvykle excentrickyzené. Cytoplazma této tiky je
Sedomodréa a vakuolizovana. Lymfocyty se podle wslikrozdluji na malé (6 - 9 um)
a velké (9 - 15 pm). Jejich jadro obsahuje velkéorstvi kondenzovaného
heterochromatinu. Podle funkce se lymfocyty #dagd na T-lymfocyty (dozravajici
vthymu) a B-lymfocyty, z nichz vyzravaji plazmaic buiky, charakteristické
bazofilni cytoplazmou a excentricky ulozenym jadr@auter et al. 2001).

Na cinnosti leukocylt zavisi vrozena i ziskana imunitni odpdv
Vrozena imunita zahrnuje f@devSim granulocyty a makrofagy (tké&a forma
monocyfi). Ziskana imunitni odp@d’ zavisi hlave na lymfocytech, které poskytuji
celozivotni imunitu (Janeway et al. 2005). Neutyofsou efektorové hiky imunitniho
systému. Hraji rozhoduijici roli nejen v ob¢goroti patogefim, ale jsou také schopné
modulovat funkci ostatnich imunitnich btkn(Cascao et al. 2009). Jsou zodne za
chemotaxi, coz je jeden z &tivych jeva imunitni reakce proti bakterialni infekci
(Agrawal et al. 2008). Eozinofily jsou Bky specializované na sekreci cytokin
a mnoha dalSich protdinv pribéhu zartlivé reakce (Melo et al. 2008). Jsou
povaZzovany za silné efektorovéiby, které maji potencial k uvadni fady mediatak
zaretu a ke znieni tkar pri chronickych zastlivych onemocsnich, jako je astma.
Jsou také zapojeny do regtiidch mechaniziina @ispivaji i vrozené a ziskané imufjit
stejre jako systémové adaptivni imudit(Raap and Wardlaw 2008). Bazofily
predstavuji méanez 1 % z periferni krve. Fenotypojsou podobné Zirnym kkam.
Podporuji diferenciaci Th2 - lymfoayta hraji kl€ovou roli v IgG zprostdkované
systémove anafylaxi (Mukai et al. 2009). Monocyirkaluji v krvi jako jeSt nezralé
bunky, které pak vycestuji do tkani a tam dozravajnakrofagy. Maji velkou
fagocytarni kapacitu a hraji velmilléZitou roli @i imunitni latkové obra# protoZe na
svém povrchu ,umi* vystavit bakterialni antigen aktb zpracovany fedlozit
lymfocytim (Mourek 2005). T i B - lymfocyty secastni specifickych imunitnich
reakci. B - lymfocyty jsou zdrojem protilatek, Tymfocyty maji reguléni pomocnou,

potlaiujici nebo pimou cytotoxickou funkci (Rtikova 1997).



1.2Krevni obraz

Terminem krevni obraz ozhgeme vyhodnoceni gtu c¢ervenych
a bilych krvinek, krevnich desgk a jejich charakteristiku. Jako diferencialnipot
leukocyti ozn&ujeme vyhodnoceni vSech typilych krvinek ve vzorku periferni krve.
Patty jednotlivych bilych  krvinek vyjailljeme jednak jejich procentualnim
zastoupenim z celkového ¢to bilych krvinek a jednak jejich absolutni koncaunt
(tab. 1). B podezeni na krevni onemoéni, je vhodné si vyZadat nejen strojovy
(automatickym analyzatorem vyhodnoceny), ale taki&raskopicky diferencialni
rozpaiet bilych krvinek, neld patologické bilé krvinky, jejichz detekce vede
ke stanoveni diagn6zy, nemusi byt zachyceny vgostm diferencidlnim krevnim

obraze, ale pouzeighodnoceni mikroskopickém (Adam a kol. 2007).

Tab. 1Fyziologické hodnoty leukocitu dosgléhocloveka

Parametr % Relativni get Absolutni poet
Neutrofil 40 - 70 0,34 - 073 1,80 - 7,00
Ty¢ 1-5 0,01 - 0,07 0,00 - 0,40
Eozinofil 2-10 0,01 - 0,07 0,04 - 0,50
Bazofil 0-1 0,00 - 0,02 0,00 - 0,10
Lymfocyt 20 - 40 0,19 - 0,53 1,2 -4,00
Monocyt 2-10 0,02-0,14 0,11 - 0,90

1.2.1 Nenadorové zreny v paitu leukocyii

Vv s

Zvyseni jejich pstu nazyvame leukocytdza, snizentfose oznéuje jako leukopenie.
VeétSinou vSak fesrEji uréujeme, kterého typu bilych krvinek sedéptni znéna tyka.
Pfi snizeném p&u neutrofii hovaime o neutropeniti granulocytopenii. S tou se
negastji setkame po toxickém poSkozeni kosthérd (nag. nekterymi leky). Nekdy
muze vznikat imunologickymi mechanizmy. ZvySenyéeb neutrofiti je neutrofilie,

casta pi infekénich chorobach, ip zarétu nebo sepsi. Pextrémre vysokych pétech



neutrofii, s gitomnosti mladSich vyvojovych forem v obvodové kr¥iovaime
o leukemoidni reakci. Zsmy v patu ostatnich typ bilych krvinek maji mensi vyznam.
Eozinofilie provazi zpravidla alergické choroby afekce vyvolané parazity.
Lymfocytopenie provazidkterd nadorova onemo&m nebo se objevuje pock nag.
glukokortikoidy. Lymfocytdza ma né&pstji infekéni pricinu a provazi ékteré virové
infekce. Monocyt6za jedina u tuberkulozy (Klener a kol. 2001).

Typickym gikladem nenadorovych chorob leukacye onemocani
infekéni mononukle6zou (Zfsobené virem Epstein - Barrové). V krevnim obraze
nachazime na #atku onemocéni mirnou leukocytopenii, ktera rgrhazi do
leukocytézy - poet leukocyt byva v rozmezi 10 - 20.10 V diferencialnim rozpétu
leukocyti je prevaha lymfocyli, s @itomnosti reaktivnich lymfocyt coz jsou
transformované T - lymfocyty. Tyto Bky nejsou vzdy snadno identifikovatelné
a mohou byt zasmény s monocytoidnimi hikami nebo mladymi lymfocyty.
Dulezitym pojmem je i posun doleva - jedna se o posudiferencialnim obraze
k nezralym formam a je patrny u bakterialnich imfeku zawta stevni sliznice,
pankreatitid, z&ta Zil i u nemoci pojiva. Posun doleva je tak#itgmen u stai
spojenych s destrukci b&ly nag. u popalenin, hemolyzyi nekrdzy jater. Dale bych
zminila posun doprava, kdy v krevnim d&réat nachazime vicejaderné segmenty
a neutrofilii. Vyskytuje se u megaloblastové anémimyelodysplastického syndromu
(Lexova 2000).

