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1 Uvod do tématu

Stanoveni poctu krevnich desti¢ek je predevsim v klinické praxi velice podstatné,
nebot’ jakékoliv zmény poctu ¢i defekty ve stavbé a funkci téchto krevnich element
mohou veést ke krvéceni, které mize skoncit v tézkych ptipadech dokonce i smrti
pacienta.

V dnedni dobé se vyuzivaji predev§im Ctyfi hlavni analytické metody stanoveni
po¢tu trombocytl: manualni zjisténi pomoci mikroskopu, metoda elektrické
impedance, opticka metoda (v¢etné fluorescenéni metody) a imunometoda. Kazda
Z téchto metod ma své klady, ale i zapory, které nastinim v pribéhu své prace. Tyto
metody jsou vyuZivany v rizné mife nejriznéj$imi pracovisti a to pfedevsim podle
toho, co je pro jejich praci stézejni. Nicméné je logické, Ze v dnes$ni dobé spolu
srozvojem veédy a techniky pronikaji do laboratofi nové a nové pftistroje -
analyzatory, které dokazi laborantovi nejen usnadnit praci, nybrz jsou i pfesnéjsi,
objektivnéjsi a piedevS§im optimalizuji praci v laboratofi. Tento vyvoj byl dlouhy
a slozity, na jehoz pocatku bylo metodou ¢islo jedna pravé manualni poc¢itdni pomoci
mikroskopu vybaveného fazovym kontrastem. Postup této metody byl a dodnes je
velice Casové ndrocny, Unavny a vysledek je pfedev§im ovlivnén schopnostmi
a zkusenostmi laboranta. Metoda tedy neni natolik spolehliva, jak by se ¢ekalo. Presto
ma své nenahraditelné misto a prdvem je ve svété povazovana za ,zlaty standard”.
Tyto pocateéni postupy pocitani krevnich destiCek byly tedy nejen nepiesné, ale
i nereprodukovatelné aZ do pol. 20. stol. V nadchéazejicich letech v3ak doslo k novym
objeviim, které pfispély k obecnému zlepSeni, které tedy spocivalo predevSim
Vv pfesnosti a spolehlivosti (napf. 1953 Brecher, Schneiderman & Cronkite: rozvoj
metody fadzového kontrastu, 1953 Coulter: Coultertv princip - znamenal obrovsky
skok na poli kvantifikace krevnich elementt, krevni desticky pridany ve 70. letech 20.
stol.).

U prvnich analyzatorti zalozenych na principu impedance se ke zjiStovani poctu
krevnich desti¢ek pouzivaly jejich purifikované preparaty nebo PRP (plasma bohatéa
na trombocyty, z ang. platelet rich plasma). Presto byl tento postup nachylny
k chybam (Briggs et al., 2007). Dnes je jiZ mozno stanovovat krevni desticky z celé
krve a to s vysokou piesnosti. U jiz zmiflované metody vyuzivajici fizového kontrastu

se vysledky pohybuji na vysokém stupni nepiesnosti s variaénim koeficientem (z ang.
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coefficient of variation) v rozmezi 10-25 % (Harrison et al., 2000). Dnesni
analyzatory se mohou pysnit daleko pisobivéjsi hodnotou CV < 3 % (Bentley,
Johnson & Bishop, 1993). Nenechme se v3ak zmast touto nizkou hodnotou, nebot’
i dnedni analyzétory pracujici na principu impedance maji fadu limit a omezeni.
Existuje tedy stale mnoho piekazek, které musi byt pfekonany k tomu, aby proces
stanoveni destickového poctu byl vzdy ptesny a spolehlivy. Avsak diky neustalému
vyvoji novych pftistrojii s novymi technologiemi jsou vyhlidky na splnéni téchto cilii

velice priznivé.

Cilem této préce je poskytnout uceleny pohled na vyvoj procesu stanoveni
desti¢kového poctu od prostého manudlniho méfeni mikroskopem po dne$ni moderni
méfeni analyzatory, vysvétlit zékladni principy méteni jednotlivych metod a zhodnotit
jejich klady a zapory. V praktické ¢asti se zaméfim na samotné métreni destiCkového
podtu provadéné na oddéleni Klinické hematologie (OKH) Nemocnice Ceské
Budé¢jovice. Na zdkladé naméfenych dat bych rad porovnal vysledky pocta desticek
stanovenych manudlné¢ mikroskopem s vysledky hematologického analyzatoru.
Rovnéz se budu zabyvat presnosti téchto metod a vlivem pouzitého antikoagulantu na
vysledek hematologického analyzétoru a to predevsim u vzorki pod hranici 100.10%/1

s cilem odhalit faleSné snizeny pocet tzv. pseudotrombocytopenie.
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2 Fyziologie trombocytu a jejich funkce

Trombocyty jsou bezjaderné bunky fyziologicky pfitomné v krvi. Nemaji tedy
jadro, a proto se nemohou samy délit. Vznikaji v kostni deni fragmentaci cytoplasmy
obrovskych bunék megakaryocytii (polyploidni buiiky s 8-32 jadry), které vznikaji
z prekurzorové buiiky megakaryoblastu. Tento explozivni rozpad trva asi 3-12 hodin.
Jejich Zivotnost se pohybuje v rozmezi 8-14 dni, poté jsou degradovany ve slezing.
Tento organ hraje velice vyznamnou roli. Je v ném totiz retinovana asi 1/3 vSech
trombocytd (zbylé 2/3 v krevni cirkulaci). Za patologickych stavli miize vSak hodnota
trombocytl v tomto organu stoupnout az na 90 %. Je nutné si tedy uvédomit, ze mezi
obéma kompartmenty (krev, slezina) dochazi k neustalé vymeéné téchto bunék.

Za normalnich podminek ma krevni desticka diskoidni tvar. Jeji velikost Cini
ptiblizné 2-4 um v priméru. Po kontaktu s cizim povrchem (napf. sténa cévy) vsak
vznikaji dendritické formy, které se vyznacuji ptfitomnosti protoplasmatickych
vybézka (velikost az 20 um). Jsou plné reverzibilni. Pocet trombocytd v periferni
cirkulaci je asi 150-400.10%1 Pfi poklesu pod uritou uroven zaénou ledviny
produkovat hormon thrombopoetin (TPO), ktery stimuluje tvorbu dalSich desticek.

Struktura trombocytu se sklada ze zevniho plasté, hyaloplasmy a organel. Zevni
plast’ je slozen z komplext glykoproteinii a mukopolysacharid. Na jeho povrchu se
Casto nachazi membrana tzv. glykokalyx. Hyaloplasma zodpovida za tvar trombocytu
a jeho pripadné zmény prostiednictvim systému vldken (mikrofibrily, mikrofilamenta
a mikrotubuly). Mezi organely trombocytu patti mitochondrie, Golgiho aparéat
a predevsim Cetna granula. Ty se pak dale déli na nékolik skupin podle svého obsahu.
Mezi hlavni skupiny se fadi o-granula (obsahuji napft. fibrinogen, desti¢kovy faktor 4
a fadu jinych chemotaktickych, destiCkovych a koagula¢nich faktort), o&-granula
(ATP, ADP, Ca, serotonin a dalsi) a y-granula (lysozomalni enzymy).

Funkce trombocytli spoc¢iva v udrzovani integrity cévni stény. Zajistuji tedy
reparace defektli endotelu, ktery ma za normélnich podminek negativni naboj, aby
mohl odpuzovat krevni buriky a ty se tak nemohly shlukovat na jeho povrchu. Dalsi
funkci trombocytti je hemostaza, tedy zastava krvaceni. Jedna se o velice
komplikovany, kaskadovity proces, kdy sebemensi deficit ¢i porucha jednoho
z mnoha faktori ma negativni a tedy i1 fatdlni vliv na cely proces hemostazy.

Trombocyty se ucastni také fady obrannych déji a to predev§im pii hojeni ran,
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alergickych a imunitnich reakcich. Vyznamnou vlastnosti trombocytt je jejich
schopnost fagocytdzy (hlavné nékterych vird).

Laboratorni diagnostika trombocytarnich poruch zahrnuje fadu kritérii a zamétuje
se predevSim na pocet trombocytl, jejich velikost, tvar, tvorbu v kostni dfeni,
imunologicka vySetfeni a funkci trombocytt. Ta se dale déli podle toho zda vySetteni
probihd in vivo (napf. testy krvacivosti - Duke, Ivy) ¢i in vitro (napf. testy adheze,

agregace, retrakce koagula ¢i sekrece ze zasobnich granul).

3 Krevni obraz a trombocyty

Je znamo, ze krev se sklada z krevnich elementd. Krevni obraz definuje nejen
jejich pocet, nybrz i jejich povahu. Jedna se tedy o zakladni vySetieni, které urcuje
vSeobecny obraz o pacientovi. Toto dnes jiz béZzné vysetfeni bylo poprvé zavedeno
v roce 1904 némeckym l¢katem Josefem Arnethem.

Pokud mluvime o krevnim obrazu ve spojeni s trombocyty, tak primarné je
sledovan pocet téchto elementti v krvi. Referenéni interval hodnoty poctu trombocytt
se pohybuje v rozmezi 150-400.10%1 (n&které prameny uvadgji horni hranici i 350 &
450.10%/). Vysledky, které se pohybuji nad a pod touto hranici jsou povazovéany za
,patologické stavy* a je nutné brat v uvahu mozné pfiCiny, které k tomuto stavu
vedly. Pokud jsou vyloucena vSechna moZné pochybeni a to predev§im pii odebrani
a zpracovani vzorku, tedy chyby v preanalytické fazi vySetieni, a chyby zptisobené pii
analyze (pochybeni laboranta ¢i chyby krevniho analyzatoru), musi I€kat zjistit, co
tento stav snizeného ¢i zvySeného poctu zpusobilo. To tedy znamend stanovit
diagnozu a zacit s 1éCbou, nebot’ trombocyty jsou stejné jako ostatni krevni elementy

zivotné dalezité.

Tab. 1 Fyziologické a varovné hodnoty nékterych destickovych parametra

Parametr Zkratka Varovné | Varovné
trombocytii parametru Jednotka Fyziologické hodnoty hod. ¥ hod. 7
Pocet trombocytl PLT x 10°/1 150-450 50 800
Stfed. objem trombocyttl MPV fl 7,8-11 - 20
Hematokrit trombocytd PCT - 0,19-0,36 - 0,8
Distrib. sife trombocytt PDW % 15,5-17,1 10 20
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v

Nejcastéjsim patologickym stavem pfi stanoveni poctu trombocytd je jejich
snizeny pocet (pod 135.10%1)! &ili pokles pod normu. Tomuto stavu se fika
trombocytopenie. Klinickym obrazem byva piedevsim tendence ke Kkrvéceni,
v tézkych piipadech i spontanni krvaceni do kiize a sliznic. VétSinou se projevuje pii
poklesu poétu trombocytii pod 30-50.10%1. Riziko vaZnych aZ Zivot ohroZujicich
krvaceni vznikd obvykle pii poklesu poétu pod 10.10%1. Mezi hlavni piiciny
snizeného poctu trombocytl patfi jejich snizena tvorba, zvysena destrukce ¢i zvySena
sekvestrace. Podle téchto pri¢in se trombocytopenie dale déli (primarni a sekundéarni
trombocytopenie).

