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Abstrakt

Cilem mé prace je stanoveni poctu krevnich desti¢ek vice metodami. Dale urceni
pticiny zjiSténych rozdili v poctu trombocytli. A poslednim cilem je uréeni algoritmu
pro jejich spolehlivé pocitani.

Moje hypotéza je zaméfena na specifické situace, ve kterych mize byt pristrojové
stanoveni hladin trombocytii vyrazné odliSné od skutecnosti. Pro ziskani jejich
skute¢ného poctu je nutné uziti alternativni metody. Za alternativni metodu je
povazovano mikroskopické stanoveni nebo stanoveni poctu trombocytl z citratu
sodného.

Hypotéza 1. Pouzitim alternativnich metod dostaneme u Casti populace jiné
vysledky.

Hypotéza II. Tyto alternativni metody nam pomahaji pro rozliSeni pravé a falesné
trombocytopenie.

Teoreticka Cast bakalatské prace se zabyva tvorbou, strukturou, fyziologii, funkei,
metabolismem a charakteristikami krevni desticky. Je definovan pojem
trombocytopenie. Je zminéna kontrola kvality laboratornich analyz. Jsou popisovany
rizné protisrazlivé ptipravky pouzivané v hematologii. Déle techniky, kterymi se pocet
trombocytu da stanovit a také interference spojené s mefenim krevnich bunék.

Prakticka ¢ast zahrnuje zpracovani biologického materialu ve vakueté s fialovym
uzavérem, kde se nachdzi antikoagulant EDTA (pro rutinni stanoveni celého krevniho
obrazu) a zaroven ve vakueté s modrym uzavérem, kde se nachazi antikoagulant citrat
sodny (pro opakované stanoveni pouze poctu trombocytil).

Analyza tohoto biologického materidlu byla provedena pomoci analyzatoru Coulter
LH 750, spole¢nosti Beckman Coulter. Metodou Coulter se zjisti velikost krevnich
bunck diky zmé&nam elektrického odporu.

Zpracovani biologického materidlu manualné bylo provedeno pomoci svételného
mikroskopu spole¢nosti Carl Zeiss, jehoz celkové zvétSeni, které sta¢i na pozorovani
trombocytu, je 400nasobné. Pocet trombocyti se hodnoti v Biirkerové komurce, ve 20

obdélnicich. Pro jejich stabilizaci a zvyraznéni se pouziva roztoku prokainu.



Na oddéleni klinické hematologie, Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s., jsem
v obdobi 23. dubna — 22. kvétna 2012 zjiStovala pocet trombocytit ve dvou riznych
antikoagulanciich, s pouzZitim rozdilnych technik méteni. Toto porovnani je dilezité,
protoze pokud by byl rozdil v poctu trombocytl zjisténych z antikoagulancia EDTA
v porovnani s citratem sodnym vysSi nez 20 %, mohlo by se jednat o vzorky
s podezienim na pseudotrombocytopenii.

Vlastni méteni zahrnovalo padesat vzorkl, které byly vybirany jiz s urcitym
podezienim podle nasledujicich kritérii: po€ty trombocytlh musely klesnout pod hranici
100 x 10/ a zaroven jsme museli obdrzet hldeni analyzatoru o pritomnosti shlukd.

Namétené hodnoty trombocytl byly statisticky zpracovany a jsou v mé bakalarskeé
praci zobrazeny v pfisluSnych tabulkach a grafech. Pro lepsi pfedstavu jsou zde také
obrazky a to predevsim histogramy, vypovidajici o urcitych zménach v poc¢tu a objemu

krevnich bunék.

Tento vyzkum prokézal vyskyt jevu PTCP v 0,052 % ptipadi. Rozdil mezi uzitymi
technikami byl jasné patrny, mikroskopie nedosahne takovych ptresnych vysledkil jako

analyzator. Mnozstvi vzorki a rychlost jejich provedeni se ned4 porovnavat.

Mikroskopie ndm v dne$ni dobé slouzi spiSe jako pomocnéd technika v téch
ptipadech, kdy je pfistroj nedokonalostmi (napf. tvorbou shlukil) ovlivnén natolik, ze
vydava faleSné pocty trombocytii. Nevyhodou je vSak Casova prodleva od odbéru
do moZného pocitani.

Alternativnimi metodami dosdhneme ptipadného ovefeni ¢i upraveni (napf.

opakovany odbér do jiného antikoagulancia) prvotnich vysledk.



Abstract

The aim of my thesis is to determine the number of platelets with different
methods; then to determine the cause of the measured differences in the number of
platelets, followed by determination of algorithm for reliable counting of platelets.

In specific situations, the instrument determination of the levels of platelets may be
significantly different from the real situation. The actual number of platelets can be
obtained by using alternative methods. Microscopic assessment and determination of
the number of platelets in sodium citrate are considered as alternative methods.

Hypothesis I. When using alternative methods, different results are obtained in part
of the population.

Hypothesis II. These alternative methods help us to distinguish between true and
false thrombocytopenia.

The theoretical part deals with the formation, structure, physiology, function,
metabolism and characteristics of platelets. The term of thrombocytopenia is defined.
Quality control of laboratory analyzes is mentioned. Different anticoagulant products
used in hematology are described. There are also described techniques by which
platelets can be determined and interference associated with the measurement of blood
cells.

The practical part includes the processing of biological material in a test-tube with
the purple cap containing anticoagulant EDTA (from this test-tube a complete blood
count is provided), while a test-tube with the blue cap contains anticoagulant sodium
citrate (this test-tube is only for re-determination of the platelets count).

Analysis of biological material was performed by the analyzer Coulter LH 750,
Beckman Coulter Inc. The Coulter method measures the size of blood cells due to
changes in electrical resistance.

Manual processing of biological material was performed using a light microscope
Carl Zeiss Inc., the total magnification for observation of platelets is 400 times. Number
of platelets is evaluated in Biirker chamber in 20 rectangles. Solution of procaine is used

to stabilize and highlight the platelets.



In the period of 23rd April — 22nd May 2012 at the department of Clinical
Hematology, Nemocnice Ceské Budgjovice a.s., I examined the platelets count in two
different anticoagulants by using different measurement techniques. This comparison is
important because if the difference in the number of platelets found in EDTA
anticoagulant compared with sodium citrate is higher than 20 %, the samples could be
suspected of pseudothrombocytopenia.

The measurement included fifty samples which were selected already with some
suspicion according to following two criteria: the platelets count had to fall below
100 x 10°/1 and at the same time we had received analyzer report of the presence of
clumps.

The measured values of platelets were statistically processed and they are shown in
charts and graphs in my thesis. For a better idea there are also pictures — especially

histograms showing some changes in the number and volume of blood cells.

This research has demonstrated the occurrence of the phenomenon PTCP in 0,052%
cases. The difference between the techniques was clearly evident. Microscopy does not
reach such accurate results as analyzers. Quantity of samples and speed of

implementation can not be compared.

Nowadays microscopy is used as an auxiliary technique in those cases where the
analyzer is too affected by imperfections (for example formation of clumps) that it gives
false platelets count. The disadvantage is the time delay from the sampling to the
possibility of counting.