1.3Metody stanoveni pdtu leukocyti

Rychlé a pesné laboratorni vyd§enhi je v dnesSni d@b zasadnim
kritériem. Rutinni manualni kompletni krevni obrgz postrada reprodukovatelnost
(Rappaport et al. 1988). V modernich nemocnicikhirekadch nahradily hematologické
automatizované ifstroje réni metody pro stanoveni hematologickych parainetr
(CBC) i mikroskopické ,6ni* pocitani diferencialniho rozgtu leukocyfi. Duivodem je
piesréjSi detekce vzork s distribinimi nebo morfologickymi odchylkami, nez
tradicnim paitanim @&ima. Nicmér, mikroskopicky diferenciélni get leukocyid byl
jedinym zpisobem, jak identifikovat typy bék a jejich relativni podil, tést 100 let.
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Burky byly identifikovany svym tvarem, intracelularnistrukturami a jejich barvicimi
vlastnostmi (Pierre 2002).

Oswdcena a mnoha roky prékena technologie Beckman Coulter VCS
zasadnim zjsobem zminila pohled na buftné subpopulace leukodyt Kombinace
pritokové cytometrie, vysokofrekveni vodivosti a impedami metody poprvé
v historii pristrojové analyzy leukoct nabizi mozZnost standardizace a kvantifikace
vlastnosti jednotlivych tylp leukocyti. Zavedeni réritka pro velikost leukocyt
velikost jadra, granularitu a pam velikosti jadra k velikosti leukocytu umiidje
pouziti matematickych a statistickych metod pro Iyna vlastnosti jednotlivych
buréénych subpopulaci leukodyta zavedeni statistického aparatu pro popis jejich
patologii (Boudal 2006).

Mikroskopické hodnoceni n#t periferni krve vSak tstava i nadale
zakladem dobré prace v hematologické labdrakovalitni analyzator krevniho obrazu
tuto praci vyznam# ulekti, a tak je mozné pivyhowt riznorodym pozadawkn
kladenym na moderni laboratSigutova 2006).

Jak jiz bylofe¢eno v Uvodu prace, v dnesni doke vyuZzivaji 3 hlavni
metody stanoveni gtu leukocyfi: manualni metoda pomoci mikroskopu, metoda
elektrické impedance a opticka metoda.

1.3.1 Manualni stanoveni pomoci mikroskopu

Techniku rozpoznavaniiznych tyg bilych krvinek poprvé zaved!| Ehrlich v roce 1898

(rozpoznaval krvinky obarvené pomoci anilinovyctvivg

Krevni n&kry se provadi z kapilarni nebo zilni krve. Jakakaragulani
piisady se pouZziva soli EDTAfiRliferencovani se zji$ije zastoupeni morfologickych
typt burek biléfady v obarveném n&u obvodové krve. ProhliZi se a hodnoti se zVI&s
bunka, jadro a plazma.

U buiky hodnotime velikost, tvar, vzhled, undist v natru a dale ji
porovnavdme s ostatnimi ikami. U jadra sledujeme jeho velikost, uloZeni,rtva

uspdadani chromatinu a také qmi, velikost a vzhled jadérek. U plazmy hodnotigjé j
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mnoZstvi, vzhled, barvitelnost, wiky, vakuolizaci, perinuklearni vyja&mi, granulaci

a inkluze. V ramci hodnoceni periferniho krevnilwazu se dale zjisije zastoupeni
normoblasi, které je nutné, pro naslednyepaiet leukocyi. Zjistujeme také posun
vramci vyzravani bustnych forem (posun k mladSim nebo star§im vyvojovym
form&m), anomalie v bikach jednotlivych krvetvornychad a v neposledifact také
vyskyt rekterych dalSich bugnych forem, nap hola jadra megakaryodytnebo
nezralé vyvojové formy krvetvornydiad (Pecka 2006).

Nagry periferni krve jsou barveny panoptickym barvenidie
Pappenheima s pouzitim barviv Maye - Grinwaldov&ieamsa - Romanovskeho.
V n¢kterych laborattich se dava fiednost modifikaci dle Wrighta (uziva bikarbonét
sodny pro peménu metyléenové mad do aktivni formy). B téchto panoptickych
(. nespecifickych) barvenich dochazi k odliSesdnjotlivych busé¢nych struktur podle
jejich pH (struktury kyselé - eozinofilni, strukumeutralni a struktury zasadité
- bazofilni). Preparaty jsou vy$evany pod sételnym mikroskopem jednakiipmalych
zvétSenich (100 - 200 nasobné) pieedné zhodnoceni, jednak pvétSenich, ktera
umoziuji detailni morfologické posouzeni &seni 1000 - 1200 nasobne). By
periferni krve mohou byt vySetvdny i za pomoci elektronové mikroskopie
(ultrastrukturdlni diagnostika). V tomtdipact jsou elementy po fixaci impregnovany
solemi €zkych kowi. Takto upravené hiky a burcéné struktury jsou vystaveny emisi
elektroni a v zavislosti na své dengziento tok elektrob odklargji. Na fluorescednim

stinitku vznika obraz, kteryiie byt fotograficky dokumentovan (Mayer a kol. 2002
1.3.2 Metoda elektrické impedance — Coulter princip

Vroce 1953 Wallace Coulter (1913 - 1998), zd&tal a byvaly
prezident spokosti Coulter Corporation, patentoval tzv. Couiterimpedagni
princip - metodu pro stanoveni ¢io a velikostic¢astic v kapalis. Tato technologie
navzdy zmnila Klinickou diagnostiku a lékaky vyzkum a stala se zakladem
hematologickych analyzator Coultefiv princip je Vv sodasnosti nejroz&ergjsi
metodou pro stanoveni §a a velikosticastic v kapalit v ékaskych a pitmyslovych

aplikacich.
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Metoda Coulter pita a stanovi velikosti hiky zjiSttnim a zngfenim
zmeén elektrického odporu, kdyZastice (nap buika) ve vodivé kapali prochazi
malou aperturou. Kazda tka suspendovana ve vodivé kapaliffedicim roztoku)
funguje jako izolator. Richod kazdé jednotlivé liky aperturou zvySuje v daném
okamziku elektricky odpor mezi dma pondenymi elektrodami, umi&ymi na obou
stranach apertury (obr. 1). To vyvola elektrickypints, ktery Ize nétat a ngfit jeho
velikost. Zatimco p&et impulgs: indikuje paet ¢astic, velikost elektrického impulsu je
ameérna burcnému objemu (Kruzik a kol. 2006). Zpracovani elekickych obvod
umoziuje simultanni ré‘eni impedance vékolika frekvencich, v rozsahu od 100 kHz
az 15 MHz (Gawad et al. 2001).