Opaénym pripadem je zvyseny destickovy pocet, tedy nad horni hranici 450.10%1.
Tento zvySeny pocet je oznaCovan jako trombocytdza Ci trombocytémie. To podle
toho, zda se jednd o sekundarni zvySeni poctu trombocytli (reakce na zanétlivé
onemocnéni, splenektomii, nadory ¢i krvaceni) nebo v druhém piipadé o trvalé
zvyseni tohoto poétu (MPO, CML, polycytémie, esencialni trombocytémie)?. | tento
stav je velice nebezpecny. Mnohdy se hodnota trombocytti pohybuje pti zadvaznych
onemocnénich i nad 1000.10%1 P vysoké koncentraci krevnich destidek se zvySuje
nebezpe¢i vzniku krevnich srazenin v cévnim feCiSti, které muze vyustit
V tromboembolizmus, krvaceni, mozkové a koronarni ptihody. Trombotické problémy
skute¢nost, ze velkd Gast pacientd je pti zachyceni trombocytémie asymptomaticka
(Penka et al., 2005).

Avsak ne vSechny vykyvy poctu trombocytii z referencniho rozmezi jsou
patologické. Jiz byly zminény faktory preanalytické faze vysetieni (osoba pacienta,
zpusob odbéru vzorku, zachdzeni se vzorkem pfi transportu atd.) a analytické faze.
U té je potieba jesté zdliraznit mozné ovlivnéni vysledku vlastnostmi pouzité metody
(pfesnost, spravnost) a jeji vliv na vysledek z hlediska klinického. Je totiz nutné mit
na veédomi existenci tzv. falesné pozitivity a faleSné negativity v populaci
vySetfovanych pacientd (Racek et al., 2006).

Samoziejmé musi 1ékatf pti hodnoceni zjisténého poctu trombocytl vzit v uvahu

I ostatni aspekty, které mnohdy zptisobi zmény poctu (tedy mimo referenéni rozmezi)

! Hodnota dolni i horni hranice po¢tu krevnich destiéek je rozdilna u raznych klinickych laboratofi, proto uvadim
hodnotu platnou na OKH Nemocnice Ceské Budgjovice.
2 Pfi¢iny primarni trombocytémie jsou pomérné diskutabilni (napt. CML, tedy chronicka myeloidni leukémie, je

Casto fazena spiSe mezi sekundérni trombocytémie).
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a nemusi pfitom znamenat zavaznou poruchu (rozdil poctu u déti a dospélych,
nedavno prodélané krvaceni po irazu, pozivani nékterych 1éka, téhotenstvi atd.).
Posuzovani vysledki krevniho obrazu je skute¢na véda, kdy odbornici nesmi
opomenout jedinou mali¢kost, ktera by mohla ovlivnit vysledek. Pokud by se tak
stalo, mohlo by to mit vazné nasledky na pacientovi. Dnes sice vétSina krevnich
analyzatorti upozorni laboranta na hodnoty lezici mimo nastavené referen¢ni rozmezi,
ale veskera zodpovédnost zlstava na lékarich, ktefi musi kazdy patologicky krevni

obraz vyhodnotit, stanovit diagnézu a samoziejmé zapocist 1éCbu pacienta.

3.1 Dalsi parametry automatizovaného stanoveni desti¢ckového poctu

Mezi tyto parametry fadime MPV, PCT, PDW a dalsi (napf. P-LCR). Na jejich
sprdvném stanoveni se podili nejen samotny pfistroj, ale také pouzité reagencie ¢i
doba mezi odbérem a stanovenim. Je tedy vice nez nutné dodrzovat stanovena
pravidla, aby métené parametry byly spolehlivé a vliv chemikalii a ¢asu na vysledek
byl tak minimalini.

MPV je parametr, ktery znamena stfedni objem trombocytu (z ang. mean platelet
volume). Hodnota je odvozena z poméru PCT (z ang. platelet-crit) ku poctu desticek
(Briggs et al., 2007). Udavé se ve femtolitrech a pohybuje se v rozmezi 7,8-11,5 fl.
Témer vSechny dneSni analyzatory oznamuji MPV a nékteré i PDW (z ang. platelet
size distribution), coz je distribu¢ni Sife trombocytt (v %). Jedna se Vv podstaté
0 rozptyl desti¢ek dle jejich objemu. Hodnoty se pohybuji v rozmezi 15,5-17,1 %
(Hochov4, 2008). DalSim destickovym parametrem je P-LCR (z ang. platelet large
cell ratio). Je to pocet desticek nad hranici 12-ti fl k celkovému poctu desticek.

Vyznam v zachovani standardnich podminek a samotného vyznamu téchto
méfenych hodnot dokladaji studie mnoha védci:

e Hodnota parametru MPV se zvysuje v piitomnosti EDTA o 7,9 % za 30 min.,
v pruméru tedy o 13,4 % behem 24 hod, nejvétsi narlist probihd v prvnich 6
hodinach a to 0 11,2 % (Bowles et al., 2005).

e Pii méfeni MPV optickou metodou hodnota MPV klesa (vlivem zifedéni
cytoplasmatického obsahu) spolu s naslednym zmen3enim optickych rozptylovych
vlastnosti. Pfi pouziti metody elektrické impedance naopak hodnota MPV roste

s ¢asem (Patterson, 1997).
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e V klinické praxi mize zvySena hodnota MPV znamenat nebezpeci akutniho
infarktu myokardu (Martin et al., 1991).

e Zatimco snizené hodnoty MPV byly nalezeny u trombocytopenickych pacientt
s poruchou kostni diené. ZvySené hodnoty MPV toto riziko snizuji (Bowles et al.,
2005).

Z téchto a mnoha dalsich poznatkl je tedy vice neZ jasné, Ze tyto parametry

a jejich hodnoty neptedstavuji jen ¢isla, nybrz maji v sobé velmi dualezité informace,

které mohou mnohdy odhalit zavaznou chorobu.

4 Kontrola kvality méfFeni Kkrevnich obrazi hematologickych

analyzatort

Kazda laboratot si musi vypracovat sviij kontrolni systém, ktery kontroluje nejen
samotnou ¢innost analyzatoru, ale i vlastni metody laboratorniho stanoveni (interni
a externi kontrola kvality). To je tedy z&kladni prioritou, ze které vyplyva propojeni
preanalytické, analytické i postanalytické faze vySetfeni. Moderni analyzatory jsou
velmi precizni ptistroje, od kterych jsou pochopitelné ocekavany spravné a presné
vysledky. Jen tak je mozno na zaklad¢ spravnych vysledki bezpecné stanovit
diagnézu pacienta. Je tedy vice nez nutné, aby byly neustale provadény potiebné
kontroly spravné funkce. To miize zajistit pouze systematickd kontrola kvality na
pracovisti (Bourkova et al., 2004).

Programy kontroly kvality klinickych laboratofi se fidi obecnymi pravidly.
Nicméné nelze aplikovat proces fizeni kvality jedné laboratofe na podminky
laboratote druhé. Jednotlivé laboratofe se v mnohém lisi (vybaveni laboratote, chod
prace, mnozstvi zaméstnancti atd.), a proto i program kontroly kvality podl€¢ha
zmeénam.

Cetné kontrolni procesy zajistuji pro méfené parametry vlastnosti jako spravnost,
presnost, specificnost a porovnatelnost. Zaroven porovnavaji jednotlivé metody
méteni, metici pristroje a tedy i samotné laboratofte.

Existuji dva zakladni typy kontroly kvality:
* Vnitini kontrola kvality (Internal Quality Control - 1QC)

- je soubor postupti provadénych persondlem laboratoie (tzn. pracovisté si samo

zajistuje kontrolu), které zahrnuji veskera stadia laboratorni prace

11
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(preanalytickou, analytickou i postanalytickou fazi) (Bourkova et al., 2004)

- z&kladni metodou je obvykle kazdodenni méteni kontrolniho vzorku s predem
znamou (vztaznou) hodnotou, dopliikovymi metodami mohou byt testy
reprodukovatelnosti ¢i porovnatelnosti vysledki

o Externi kontrola kvality (External Quality Assurance - EQA)

- je systém objektivniho hodnoceni, tzv. typ mezilaboratorni kontroly

- provadi nezavisla organizace a to pravidelnym porovnavanim vysledkd méteni
hodnocenych klinickych laboratofi a klinickych jednotek navzajem
a porovnanim s referen¢nimi hodnotami méfeni (Bourkova et al., 2004)

- externi kontroly funguji v mnoha zemich po celém svété a vétSinou pracuji na
stejném principu - jednou takovou externi kontrolni sluzbou je naptiklad
britskA The UK NEQAS (z ang. The United Kingdom National External
Quality Assessment Service)

Kazda laboratof si stanovuje vnitini referencni rozmezi pro kazdy typ meétenych
bunék, véetné¢ desticek. Kontroly jednotlivych procesti jsou obvykle provadény
pravidelné a to v urcitych Casovych intervalech. Tento ¢asovy horizont jednotlivych
kontrol je rizny a individualni pro kazdou laboratof, kterd si ho stanovuje. Zatimco
validace pfistroje se obvykle provadi 1-2x v roce servisnim technikem, kontrola
pozadi se provadi denné (i vicekrat) samotnym laborantem a to obvykle pii zapnuti
analyzatoru. O vSech provedenych kontrolach se vedou zaznamy (valida¢ni protokol,
provozni denik).

Samotna externi kontrola spo¢iva v pouzivani standardnich kontrolnich materialii
(napf. stabilizovana lidska krev), které jsou dodavany externimi organizacemi
vV podobé¢ pravidelnych dodavek. Tento materidl je certifikovany. Klinické pracovisté
tento materidl stanovi béznym zplsobem jako vzorek pacienta. Naméfené¢ hodnoty
jsou nasledn¢ zapsany do specialniho formulafe a ten je odeslan zpét do sidla dané
externi kontrolni sluzby. Ta opacnym smérem zaSle vypracované statistické
hodnoceni se vSemi nalezitostmi, které k tomu patii (Matyskova et al., 2005).
Kontrolnim materidlem miize byt také Cerstvé odebrany biologicky material. Ten je
vSak vhodny jen pro vnitini kontrolu kvality (nema totiz dostatec¢nou trvanlivost).
Samotné kontroly jsou navic k dispozici pro rtizné hladiny krevnich bunék.