By alternative methods we reach eventual verification or modification of first

results (for example repeated sampling to another anticoagulant).
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1 Uvod

Rozsifené pouzivani hematologickych analyzatorti vedlo k podstatnému zlepSeni
bunééné hematologie. Rychlé a piesné vysledky jsou pravidlem u normalnich
1 abnormalnich vzorka. Nicméné v n€kolika ptipadech, naptiklad pii patologii nebo
pfi zméndch vyvolanymi po odbéru vzorku, miZe hematologicky analyzator
vygenerovat nespravny vysledek pro jeden ¢i vice parametrii v poctu krvinek. Na konci
60. let se tak hematologické analyzatory nahrazovaly ru¢nimi technikami. V 80. letech
doslo ale k zdokonaleni pfistrojového hardwaru a softwaru, coZ vedlo k vy$§imu stupni

kvality analyzy abnormalnich vysledkt (Zandecki et al., 2007).

NejCastéji  se vyskytujici anomalii, kterd je spojena s faleSnymi pocty
na hematologickém analyzatoru, je EDTA-dependentni pseudotrombocytopenie (EDP).
Pseudotrombocytopenie (PTCP) je faleSné nizky pocet krevnich desticek stanoveny in
vitro, ktery neodpovida skutecnému poctu desticek cirkulujicich v krvi. Pfi¢inou je
shlukovani destiCek v odbérové zkumavce diky protilatkdm zavislym na
ethylendiamintetraoctové kyseliné (EDTA) nebo diky nedostatecné antikoagulaci.
Hematologické analyzatory nemuseji takto vzniklé shluky desticek rozpoznat, u
nekterych vzorkl zatazuji jednotlivé shluky mezi Cervené krvinky nebo leukocyty a
vydavaji vysledek s falesné nizkym poctem trombocytii. Moderni analyzatory na
pritomnost shluka desti¢ek upozornuji. V klinické praxi Ize na pseudotrombocytopenii
usuzovat v situacich, kdy klinicky obraz neodpovida vysledku vySetieni poc¢tu desticek

(Gumulec a kol., 2010).
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2 Literarni prehled

2.1 Tvorba a vyvoj krevnich desticek - megakaryopoéza

Megakaryocyty vznikaji z pluripotentni kmenové buiiky, podobné jako ostatni typy
dfetiovych bunck. Plsobenim fady ristovych faktor se pluripotentni kmenova buika
stavd unipotentni pro megakaryocytarni vyvojovou fadu. Zradni megakaryocytid je
stimulovano tadou faktort. Prvni morfologicky rozliSitelnou buiikou této tady je
megakaryoblast. Je to bunika nejvySe diploidni a prochazi opakované atypickou
mitozou, pii které dochazi ke zmnozeni jadern¢ho materidlu (polyploidie), ne vSak
k déleni bunky. Déle dochazi ke zrani (maturaci) cytoplasmy, pii které se tvofi
membranové glykoproteiny, specifickd granula a dochazi k vyrazné produkci
cytoplasmatické membrany. Béhem zrani megakaryocytli nové vytvofend membrana
ohranicuje periferni €asti cytoplasmy, které¢ se uvoliuji v podob€ krevnich desticek.
Na obvod¢ zralych megakaryocytii se pak tvofi hnizda odd€lujicich se trombocytt.
Megakaryocyty se jiz ned¢li, ale jen vyzravaji. Trvani celé megakaryopoézy se

odhaduje na 8 - 10 dni.

2.2 Tvorba a vyvoj krevnich desti¢ek - trombopoéza

Polyploidni megakaryocyty mohou tvofit krevni desticky. Ze zralého
megakaryocytu se mize vytvofit az n€kolik tisic krevnich destiCek (2 - 4 tisice).
K tvorbé krevnich desticek dochazi bud’ v kostni dfeni, nebo plicni tkéni. Krevni
desticky mohou vznikat z megakaryocytii dvéma zptsoby:

a) Tvorbou pseudopodii a ndslednou fragmentaci — tento proces popsal jiz v roce

1960 Wright

b) Piimym rozpadem megakaryocytl
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Proces tvorby desticek ze zralého megakaryocytu trva ptiblizn¢ 5 hodin. Po uplném
rozpadu cytoplasmy jsou v natéru vidét jen hola jaddra megakaryocytt. Pfestup krevnich
desti¢ek z kostni dfen¢ do obvodové krve se uskuteCiuje pomoci vybézkl
megakaryocytli, které s dozravajicimi trombocyty prorustaji mezi endotelovymi
buiikami do nitra cév, protékajici krev z nich uvoliuje a odplavuje trombocyty. Do
obvodové krve se denn& vyplavi zhruba 4 x 10" trombocytt. Krvetvorba destiek ma
urcitou rezervu, kterou vyuzije pti vystupiiovanych narocich na jejich pottebu:

e 2/3 krevnich desticek cirkuluje

e 1/3 krevnich destiek je zadrZzovana ve sleziné — za né€kterych patologickych

stavli miize byt ve slezin€ zadrzeno az 90 % krevnich desticek

2.2.1 Regulace trombopoézy

Regulace trombopoézy je humoralni, podili se na ni jak trombopoetin (TPO), tak
nekolik dalSich endogennich faktori. Mezi cytokiny, které se podileji na trombopoéze
patii: interleukiny IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony
Stimulating Factor), EPO (erytropoetin), FGF (Fibroblast Growth Factor), SCF (Stem
Cell Factor), LIF (Leukemia Inhibitory Factor). Stimulem k tvorb& trombocytt je pokles
jejich celkového poctu (Pecka, 2002).

2.3 Struktura krevni desti¢ky

Membréana trombocyti obsahuje fadu receptorti schopnych reagovat na celou fadu
podnétii a je zde pritomno znaéné mnozstvi antigenu krevnich skupinovych systému.
V elektronovém mikroskopu lze v krevni desti¢ce rozliSit nékteré mikrostruktury:

1. v cytoplasmé se nachazeji dva druhy velkych granul:

e qo-granula — svétla

e granula o velké denzité (hustoté) — tmava

12



V granulich uskladiiuji trombocyty cetné latky jako ADP (adenosindifostat), ATP
(adenosintrifosfat), serotonin, tromboglobulin, destickovy faktor 4 aj., které uvolnuji do
prosttedi nebo na sviij povrch, jakmile se zapoji do hemostazy.

2. mitochondrie, ve kterych probihaji zédkladni metabolické pochody. Vysledkem
téchto pochodi je uvolnéni energie pro ¢innost buiiky.

3. glykogen, ktery je potfebny pro energeticky metabolismus krevni desticky

4. kontraktilni (smr§tovaci) systém, ktery je zodpovédny za zménu tvaru desticky
pii jejim prilnuti k poskozenému cévnimu endotelu a pfi vypuzovani obsahu granul,
také tvofi mikrotubuly a hutny tubuldrni systém. Tento systém tvoii kontraktilni
bilkovina podobna svalovému aktomyozinu — trombostenin.

5. otevieny kanalkovy systém, ktery se sklada z pocetnych vychlipeni destickové
membrany, které zasahuji do nitra buiky. Tento kanalkovy systém urychluje
membranovy transport a slouzi k vyplaveni obsahu granul na povrch bunky (Hrubisko a

kol., 1983).