Na principu elektrické impedance pracuje ifldpd analyzator od
spole&nosti Beckman Coulter - Coulter LH 75Gjgiroj uceny k p@tu krevnich busk
(CBC), diferencialniho rozptu leukocyfi, a to \etnd jadernych ¢ervenych
krvinek - NRBC (Amouroux et al. 2003). Tento andliyr vyuziva k identifikaci bugk
kombinaci ti me¢teni - objemu, vodivosti a rozptyluédhto parametr mize vyuzit i

pro vyhodnoceni jejich morfologickych zZm (Miguel et al. 2007).
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Obr. 1 Schéma Coulter principu
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NowjSim analyzatorem spafeosti Beckman Coulter je Coulter LH 780.
Nové, rychlejsi, analytické algoritmy kontroluji loe fazi piiletu buiky méfici
aperturou tzv. ,Flight - time" a optimalizuji nadley cas potebny pro ustaleni systému
tzv. ,Wait -time“. Vysledkem je znatelné &geni linearity, stability a rozsahuéreni
piedevsim u leukocyt a trombocyi. Horni hranice linearity #feni leukocyl je
400000 WBC / ml a horni hraniceéfitiho rozsahu jeifiom cca 800000 WBC / ml.
Byly tak zn&né¢ prekonany hranice, jichZzitve dosahovaly pouzeékteré opticke
metody. Na op&ném konci ndfici Skaly lezi hodnoty, se kterymi se v kazdodenni
rutinni praxi setkAvame mozna &&$tji - leukocytopenie.

Vyspila technologie VCS, s prafnnym p@itacim ¢asem, je schopna
validné diferencovat leukopenické vzorky jiz od 0,3 WBCal&im vyznamnym
piinosem je automaticka detekc&itpmnosti normoblagt (NRBC), jejich numerické
vyhodnoceni a automaticka korekcectopoleukocyti u kazdého vzorku bez nutnosti
pouziti dalSich reagencii. Do LIS (laboratorni mfi@ini systém) je moznérgnaset
i nekorigovany poet leukocyt (Boudal 2006).

1.3.2.1Natérovy automat Coulter LH Series Slide Maker

Sowasti analyzatoru Coulter LH 750 na OKtéské Budjovice a.s. je
nagrovy automat Coulter LH Series Slide MakekisBoj je plré softwaro¥ fizen
hematologickym analyzatorem Coulter LH 750 a lzepomzivat pouze ve spojeni
stimto analyzatorem. Jehoifigadna porucha vSak nenaruSi funkci samotného
hematologického analyzatoru. Slide Maker vyuZiv@paabhi krve z aspitai jehly
a nezvySuje se proto mnozstvi aspirovaného vzokkev je v natrové jednotce
uchovavana za stalého michashém celé analyzy vzorku a po vyhodnoceni vysiedk
krevniho obrazu systém na zaldatibovolné nastavitelnych a programovatelnych
kritérii vytvori nagr nebo krev vypusti do odpadu. Patentované techgiaié postupy
pii roztirdni krevniho filmu umatuji dosahnout standartnich parameatatru, stejné
délky filmu u vSech vzork (pristroj se adaptuje na viskozitu a hematokrit jelivyath
vzorki) a manualni metodou nedosazitelné, rovéromd rozptyleni monocytv celém

jednovrstvém nétu. VysuSené a identifikmim Stitkem ozn&ené n&lry jsou
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v kazetach transportovany do vystupniho boxu, odkathou automaticky postupovat
do barvici linky nebo mohou byt obsluhou vyjmutyisRoj je koncipovan jako
bezudrzbovy a veSkergisteni probihd spol:é¢ scisticim cyklem pipojeného
hematologického analyzatoru LH 750. Pouzitakldijsou standartni se zabrouSenymi
rohy a ukladaji se do dvou zasohhfo 200 kusech (Boudal 2005).

1.3.3 Optické metody

DalSi metodou ke stanoveni¢po leukocyti je metoda opticka. Krevni
castice se dostava do interakce s fokusovanytelswym paprskem, jehoz zdrojem je
halogenova zarovka nebo laser¢tBy se na povrchéastice rozptyli a je zachyceno
v riznych uhlech detektorem, ktery generuje impuls edtmjici @gislusné ¢astici
a nese i informaci o jeji velikosti. Rozptyl lase#ho paprsku na povrchéastice
podava s¥dectvi o morfologickych vlastnoste¢hstice, zejména orfpomnosti a pstu
granul (Gregora a kol. 2001).

Jako piklad bych uvedla analyzator spatesti Sysmex, Xe — 2100. Je
zaloZen na optické a elektrickéetiti technologii, vylepSenyfmanim pitokového
cytometru, fluorescenci a schopnosti diferencovzpad|é biiky. Co se tye presnosti,
reprodukovatelnosti, linearity éasové stability, je tento analyzator zcela uspokoji
Vysledky 500 kompletnich krevnich obtaza diferencidl presré souhlasily se
ziskanymi vysledky s analyzatorem Coulter STKS apaisti Beckman Coulter (Nakul
- Aquaronne et al. 2003). StarSim analyzatoremygar@x XT - 2000i, schopny zifit
az 30 parameiru hematologickych vzotkv periferni krvi a jeho vykon je 80 vzark
za hodinu. Tento analyzator se dogoie jako zaloha k Xe - 2100 neboude byt
vyuzit jako samostatny v labordte menSim objemem, ale Sirokym spektrem \igset
(Fernandes and Hamaguchi 2003).

Optickych metod vyuziva nap i analyzator spolmosti Abbott
Diagnostics, CELL-DYN Sapphire, vyuZivajici integamé optické a fluorescemi
(488 nm) m&ieni. Detektory jsou pak konfigurovany pro fluoragecd analyzu

(Johannessen et al. 2006).
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1.4Laboratorni informa ¢ni systém (LIS)

Krom¢ patitact, kteréftidi cinnost analyzatdr a jsou jejich integralni
soutasti, jsou v laboratoi dalSi p@itace, k nimz jsou analyzatoryipojené. Vytvdeji
sit, kterou spolu s p&tnym programovym vybavenim nazyvame laboratorni
informacni systém (LIS). Ten fize byt samostatny nebo pracujefingg navaznosti na
nemocnéni informani systém, kteryidi chod klinickétasti zdravotnického z&eni.