U néas v Ceské Republice zajistuje vétsinu externi kontroly kvality spolenost

SEKK s.r.o.
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4.1 Spoleénost SEKK

Spolecnost SEKK byla zaloZzena v roce 1995. Prace této spolecnosti spociva
Vv poskytovani sluzeb klinickym laboratofim. Mezi tyto sluzby patii predev§im oblast
externi kontroly kvality (EQA), oblast spravné laboratorni prace (SLP) a oblast
vzdélavani v laboratorni mediciné (EDU). Tyto sluzby jsou poskytovany nejen
pracovistim u nds, ale i v zahrani¢i.
Dnes se spole¢nost SEKK?® sklada ze tii hlavnich ¢asti:
> Divize EQA

Primarnim ukolem je zajisténi systému externiho hodnoceni kvality (EQA) pro
klinické laboratofe. Vyuziva spoluprace s jinymi pracovisti i1 referenc¢nimi
laboratofemi. Hlavnim cilem je dosdhnout maximalni odborné urovné poskytovanych
informaci a sluzeb vSem ucastnikiim zapojenym do systému EQA.
» Divize SLP

Ukolem divize je poskytovani sluzeb souvisejicich se zajisténim SLP v klinickych
laboratotich. Predevsim se soustfed’'uje na vyvoj programovych pomicek, vzorovych
metodik a datovych standardd.
» Divize EDU

Tato divize byla zaloZena celkem nedavno v r. 2006 (reakce na rostouci poZadavky
vzdélavani pracovnikid). Divize EDU ma za tukol pofadat vyukové, vzdélavaci
a odborn¢ propagacni akce formou prednéasek, seminait, konferenci a kurzl. Zabyvaji
se 1 vyrobou tiskovych ¢i elektronickych dokumentti, vyukovych pomicek a dalSich
materiali. Divize EDU spolupracuje s védeckou radou SEKK, s odbornymi
spole¢nostmi CLS JEP a s vysokymi §kolami, zejména s pracovniky 1ékaiskych fakult

a fakultnich nemocnic.

5 Metody stanoveni destickového poctu

Profesor anatomie Max Schultze byl prvni, kdo upozornil na pfitomnost téchto
Castic v krvi (1865). O n¢kolik let pozdéji (1882) italsky patolog G. Bizzozero nazval
tyto Castice krevni desticky a zaroven popsal jejich funkci (Brewer, 2006).

Dnes se o této dulezité slozce krve vi mnohem vice (viz kapitola 2). Za vSechny

® Informace o spolecnosti SEKK s r.0. pochazi z internetovych stranek spolecnosti www.sekk.cz.
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tyto nabyté informace patii vdék tadé¢ veédctim, Iékarim, laborantim a dalSim
pracovnikiim, kteti diky svym objevim a vyzkumim umoznili vibec pochopit
dilezitost téchto Castic.

Postupem casu se vSak ukazalo, ze nutnd kvantifikace krevnich destiCek je
smutny fakt, se diky pokrokiim ve védé a technice laboratornich pfistroji, pfiSlo na

Ctyti zakladni zpasoby, jak tedy celkovy pocet krevnich desti¢ek v krvi zjistit:

1) Ptima metoda (mikroskopy, hemocytometry)
2) Nepiima metoda (barvené krevni natéry)
3) Poloautomatizované stanoveni

4) PlIn¢ automatizované stanoveni (moderni analyzatory)

5.1 Pfima metoda stanoveni poctu krevnich destic¢ek

Pfima metoda stanoveni poctu krevnich desticek je nékdy podle svych zakladatel
uvadéna jako Brecher-Cronkite metoda a dlouho byla povaZzovana za optimalni
metodu (Brecher et al., 1953). Dodnes je tato metoda ¢asto pouzivana a to predevsim
v méné specializovanych laboratotich, kde nejsou k dispozici automatické ptistroje,
popiipad¢ v bézné praxi, jestlize celkovy pocet je prili§ nizky ¢i jsou-li pritomny ve
vzorku atypické krevni destitky (b&zné se provadi i na OKH Nemocnice Ceské
Bud¢jovice). Zakladem této metody je fedici roztok stavelanu amonného, ktery
zpuisobi pottebnou lyzu cervenych krvinek. M4 totiz tu vyhodnou vlastnost, ze
neporusuje strukturu krevnich desti¢ek a bilych krvinek. Ty tak ziistavaji nedotéené
a lze je tedy stanovit.

Pii provedeni pfimé metody se obvykle jako antikoagulant pouzivd EDTA, ktery
zabrani srazeni odebrané krve a tedy ke vzniku shlukt, ¢imz by se stal vzorek
nepouzitelnym (ne vzdy tomu tak ve skutecnosti je). Nafedénou krvi se plni pocitaci
komtrky, kterych je v dne$ni dob€ na trhu od riznych vyrobct velké mnozstvi. Takto
pripravené komiirky se vzorky se nasledné prohlizi v mikroskopu, ktery je vybaven
pro pozorovani ve fazovém kontrastu. Nejcastéji pouzivanou metodou je piima
metoda Piettovce.

Varia¢ni koeficient CV (z ang. coefficient of variation) této metody je v rozmezi

10-25 % (Harrison et al., 2000). V roce 1988 se tato metoda stala mezinarodni
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referen¢ni metodou (ICSH, 1988) a tuto roli si zachovala dodnes.

5.2 NepFima metoda stanoveni po¢tu krevnich desti¢ek

Pfi neptimé metod¢ se zjistuje pocet trombocyti v krevnim natéru nebo nativnim
preparatu vztazeny na pocet erytrocytl. Z nepfimych metod byla nejuzivanéjsi
Foniova metoda. V soucasné dobé se nepiima metoda stanoveni uz témét nepouziva.

Ptednost se dava metodé ptimé a to hlavné z diivodu vétsi piesnosti.

5.3 Poloautomatizované metody

Prvni zminka o elektronickém stanoveni poctu krevnich desticek pochazi z roku
1965 od tvirct Bentley, Johnson & Bishop. Pii této metode se nechd nesrazliva krev
(s EDTA) spontann¢ usadit, poptipadé kratce zcentrifugovat. Krevni desticky
pritomné v supernatantu PRP (z ang. platelet rich plasma) jsou nasledné spocitany za
pouziti elektronického pfistroje pracujiciho na principu impedance (Briggs et al.,
2007).

Tyto dnes$ni pfistroje ur¢ené k pocitani krevnich elementii jsou ¢asto oznacovany
jako Cell (particle) counters. Na trhu je k dispozici velké mnoZstvi téchto zafizeni pod
riznymi nazvy a od ruznych firem, ktera jsou postupnym vyvojem rizné

modifikovana a zlepSovana.

5.3.1 Coulter particle counters - pristroje stanovujici pocet bunék

Takto oznaCené pristroje vySetfuji vzorky krve a analyzuji jednotlivé bunécné
populace principem, ktery je zalozen na elektronickém ¢i optickém zékladé. Hlavnim
cilem sestrojeni téchto pfistroji bylo tak nahradit namahavé a casové zdlouhavé
manualni stanoveni, které je zavislé na individuélnich schopnostech a zkuSenostech
dotycného pracovnika.

Elektrickd analyza spo¢iva v pruchodu pocitanych bunék ve ziedéném roztoku
krve skrz otvor (aperturu), kterym prochazi elektricky proud. Tento prichod bun¢k
méni impedanci mezi elektrodami. Tomuto jevu se fika Coulteriv princip (viz
kapitola 6). Pfedev§im v minulosti byla provedena fada pokust s riiznymi velikostmi

apertur (Girling, Eggleton, Sharp, Bull, Schneiderman, Brecher) a bylo zjisténo
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mnoho poznatkdl platicich dodnes. Zacaly se predevsim pouzivat vétsi velikosti
apertur, nebot’ malé velikosti mély tendenci zpomalovat prichod bunék ¢i se dokonce
ucpévat. Nevyhodou apertur mensich rozméru byla i jejich neustéla potieba vymén za
veétsi apertury pii stanoveni poctu bunék o vétSich rozmérech, coZ znamenalo
predev§im opakované zasahy do pristroje a tedy i riziko negativniho ovlivnéni
samotného méteni ¢i dokonce mechanického poskozeni ptistroje (Davis et al., 1967).
Optickd detekce se uziva k ziskani diferencidlniho poctu populaci jednotlivych
typt bilych krvinek. Pouziva se laserovy paprsek a diky specialnimu softwaru je
analyzovan odraz, transmise a rozptyl svétla kazdé bunky. Vysledkem je pak

numerické zastoupeni pravdépodobné celkové distribuce bunéénych populaci.

5.4 PIné automatizované metody

Metoda plné automatizovaného stanoveni byla poprvé dostupna na zatizenich
Technicon ¢i AutoCounter, ktery vyuzival elektro-opticky systém meéteni desticek.
Piistroje byly jiz schopny pracovat s plnou krvi (v EDTA). Rychlost stanoveni se
pohybovala kolem 40 vzorki/hod. Klyze cervenych krvinek se pouzivala 2M
mocovina (Brittin, Dew & Fewell, 1971, Rowan, Allan & Prescott,1972).

Jednim z nésledujicich pokrokii v automatizovaném stanoveni bylo uziti
specidlniho zafizeni pracujicitho na principu impedance: The Clay Adams (pozdéji
Beckton Dickinson) Ultra Flow 100 (Briggs et al., 2007). V praxi to pfedevs§im
znamenalo zlepSeni pfesnosti stanoveni po¢tu pro celou krev (tedy vyrazné snizeni

Dnes méame jiz nekolik metod automatizovaného stanoveni pocétu krevnich
desticek. Patfi mezi n¢ méfeni zaloZené na principu elektrické impedance, optiky
a jejiho rozptylu (vcetné fluorescence) a imunologie atd. VétSina analyzéatora je
rovnéz navrzena ke stanoveni pocétu krevnich desticek v ptitomnosti cervenych
krvinek (RBC), nebot’ prochazi stejnym kanalem pftistroje. Ten je vSak schopen
rozliSit jeden typ bunky od druhého na zékladé velikosti (PLT rozmezi 2-20 fl, RBC
36 fl a vice). Pocet bilych krvinek (WBC) je stanoven zvlast ve vlastni Casti
analyzatoru. Stanoveni po¢tu WBC vSak musi predchazet selektivné navozena lyza
cervenych krvinek. Uvoliiuje se tak hemoglobin, ktery je po zmétfeni poctu WBC
rovnéZ stanoven v jedné z Casti analyzatoru (hemoglobinometr, princip: méfeni

absorbance pii vinové délce 545 nm). Tyto a dalsi informace jsou v podobé
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elektrickych pulsit zaznamenany a digitaln¢ prevedeny. Soucasti tohoto procesu
zpracovani namétenych dat je 1 korekce koincidence.