Surface-connected
cannalicular system

Microtubules
Alpha granule

Dense granule

Glycogen

Mitochondrion

Obr. 1 Struktura krevni desticky
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2.4 Fyziologie a funkce krevnich desti¢ek

Krevni destiCky jsou nejmensi Castice v krvi. Jednd se o bunééné fragmenty.
Cirkulujici krevni desticky voln€ unaSeny krevnim proudem maji ovalny, diskoidni tvar,
tzv. klidovy tvar. Jakmile se dostanou do kontaktu s nefyziologickym nebo cizim
povrchem, méni sviij tvar na kulovity s vybézky (pseudopodie) tzv. vydrazdéna forma
(Hrubisko a kol., 1983). V nativnim natéru se jevi jako silné¢ svétlolomna granularni
bezjadernd téliska o priméru kolem 1,5 — 3,5 um, tloustky 1 — 1,5 um a objemu 8 — 12
fl. Mladsi desticky jsou veétSi a maji lepSi funkci oproti star§Sim. Maji hutnéjsi
cytoplasmu a vysS§i obsah granuli obsahujicich serotonin. Na membrané maji vétsi pocet
vazebnych mist. Trombocyty piezivaji v krevnim obéhu zdravého ¢lovéka 8 — 14 dni.
Po uvolnéni z megakaryocytli podléhaji procesu stdrnuti. Starnutim se snizuje denzita
desticky a také klesa aktivita nitrobunécnych procesii. Zestarlé nefunk¢ni trombocyty
jsou odbouravany mononuklearnim fagocytarnim systémem (MFS) ve sleziné, jatrech
a kostni dieni.

Krevni desticky podl€haji fad€ interakci a to bud’ s rozpustnymi slozkami krevni
plazmy, nebo s narusenym povrchem endotelu. Vysledkem téchto interakci mize byt
jejich aktivace, pti které se meéni tvar, metabolismus 1 latkovéa preména desticky. Krevni
desticky mohou byt aktivovany:

a) Stykem se subendotelidlnimi strukturami (pfi poSkozeni cévni stény se obnazi

kolagen pod endotelem)

b) Neékterymi latkami (aktivatory) vyplavenymi do krevniho ob&hu (napt. kolagen,

trombin, adrenalin, ADP, serotonin aj.)

Pti aktivaci krevni desticky dochazi uvniti buiiky k pfesunim nitrobunééného
vapniku (uvnité buiiky se zvySuje koncentrace volnych Ca’"). Dochazi ke zméniam
membranové struktury — fenomén flip-flop neboli pietoceni fosfolipidové dvojvrstvy
cytoplasmatické membrany krevni desticky v horizontalni roviné tak, ze fosfolipidy
vnitini ¢asti dvojvrstvy se dostavaji do vnéjSich ¢asti bunééné membrany a opacné.
Dochdazi také k poSkozeni membrany s naslednou tvorbou membranovych mikrocastic

(microvehicle).
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2.4.1 Morfologické projevy aktivace krevni desticky

a) Zména tvaru

Aktivace trombocyti je vétSinou spojovana se zménou tvaru krevni desticky. Zména
tvaru je morfologickym projevem aktivace kontraktilniho aparatu krevni desticky.
Desticky vytvareji pseudopodie a rozprostiraji se po povrchu. Zména tvaru probiha
velmi rychle, 15 sekund po podnétu depolymeruji mikrotubuly, které udrzuji diskoidni
tvar, zaroven dochézi k polymeraci aktinu. Nasleduje tvorba pseudopodii (obvykle 5 — 6

vyb&zki). D& vyzaduje vydatny ptisun energie (ve form& ATP) a pfitomnost Ca®".

b) Adheze (pfilnavost)

Adheze destiek je proces, ktery obnasi ptilnuti desticek na jiné nez destiCkové
povrchy. Adheze krevnich desti¢ek na subendotel poranéné cévy je komplexni proces,
ktery vyzaduje pfitomnost n€kolika adhezivnich proteini. Adhezivita je linedrné zavisla
na poctu trombocytl. Uplatiuje se zde zejména von Willebrandiiv faktor (VWF) tzv.
protikrvacivy faktor, fibronektin (pfitomen v a-granulich krevnich destic¢ek), fibrinogen
a Gastednd Ca’". P¥i vrozeném nedostatku vWF je adheze destidek nedostatedna, i kdyz
je jejich pocet normalni. Krevni desticky mohou adherovat ke kolagennim vldknim
piimo pomoci receptorového komplexu glykoproteinu GP la/lla. Krevni desticky
po styku s kolagennimi nebo subendotelovymi strukturami zméni béhem néckolika
sekund sviij tvar a pomoci vytvotfenych vybézkil ptilnou k povrchu. Desticky se béhem
tohoto procesu mohou zvétsit az desetinisobnd. Piitomnost Mg®™ zvySuje adhezi

trombocytl na kolagen az Skrat.

¢) Agregace (shlukovani)

Agregace je vzajemné shlukovani krevnich desticek. Dochdzi k nému vlivem
konformace glykoproteinové struktury GP IIb/Illa po obsazeni receptorovych mist
na membrané krevni desticky agonisty. Konformaéni zména umozni vyvazani molekuly
fibrinogenu nebo vVWF mezi dvéma receptory GP IIb/Illa na dvou rtiznych destickéach.
Pti agregaci vlivem nckterych vnéjSich podnétii dochdzi nejprve ke spojovani

trombocyti vétSinou pies receptory na jejich vybézcich. Tento d& popisujeme jako
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primarni agregaci. V prubéhu primarni agregace dochazi jen k Castecnému spojovani
trombocyti s menSim poctem glykoproteinovych struktur GP IIb/Illa. Pti siln&jSim
aktivaénim impulsu k sob¢ desticky piilnou té€snéji, dochazi k tzv. sekundarni agregaci.
Pti tomto dé€ji se obnazi vétSi pocet glykoproteinovych receptortt a dochazi k fadé
nevratnych zmén v krevni desti¢ce (Pecka, 2006).

Jednotlivé agregované desticky se rozprostiraji, rozplyvaji a postupné splyvaji
navzajem — dochdzi k visk6zni metamorfoze (pfeméne) trombocytli — ADP se uvolnuje
z poranéné tkan¢ nebo z hutnych granul trombocytd. Toto uvolnéni se déje v procesu
tzv. uvolilovaci reakce, uvolnuji se také latky zptsobujici smr$téni cévni stény
(vazokonstrikci), jako jsou adrenalin a serotonin. Agregace je vétSinou naslednym
krokem po adhezi, ale mize byt vyvolana piimo plisobenim fady induktord (ADP,
kolagen, adrenalin, trombin, serotonin, aj.) (Hrubisko a kol., 1983). Adrenalin vyvolava
agregaci sam o sobé&, je-li vdavkach, které¢ vyrazné piekracuji jeho fyziologickou
koncentraci (Pecka, 2006).

Normalni adhezivni a agregac¢ni schopnost krevnich desti¢ek odpovida za vznik
primarni hemostatické zatky. Jen na ni se potom muze vytvofit dostatecné pevna
sekundarni, fibrinova hemostaticka zatka ve formé fibrinové sité (= fibrinové srazeniny,
koagulum). Za patologickych podminek odpovidaji adhezivni a agregacni vlastnosti
trombocytu za vznik trombozy (Hrubisko a kol., 1983).