Veskery pijaty biologicky material je registrovan a vhodnypisobem
ozna&en. Obvykle se uziv&iselné zn&eni, které jednozraé urci vzorek i jeho
charakter (rutinni, statimovy, vzorek s pozadavksmecialnich metod apod.). Udaje
0 pacientovi a kody pozadovanych laboratornich chggonutné vlozit do pfitace. To
se dje bul’ manuald, nebo I[épe, je-li pacient identifikovatarovym kbédem,
prisludnymétecim zaizenim.Carovymi kddy mohou byt ozgany i jednotlivé metody,
¢inidla v @ristrojich apod.; jestvice udaj v sol& uchovavaji dvourozemné dot-kody.
Stale vice laboratd zaina vyuzivat zadavani pozaddvka laboratorni vySgni
prostednictvi inform&ni si€ prfimo na klinickém pracovisti (tzv. elektronicka
Z&danka).

V pripack, Ze je analyzatoripmo (on-line) napojen na pia¢ LIS, jsou
k nému pozZadavky fgnasSeny fimo. Po provedeni analyzy, jsou-li vipdku vysledky
kontrolnich n&feni, jsou vysledky automaticky ignaseny zfi a pgifazovany
k jednotlivym pacientm. Pro gistroje, které nejsou séésti si¢ LIS, Ize vytisknout
pracovni denik, podle¢ho provést analyzu a vysledky viloZzit do systému undins.
Laboratorni informéni systém miZe podle pedem daného algoritmu automaticky
doplnit vysledky laboratornich tésb dalSi metody a tak zé&@ urychlit diagnosticky
a tim i l&€ebny postup. Tento algoritmusi#e byt obsazen i v prograntidicim chod
analyzatoru.

Kone&n¢ spravny LIS by il umoziovat i tidéni vysledki podle gedem
zvolenych kritérii. Emi muze byt nap pohlavi a ¥k nemocného, igkrateni ucité
kritické hladiny, obdobi, kdy byla vy&eni provadna apod. Je tak cennym
pomocnikem § vyuziti laboratornich Udaj pro wdecké a statistickécaly (Racek
2006).
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2. Cil prace a hypotézy
2.1 Cil prace

Cilem prace je blize zmapat rozdily mezi automatickym
a mikroskopickym stanovenim diferencialniho roatpdeukocyti a navrhnout vhodny
algoritmus pro vySéeni. Riblizné u 10 - 15 % paciefit dochazi k selhani
automatického diferencialniho rozjto, coz je dano hla¥npritomnosti patologickych
burgk, které analyzator neni schopen vyhodnotit. Vhodrglgoritmem vyséeni lze

omezit subjektivni stranku rozhodovani.
2.2Hypotézy

Hypotéza 1. Redpokladany peet mikroskopicky pepcaiitdvanych diferenciél na
oddleni Klinické hematologie Nemocnicéeské Budjovice a.s. se bude pohybovat
kolem 10 %.

Hypotéza 2. Lze identifikovat skupiny rizikovych gienti, u nichZ procento
mikroskopicky gedtlavanych diferencidl vyrazré prevySuje pamér.

Hypotéza 3. U &kterych skupin paciefitie procento selhanitfistrojovych diferencidi
tak vysoké, Ze nema cenu tuto analyzu préwad
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3. Metodika

V této kapitole popiSi jednotlivé postupy staaov diferencidlniho
rozpatu leukocyti podle zpracovanych dat. Tato data jsem ziskalakid Nemocnice

Ceské Budjovice a.s., kde jsem vykonavala praxi k této praci.
3.1P¥ijem materialu do laboratoire hematologie

Postupy v laborato piedchazejici vlastnimu vy$ehi zahrnuji fjem
materialu se Zadankou o vy&mti, identifikaci materialu, fijpravu materialu i&d
vlastnim vySdenim a transport materidlu naceny Usek laborate. Vzorky pro
vySeteni celkového krevniho obrazu (tj. ged erytrocyli, hemoglobinu, hematokritu,
trombocyti a leukocyl, véetré diferencialniho rozptiu leukocyt) se odebiraji do
zkumavky s antikoagutaim pipravkem EDTA (vakuety s fialovym uz&em).
Vzorek materidlu musi byt popséan nezaitelnou identifikaci pacienta (Udaje na Stitku
zkumavky se musi shodovat s daji na zadance dieyde Zadanka musi obsahovat
jméno pacienta, rodné&islo, ciselny kod diagnozy a oz&eni zdravotni pojifovny,
Zadajici z#izeni a poZzadovana vyseni. Pokud &ktery z €chto udaj chybi, je nutné
kontaktovat pislusné oddeni a doplnit chyljici udaj. Ripravené zkumavky s krvi

pacienti se poté vlozi do specialni kazety a nasiettmanalyzatoru.

3.2Automatizované stanoveni 5 - popukniho diferencialniho rozpaitu
leukocyta

Pred vloZzenim vzorku do analyzatoru ho musime proatich
nékolikanasobnym ot@enim zkumavky o 180ve vertikaIni ose (timto zamezime
vzniku srazeniny). Tyto vzorky krve jsou ozeay identifik&nim ¢arovym koédem
a umistny do specialnich kazet. Kazety jsou poté vloZzemygd@ksobniku na pravé stean
analyzatoru, odkud jsou automaticky posouvany Kumesspirace a promichavany.
Vzorek je automaticky aspirovan pomoci jehly, ktgyéonikne vékem vakuety
a souasrt je carovy kod identifikovancteckou. Po zniteni vSech vzork je kazeta

posouvana s#mem od mista aspirace a nakonec je uloZena do ré&soba levé stran
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analyzatoru.Céast vzorku je smichana v michaci Kooe s pedeltatym lyza&nim
¢inidlem pro DIFF analyzu aébhem michani je fdan stabilizéni roztok pro DIFF
analyzu, ktery stabilizuje leukocyty. Vysledky g jednotlivych populaci leukoayt
jsou pak vyjateny v procentech a v absolutnichéfezh: NE % udava get neutrofifi
na 100 leukocyt (WBC), stejnym zpsobem jsou vyjd@ny parametry LY %
(lymfocyty), MO % (monocyty), EO % (eozinofily), BAb (bazofily). Absolutni peet
neutrofili (10° neutrofili/ I) je uten vztahem: (NE % / 100) x pet WBC. Stejnym
zpiisobem jsou vyjagny i parametry LY, MO, EO, BA (£®ursk /).