Komeréné je dnes k dosténi jiz Siroké Skala pIné automatizovanych analyzatoru,
které mohou métit 8-32 parametra krve a k tomu vyuZivat razné principy (tab. 2).
Spole¢nym znakem dneSnich analyzatoru je stanoveni krevnich elementd z plné krve.
Mezi bézné stanovené parametry krve patii vSechny parametry cervenych krvinek
véetné hematokritu a hemoglobinu, vSechny parametry krevnich desticek,
retikulocyty a leukocyty. U leukocytu se stanovuje i jejich rozdéleni do subpopulaci.
Zde se mohou pristroje liSit. Nékteré analyzatory rozdéluji leukocyty do 3 skupin
(lymfocyty, granulocyty a ostatni), jiné do 5 skupin (lymfocyty, monocyty, neutrofily,
eozinofily a bazofily) napi. prostrednictvim systému VCS.

Poznamka: Technologie VCS* (V-volume, C-conductivity, S-scatter) je specidlni prostiedek pro
analyzu krve a to predevsim pro jednotlivé subpopulace leukocytii a samotnych retikulocytii. Lze Fici,
Ze se jednd o jednokanalovy analyzér, ktery vSak vyuZiva 3 nezavislé zdroje energie. PFistroj, ktery ma
zabudovany systém VCS, je schopen o kazdém krevnim elementu prochdzejicim systémem, zjistit velké
mnozstvi informaci véetné objemu, vodivosti, rozptylu a vnitini struktury. Tato technologie je vysoce

specifickd a prresna. Modul VCS viastni napr. Coulter Gen S ¢i Coulter MAXM.

Mezi zékladni vlastnosti, které jsou u analyzatori testovany, patii linearita,
spravnost a presnost méfeni, variacni koeficient a ptipadna kontaminace analyzatoru.
Podstatna je rovnéz minimalni fluktuace v opakovanych vysledcich téhozZ vzorku tzv.

test reprodukovatelnosti (Briggs et al., 2007).

Tab. 2 Prehled nejznaméjSich vyrobcti hematologickych analyzatori a princip

stanoveni destickového poctu

Vyrobce Piistroj Princip stanoveni
destickového poctu
Beckman Coulter LH 750, GEN-S Impedance
ABX Diagnostics Pentra-120 Impedance
Sysmex Corporation SE-9500, XE-2100 Impedance, optika (u XE-2100)
Abbot Diagnostics Cell-Dyn 4000, Sapphire Impedance, optika , imunolog.
metody
Bayer Corporation Advia 120, Advia 2120 Optika

4 Informace o technologii VCS pochézi z internetovych strdnek www.beckmancoulter.com.
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6 Metoda elektrické impedance

Metoda elektrické impedance se stala nedilnou souc¢asti mnoha hematologickych
analyzatori. Clovek, ktery stoji za timto objevem, byl Wallace Coulter (1953). Byl to
pravé on, kdo poprvé popsal a definoval tuto metodu zaloZenou na rezistenci
stanovovanych ¢astic. Casto mazete pro tuto metodu najit v literatuie i oznaceni
Coulter Principle® ¢i Electrical Sensing Zone Method.

Coultertv princip (chcete-li metoda elektrické impedance) se brzy stal $pi¢ckovou
metodou uznavanou a rozsitenou po celém svéte. Vyrazné tak ovlivnil vyvoj klinické
diagnostiky. Mezi ocekavané vyhody, které mela tato nova a revolu¢ni metoda
ptinést, mély patfit pfedevsim rychlost a pfesnost stanoveni.

Ptijeti této metody je dnes evidentni a to pfedevSim v oboru hematologie. Dnes je
Coultertiv princip zaclenén ve vice nez 98 % zatizenich ur¢enych ke stanoveni poctu
krevnich elementt. Navic se v poslednich letech zacal vyuZivat i ke studiu ostatnich
druhti bunék (napt. bakterie, tukové builky a jiné bunécné castice) a dokonce
i rznych c¢astic (rozmezi velikosti 0,4-1200 pum) v oblasti potravinafstvi,
pivovarnictvi, vyrob¢é kosmetiky a dalSich primyslovych oborech jako napt. ve
vyrobé cementu, tonert (Kruzik et al., 2006).

Princip spo¢iva v pruchodu ¢astic (suspendovanych ve velmi malém mnoZstvi
roztoku elektrolytu) skrze malou otevienou aperturu oddé€lujici platinové elektrody
(obr. 1)°. Tato oblast je téZ oznacovana jako tzv. sensing zone (odtud nazev Electrical
Sensing Zone Method) a prochazi ji konstantni elektricky proud. Velikost apertury se
pohybuje v rozmezi 15-2000 um. Pfi prichodu ¢astice pres aperturu tedy dochazi ke
zménadm impedance v podobé momentalnich naristd. Tyto zmény v impedanci
produkuji pulsy, které jsou digitalné analyzovany a rozdéleny podle velikosti. Tak je
tedy stanovena koncentrace ¢astic ve vzorku podle poctu pulst. Zatimco pocet pulsii
urcuje pocet bungk, velikost pulsu je imérna bunéénému objemu. V této metodé je
tedy na bunky pohlizeno jako na nevodivé (nekonduktivni) ¢astice, které kladou
odpor (Eggleton et al., 1963).

Takto jsou pocitany tisice Castic za sekundu s vysokou pfesnosti. Metoda je

5 L. . - . , . M .
Neékteré informace o Coulter principu pochazi z internetovych stranek spolecnosti Beckman Coulter

www.beckmancoulter.com.

6 Obrézky pouzité v literarnim piehledu pochazi z internetovych stranek, popt. cit. ¢lankd (viz seznam 13 a 14).
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nezavisla na tvaru, barvé i1 hustoté castice. Prichod bunék presného mnozstvi
nafedéné¢ho vzorku ptres méfici otvor je zajistén mechanicky (pomoci vakua) a 1isi se

dle druhu analyzatoru.

t——Irternal electrode
— Aperture

== Blood cell suspension
|~ E xternal eledrode

Obr. 1 Schéma Coulter principu

Je jasné, Ze idealnim stavem pii této metodé je ta situace, kdy bunky, které maji
byt stanoveny, prochazi aperturou jedna za druhou. Tak je spolehlivé a piesné
stanoven jejich celkovy pocet. BohuZel velice ¢asto dochazi i k soubéznému obsazeni
apertury vice nez jen jednou bunikou. Tomuto jevu se Fik& koincidence. Chyb¢ ve
stanoveni celkového poctu je pak pridélen jednoduchy a odvozeny nazev chyba
koincidence. Tato chyba je logicky tim vétsi, ¢im je koncentrace bunék v suspenzi
vysSi (Briggs et al., 2007).

Samoziejmé se tento problém stal vyzvou pro mnohé odborniky, ktefi ptisli
s fadou moznych teSeni. Jednim z nich byl i princip hydrodynamické fokusace (z ang.
hydrodynamic focusing). Ten totiz zajisti centralni pozici a vhodnou orientaci
méteného elementu (tzn. svou nejvétSi plochou vici detektoru) v apertuie a to
prostiednictvim tediciho roztoku, ktery je velkou rychlosti vstéikovan skrze aperturu
(obr. 2). Vznikne tak pohyblivy systém, do kterého je vyrazné pomaleji pridavana
suspenze krevnich elementa (nejéastéji injekénim zptisobem), které stanovujeme.
Castice se tedy fadi jedna za druhou uprostied sloupce unaseci kapaliny. Vysledkem
tohoto piistrojového vylepSeni je vyrazné sniZeni pravdépodobnosti spole¢ného
prachodu dvou ¢i dokonce vice bunék aperturou a tedy presnéjsi vysledky. Toto

uspofadani poprvé pouzil Crosland - Taylor v r. 1953.
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Obr. 2 Princip hydrodynamickeé fokusace

Na obr. 3 je mozno vidét typicky ptiklad distribuéni kfivky trombocytti (PLT
histogram), ze které je odvozen nejen pocet krevnich desticek, ale i dalSi parametry
téchto krevnich elementd. Osy této kiivky zndzornuji relativni pocet (REL, osa Y)
a objem méfenych castic (ve fl, osa x), v tomto pfipadé krevnich desti¢ek. Kiivka,
ktera grafem prochdzi, je ozna¢ovana jako tzv. log-normal kiivka. Jeji rozpéti je 0-70
fl. Krevni analyzator Beckman Coulter LH 750 zde povazuje krevni desticky za
Castice v rozmezi velikosti 2-20 fl (Briggs et al., 2007, Patterson, 1997).

Limity a nevyhody této metody jsou dnes jiz dobfe znamé. Byla jiz probrana
desticek (predevsim téch velkych) od jinych bunék ¢i ¢astic. Mezi tyto elementy patii
predev§im mikrocyty, fragmenty krvinek, shluky desticek, imunokomplexy ¢i
bunéény odpad. Spole¢nym znakem je, ze negativné ovlivni distribu¢ni ktivku
stanovovanych desti¢ek, coz se samoziejmé projevi na Spatném vysledku (falesné

zvySeny €1 sniZzeny pocet).

PLT
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Obr. 3 Distribuéni kiivka trombocytd (ptistroj Sysmex XE-2100)
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Pozndmka: S timto problémem se dokdze vyporddat nap¥. analyzdtor Sysmex XE-2100" (Sysmex, Kobe,
Japan). Tento pristroj disponuje nejen impedancnim stanovenim poctu desticek, ale je schopen pouzit
i optickou fluorescencni metodu stanoveni. Jeho specidlni algoritmus (tzv. switching algorithm) tedy
zodpovidad za ziskdani nejpresnéjsiho poctu, bud optického nebo impedancniho. Vyskytuji-li se tedy ve
vzorku jiZ zminéné fragmenty cervenych krvinek, mikrocyty ¢i velké desticky, pristroj automaticky

stanovi radeji opticky pocet (Briggs et al., 2004).

Dlouhou dobu rovnéz panovala domnénka, ze impedancni pocet neni vhodny ke
stanoveni destickového poctu u vzorkll s velmi nizkou koncentraci desti¢ek (vétSina
zdrojii uvadi hladinu 20.10%1). Na toto téma byly a jsou provadény Eetné studie, které
maji prokdzat, zda je toto tvrzeni spravné. Dosud vSak nebylo toto tvrzeni jisté

potvrzeno, ale ani vyvréceno.

Pozndamka: Prikladem toho, miize byt opticky systém analyzdtoru Sysmex XE-2100, u kterého (dle

studii) mnohdy nabyval impedancni pocet presnéjsich hodnot nez ten opticky (Briggs et al., 2004).