Mnohé 1€ky ovliviuji funkci krevnich desti¢ek tak, ze snizuji jejich agregaci. Jsou
proto uZivany pro preventivni 1é€bu tromboembolickych chorob jako antiagregacni
Iéky. Hlavnim antiagregacnim Iékem je Acylpyrin (kyselina acetylsalicylova) (Donner,
1985). K agregaci, destrukci 1 vadné produkci desticek mohou vést virové infekty,

protoze megakaryocyty jsou idedlnim mistem pro replikaci vird (Friedmann, 1994).

d) Retrakce (smr§t'ovani) adherovanych a agregovanych krevnich desticek

Po urcit¢ dobé dochazi ke kontrakci destiCkového trombu plsobenim
cytoskeletalniho systému krevni desticky. Tim se obnovuje prichodnost poranéné cévy
uzaviené¢ primarni hemostatickou zatkou. Retrakce jsou schopné jen zivé a funkcéné

zdatné desticky, které vyzaduji znacny piisun energie (ve form¢ ATP). Pfi retrakci
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dochazi k vytlaceni séra ze smrstujiciho se koagula. Retrakci koagula a také kontrakci
cévni stény podporuje vazba fibrinogenu krevnich desti¢ek na destickovy aktin

prosttednictvim GP IIb/Illa (Pecka, 2006).

2.4.2 Glykoproteinovy komplex IIb/I1la

Vnéj$i obal krevnich desticek obsahuje GP oznacované podle elektroforetické
pohyblivosti Cislicemi I — IX a pismeny ,,a*“ nebo ,b“. GP jsou nepostradatelné pro
spravnou funkci desticek. Povrchové GP obsahuji molekuly kyseliny sialové, ktera
pomaha udrzovat negativni povrchovy ndboj. Ten zabranuje adhezi desticek
na neporuseny endotel a jejich vzajemné agregaci. Intracelularni ¢ast GP je ve spojeni
s kontraktilnim systémem (Koubek a kol., 2009).

GP IIb/Illa patti mezi nejhojné&jsi povrchové proteiny trombocytl. V klidovém
stavu desticky ma receptor jen velmi malou afinitu k fibrinogenu. Po aktivaci dochazi
ke zvySeni povrchové denzity receptori GP IIb/Illa — receptory jsou uvoliovany z a-
granuli a denznich granuli desticky. Jakmile fibrinogen pokryje poranéné cévy, desticky
k nému adheruji. Na 1 desticce je kolem 40 000 vazebnych mist pro fibrinogen (Pecka,
2006). GP 1Ib/ll1a je receptorem nejen pro fibrinogen, ale také pro vWF, fibronectin,
vitronectin a trombospondin.

Vrozené chybéni tohoto glykoproteinu ma zasadni vliv na posouzeni funkce
desticek. Vysledkem absence GP IIb/Illa je Glanzmannova trombastenie (George,
2000). Ta je charakterizovand normalnim poctem krevnich destic¢ek a jejich morfologii,
prodlouzenou dobou krvacivosti, snizenou nebo chybéjici retrakci koagula a abnormalni
agregaci desticek na fyziologické podnéty (Beutler et al, 1995). Glanzmannovu
trombastenii je mozné diagnostikovat imunofluorescencni metodou pomoci priatokové
cytometrie, kdy je snizena exprese receptoru pro fibrinogen GP IIb/Illa tj. CD41/CD61
(Kubisz a kol., 2006).
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2.4.3 Funkce krevni desticky v organismu

Krevni desticky plni v organismu vice uloh:

e Maji vliv na spravnou funkci endotelovych bunék

o Ucastni se pii zastavé krvaceni: primarni hemostatickd zatka a aktivace
plazmatickych koagula¢nich faktorQ

e Hraji podstatnou ulohu pii chorobném uzavirani nebo ucpéani cévy krevni
srazeninou — trombogeneze

e Vykazuji fagocytarni aktivitu (Pecka, 2006)

e Maji antifibrinolytickou aktivitu, ktera brani pfed€asnému odbourdvani
fibrinového koagula, avSak obsahuji 1 aktivatory fibrinolyzy (Hrubisko a kol.,

1983)

2.5 Metabolismus krevni destiCky

Krevni desticka nemd jadro, proto nemuze syntetizovat DNA a neprobiha v ni
bunééné de€leni. Jinak muze vykondvat vétSinu bunécnych funkci. K tomu potiebuje
krevni desticka velké mnozstvi energie. Tuto energii ziskava v mitochondriich. Hlavnim
zdrojem energetické premény je glykogen, ktery je pfitomen v krevnich desti¢kach
ve znaném mnoZzstvi. Produkty glykolytického S$tépeni jsou déale oxidovany
v mitochondriich za vzniku ATP. Znané mnoZstvi energie je potfebné pro viskdzni
metamorféozu a retrakci. Jestlize obsah ATP v krevni desti€ce klesne pod 50 %

normalniho stavu, retrakce probiha nedostatecné.
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2.6 Charakteristiky krevni desti¢ky

a) Stiedni objem krevni desticky (MPV — Mean Platelet Volume) se méfi
na analyzatorech krvinek, jde o pfimo meéfenou veli€¢inu. MPV vyjadfuje primérny
objem buiiky v hodnocenych trombocytech. Histogram distribuce podle MPV
reprezentuje kiivku zavislosti stfedniho objemu desti¢ek na jejich ¢etnosti. Histogram se
ziskdva na analyzatorech krevnich Castic. ZjiStuje se objem trombocytl (horizontalni
osa) a jejich cCetnost (vertikdlni osa). Graf néds informuje o mikrotrombocytech
a makrotrombocytech, nebo o pfitomnosti shlukii krevnich desticek.

b) Sife distribuce desti¢ek (PDW — Platelet Distribution Width) jedna se o $ifi
nejpocetnéjSich populaci trombocyti v jejich histogramu podle MPV. PDW
reprezentuje $ifi histogramu distribuce krevnich desticek podle jejich objemu. Informuje
nas o anizocytoze trombocytu.

c) Destickovy hematokrit (Pct — Plateletcrite) nas informuje o tom, jakou c¢ast
objemu v celkovém objemu plazmy zaujimaji desticky. Tato hodnota se ziska ze vztahu:

Pct=PLT * MPV
Zvysené hodnoty se nachazi u trombocytdéz a makrotrombocytl, snizené hodnoty

mohou byt u trombocytopenii a mikrotrombocytii (Pecka, 2006).

parametr zkratka fyziologické hodnoty
pocet krevnich desti¢ek PLT 140 — 440 x 10°/1
stfedni objem trombocytii MPV 7,8 —11,51l
Sife distribuce desti¢ek PDW 15,5-17,1 %
destiC¢kovy hematokrit Pct 0,15-0,30

Tab. 1 Fyziologické hodnoty parametri trombocyta
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2.7 Trombocytopenie

Nedostate¢nost trombocytli v hemostdze mize byt zplisobena snizenim poctu -
trombocytopenii, nebo jejich funkéni nedostateCnosti — trombocytopatii. Vyskyt

trombocytopenii je vSak podstatné Castéj$i nez vyskyt trombocytopatii.