Diferencialni rozpdet leukocyti prepciitavdme pomoci mikroskopu
vzdy i vyslovné indikaci Iékge. Pokud neni vyslownindikovan,fidime se vysledky
meieni, a to hlavé 3D grafem. Na grafu jsouizovou barvou znazoény neutrofily,
modrou lymfocyty, zelenou monocyty, oranzovou eofiip a bilou bazofily. Posun
burék neutrofilnifady v 3D grafu sgrem nahoru je dan praggodobnym vyskytem
nezralych forem dané populace (obr. 2). Podle gaafaké podle poznamek pod nim
pak gedpokladame vyskyt nezralych forem. Poznamnia. NE 1 predpoklada vyskyt
pouze neutrofilnich ©®ek. Imm. NE 2 pak pedpoklada vyskyt metamyelodyt

myelocyti a promyelocyt. V tomto ipac je nutné vyhodnotit diferencialni rozet

leukocyti mikroskopicky.

Obr. 2 Schéma posunu doleva
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Pokud je u dosfého ¢lovéka zjiSena lymfocytéza nad 50 %, je nutné
vyhodnocujeme diferencialni rozget leukocyt pomoci mikroskopu. Pokud se v 3D
grafu populace lymfocwt prolind do populace monodéytmize se jednat o variantni
lymfocyty (piitomné u infekni mononukledzy), pdifpac o lymfoblasty (obr. 3).
V tomto gipact je nutné pepaitat diferencialni rozpet leukocyt mikroskopicky.

V pripack, Ze je procentualni zastoupeni mon@ayteozinofiti vyssi nez
20 %, a zastoupeni bazdfivyssSi nez 3,9 %, postupujeme stejako u lymfocyiti

- vysledek porovname gig¢jSimi hodnotami pacienta, pfipact prepcitame

mikroskopicky.

Obr. 3 Lymfocytoza

Analyzéator stanovuje i @ty normoblasi (NRBC). Na 3D grafu je Ize
vidét v dolni ¢asti znazoréné ¢ervenou barvou (obr. 4). \fipack, Ze jich stanovi vice
nez 2 %, oviujeme vysledek mikroskopicky.fiPpoctu normoblast > 20 % @i
mikroskopickém péitani, musime spdtat korekci leukocyt na normoblasty podle

vzorce:

K =100 x pdet LEU : (100+ poc¢et normoblasti)
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Skut&na hodnota leukocitpo korekci se poté zapisuje doifiace.

Obr. 4 NRBC

3.3Stanoveni diferencialniho rozpétu leukocytia pomoci mikroskopu

Fi pozorovani krevniho né&tu mikroskopem jsou v celkovém ¢ia 100
leukocyti ttidény a pditany bilé krvinky podle typu (zralé i nezralénlay). Zarove
jsou Ehem utovani diferencialu p#itdny i nezralééervené krvinky (normoblasty)
a také je prohlizena morfologie vSech &urfnag. zvlastni tvar biiky, anizocytéza,
polychromazie, bustna €liska, zvlastnosti jader apod.). Drebobarveny nét by mgl

mit nKiZow purpurovou barvu.

3.3.1 Zhotoveni krevniho nafru a jeho obarveni

Na odmasné podloZzni skéko naneseme dostéte velkou kapku
vzorku. Umistime ji fi okraji kratSi hrany podloZniho s&kia (asi 1/8 délky podloZniho
sklicka). Roztiraci skéko posuneme sénem ke kapce vzorku, kratSi hranu roztiraciho
sklicka pondgime do kapky a vzorek nechame rozlit po celé kdatdre roztiraciho
sklicka (Uhel mezi podloznim a roztiracim skBm musi byt 30 - £0. Kapku poté

roztahneme semem k druhému konci podlozniho sida (maximalg do % délky). H
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piesunu vyvijime takovy tlak, aby byl garovnongrny a giméierg se ztetoval.

Nagr fadré ususime na vzduchdipokojové teplat, ozn&ime jménem
pacienta aislem vzorku a poté fixujeme metanolem po dobu &umiPo vyjmuti
z metanolu skéko s n&rem pondime do roztoku May - Griinwald po dobu 1 sekundy
a vyjmeme. Tento krok zopakujeme jedtx (celkem tedy 5 x). Poté sib pondime
po dobu 1 sekundy do roztoku Giemsa - Romanovskioavyjmuti tento krok
zopakujeme je&t10 x (celkem tedy 11 x). Po obarveni preparat emg pod miré
tekouci studenou vodou a usuSime.

Po zaschnuti naneseme na preparat malou kapkwnihe oleje
a prohlizime pod mikroskopemtipzvétSseni 1000x pomoci imerzniho objektivu
(tzn. 100x). V pipact jakychkoliv pochybnosti o kvadittechniky barveni preparatu

béhem prohlizeni mikroskopem je lepSi zhotovit noggn
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4. Vysledky

V obdobi 12. 10. - 26. 10. 2009 bylo na OKH Nenioe Ceské
Budkjovice a.s. stanoveno 5002 krevnich oliraérevni obrazy vyhodnotil analyzéator
Coulter LH 750, spolmosti Beckman Coulter, zaloZzeny na principu eleki

impedance (tab. 2).

Tab. 2 Vysledky stanoveni krevnich obiaa diferencialniho rozgtu leukocyti

Typ vySeteni Patet KO a DIR
Celkovy pa@et KO 5002
Patet mikroskopickych DIE z celkového 460

poctu

Patet mikroskopickych DIk na pozadani 21
Patet DIF1 s ponechanougpodni 10
hodnotou

Z celkového p&tu 5002 stanovenych krevnich ohkase mikroskopicky
piepaitavalo 460 vzork. Toto zastoupeni t¥d 9,2 % z celkového @tu krevnich
obrai. Z paitu 460 mikroskopickych Dl jich bylo 21 provedeno na pozadatinpo
od oSetujiciho lekde. Nefasgji si ho takto vyzaduji na odteni Ditské
hematologické jednotky, kdy chce mit Iékgistotu v p@Fesném zastoupeni
fyziologickych i patologickych bugk ditste.