7 Optické stanoveni desticek

Optické stanoveni je dalsi metodou, kterd je pouzivana ke stanoveni poctu
krevnich elementd. Jedna se o mladsi metodu, nez-li je metoda elektrické impedance,
ptesto je dnes na poli analyzatorl jiz bohaté zastoupena. Na jejim vyvoji se podilely
predevsim spolec¢nosti Bayer Diagnostics, Tarrytown (Advia) a Abbott Diagnostics,
Santa Clara (Cell-Dyn 4000). Princip této metody je zaloZen na priichodu laserového
paprsku skrze bunku. Soucasti analyzatort jsou pak detektory, jejichZ hlavnim cilem
je zachytit a zpracovat rozptylené svétlo. Tyto svételné signaly obsahuji informaci
0 charakteru bunky (velikost, sloZeni, granularita cytoplasmy a lobularita jadra).

Me¢éteny roztok se tedy nejprve umistuje do kyvety. Tou se nasledné necha
prochazet laserovy paprsek. Po interakci krevniho elementu s timto paprskem laseru
dochazi k rozptylu svétla (obr. 4). Tento rozptyl odraZzeného paprsku je zachycen
améfen pod ur€itymi thly. Tyto naméfena data jsou zpracovana, vyhodnocena
a pomoci sloZitych algoritma pro jednotlivé parametry jsou i graficky znazornéna do

bodovych diagramti a histogrami (Hoblova, 2006).

7 . > . N « v y . v s o v . ,
OKH Nemocnice Ceské Budéjovice mélo moznost n¢kolik mésicli testovat tento pristroj. Ukazalo se,
ze oddéleni neprinasi zadnou vétsi vyhodu ve stanoveni poctu desticek oproti pfistroji LH 755 firmy

Beckman Coulter.
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Obr. 4 Znazornéni rozptylu laserového paprsku na krevnim elementu

Pokud métime rozptyl pod thlem 2-3°, pak se jednd o jednorozmérovou analyzu.
Dnes je vsak jiz Cast€jsi métit rozptyl laserového paprsku pod thly 2-3° a 5-15°, kdy
je na zakladé tohoto méfeni stanoven i objem desticky a jeji index lomu (Kunicka et
al., 2000). V tomto piipadé¢ mluvime o dvourozmérové analyze, kterd ma tu vyhodu,
ze je mozno lépe odlisit desticky od jinych elementli. Tento typ métfeni vyuzivaji

mnohé systémy, napi. Advia 120, 2120 - Bayer, Cell-Dyn 4000, Sapphire - Abbott.

Poznamka: Analyzator Cell-Dyn 4000 (firma Abbott, méii i principem impedance) pracuje také na
principu dvourozmerové destickové analyzy. Rozdil je vsak v tom, Ze oproti pristrojum firmy Bayer

pouziva odlisné velikosti vhlu méreni 7 a 90° (Briggs et al., 2007).

Obr. 5 Ukézka rozptylového cytogramu (vlevo)
Rozptylovy cytogram trombocytu s vyznacenymi oblastmi ostatnich ¢astic krve (vpravo)

Na zaklad¢ zjisténych parametrii (objem a index lomu) a rozptylového cytogramu

(Castéji se pouziva oznaceni scattergram) je mozno identifikovat populaci desticek
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(obr. 5). PficemZ index lomu krevni desti¢ky se pohybuje v rozmezi hodnot 1,35-1,40
(Briggs et al., 2007). Na cytogramu je vidét i pravdépodobné rozlozeni ostatnich
¢astic (fragmenty cervenych krvinek, mikrocyty, bunéény odpad atd.), které mnohdy
mohou pfi Spatném rozliSeni desticek zkreslit vysledek. Spornd otdzka ptesnosti a to
hlavng v oblasti velmi nizkych koncentracich (pod 20.10%I) byla jiZz zmin&na

v kapitole o impedanci.

Mezi optické metody stanoveni patii i fluorescenéni optickd metoda. Princip
Vvyuzivd moznosti obarveni jaderné DNA butiky specialnim barvivem (nejéastéji
polymethinové barvivo). Po ozafeni laserovym paprskem dochazi k excitaci a emisi
fluorescen¢niho zafeni. Vysledkem je presny obraz kazdé detekované buiky (obr. 6).
Odlisit desticky od jinych elementd se provadi na zaklad¢é rozdilné fluorescenéni
intenzity. Vyhodou metody je rovnéz moznost rozlisit velké ¢i abnormalni desticky od
t&ch normalnich. Casto je dnes vyuzivana pii rozhodovani lékait, zda maji pacientovi
podat destickové transfuze (Briggs et al.,, 2000). Na principu této metody funguje
ptistroj Sysmex XE-2100.
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Obr. 6 Opticka fluorescen¢ni metoda

8 Imunologickd metoda

Princip této metody spocCiva ve znaCeni krevnich destiCek monoklonalni
protilaitkou, kterda byvd konjugovana s naptf. fluoroforem ¢i fluorescein

isothiokyanatem (Briggs et al., 2007). Takto oznacend protilatka se tedy specificky
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véaze na povrchové molekuly glykoproteini krevnich desti¢ek, ¢imz umozni jejich
stanoveni prutokovou cytometrii.

Mezi nejbéznéjsi pouzivané destiCkové protilatky patii CD4la (vdZze se na
glykoprotein 1ib/Illa), CD42b (glykoprotein Ib-o) a CD61 (glykoprotein Illa)
(Dickerhoff et al., 1995). Je potieba si uvédomit, Ze pouzita protilatka musi byt
schopna rozpoznat vSechny desticky. To je hlavni podminka, aby bylo moZzno
jednoznacné rozlisit desticky od jinych elementt.

Mezi hlavni vyhody této metody patfi eliminace koincidence optimalnim ziedénim
vzorku. RovnéZz je nutno poznamenat vhodnost pouziti metody pro vySetieni
trombocytopenickych vzorku, kdy vysledek prokazuje vysokou piesnost (Kunz et al.,
2001). Varia¢ni koeficient se u koncentrace desticek 10.10%/1 pohybuje v rozmezi
5,3-5,6 % (Dickerhoff et al, 1995). Obecné je tato metoda povazovana za
jednoduchou, spolehlivou a dostupnou pro kazdou laboratof s pritokovou cytometrii.

Jedinym dostupnym zafizenim pracujicim na tomto principu je ptistroj Cell-Dyn

4000 ¢i Sapphire (Abbott, Wiesbaden - Delkenheim Germany).

9 Metodika

Zpracovana data pochazi ze zdznami krevnich obrazii OKH Nemocnice Ceské
Budé¢jovice, kde jsem absolvoval praxi v ramci svého studia. V této Casti se zamétuji
na samotné praktické stanoveni destickového poctu provadéné na oddéleni. Cilem je
vyhodnotit vysledky krevnich obrazli, tedy zastoupeni jednotlivych, klinicky
vyznamnych, koncentraci krevnich desticek za urcité casové obdobi. Dale se
soustfedim na samotné zhodnoceni metod vyuzivanych ke stanoveni destickového
poétu na oddéleni a to na zakladé naméfenych dat. Cast prace je vénovana otazce
vlivu antikoagulantu (EDTA, citrat) na spravnost vysledku destickového poctu

ziskaného hematologickym analyzatorem.

9.1 Odbér krve a jeji zpracovani

Zilni krev (popt. kapilarni) je odebrana po rysku do specialnich umélohmotnych
zkumavek (objem 3 a 4,5 ml) s antikoagulacnim c¢inidlem EDTA (chelatonat
trojdraselny KsEDTA, fialovy uzavér, suchd forma, v mnozstvi asi 1,5 g/l vzorku) ¢i

citrdtem (modry uzavér, kapalnd forma, 3,2% roztok, fedéni 1 : 9). Jednd se
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0 uzavieny vakuovany systém, ktery zabranuje exspiraci odbérovych zkumavek.

Takto odebrany vzorek se ihned po odebrani promisi opakovanym ptevracenim
zkumavky a je spolu s zddankou o konkrétni vySetfeni transportovan zdravotnickym
personalem co nejrychleji na OKH. Zde personal laboratofe zkontroluje jméno
arodné Cislo pacienta a pridéli identifikacni ¢islo, které se v podobé ¢arového kodu
nalepi na vzorek i Zadanku pacienta.

Takto piipravena zkumavka s pacientovou krvi je vloZena do specialni kazety
spolu s ostatnimi vzorky jinych pacienti a poté do hematologického analyzatoru
firmy Beckman Coulter LH 755.

9.2 VySetreni krevniho obrazu

K vysetfeni krevniho obrazu slouzi na OKH Nemocnice Ceské Budgjovice
hematologicky analyzator LH 755 firmy Beckman Coulter. Tento analyzator
stanovuje parametry krevniho obrazu metodou elektrické impedance (viz kapitola 6)
a stanovuje vSechny zakladni parametry cervenych krvinek, trombocytii a leukocytd,

véetné 5-ti popula¢niho diferencialniho rozpoctu.

9.3 Stanoveni po¢tu krevnich desti¢ek

Vedle stanoveni destiCkového poctu hematologickym analyzatorem LH 755 firmy
Beckman Coulter se na oddéleni provadi méteni destiCkového poctu i referencni
metodou pomoci pocitaci komurky a mikroskopu. Tato metoda piimého stanoveni se
nazyva metoda Piettovce. Podstatou této metody je pocitani trombocytl
sedimentovanych na zndmou plochu mtizky Biirkerovy komurky. Pfi této metod¢ je
krev fedéna roztokem prokainu (20x), ktery zptisobi hemolyzu ¢ervenych krvinek.
Zaroven vsak zvyraznuje a stabilizuje desticky. Ty nejsou tedy schopny agregace ¢i
adheze.

Roztok se sklada z 2,34 g hydrochloridu prokainu, 0,2 g chloridu sodného a je
doplnén do 100 g destilovanou vodou (Sakalova et al.,1995).

Provedeni metody: 25 ul napipetované kapilarni krve je vyfouknuto do spodnich
vrstev prokainového roztoku, ktery je pfedem napipetovan v mnozstvi 475 ul do

zkumavky. Nasleduje jemné promichani (v ruce asi 1 minutu) a ponechani v klidu pfi
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pokojové teploté 90-120 minut. Poté je tieba vSe znovu manualné promichat a to po
dobu 3 minut.

Teprve nyni se naplni Biirkerova komtirka (stejnym zplisobem jako pfi pocitani
krvinek), ktera je poté vlozena do vlhkého prostiedi, kterym je obvykle Petriho miska
s navlhéenym filtraénim papirem. Ta se ponecha v termostatu pii 37 °C po dobu asi
10 minut. Pak je jiz mozno stanovit pocet trombocytl, které se jevi v zaclonéném
zorném poli pti 300-400 nasobném zvétSeni jako svitici body. Pocet se stanovuje ve
20 obdélniGcich, piicemz plocha kazdého &ini 1/100 mm?. Vysledek pak jiz lze
snadno odvodit.

Trc = (soucet/20) * 1 000 * 20

Pfi pocitani ve 20 obdélniccich a fedéni 1 : 20 pak staci soucet ve 20 obdélniccich

nasobit 1 000. Pocet trombocytl je pieveden na 1 | krve.