Trombocytopenie mize byt:
e Lehka, kdy se hodnoty trombocyti pohybuji v rozmezi 140 — 100 x 10°/1
e Stiednd t&7ka, kdy se hodnoty trombocytt pohybuiji v rozmezi 100 — 50 x 10°/1
e Té&zka, kdy se nachazeji hodnoty trombocytt pod 50 x 10°/1
Krvacivé projevy se vyskytuji vétdinou aZ p¥i sniZeni poétu trombocytii pod 50 x 10%/1

a vice — jde o spontanni krvaceni bez vyvolavajici pti¢iny (Hrubisko a kol., 1983).

2.8 Kontrola kvality laboratornich analyz

Kontrolni procesy v laboratofich zajiStuji pro méfeni parametry: pravdivost,
preciznost (opakovatelnost a reprodukovatelnost), selektivita metficiho systému (napf.
rozliSeni erytrocytli od trombocytli) a srovnatelnost a slucitelnost vysledki méfeni.

Kontrolni procesy porovnavaji metody méfeni a métené veli€iny, méfici pristroje
(otevieny a uzavieny systém aspirace vzorku) a jejich preanalytické systémy, jednotlivé
laboratoie (Bourkova a kol., 2010).

Obecné¢ délime kontroly na:

e Interni kontroly kvality (IQC - Internal Quality Control), které si zajiStuje

pracovisté samo v kazdodennim provozu

e Externi kontroly kvality (EQC — External Quality Control), které zajiStuje

nezavisla organizace. Tento typ byva také oznaCovan jako mezilaboratorni
kontrola ¢ porovnani. V Ceské republice zajiituje vétsinu externi kontroly
kvality firma SEKK (Systém Externi Kontroly Kvality) (Matyskova a kol.,
2005).
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Hodnoceni pravdivosti se provadi srovnanim vlastnich vysledkii méfeni se
vztazenymi (referenénimi) hodnotami pouZitého kontrolniho materidlu pro jednotlivé
hematologické parametry.

Preciznost méteni analyzatoru v sérii (opakovatelnost) se provadi minimalné 1x
meésicné, optimalné 1x tydné. MEfi se stejny material opakované po sobé alespont 5x
(z&lezi na mnoZstvi kontrolniho vzorku) v sérii. Preciznost méteni analyzatoru v Case se
provadi 2 — 3 x denné. Vybrané vzorky je nutné opakované (minimaln¢ 2 — 3x) zméfit
béhem provozu, sriznymi rutinnimi sériemi vzorkii pacienti, nebo po urcitych
casovych intervalech (zafadit mezi vzorky v bézném provozu). PoZadovanou hodnotu
preciznosti si laboratof ur¢i dle vlastnich zkuSenosti. Varia¢ni koeficienty by se vSak
mély blizit hodnotdm uvedenym v dokumentaci pfistroje a nemély by piesahovat
doporu¢ené hodnoty WHO (World Health Organization) (Bourkova a kol., 2010).

Mirou rozptylu vysledk, tedy nepfesnosti, je smeérodatnd odchylka (SD — Standard
Deviation). Obvykle se pocita relativni smérodatna odchylka neboli varia¢ni koeficient
(CV — Coefficient of Variation), vyjadfovany vétSinou v procentech (Racek a kol.,
1999).

Dle doporuc¢eni WHO je nastaven variacni koeficient pro trombocyty < 15 % -
pro srovnatelnost riznych metod métfeni a riznych hematologickych analyzéatort
(reprodukovatelnost) a pro preciznost méfeni analyzatoru v €ase. Laboratof si ale miize
toto rozmezi mirn¢ upravit dle vlastnich zkuSenosti (Bourkova a kol., 2010). Oddéleni
klinické hematologie (OKH) Nemocnice Ceské Bud&jovice mé nastaven 10 % rozptyl

pro trombocyty.
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3 Metody stanoveni poctu krevnich bunék

Pocet krvinek se vyjadiuje poctem krvinek v 1 litru krve. Pocet krevnich desticek je

stale pouzivan jako test prvni linie ke zjisténi funkce trombocytu.

3.1 Mikroskopické pocitani krevnich desti¢ek

Trombocyty v krvi lze spocitat pfimym nebo nepfimym zptisobem. Mezi nepiimé
metody patii metoda Foniova a orienta¢ni metoda Jedlickova a Altschullerova. Metody
ptimé jsou ptesnéjSi (Hrubisko a kol., 1983). Pti orientatnim hodnoceni relativniho
poctu trombocyti v natéru periferni krve se spocitd pocet trombocyti na 1 000
erytrocytll a dle vzorce se prepocita pocet trombocytl na litr krve (Matyskova a kol.,

2003).

Vzorec: (zjistény pocet trombocytit x RBC) / 1000; kde
RBC = pocet erytrocytti / 1 krve

Pti pfimych metodach se trombocyty pocitaji podobné jako erytrocyty a leukocyty
v poéitaci komiirce. Radime sem metodu Piettovych a modifikovanou metodu Brecher-
Cronkite. U obou metod se krev fedi 20ndsobné¢ a to pomoci fediciho roztoku.
V ptipadé¢ metody Piettovych se uziva roztoku prokainu, kde ale trombocyty mizeme
zaCit pocitat nejdiive za 45 — 60 minut. U metody Brecher-Cronkite je pouziti 1 %
Stavelanu amonného jako fediciho roztoku vyhodou, protoze hemolyzuje erytrocyty
rychleji a tak mlizeme zacit pocitat jiz po 5 minutach (Hrubisko a kol., 1983). Ptesto
mikroskopickd metoda vyuzivajici fazového kontrastu slouzi nadale jako ,,zlaty
standard* pro mezindrodni referencni metodu ke stanoveni poctu krevnich desticek

(Pecka a kol., 2010).
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3.2 Pocitani krevnich ¢astic na analyzatorech

V soucasné dobé se pocet krevnich bunék méfi na analyzatorech krvinek, které
poskytuji podle typu piistroje od 24 do 48 parametrii vCetné¢ diferencidlniho poctu
leukocytli, histogramti a scattergramli erytrocytli, leukocytli a trombocytl. Vyhodou
automatickych analyzatori je jejich rychlost (100 — 120 vySetteni za hodinu), pfesnost,
spolehlivost a pomérné malé mnoZstvi krve potiebné k vySetteni (Pecka, 2006). Méteni
na analyzatorech poskytuji informace o poctu, velikosti, tvaru a slozeni burky.

V analyzatorech dochazi nejprve k tomu, ze se buiiky pomoci specidlniho systému
fadi tak, aby byla pokud moZzno méfena jen jedna buiika. Soucasné dochdzi k natfedéni
krevniho vzorku izotonickym roztokem, fedéni se rozdéli do dvou cest. V jedné cesté se
vzorku pocitaji leukocyty a zjiStuje se jejich rozpocet (méné vyrazné ftedéni).
Erytrocyty a trombocyty jsou izovolumetricky sférované (zachovani jejich objemu)
pro jejich snadnéj$i zpracovani v analyzatoru.

Izotonicky roztok obsahuje stabilizani latky, které po urcitou dobu udrzuji
fyziologické vlastnosti krvinky a jejich fyzikalni parametry. Dnes se pouzivaji roztoky
vyhradné s CE znackou (Pecka a kol., 2010). Znacka CE potvrzuje shodu s pozadavky
smérnice (jejiz jednou ze zékladnich podminek je to, aby vyrobek uvedeny na trh byl jiz
vyrobcem validovany) a s ptislusnymi zakony (Dastych a kol., 2008).