U 10 vzorki z celkového p&u mikroskopickych DI byla i po
mikroskopickém pepaitu ponechanagvodni hodnota stanovena analyzatorem. Podle
3D grafu (grafy popsané v Metodice) bylo patrnéséee vzorku vyskytuji abnormalni
¢i nezralé biky. Nicmérg, po mikroskopickém igpaitu se pdet burgk shodoval
s paivodnimi hodnotami, pdp byly patrné jen zanedbatelné odchylky. V takovych
piipadech se do pdace nezapisuje mikroskopicky vysledek, ale ponecliasej

hodnoty stanovené analyzatorem.
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Na oddleni Klinické hematologie se kram materialu pacieft
zpracovavaiji i vzorky zasilané z veterinarnich iklimrakovych vzork bylo v obdobi
12. 10. - 26. 10. 2009 zpracovano 25.&chto vzorki se mikroskopicky diferencialni
rozpatet kla pokazdé automaticky, Zidodu morfologickych odliSnosti krvinek
u zvirat (analyzator je koncipovan vyhradma lidské krvinky).

Dale jsem se zabyvala skupinami padient nichz se mikroskopicky
diferencialni rozpdet leukocyl déla nefastji. Dle nize uvedeného grafu (obr. 5) je
jasre vidét, ze nejastji se mikroskopicky fepaiitavaji vzorky hematoonkologickych
pacienti, zejména paciefits diagnostikovanou leukémiCasté jsou mikroskopické
diferencidly také u pacieint z oddtleni ARO ¢i traumatologie, zidlvodu WtSi
nachylnosti k infekcim a k posunu k nezralymikéam a také sé€asto pepaitavaji
vzorky nedonoSenychét. Skupinou ostatni pacienti jsou mySleni pacientistatnich

pracovi§ NemocniceCeské Budjovice a.s.
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vzorky pacienti traumatologie déti

Obr. 5 Vysledky p@tu DIFa
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Presné hodnoty provedenych mikroskopickych Djsou uvedeny v tab.
3. Z procentualniho zastoupeni je patrné, u kteslalpin pacierit se mikroskopicky
diferencialni rozp&et provadi nejastji. Vzorky z veterinarnich Kklinik jsou zde
zastoupeny ze 100 %, coz je dano nutnosti mikrasképo epaitu, pra¥ z divodu
morfologické odliSnosti butk u zvirat. P@et provedenych Dl u hematologickych
pacienti ¢ini 149. U vykgru &chto pacient jsem sefidila zasilajicim odéenim, ktere
se zabyva hematologii (o#ldni Klinické hematologie - ambulance, étBka
hematologicka jednotka, Interna), ne podle diagn@®scienti tudiz nemuseli mit
chorobu spojenou s bilymi  krvinkami. Z adehi ARO a traumatologie bylo
piepaiitavano 10,5 % vzoik coZ je danaastym posunem doleva avbdu zvySené
nachylnosti k infekcim. Z celkovych 73 vzdrkbd nedonoSenychéti se gepaitavalo
celych 48 vzorlk. Je to dano hlaentim, Ze v nezralé krvi nedonoSence &&esto
vyskytuji normoblasty. Ve velkétsing se jich v krvi vyskytuje vice nez 2. V takovém
piipadt se o jejich hodnétmusime peswdcit mikroskopicky kwli piipadné korekci
leukocyti. Vzorky pacieni z ostatnich pracowidNemocniceCeské Budjovice a.s. se

piepcitavaly z pouhych 4,3 %.

Tab. 3 Vysledky mikroskopicky provedenych DiF

Typ vySeteni Pa@et DIFx Zastoupeni v %
Pcatet stanovenych DikFu psi 25 100

Patet DIF1 u hematologickych 149 14,7
pacienti

Pcatet DIF1 u pacient 64 10,5

z oddtleni ARO a

traumatologie

Patet DIF1 u nedonoSenych 48 65,7
deti

Patet DIR1 u ostatnich 143 4,3
pacienti
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4.1Vyhodnoceni NRBC

Analyzator vyhodnocuje i hodnoty NRBC (ortochrdnii polychromni
normoblasty). Je to dano tim, z&groj pa&ita a vyhodnocuje vSechny jadernéiky
Podle zkuSenosti na o#ldni Klinické hematologie byla jako varovna hodnota
upozonujici na vyskyt NRBC, stanovena hodnota vyssi neRRBC. Pokud tedy
analyzator vyhodnoti vice nez 2 NRBC, je nutné sgejmh hodnot preswdéit
mikroskopicky. V pipac, Ze je jich v n&tru vice nez 20 (pro pracowsie tato
hodnota klinicky vyznamnd) se provadi tzv. korelae&kocyti podle vzorce:

K =100 x pdet LEU : (100+ pocet normoblasti)

Skuténa hodnota leukociitse po mikroskopickémigpaitu zapisuje do
pocitate. NRBC se u pacieitvyskytuji @i raznych poruchach krvetvorby (nagpfi
téZkych hemolytickych anémiich). Ngjsgji se vSak vyskytuji u nedonosenyckitid
(tab. 4).

Tab. 4 Vysledky p@ta NRBC

NRBC Paet NRBC
Celkovy paet vzorki s NRBC 94
NRBC < 20 80
NRBC> 20 14
NRBC u nedonoseiic 26
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4.2Vyhodnoceni patologickych burtk

Jak jsem jiz zniovala, analyzator neni schopen vyhodnotit patolagic
buinky. Nejastji se jednd o bitky myeloidnitady - neutrofilni tye, metamyelocyty,
myelocyty, promyelocyty a myeloblasty (obr. 6).
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tyc metamyelocyt myelocyt promyelocyt myeloblast ostatni

Obr. 6 Poner patologickych buk mezi sebou

V krevnich n&trech se fi riznych chorobach vSak vyskytuji i jinég,
abnormalni bikky. U nekterych pacient (negasgji s diagnostikovanou infeki
mononukle6zou)¥asto nalézame plazmatickéiby, variantnici atypické lymfocyty,
které se obtizh rozeznavaji od monodyt Pritomné mohou byt i hiky zvané
lymfomonocyty. Atypickéci variantni lymfocyty se do vysledknezapeoitavaji jako
takové. V krevnim nétu se hodnoti jejich ifitomnost, ne jejich pmt. U rekterych
pacienti byla zjiS€na gitomnost gkolika abnormalnich butk najednou. Nap pacient
s diagnostikovanou inféki mononukledzou th v krevnim natru plazmatické biky,

lymfomonocyty i variantni lymfocyty. U &kterych chorob nalézame eozinofilnEgyi
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eozinofilni myelocyty (tab. 6). &né typy nezralych bk rozeznavame u leukémii.
Nap. u monoblastické leukémietdeme v krvi pacienta hachazet az 80 % monaohlast
u lymfatickych leukémii nachazime lymfoblasty a@z%. Detekcesthto burtk vede
ke stanoveni diagnézy mnohych onemwin nefastji leukémii. Proto se i
jakémkoliv podeieni na vyskytdchto nezralychii abnormalnich butk musi udlat

krevni natr a precist mikroskopicky.