9.3.1 Vliv antikoagulantu na vysledek hematologického analyzatoru, EDTA
syndrom a pseudotrombocytopenie

Od 1. zafi roku 2007 zapo¢alo OKH Nemocnice Ceské Budgjovice provadét
méfeni destiCkového poctu nejen ze vzorkl nabranych do antikoagulantu EDTA, ale
také ze vzorkl, kde je jako antikoagulant pouzit citrat. Do této doby se méteni vzorku
s citratem stanovovalo jen vyjimecné. VétSina vzorkl byla tedy pii odbérech nabirana
do EDTA. Hematologicky analyzator poté stanovil destickovy poc¢et. Pokud byl tento
pocet pod dolni hranici a nejednalo-li se o pacienta s trvale snizenym poc¢tem krevnich
desticek, nasledovalo manudlni mikroskopické piepocitani metodou Piettovce. Pokud
byl spocitan ptiblizné stejny pocet i mikroskopem (£ 15 % vysledku analyzétoru),
zustal platnym vysledkem automaticky pocet analyzatoru. V ptipadé, Ze rozdil
zméfeny laborantem mikroskopickou metodou byl vétSi nez zminénych 15 %
automatického poctu, byl do zépisu pacienta zapsan pravé vysledek stanoveny
mikroskopem. V obou téchto ptipadech byla kvysledku piidina poznamka
0 mikroskopickém stanoveni poctu krevnich desti¢ek. Posledni moznosti byl piimy
nabér a stanoveni destiCkového poctu z prstu pacienta.

Piechod na citrat znamenal zménu v postupu prace se vzorky krve. Nejprve je krev
rovnéz nabirdna do antikoagulantu EDTA (sucha forma) a nasledné¢ zméfena

hematologickym analyzatorem. Pokud je destickovy pocet snizen pod stanovenou
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mez, nasleduje odbér do citratu (kapalna forma, nutno pfticist k vysledku 10 % kvili
fedéni). Vzorek je také zméfen piistrojem.

Timto postupem se piedpoklada eliminace Casti faleSné nizkych poct krevnich
desticek - tzv. pseudotrombocytopenie. Ta ma nékolik pfi€in (polékové zmeény,
destickovy satelismus atd.) a jednou z nich je i tzv. EDTA fenomén (¢i syndrom). Ten
spoc¢ivd v reakci pacientovych protilatek (hlavné IgG, IgM a IgA) s krevnimi
destickami za pfitomnosti antikoagulantu EDTA (Pegels et al, 1982). Pii této
interakci dochazi ke zméné konformace povrchovych molekul glykoproteint krevnich
desticek a nasledkem toho i k aglutinaci. Vznikaji tak shluky, které jsou pti¢inou
falesné nizkého poctu hlaseného pristrojem (Slaughter et al., 1998).

Rychlost aglutinace ovlivituje koncentrace anitkoagulantu (reakce jiz pii 0,3 mM),
teplota a hlavné doba mezi odbérem a samotnym méfenim hematologickym
analyzatorem. Frekvence vyskytu EDTA-dependentni pseudotrombocytopenie je
udavana jako 0,1 % v obecné populaci.

Definitivni diikaz o pseudotrombocytopenii podava v piipadé nutnosti pocitani pod

mikroskopem (opét odbér z prstu pacienta).

10 Vysledky

10.1 Vyhodnoceni krevnich obrazu

V obdobi 1. 10. - 31. 10. 2007 bylo na OKH Nemocnice Ceské Budgjovice stanoveno
9080 krevnich obrazii. Ke stanoveni krevnich obrazi byl pouzit hematologicky
analyzator LH 755 firmy Beckman Coulter pracujici metodou elektrické impedance.

Vysledky stanoveni destickovych pocta jsou uvedeny v tab. 1.
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Tab. 1 Vysledky stanoveni po¢tu trombocytt

Krevni desti¢ky [ x 10%/1] Pocet pacienti Zastoupeni v [%]
Celkovy pocet KO 9080 -

Pocet stanovenych destick. poctl 9034 100

Pocet vysledkl pod hranici 135 775 8,58

Pocet vysledkli v norme 135-450 7554 83,62
Pocet vysledkl nad hranici 450 705 7,8
Rozmezi hodnot 100-135 354 3,9

Pocet vysledki s varovnou hod. 4 171 19

Pocet vysledki s varovnou hod. T 48 0,5

Poznamka: hranice nad 800 x 10%I - varovna hodnota, vysoké riziko trombézy
rozmezi 450-800 x 10%1 - zvyiseny pocet, casto bez symptomii
rozmezi 135-450 x 10%1 - referencni rozmezi, norma
rozmezi 100-135 x 10%/1 - klinicky vyznamné rozmezi
rozmezi 50-100 x 10%1 - klinicky vyznamné, bez rizika spontanniho krvéaceni

hranice pod 50 x 10%I - varovna hodnota, vysoké riziko spontanniho krvaceni

U ostatnich krevnich obrazi (46 vzorki) nebyl stanoven destickovy pocet. Nékteré
vzorky byly ur€eny jen pro diferencidlni rozpocet leukocytt ¢i jiné stanoveni. Zbyla
cast dodanych vzorkd byla srazena (asi 0,15 %) a nemohla byt tedy zmeéfena
hematologickym analyzatorem.

V tabulce je rovnéz uvedena klinicky vyznamna oblast koncentrace krevnich
desti¢ek 100-135.10%1. Hladina krevnich destiGek je totiz u ur&itého procenta lidi
mirné snizena ¢i mirn¢ zvysena (cca. 5 %). Lidé s koncentraci desti¢ek na dolni
hranici 100.10%/1 maji sice trombocytopenii, ale ta je mnohdy nijak neohroZuje. Proto
u téchto pacientii, u kterych je tato skute¢nost zjisténa, nejsou tyto snizené hodnoty
v klinicky zamétfené laboratofi mikroskopicky pfemétovany. Na OKH bylo za mésic
fijen stanoveno asi 3,9 % pacientu s takto mirné snizenou hodnotou hladiny krevnich

desticek.
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10.2 Vysledky vlivu antikoagulantu na vysledek hematologického analyzatoru,
EDTA syndrom a pseudotrombocytopenie

Z obdobi 1.9. - 31.12. 2007 byly vybrany vSechny vysledky poétua krevnich
desti¢ek stanovenych vzdy stejny den z EDTA i citratu. Tyto destiCkové pocty jsem
sparoval, porovnal a vysledky uvedl v tabulce (viz Ptiloha). Cilem bylo odhalit
pritomnost EDTA-dependentni pseudotrombocytopenie.

Ze 126 paru destickovych poétu byly nalezeny zjevné 3 piiklady (tab. 2), které by
svédéily o pritomnosti EDTA-dependentni pseudotrombocytopenie. Vzorky nabrané
do citratu tedy odhalily falesn€¢ snizené pocty vzorki nabranych a zméfenych

v EDTA. V jednom piipad¢ byl naopak vyrazné vyssi pocet stanoveny v EDTA.

Tab. 2 Vysledky poéta trombocytt stanovenych v rozdilnych antikoagulantech

Vzorek EDTA Citrat Citrat=
1 96 250 275
2 18 286 315
3 14 290 319
4 273 o4 59

Poznamka: Citrat* - hodnota poc¢tu desti¢ek zméiena v citratu a zvySena o0 10 % z dvodu fedéni.

10.3 Reprodukovatelnost analytického méreni hematologickym analyzatorem

Posouzeni reprodukovatelnosti méfeni hematologickym analyzatorem je
provadéno pravidelné¢ jednou tydné opakovanym meéfenim stejného vzorku
s antikoagulantem EDTA jako soucast systému vnitini kontroly kvality (1QC).
V tinoru 2008 bylo provedeno paralelné méteni dvou vzork.

Jeden krevni vzorek obsahoval antikoagulant EDTA (tab. 3), druhy vzorek byl
nabran do citratu (tab. 4). Kazdy vzorek byl zméfen 6-krat. Hodnoty a vypocty
krevnich desticek jsou uvedeny v tabulkach. Pfilozené grafy znazoriwuji variaéni

koeficienty a limity ostatnich méfenych parametri krevniho obrazu (obr. 1, 2).
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Tab. 3 Hodnoty a vypocty testu reprodukovatelnosti hematologického analyzatoru

s pouZitim antikoagulantu EDTA

Cislo méfeni PLT MEAN 282,8
1 282,8 2SD 7,9
2 287,7 MIN 276,9
3 284 MAX 287,7
4 279,7 Diff 10,8
5 276,9 CV (%) 1,4
6 285,8 CV (%) limit 3,2

Tab. 4 Hodnoty a vypocty testu reprodukovatelnosti hematologického analyzatoru

s pouZzitim antikoagulantu citratu

Cislo méfeni PLT MEAN 97,8
1 94,9 2SD 5,1
2 95,8 MIN 94,9
3 96 MAX 100,9
4 99,2 Diff 6
5 100,9 CV (%) 2,6
6 100 CV (%) limit 3,2
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Opakovatelnost - EDTA - inor 2008
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Obr. 1 Vypoctené variacni koeficienty a jejich limity pro parametry krevniho obrazu

- EDTA

Opakovatelnost - citrat - tnor 2008
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Obr. 2 Vypoctené variaéni koeficienty a jejich limity pro parametry krevniho obrazu

- citrat

10.4 Stanoveni destickového poctu hematologickym analyzatorem bez pouZiti

antikoagula¢niho ¢inidla

Cilem bylo pouze vyzkouSet a zhodnotit moZnost stanoveni desti¢kového poctu

a ostatnich parametrd krevniho obrazu hematologickym analyzatorem a to bez pouziti

antikoagula¢niho ¢inidla. Pro porovnani spravného vysledku byl vzorek nabran i do

antikoagulantu EDTA. Hodnoty jsou uvedeny v tab. 5.
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Tab. 5 Vysledky stanoveni po¢tu trombocytl a ostatnich parametr krevniho obrazu

bez pouziti antikoagulantu

Parametr Hodnoty bez Hodnoty s
krev. obrazu aditiv EDTA

WBC 55 6
RBC 4,93 4,79
HGB 14,3 14,3
HCT 43,6 42,7
MCV 88,5 89
MCH 28,9 29,8

MCHC 32,7 33,4
RDW 11,9 12,8
PLT 277 266
MPV 1,7 8,9
NE% 47,6 447
LY% 34,6 36,9
MO% 10,4 11,6
EO% 6 6,2
BA% 1,4 0,6

Je nezbytné, aby byl tento vzorek bez antikoagulacnich aditiv odebran a poté
okamzit¢ zméfen hematologickym analyzatorem. Jen tak je mozno doséhnout

vysledku, aniZ by doSlo ke srazeni odebrané krve.