K méfeni parametrti krevnich bunék se na automatickych analyzatorech pouziva
kapilarni nebo zilni krev. Pro vétSinu stanoveni krevnich parametrii se pouziva jako
antikoagulant chelatonat trojdraselny (K3EDTA). Pro jemnégjSi oSetfeni zejména
fyziologickych vlastnosti krvinek se pouzivaji antikoagulanty s pufra¢nimi schopnostmi
(napt. ACD — Acidum Citricum Dextrose) obsahujici vétSinou jako zédkladni balan¢ni
sloZku kyselinu citronovou a citraty (sodné nebo draselné). K dispozici je kromé K,
také K, a Na,EDTA (Pecka a kol., 2010).

Rozdil mezi substanci KoEDTA a K3EDTA je vpH, které tyto latky vytvaii
v systému odebrané krve. pH K3;EDTA se blizi fyziologické hranici pro pH krve (7,2 -
7,6), zatimco pH K,EDTA se pohybuje lehce nad hodnotou 5 (5,2 — 5,6). Rozdily jsou 1

ve fyziologickém plisobeni na krevni buiikky a v rozpustnosti obou soli (Pecka, 2006).
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Mezinarodni vybor pro standardizaci v hematologii ICSH (International Committee for
Standardization in Haematology) doporucil jako nejvhodné;si antikoagulant K,EDTA
k pocitani a zjiSténi zmén velikosti krevnich bun¢k. Doporucend koncentrace EDTA
soli se pohybuje vrozmezi 1,2 — 2,0 mg/ml krve (Pecka a kol., 2010). KsEDTA se
pouziva vétSinou tekutd, a tim dochazi k natfedéni vzorku, obecné ddva KsEDTA o0 1 -2
procenta niz8i hodnoty vSech ptimo métenych parametra krevniho obrazu.

Bez ohledu na pouzity typ EDTA je nutné odbérovou nadobku s krvi 8 — 10krat
opatrn¢ otoCit k zajisténi fadného promichéni vzorku. EDTA (ale i obecné vSechny
chelatotvorné latky) mohou zaptiCinit PTCP — tzn. ovlivnit pocCet krevnich desticek
(Jabor a kol., 2008). Soli EDTA mohou mit vliv na konformaci GP IIb/IIla na povrchu
trombocytu. Na zménény povrch se snadné€ji vazi IgG a tento komplex ptilne k bunééné
membrané leukocyti — jedna se o tzv. destiCkovy satelitismus (Penka a kol., 2011).
Vzhledem k tomu, ze trombocyty jsou izovolumetricky sférované pii odbéru krve do
soli EDTA, nedochazi k vyrazngjs$i chybé pfi stanoveni jejich objemu (MPV) (Pecka a
kol., 2010).

V ptipad¢ pouziti vétSich objemt tekutych antikoagulancii, plati zejména pro latky
s niz§i antikoagula¢ni G€innosti, jako je citrat nebo ACD dochazi k diluci plazmy (Jabor
a kol., 2008). U téchto antikoagulantli se musi vzit v uvahu diluéni faktor (pomér
antikoagulantu a krve) (Pecka a kol., 2010). V citratu Ize stanovit poCty trombocyta,
ostatni parametry krevniho obrazu jsou ale zkreslené. Nejcastéji pouzivana koncentrace
citratu sodného je 0,109 mol/l krve, v poméru s krvi 1:10 (1 dil citratu a 9 dila krve).

U citratu sodného se jednéa o 10 % diluci (Jabor a kol., 2008).

3.2.1 Impedan¢ni princip stanoveni po¢tu krevnich bunék

U impedanéniho principu se nafedénd suspenze krevnich ¢astic vhani do méfici
kyvety. Vné 1 uvniti kyvety je polarizované stejnosmérné elektrické pole. Vnikne-li
¢astice do vstupniho otvoru, zméni se mérny odpor prostiedi a vybudi se urCité napéti,

které se méti voltmetrem. Stejnosmérny proud nemize pronikat do vnitinich struktur

24



krevni buiiky, protoZe se na bunécné membrané¢ udrzuje pomérné silny zaporny
elektricky ndboj. Dochéazi k tomu, Ze buiika je stejnosmérnym proudem obtékana.
Zména napéti vybudi impuls, jehoz velikost odpovidd objemu castice (Pecka, 2006).
Objem &astic je vyjadfen v um’ nebo fl. Vysledky nejsou zavislé na barvé & indexu
lomu (Polcik, 2010). Nevyhoda impedan¢niho systému spocivad vtom, ze je méfena
prakticky kazda ¢astice nebo zména prostiedi v daném systému, tedy 1 prachové Castice,

krystalky v roztoku nebo vzduchové bubliny (Pecka, 2006).

WAKULUM

FROUD INTERNI

APERTURY / ELEKTRODA
EXTERNI
ELEKTRODA_ |

’\J \\“‘ SUSFENZE OETAL
EQE'E*QSHEHH \.J\‘____F KREYNICH ARERTURY
BUNEK
— 1“'_.?
TRUEBICE
APERTURA APERTURY

Obr. 2 Impedanéni princip

Aby pii1 vstupu do méfici apertury nedochdzelo k soubéznému vstupu nékolika
castic vedle sebe, neuspofadané tj. ke koincidenci pouziva se systémi, které usmériuji
proud castic. K usmérnéni je nejvice vyuzivana hydrodynamicka fokusace, kdy fedéna
suspenze v izotonickém roztoku vstupuje velmi malou tryskou do stfedu Sir§i métici
kyvety, po jejimz obvodu zaroven protéka vyssi rychlosti vodici kapalina. Vzhledem
k riznym rychlostem a specialnimu tvarovani méfici kyvety nedochdzi diky
laminarnimu toku k vzijemnému promichani obou kapalin a bunky jsou unéaSeny
laminarnim proudem nosné tekutiny jedna za druhou. Buiky jsou tak usmérnény
do tenkého proudu, prostupuji pritokovou komirkou a vni jsou jednotlivé

analyzovany.
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Obr. 3 Hydrodynamicka fokusace

3.2.2 Opticka metoda stanoveni po¢tu krevnich bunék

V systému dochazi k nasavani suspenze krevnich bunék, které jsou ve specialnim
zafizeni fazeny jednotlivé za sebou. V detekéni ¢casti je umistén zdroj
monochromatického zafeni nebo slaby laserovy zdroj. Buiika, ktera vstoupi do cesty
svételnému zafeni, snizuje jeho optickou hustotu dopadajici na fotobuiku a je
zaznamenana jako castice. Timto systémem je mozné sestavit distribuéni kiivky
zavislosti Cetnosti na objemu bunék — tzv. histogramy, které reprezentuji Gaussovo
rozd¢leni.

Optickou metodu lze také vyuzit ke stanoveni nezralé frakce trombocyti (IPF —
Imature Platelet Fraction) diive oznaovany jako retikulotrombocyty, tyto IPF mohou o
1 — 2 dny ptfedpovidat nastupujici obnovu produkce trombocyt. Vysoké procento IPF
se vyskytuje napiiklad u diseminované intravaskularni koagulace (DIC) a imunni
trombopenie (ITP). Nizké procento IPF poukazuje na sniZenou produkci krevnich

desticek v kostni dfeni, znaci diefiovy Utlum.
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3.2.3 Imunologické stanoveni poc¢tu krevnich bunék

Pfi imunologickém stanoveni poctu krevnich desticek se vyuziva specifické
protilatky proti povrchovému antigenu CD61. Jde o specificky glykoprotein GP Illa
z komplexu GP IIb/Illa (Pecka a kol., 2010).