Tab. 6 Vyskyt ostatnich abnormalnich kifkn

Typ buiky Patet burgk Patet pacieni
Plazmatické biky 67 45
Lymfomonocyty 13 8
Eozinofilni tye 5 3
Eozinofilni myelocyty 17 11
Atypické lymfocyty gitomny 1
Variantni lymfocyty pitomny 21

Negastji se vyskytujici nezralou hitkou v krvi pacieni je neutrofilni
tyé. Z celkového p&tu 460 mikroskopickych D se neutrofilni tye vyskytovaly
u 400 pacierit. Metamyelocyty se v n&tech vyskytovaly porrné mére - piitomny
byly u 91 pacienit. Druhou, nejastji zastoupenou nezralou tkou, byl pak myelocyt,
piitomny u 175 paciefit Nejmérg zastoupenou nezralou iikou byl promyelocyt,

ktery byl gitomen u 8 pacient(tab. 7).
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Tab. 7 Paimérné hodnoty nezralych bék myeloidnifady

Typ patologické biky  Paiet pacieni Primérny pacet burgk

Neutrofilni ty¢ 400 7,721
Metamyelocyt 91 2,032
Myelocyt 175 5,006
Promyelocyt 8 15
Myeloblast 41 8,122

Z celkového p&tu mikroskopicky pecélavanych DIR nebyla u 59
vzorki nalezena Zzadna patologie (obr. 7ktd8ihou se jednalo ofppaet eozinofii
¢i monocyf, jejichz hodnota stanovena analyzatorem byla vy&a 20 % nebo
o prepaet bazofih, kde analyzator stanovil hodnotu vysSi nez 3,9 . vétSing
piipadi se pak pepciitané hodnoty tést shodovaly s hodnotami napenymi
analyzatorem, ale vzhledem k nalezeff@bé i jediné neutrofilni te, se zapisoval

mikroskopicky vysledek, neponechaval se vysledakasteny analyzatorem.
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m celkovy pocet
predéldvanych DIFG

M pocet predéldvanych DIFU
bez patologickych bunék

Obr. 7 Poner pattu mikroskopicky pedtlavanych DIR bez patologickych busk
4.3Srovnani obou metod

Dodnes je referéni metodou stanoveni diferencialniho ro#po
leukocyti metoda manualni. Hematologické analyzatory seupostvylepsuji, dokazi
vyhodnotit stale vice a vice paranie#r Ize na nich stanovit stalétsi paet vzorki za
urcity ¢asovy interval. Dochazi tak k velikému pokroku Vasti moderni techniky, ale
presto Zistava vyznamnéast krevnich obraz kterd se musi mikroskopickygeklavat.
Podil mikroskopicky provedenych DiFtrvale klesa, ale vzhledem ktomu, Ze
analyzatory zatim nejsou schopnyitimezralé¢i abnormalni bitky, se u witych
skupin pacierit predlava diferencialcastji. Z vysledki je zZejmé, u kterych skupin
pacienti se mikroskopicky diferencialni rozget leukocytt musi udlat pokazde, a u
kterych viceci mérg ¢asto. Pokazdé se DIF musiegElat u vzorki zvirat, protoze
analyzator nemusi spravivyhodnotit jejich biiky z divodu morfologické odliSnosti.
Z téch vicecastych skupin pacieinfde hlavié o nedonoSenést z divodu nevyzralosti
krve acastou pitomnosti normoblast Dale se jedna o hematologické pacienty. Zde je
divod jasny - u paciefits leukémiiéi jinou chorobou krve (ndp plazmocytom,
myelodysplasticky syndrom a mnoho dalSictigdmokladame vyskyt abnormalnich

nebo nezralych buk, které, jak uz bylde¢eno, analyzator neni schopen vyhodnotit. U

30



pacienti z oddleni ARO a traumatologie jeildodemcastji piectlavanych DIk vySSi
nachylnost k infekcim. Ret DIR1 u pacieni z ostatnich pracouiSnemocnicecinil
pouhych 4,3 %, coz je znamkou toho, Ze analyz&ovygoce spolehlivy, vifpac

vyjmuti rizikovych skupin.
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5. Diskuze

Cilem této prace bylo blize zmapovat a porovm&tody stanoveni
diferencialniho rozp&iu leukocyfi a poukazat na hlavni rozdily mezi manualnim
a automatickym stanovenim. StarSi analyzatory poskyy pouze fipopulani
diferencial, rozliSujici populaci krevnich hikns malym, stedré velkym a velkym
jadrem. TFipopul&ni diferencidl tedy v Zadnémiipad nedokaze iesré odlisit
lymfocyty, neutrofily a tzv. sedni populaci krevnich bgk (bazofily, eozinofily,
monocyty). Moderni analyzatory v dnesSni doposkytuji @tipopulani diferencial,
ktery rozliSuje v bilérad® neutrofily, eozinofily, bazofily, monocyty a lymdgty.
Nejsou ovSem schopny stanovit nesegmentované foeulyofili - ty¢e (Pecka 2006).

Stanoveni na analyzatorech ma i dalgitéiromezeni, na kter4 se musi
béhem stanoveni pamatovat. Vzorky mohou obsahovakgloebo latky, které brani
piesnému stanoveni jednotlivych parameBri vySeteni parametr se vyskytujedsna
provazanost jedith paramefr sjinymi, mize pak dochazet ktomu, Ze hegné
stanoveni jedné slozky tthe mit vliv na stanoveni jiné slozky. Poznat mozné
interference znamena vydavat spravné vysledky,alanppoznané interference mohou
mit negativni klinické vysledky. RozliSujeme intenénce plazmatického a higného
puvodu, které mohou ovlivnit jak absolutni gy krevnich bugk, ale i diferencialni
pocet leukocyll. Mezi burgéné slozky, které ovlikuji prevazmre pocet a rozpodet
leukocyti pati normoblasty, erytrocyty rezistentni na lyzu, elkombocyty nebo
bakterialni kontaminace (Pecka 2006). Chyby &eni vSak mohou byt #Zgobeny
i preanalytickou ¢asti vySeteni (tzn. Spatnym odbem krve, dlouhoucasovou
prodlevou od odéru vzorku po jeho zpracovani, transport vzorku ap&@prave by se
mely odebrat 4 ml krve do zkumavky s antikoagulantBmTA, promichat a bez
dalSiho zpracovani odeslat (Kessler 1992). Nedodsggavnéeho postupdigransportu
a skladovani vzork mize také zasadnovlivnit spolehlivost laboratornich vysledlk
a to hlave pii stani biologického materialu nashe a v teple Cermékova a Spanovéa
2003). Stabilizovana krev sefi phematologickych vySétnich zpracovava obvykle