10.5 Srovnani manualniho a automatického stanoveni po¢tu krevnich desti¢ek
Vysledky destickovych poctl byly stanoveny u 20 riznych vzorki. Kazdy vzorek

byl zméfen jak manualné mikroskopem, tak také hematologickym analyzatorem.

Vysledky jsou uvedeny v tab. 6. Vzajemny vztah téchto dvou metod vystihuje

ptilozeny graf (obr. 3).
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Tab. 6 Vysledky srovnani dvou metod stanoveni po¢tu trombocytl

Vysledky

Cislo vzorku Mikroskop Analyzator Rozdil Rozdil
[x 10%1] [x 10%1] [x 10%1] [%]

1 70 84 +14 +16, 67
2 58 59 +1 +1,69
3 55 72 +17 +23,61
4 58 66 +8 +12,12
5 57 39 -18 -46,15
6 69 71 +2 +2,82
7 59 63 +4 +6,35
8 89 93 +4 +4,30
9 78 85 +7 +8,24
10 76 81 +5 +6,17
11 70 78 +8 +10,26
12 14 18 +4 +22,22
13 65 70 +5 +7,14
14 26 26 0 0
15 82 78 —4 -5,13
16 6 12 +6 +50
17 96 99 +3 +3,03
18 50 30 -20 -66,67
19 85 101 +16 +15,84
20 36 31 -5 -16,13

Primérny polet stanoveny mikroskopem je 59,95.10%I, hodnoty se pohybuji
v rozmezi od 6-96.10%1. Hodnoty hematologického analyzétoru se nachazi v rozmezi
12-101.10%1 Pramérna hodnota zde &ini 62,8.10%1.
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Vysledky

Srovnani vysledkii manualniho a automatického stanoveni poc¢tu
trombocyth
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Obr. 3 Srovnani manualnich a automatickych poc¢ti trombocyti

Pokud by se jednalo o idedlni stav, kdy obé metody stanoveni poctu krevnich
desticek poskytuji shodné vysledky, lezely by vSechny body na pfimce, ktera puli ithel
mezi osami. V tomto piipadé se potvrzuje rozdilna ptesnost (CV) metody manualniho
a automatického stanoveni poctu krevnich desticek — body jsou rtzné rozptyleny
kolem pfimky. Mirou tohoto rozptylu je tzv. korela¢ni koeficient, ktery nabyva
hodnotu r = 0,94.
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11 Diskuze

Cilem prace bylo pfedstavit metody stanoveni destickového poctu a ukazat jejich
vyuzitelnost v dnedni klinické praxi. Navzdory negativnim faktortim, které mnohdy
komplikovaly praci a tedy i znemoznily pfesnou interpretaci né€kterych namétenych
vysledku, tato prace bezesporu vystihuje podstatu procesu stanoveni destickového
poctu. Témito faktory myslim pfedev§im chyby pii preanalytické a analytické fazi
vySetfeni vzorku (tzn. odbér, transport a uchovani vzorku, teplota prostfedi, Casova
prodleva od odbéru po zpracovani vzorku, pouzité chemikélie, nastaveni a stav
ptistroje atd.). Samoziejme je vzdy snaha témto chybam piedchazet (napft. ptistrojové
chyby - kontrola kvality méfeni pfistroje a jeho validace) a ziskavat tak jen spravné
vysledky. Bohuzel neni jesté v lidskych silach vSechny tyto problémy, které vysledek
zkresluji ¢i dokonce znemoziuji jeho stanoveni, odstranit.

V&echna data byla naméfena na OKH Nemocnice Ceské Budé&jovice a to v obdobi
2007/2008. V ptipad¢ stanoveni automatického poc¢tu hematologického analyzatoru
byl pouzit ptistroj firmy Beckman Coulter LH 755 pracujici na principu elektrické
impedance. Druhou pouzitou metodou byla metoda manuélniho stanoveni pomoci
mikroskopu. Vzorky byly nabirany standardnim postupem do antikoagulac¢niho
¢inidla, kterym bylo EDTA ¢i citrat.

Vysledky krevnich obrazii maji jasnou vypovidajici hodnotu. Vypoctené
procentuelni zastoupeni jednotlivych pocti pacientdt v danych rozmezich bylo
ocekavané a nepfineslo zddné vyrazné zmény v porovnani s minulymi métenimi.
Z 9034 pacientii bylo celych 83,62 % pacientd v norm¢, mimo normu se nalézalo
16,38 % pacientu. Zjisténych 0,15 % (tedy asi 14 vzorki z celkového poctu 9080)
nemohlo byt zméfeno a zapocteno do vysledku kvili predCasnému srazeni krve ve
zkumavce a vypovida tedy jiz o zminovanych chybach v preanalytické fazi
laboratorniho vysetfeni, popf. EDTA syndromu. Toto procento se sice jevi jako
zanedbatelné¢ vici celkovému poctu krevnich obrazii, nicméné téchto 14 vzorkl
znamena v praxi potiebu nového odbéru a s tim souvisejici okolnosti (dalsi prace pro
lékafe a zdravotni sestry, spotieba vice zdravotnického materialu, opétovné vystaveni
pacienta odbéru a tedy i stresu pro organismus atd.). V piipad€, Ze chyby nastanou

u vzorki, kde je hladina krevnich desticek velmi nizka ¢i naopak vysoka, je situace

wewr
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U minimalnitho poctu vzorkd, které nemohly byt zméfeny z divodu Spatného
laboratorniho vySetieni, mohou mit katastrofalni nasledky. Vybrany soubor krevnich
obrazii obsahoval 1,9 % pacienti s koncentraci krevnich desti¢ek pod 50.10%/1, kdy jiz
hrozi spontanni krvaceni. Naopak 0,5 % pacienti mélo koncentraci krevnich desticek
nad kritickou hodnotou 800.10%I s vysokym rizikem trombdzy.

Otazka vlivu antikoagulantu na vysledek hematologického analyzatoru je velice
diskutabilni. Vysledky, které jsem zjistil a uvedl v tabulce 2, potvrzuji pfitomnost
EDTA syndromu atedy i falesné snizeného pocétu trombocytt stanoveného
ptistrojem. Byly zjistény tfi zjevné priklady pseudotrombocytopenie. V jednom
ptipadé¢ byl naopak pocet trombocyti méfenych v citrditu vyrazné niz$i. Zde
predpokladam, Ze pravdépodobné doSlo ke srazeni vzorku z duvodu chyby
v preanalytické fazi vySetfeni. V porovnani s odbornou literaturou je frekvence
vyskytu mnou stanovené EDTA-dependentni pseudotrombocytopenie zhruba o fad
niZsi (tedy asi 0,01 %). Moznou odpovédi, pro¢ je frekvence tohoto EDTA fenoménu
v na$i populaci pacientli o tolik niz$i, je skuteCnost, Ze literatura uvadi frekvenci
EDTA syndromu v obecné populaci. Pi mém pokusu zjistit, zda existuje hodnota této
frekvence stanovena konkrétné pro populaci Ceské Republiky, nebyla nalezena 7adna
studie, ktera by tuto hodnotu pro nasi populaci stanovila. Proto zde existuje moznost
odchylky od obecného standardu. Je vSak dilezité podotknout, ze faktory jako vek,
pohlavi ¢i typ krevni skupiny pacienta nemaji podle studii vliv na vyskyt EDTA
syndromu. Daleko pravdépodobnéjsim vysvétlenim tohoto vysledku je vliv rychlosti
zpracovani krve (tedy casova prodleva), koncentrace antikoagulantu EDTA a teploty
prostiedi. Bylo zjisténo, Ze s rostoucim Casem dochazi ke zvysené tvorb¢ shlukt.
Vhodnou teplotou pro vznik shlukt je navic teplota pod 37 °C. Pokud opominu
moznost chybné koncentrace EDTA v odbérové zkumavce (nizka pravdépodobnost)
a variantu Spatného nabéru (maly objem nabrané krve), pak hlavnim divodem
nizkého vyskytu EDTA-dependentni pseudotrombocytopenie je skuteénost, Zze vzorky
jsou na OKH velmi rychle zpracovany (do 1 hod od odbéru) a tedy nestaci dojit
u nékterych vzorkt k aglutinaci na zékladé EDTA syndromu.

Pouziti citratu odhalilo tyto fale$né snizené pocty trombocytti a mohu tedy potvrdit
vyznam tohoto postupu, ktery nejen eliminuje EDTA syndrom, ale i nékteré technické
chyby nabéru. Nicméné se ukazalo, Ze citrat n€které vysledky mirné podhodnocuje,

coz samoziejmé z hlediska presnosti vysledku je chybou. Piesto se tento postup na
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oddéleni osvédcil a z hlediska klinické praxe je vyuzivan, nebot’ jisté pfinasi vice
pozitiv nez negativ (draz8i néaklady ¢i Spatné stanoveni diferencialniho rozpoctu
leukocyti).

Pokus o zméfeni krevniho vzorku nabraného do zkumavky bez antikoagula¢niho
¢inidla dopadl velice dobfe. VSechny parametry krevniho obrazu byly stanoveny.
Nésledné kontrola vzorku nabraného do EDTA potvrdila relativni spravnost vysledku.
Podminkou bylo okamzité méfeni vzorku hematologickym analyzatorem, aby nedoSlo
ke srazeni krve. Zde je nutné poznamenat riziko poskozeni ptistroje v ptipadé srazeni
krve uvnitf pfistroje.

Cilem testu reprodukovatelnosti bylo zkontrolovat, zda ptistroj uzivany oddélenim
poskytuje opakované piesné vysledky poctu trombocyti méfenych v EDTA i citratu.
Tyto kontroly se provadi pravideln¢ v rdmci kontroly kvality méfeni hematologického
analyzatoru. Z naméfenych hodnot jsem spocital variacni koeficienty, které nabyvaly
hodnot 1,4 % pro EDTA a 2,6 % pro citrat. Ob& tyto hodnoty jsem porovnal s limitem
CV 3,2 %, ktery nesmi byt piekroCen, a shledal vysledek, Ze hematologicky
analyzator je spravné nastaven a stanovuje destickovy pocet relativné piesné. Z grafu
je mozné porovnat i ostatni CV méfenych parametr krevniho obrazu a jejich limity.
Vypoctené variacni koeficienty poctu trombocytt i n€kterych jinych parametra byly
nizsi u vzorkd stanovenych v EDTA. To tik4, Ze pfistroj stanovuje piesnéji vzorky
nabrané do tohoto antikoagulantu. Je to dano prfedev§im tim, ze EDTA je
nejpouzivangj§im typem antikoagulantu pro fadu svych vyhodnych vlastnosti
a vyrobci analyzatora tedy doporucuji jeho pouzivani. Proto neni ani ptekvapenim, Ze
vysledky jsou obecné presnéjsi. Nicméné bylo jiz feCeno a dokazano, ze i EDTA ma
své chyby (EDTA fenomén), které Ize odstranit jen volbou jiného typu antikogulantu.