3.3 Interference spojené s mérenim na analyzatorech krevnich bunék

Interference jsou urcité soucasti ¢i slozky biologického vzorku, které zabramuji
tomu, aby byl piesné urcen jeden nebo vice parametri. Neovliviiuji vS§echny technologie
stejné. Nékteré z nich zavisi pfimo na vySetfovaci technologii (impedancni, opticka,
imunologicka), jiné jsou na zplsobu stanoveni nezavislé. Pti vySetieni na analyzatorech
krvinek se vyskytuje té€snd provazanost jednéch parametrti sjinymi (nékteré se
vypocitavaji z métenych parametri) (Pecka, 2010).

Obecné rozeznavame interference plazmatického a bunécného ptivodu a oba typy
mohou ovlivnit nejen absolutni pocet krevnich bungk, ale i diferencialni rozpocet. Mezi
nejCastéj$i plazmatické latky, které mohou ovlivnit stanoveni, patii kryoproteiny,
gamapatie, lipidy a heparin.

Problémy pii pocitani trombocyti ¢asto plsobi piitomnost agregatii trombocyta
(clumps) (Matyskova a kol., 2005). Tyto clumps se objevuji také v ptitomnosti EDTA-
zavislych autoprotilatek, které prokazateln¢ sméfuji proti 78 kDa podjednotce
glykoproteinu IIb v membrané krevni desticky. Nejpravdépodobnéjsi hypotézou je, ze
tyto protilaitky jsou vysledkem ptirozeného odstranéni starych nebo poSkozenych
desti¢ek. U vSech analyzator zplisobuji destiCkové agregaty snizeni poctu trombocytl a
mohou ovlivnit 1 pocet leukocyth (Szczepinski et al., 2009). VétSina analyzatort na tyto
problémy upozorni hldSenim ,clumps“ a atypickymi histogramy leukocytl
a trombocytt.

Pocet trombocyti ovliviuji (pfedevS§im u impedanéni analyzy) také atypické

bunééné elementy jako napf. mikrocyty, fragmenty erytrocytl (schistocyty), Howel-
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Jolly  téliska, Dbazofilni teckovani, fragmenty leukocytdrni cytoplasmy,
makrotrombocyty. Dokonalej$i optickd analyza dokaze ale vétSinu jmenovanych atypii

oSettit (Matyskova a kol., 2005).

3.3.1 Interference p¥i stanoveni poctu trombocyti

PTCP také n€kdy nazyvdna arteficidlni trombocytopenie, laboratorni
trombocytopenie, faleSnd trombocytopenie. V fad¢ piipadi neni znamy piesny piivod
tohoto fenoménu. Castdji se vyskytuje u traumat, septickych stavii, u infek&nich
onemocnéni vyvolanych nékterymi viry — HIV (Human Imunodeficiency Virus), CMV
(cytomegalovirus), EBV (Epstein-Baarové Virus), u néckterych autoimunitnich
onemocnéni (idiopatickd trombocytopenickd purpura), u malignich onemocnéni
(mnohocetny myelom, chronickd B-lymfocytarni leukemie). PTCP je laboratorni
fenoménem in vitro zjistovanym snizenim poctu krevnich desti¢ek pii jejich normalni
hodnot¢ in vivo. PTCP mlize byt vyvolana n¢kolika pfi¢inami:

e Makrotrombocyty nebo mikrotrombocyty

e Destickovym satelistismem

e Tvorbou agregatl krevnich desti¢ek — ta byva vétSinou zplisobena protilatkami,

v menSi mife se na tomto fenoménu mohou podilet i interakce 1€kii. Mezi
protilatky, které vyvolavaji faleSné sniZeni poctu krevnich desti¢ek, se tadi
chladové aglutininy nebo protilatky, které jsou aktivni v pfitomnosti anebo
nepiitomnosti EDTA. Ve vSech piipadech dochazi ke shlukovani trombocytt,
které je zavislé na ¢ase. Cim pozdé&ji od odbéru krevniho vzorku je stanoven

pocet trombocyti, tim je vyraznéjsi snizeni jejich poctu.
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Obr. 4 Tvorba agregatt krevnich desticek v zavislosti na ¢ase

Agregaty krevnich destiCek se tvofi v nesrazlivé krvi z nékolika pfi¢in. Mize jit
o spontanni nebo jinak aktivovanou agregaci napt. diky zvySené aktivité krevnich
desticek (syndrom lepivych destiek), pfitomnosti interferencnich latek, pritomnosti
protilatek nezavislych na EDTA (chladové protilatky, tepelné nezavislé IgM). Rovnéz
mohou byt pti¢inou chyby v preanalytické fazi (chyby pfi odbéru, dlouha doba odbéru,
nedostate¢né promichani vzorku) (Pecka a kol., 2010).

Zajimavosti je, Zze u nemocnych s Glanzmannovou trombastenii, v pritomnosti
EDTA dependentnich protilatek, k PTCP nedochazi. U tohoto onemocnéni totiz chybi
membranové glykoproteiny IIb/Illa v desticce, které vystavuji v pfitomnosti EDTA

jinak skryté antigenni determinanty (Pegels et al., 1982).
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4 Metodika

4.1 Cile prace a hypotézy

Cilem mé bakalatské prace je:

e stanoveni poCtu krevnich desticek vice metodami
e urceni pficiny zjiSténych rozdili v poctu trombocyth

e urceni algoritmu pro jejich spolehlivé pocitani

Moje hypotéza je zaméfena na specifické situace, ve kterych mize byt pristrojové
stanoveni hladin trombocyti vyrazné odliSné od skutecnosti. Pro ziskani jejich
skute¢ného poctu je nutné uziti alternativni metody. Za alternativni metodu je
povazovano mikroskopické stanoveni nebo stanoveni poctu trombocytid z citratu
sodného.

Hypotéza 1. Pouzitim alternativnich metod dostaneme u Casti populace jiné
vysledky.

Hypotéza II. Tyto alternativni metody nam pomahaji pro rozliSeni pravé a falesné

trombocytopenie.
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4.2 Biologicky material v hematologické laboratori

Pro vySetieni krevniho obrazu (KO) ptichdzi do hematologické laboratofe odbérova
zkumavka skrvi pacienta nejcastéji s protisrazlivym cCinidlem EDTA (vakueta
s fialovym uzdvérem). Tento biologicky materidl musi byt fadn¢ oznacen, minimalné
rodnym d¢islem a pfijmenim pacienta. K materidlu musi byt Zadanka, na které je
uvedeno pozadované vySetieni. Je oznaCena jménem a piijmenim pacienta, rodnym
¢islem, odd€lenim nemocnice, Cislem pojistovny, kédem diagndzy, datem a Casem
odbéru, podpisem odebirajici sestry a podpisem oSetiujiciho lékare. Na zkumavku
1 zadanku se nalepi stejny ¢arovy kod, pod kterym je tento vzorek pacienta dale veden.
Aby doslo k rovnomérnému promiseni nesrazlivé krve s antikoagulantem ve zkumavce,
necha se asi 10 minut na specialnim valivém zatizeni Coulter Mixer. Dochéazi na ném
nejen k otaCeni, ale 1 k naklanéni. Mezitim laborantka zapiSe udaje ze zadanky do LIS
(Laboratorni Informac¢ni Systém), zkumavky se umisti do specidlni kazety a pied vlastni
analyzou se jesté otoCenim o 180° promichaji, nasledn¢ se vkladaji do analyzatoru.
Vakueta s modrym uzdvérem je bézné urena pro koagulacni vySetfeni, kde se nachazi
antikoagulant citrat sodny. Pro naSe ucely je tato zkumavka vyuzita pro opakované

stanoveni poc¢tu trombocyt.