cerstva, niZze se vSak ulozit do chladhy pii 2 az 4°C. Hemoglobin a pé&et erytrocyh
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se sice mohou vy&d#ti po 24 hodinach, bilé krvinky do 10 hodin, hdokait do 2
hodin, p@et trombocyli do 1 hodiny, ale odkladarerstvych vzork se provadi jen
vyjimeén¢ a @idrzuje se vysledkm zcerstvé krve. Zhotovovani rifi z krve pro
diferencovani bilych krvinek se provadi do 3 hoplinodtEru (HrubiSko a kol. 1981).
Pii jakémkoliv pode#eni na nefesné mifeni gistroje (& uz na mdreni pd@tu
leukocyti, erytrocyti, hematokritu, hemoglobinu, trombogéyi ostatnich menych
parameti) je na mist zvazit dalSi postup. Chyba totiz nemusi bytiggpoji, ale pra¥
v analyzovaném vzorku. Wfijpadk, Ze je krev srazena nebo jinym tgpbem
poskozend, se musi zavolat ifesluSné oddeni a nechat odebrat novy vzorek, protoZze
analyzator srazendii jinak poSkozenou krev nevyhodnoti.

Rizikovou skupinu P stanoveni diferencialniho rozfta tvori vzorky
psi. K jejich p'esnému stanoveni je peba specialnich analyzalorzangienych prag
na buiky zvifat, protoZze se morfologicky odliSuji od lidskychakbvym analyzatorem,
zametenym specialé pro veterinarni praxi, je napanalyzator LaserCyte zaloZeny na
principu piitokové cytometrie. Tento analyzator poskytuje Uplrfeematologickou
analyzu ¥etn® 5 - popul&niho diferencialniho rozgtu leukocyti. Ani tento istroj
vSak nedokéze stanovit DIF spréwiiblizn¢ u 32 % vzork (Papasouliotis et al. 2006).
Na analyzatoru Coulter LH 750 je téhebyte&né vyhodnocovat diferencialni rozfet
leukocyti u pdgi, protoze ze 100 % se vzorky musgpatitavat mikroskopicky.

DalSi skupinou rizikovych paciantjsou pacienti hematolagi. Tito
pacienti se daji rozfit do 2 skupin: na pacienty s nezhoubnym onenioin,
u kterych analyzator ve velké&tgin¢ pripadi nema problém s rozliSenim jednotlivych
typt leukocyfti a na pacienty se zhoubnymi onem#mi (negastji se jedna o
leukémie), u kterych analyzator selhava v podstaidy. Pro diagnostiku a dbu
akutnich leukémii je vSak velmiukbZité zjistit resné zastoupeni nezralych Bkin
PrestoZe hematologickych analyzdtge jiz celdrada, neni u nich vyvinuta dosté&té
citlivost k detekci patologickych bghk (Tohyama et al. 2005). Vzhledem k tomu, Ze
jsem hematologické pacienty rozliSovala podle agsiho oddleni, ne podle diagndzy,

jsem nendla prilezitost u nich rozlisit zhoubn& nezhoubné onemoéni.
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Vzorky pacient z oddleni ARO a traumatologie byly v daném obdobi
diferencovani z 10,5 %. ¢Ece ra®ni pacienti jsou velmi nachylni kinfekcim
a k posuam k nezralym neutrofiim (Ogura et al. 1999, Ishikawa et al. 2000). ifTvo
tedy jednu z rizikovych skupin, u kterych je fadia vysledkyadre kontrolovat.

U prectasre narozenych &i secasto vyskytuje leukocyt6za - mnohdy az
30.10 / I. Patogenetické sekvence vedouci k leukocytézeedono$enych &t pri
nemalignich onemoenich nejsou jest objasgny (Wirbelauer et al. 2008). Fal&Sn
vysoké peéty leukocyti vSak mohou zjsobovat jadernéervené krvinky - normoblasty
(Dorner et al. 1995). Na odieni Klinické hematologie bylo v obdobi 12. 10.6. 20.
2009 stanoveno 48 mikroskopickych DIE nedonoSeric Z tohoto pétu bylo celych
54,1 % pepaitavano prav kviali normoblasim. FRitomnost normoblast v krvi
nedonoSencse spojuje se stavem hypoxie (Vatansever et 8R)20

Vzorky pacieni z ostatnich pracowidNemocniceCeské Budjovice a. s.
se mikroskopicky fepaitavaly z pouhych 4,3 %. Z toho Ize usuzovat, Zayerdtor je

vysoce spolehlivy po vyjmuti paciént rizikovych skupin.
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6. Zavér

Cilem prace bylo porovnat a blize zmapovat Hlakoedily mezi
automatickym a mikroskopickym stanovenim difereiméiié rozpdtu leukocyti podle
vysledki zjisttnych na oddeni Klinické hematologie Nemocnidgéeské Budjovice
a.s., vyuzivajici ke stanoveni krevnich oliraematologického analyzatoru Coulter LH
750. Dle narmdfenych dat a vysledkjsem potvrdila vS8echny 3 hypotézy. V obdobi
12. 10. - 26. 10. 2009 bylo mikroskopickkepaiteno 9,2 % vzornk. Identifikovala jsem
rizikové skupiny paciefit u nichz se mikroskopicky tppaiet leukocyt provadi
negastji. Jedna se o vzorky pshematologické pacienty, pacienty z éddi ARO a
traumatologie a o nedonoSengidDiferencialni rozpdet leukocyt u psi selhava fi
automatické analyze ze 100 %ig®rojovy diferencial tedy neméa smysldchto vzorki
analyzovat. Prawgppodobr nema smysl na ifstroji analyzovat diferencial i u
hematoonkologickych pacientz divodu ¢asté pitomnosti patologickych buwk, ale
vzhledem ke strukte dat to nelzéici spolehli.

Na zaklad teéchto vysledk byla navrzena Uprava algoritmu
- nediferencovat naifstroji vzorky psi a hematoonkologickych paciéniTato Uprava
algoritmu ginese nakladovou uUsporu - krevni obraz bez difeéduncstoji @iblizné
0 50 % mén a také podstatnurychli samotnou praci. Nemusime totigkat na
piistrojovy vysledek, vzorek setbe po pijeti do laboratée rovnou ndft na skléko,

obarvit a pecist. Tento navrhovany algoritmus bylasti zaveden do praxe.
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