Pokud je srovndvana metoda manudlniho stanoveni poctu trombocyt
mikroskopem a metoda stanoveni hematologickym analyzatorem, vychézim z postupu
diive provadéného na oddéleni. Jestlize se pocet trombocytl stanoveny analyzatorem
pohybuje pod hranici 100.10%1, je vzorek pfeméfen manualnd mikroskopem.
V piipadé€, ze je stanoven stejny pocet (£15 %) 1 mikroskopem, je ponechan pivodné
stanoveny pocet analyzatoru. V opaéném piipadé je zapsan pocet Sstanoveny
referenéni metodou, tedy mikroskopem. Naméfend data ukazuji, ze 60 % vysledkt
vySlo i po pifeméfeni mikroskopem jako puvodni pocet analyzatoru (15 %).

U zbylych 40 % vysledktl se pocet zméfeny mikroskopem lisil o vice nez danych
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+15 % oproti po¢tu analyzatoru. V tomto piipadé tedy mohu vyvodit vétsi piesnost
metody automatického stanoveni. To dokladaji i literarni prameny a védecké studie,
kdy CV metody manualniho stanoveni mikroskopem se pohybuje v rozmezi 10-25 %
(v praxi i vice) (Harrison et al., 2000). Oproti tomu metoda automatického stanoveni
hematologickym analyzatorem je povazovdna za mnohem spolehlivéjsi a presnéjsi
metodu s CV < 3 % (Bentley, Johnson & Bishop, 1993). Porovnani téchto vysledkt
nedokazuje takovy rozdil, coZ je dano malym mnoZstvim porovnatelnych hodnot
Znami vybraného obdobi. V praxi je navic metoda manudlniho stanoveni poctu
trombocytli ¢asov€ narocnd, pro laboranta namédhava a vysledek je ovlivnitelny
samotnou osobou, kterd pocet stanovuje. Piesto ma tato metoda v klinické praxi své
misto a nelze ji jesté plné nahradit. Metoda automatického stanoveni je samoziejme
investicné mnohem narocnéjsi, ale oproti metodé¢ manudlniho stanoveni je

automatickd (minimalni prace laboranta), rychla (pfes 100 vzorkti za hodinu)

a predevsim poskytuje piesné a reprodukovatelné vysledky.

12 Zavér

Postup laboratorniho vysetfeni poctu trombocytd je nastaven na OKH Nemocnice
Ceské Budgjovice pomérné vhodnym zptisobem, ktery poskytuje dobré vysledky. Ty
jsou dosazeny optimalnim sledem méteni, kdy je nejprve automaticky stanoven
vzorek nabrany do antikoagulantu EDTA. U zjisténych trombocytopenickych vzorki
nasleduje automatické stanoveni z citratu s cilem eliminovat pseudotrombocytopenie,
tedy fale$né sniZzené pocty trombocytl. Tento doporuceny postup dopliiuje v piipadé
nutnosti pfimy nabér z prstu pacienta a jeho preméfeni referenéni metodou pomoci
mikroskopu. Na zakladé dat jsem ovéfil, Ze tento zavedeny postup (EDTA-citrat-prst)
funguje, prestoZe zjisténych rozdili v naméfenych hodnotach bylo malo. Mezi hlavni
vyhody tohoto postupu patii pfedevs§im rychlost (oproti mikroskopu - trva asi 2 hod.),
mensi narocnost a hlavné vyssi presnost vysetfeni poctu trombocytl. Jedinym vétSim
rizikem je skuteCnost, ze se jedna o malo provéfeny postup, ktery jesté vyzaduje
prubézné laboratorni sledovani a nésledné vyhodnocovani zméfenych vysledki.

Potvrdil jsem rovnéz vliv antikoagulantu na vysledny pocet hematologického
analyzatoru a moznost ziskavat spravny pocet krevnich desti¢ek hematologickym

analyzatorem bez pouziti antikoagula¢niho ¢inidla.
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15 Priloha

a) Objevitelé krevnich desti¢ek: Max Schultze, Giulio Bizzozero
b) Objevitelé Coulter principu: Wallace H. a Joseph R. Coulter
c) Tabulka: Hodnoty sparovanych vzorkt nabranych a zmétenych ve dvou ruznych

antikoagula¢nich ¢inidlech (EDTA, citrat) za obdobi 1. 9. - 31. 12. 2007

a) Max Schultze (1825-1874)

« Lékat, cytolog, univerzitni profesor anatomie a histologie
« Narozen: Freiburg, Breisgau

e Studium: 1ékarstvi v Greifswaldu a Berlin¢

o Zaméstnani: feditel Anatomical Institute v Bonnu,

univerzitni profesor anatomie a histologie (Halle, Bonn)
e Zakladatel ¢asopisu Archiv fiir mikroscopische Anatomie (dnes Cell and Tissue
Research)

e Autor prvni zminky o krevnich desti¢kach v jeho studii o bilych krvinkéach

Giulio Bizzozero (1846-1901)

o Lékat, univerzitni profesor, védec

« Narozen: Varese, Italie

e Studium: 1ékatstvi (University of Pavia)

e Zamgstnani: univerzitni profesor (Pavia, Turin), zakladatel

)

o Objevitel bakterie Helicobacter pylori a krevnich desticek (popsal i jejich funkci

Institute of General Pathology v Turiné
o Prikopnik 1ékatské mikroskopie a histografie

Vv organismu)

e Ve své dobé spolupracoval se zndmymi jmény jako C. Golgi, E. Bassini, A. Carle

¢i C. Forlanini
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b) Wallace H. Coulter (1913-1998)

Joseph R. Coulter (1924-1995)

Priloha

Spoluzakladatel, pfedseda a prezident Coulter Corporation
Znam jako objevitel Coulter principu
Narozen: Little Rock, Arkansas

Studium: sttedni Skola v Munroe, Westminster University ve

Fultonu, Missouri, Georgia Institut of Technology
(elektroinzenyrstvi)

Zaméstnani: technik - hlasatel v radiové stanici, poté ve spole¢nostech - General
Electric X-Ray, Press Wireless, Raytheon Manufacturing Company, lllinois Tool
Works, Mittelman Electronics Division of Century Steel

V r. 1958 - vznik Coulter Electronics, Inc. (spole¢né s bratrem)

V r. 1997 - dochazi k ziskani Coulter Corporation firmou Beckman Instruments,
Inc. (dnes zndma jako Beckman Coulter, Inc., Gstiedi spole¢nosti ve Fullertonu v
Californii)

Spoluzakladatel Coulter Corporation, elektroinZenyr,
vynalezce
Syn Zelezni¢niho dispecera a telegrafa

Narozen: Poplar Bluff, Missouri

Studium: elektroinZzenyrstvi

Za valky - radiovy operéator U.S. Signal Corps
Zamgstnani: [1linois Institute of Technology, Motorola Corporation

V r. 1958 - vznik Coulter Electronics, Inc (spole¢né s bratrem)

Zajmy: vyvoj ¢asticovych analyzatord, design produktl, vyzkum rakoviny a AIDS
(zaloZeni Coulter Pharmaceutical, Inc.)

c) Tab. Hodnoty sparovanych vzorki nabranych a zméfenych ve dvou rdznych

antikoagula¢nich ¢inidlech (EDTA, citrat)

Poznadmka: Citrat* - hodnota poctu desticek zmérend v citratu a zvySena o 10 %
Z duvodu redent.
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Mésic Vzorek EDTA Citrat Citrat= Mésic Vzorek EDTA Citrat Citrats
1.9. 1 160 144 158 - 45 93 66 73
- 2 96 250 275 - 46 263 230 253
- 3 114 98 108 1.11. 47 19 11 12
- 4 65 65 72 - 48 11 9 10
- 5 273 54 59 - 49 94 73 80
1.10. 6 90 82 90 - 50 89 73 80
- 7 18 14 15 - 51 94 77 85
- 8 78 67 74 - 52 15 12 13
- 9 85 77 85 - 53 85 79 87
- 10 93 82 90 - 54 79 68 75
- 11 81 64 70 - 55 srazeno 280 308
- 12 74 56 62 - 56 81 72 79
- 13 71 48 53 - 57 60 47 52
- 14 20 12 13 - 58 56 49 54
- 15 39 31 34 - 59 62 57 63
- 16 252 268 295 - 60 srazeno 172 189
- 17 66 57 63 - 61 83 77 85
- 18 74 52 57 - 62 33 26 29
- 19 77 75 83 - 63 26 24 26
- 20 45 53 58 - 64 14 9 10
- 21 86 74 81 - 65 94 75 83
- 22 55 45 50 - 66 92 75 83
- 23 104 90 99 - 67 90 69 76
- 24 68 62 68 - 68 92 68 75
- 25 57 48 53 - 69 77 71 78
- 26 67 64 70 - 70 91 82 90
- 27 92 74 81 - 71 91 70 77
- 28 63 46 51 - 72 85 59 65
- 29 90 83 91 - 73 21 19 21
- 30 88 60 66 - 74 61 44 48
- 31 70 53 58 - 75 5 5 6
- 32 3 4 4 - 76 35 21 23
- 33 69 55 61 - 7 117 96 106
- 34 92 75 83 - 78 22 16 18
- 35 93 80 88 - 79 394 365 402
- 36 171 198 218 - 80 85 81 89
- 37 44 45 50 - 81 60 42 46
- 38 31 23 25 - 82 450 334 367
- 39 81 66 73 - 83 72 63 69
- 40 89 67 74 - 84 118 63 69
- 41 85 71 78 - 85 47 33 36
- 42 83 50 55 - 86 17 14 15
- 43 3 4 4 - 87 133 178 196
- 44 94 62 68 - 88 80 71 78
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Mésic Vzorek EDTA Citrat Citrat= Mésic Vzorek EDTA Citrat Citrat=
- 89 2 2 2 - 109 51 36 40
- 90 37 26 29 - 110 83 63 69
- 91 43 36 40 - 111 92 116 128

1.12. 92 55 49 54 - 112 15 10 11
- 93 79 66 73 - 113 90 52 57
- 94 61 52 57 - 114 72 59 65
- 95 190 158 174 - 115 52 45 50
- 96 70 57 63 - 116 77 71 78
- 97 63 50 55 - 117 80 74 81
- 98 84 63 69 - 118 71 64 70
- 99 46 54 59 - 119 89 72 79
- 100 86 61 67 - 120 57 55 61
- 101 293 227 250 - 121 94 79 87
- 102 95 70 77 - 122 76 64 70
- 103 92 87 96 - 123 18 286 315
- 104 4 5 6 - 124 47 61 67
- 105 104 76 84 - 125 14 290 319
- 106 87 70 77 - 126 70 63 69
- 107 92 76 84 -

- 108 89 72 79 -

44