4.2 Zpracovani krevniho vzorku

Z celkového poctu vSech KO, které byly za vybrané obdobi stanoveny, jsem
nezpracovavala vSechny vzorky, ale jen vybrany soubor padesati vzorku, které pfisly
do laboratote v pracovni dobg€, mimo vikendi. Vzorky jsem vybirala podle dvou kritérii.
Mezi tato kritéria patiilo hladSeni analyzatoru o nalezenych shlucich tzv. ,,Platelet

Clumps* a zaroveil poprvé stanoveny po&et trombocyti pod 100 x 10°/1.
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Pro nalezeni piipadné pseudotrombocytopenic musime mit vysledky poctu
trombocytl stanovené ze zkumavek se dvéma riznymi antikoagulancii (EDTA a citrat
sodny), pomoci analyzatoru 1 mikroskopu.

Krevni vzorky byly analyzovany pomoci pfistroje Coulter LH 750, spole¢nosti

Beckman Coulter, jehoZ princip je zaloZen na elektrické impedanci.

K vlastnimu mikroskopovani byl pouzivan svételny mikroskop spolecnosti Carl
Zeiss. Jeho zvétSeni je 40x a numerickd apertura 0.65. Celkové zvétSeni je 400nasobné
(objektiv 40x, okular 10x). Objektivy byly pouzity plan-achromatické. V mikroskopu se
trombocyty jevi jako malé kulaté svétlolomné objekty. Aby byly dobie viditelné,
musime mikrosSroubem zorné pole neustdle rozostiovat a doostfovat. Pokud by
erytrocyty neuplné zhemolyzovaly, pak by mohly byt pfi€inou zkresleného poctu

trombocytu.

NezZ se pustime do vlastniho pocitani trombocytii, musime splnit nasledujici kroky
a Casové rozestupy mezi nimi. Pfed pipetovanim do banic¢ky pro trombocyty musime
krev znovu dobie promichat, né€kolikrat otocit o 180°. Do baniCky se pipetuje 475 pl
prokainu a 25 pl krve. Nasleduje promichani a 90 - 120 minut nechdme stat, aby
erytrocyty zhemolyzovaly. Po uplynuti toho ¢asu naplnime Biirkerovu pocitaci
komurku a umistime ji do vlhkého prostiedi. To vytvofime v Petriho misce, kam ddme

navlh¢enou gazu. Pocitani pod mikroskopem mizeme zahdjit az po 30 - 60 minutach.

Biirkerova pocitaci komtirka je v podstaté silné podlozni skli¢ko, které obsahuje 2
miizky. Vlastni ¢ast pocitaci komuirky — prostor, ktery se napliuje ziedénou krvi je
vysoky 0,1 mm. Kryci sklicko se upevituje dvéma kovovymi pruzinami z obou stran,

aby pevné drzelo. Celkova plocha jedné miizky tvoii 9 mm?® (Cersidk a kol., 1982).
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Obr. 5 Biirkerova pocitaci komtirka

Pocitaci miizka je rozdélena trojitymi Carami na 9 velkych Etvercii a dvojitymi
Carami na 144 sttednich a 169 malych ¢tverci. Velka Etvercova pole maji plochu
1 mm?, stfedni &tverce 1/25 mm® a malé &tverce 1/400 mm®. Mezi dvojitymi stranami
vznikaji obdélniky, jejichz plocha se rovna plode 4 malych &tvercd, tj. 1/100 mm’.
Pti pocitani krevnich elementi se berou v uvahu jen dvé sousedni strany ploSné¢ho
obrazce. Pocitame vSechny bunky, které leZi uvnitt obrazce nebo se dotykaji téchto
dvou pocitanych stran, bud’ zevnitt, nebo vné obrazce. Pocitame thlopti¢né pres miizku

a pro trombocyty je stanoven pocet 20 obdélnika (Pecka a kol., 2010).
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5 Vysledky

V obdobi od 23. 4. do 22. 5. 2012 jsem zpracovavala vzorky pro vyzkum v rdmci

své praxe na OKH, Nemocnice Ceské Budéjovice a.s.

5.1 Vysledky stanoveni celého souboru KO

Za zvolené obdobi bylo do hematologické laboratofe piijato 9 655 zkumavek
s krevnimi vzorky. Celkovy pocet provedenych KO byl nizsi, nejc¢astéjsim diivodem
byla srazend krev nebo svou roli sehraly 1 jiné faktory, diky nimz se nedal pocet

trombocyti stanovit.

celkovy pocet krvi 9 655 -
pocet provedenych KO 9 581 100,0 %
hodnoty PLT < 50 x 10”/1 207 2,2 %
hodnoty PLT 50 — 100 x 10°/1 509 53 %
hodnoty PLT 100 — 140 x 10°/1 688 7.2 %
hodnoty PLT 140 — 440 x 10°/1 7754 80,9 %
hodnoty PLT > 440 x 10°/1 423 4,4 %
hodnoty PLT zjisténé pomoci citratu 82 0,9 %

Tab. 2 Vysledky stanoveni krevniho obrazu

Jak je z tabulky patrné, hodnoty trombocytd pod 50 x 10°/1 se vyskytly pouze
ve 2,2 % piipadi. Cim niz§i procento, tim 1épe pro viechny. Zastoupeni téch, ktefi maji
pocet trombocytll pod normou a jsou tak ohroZeni krvacivymi projevy dohromady dava

12,5 %. U 4,4 % jsou hodnoty nad normou — zde miize vysoka hladina trombocytii
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zpusobit zvysenou srazlivost a ndsledné ucpani cév. Nejvyssi hodnoty trombocyti,

konkrétng 1195 a 1025 [x10%/1], byly zjistény u pacientil z odd&leni chirurgie.

Rozdéleni zjisténych hodnot PLT z citratu dle
oddéleni
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Mezi oddéleni, kterd pattila do necelého 1 % stanoveni poctu trombocytid pomoci
citratu, se fadi predevSim interna, kardiochirurgie, ARO a ambulance klinické
hematologie — ta se pravé zaméiuje na diagnostiku a lécbu krevnich chorob véetné
onemocnéni srazlivosti krve.

Mezi ostatni se fadi oddéleni gynekologie, infekce, traumatologie, oddéleni

nasledné péce, neurologie, kardiologie, détské ambulance, plicni ¢i gastroenterologické.

Primérny veék celého souboru stanovenych KO byl vypocten na 40,2 Ilet.
Ve vybraném souboru padesati vzorkl byl ovSem prumérny veék 60 let (Zeny 59 let
a muzi 60,7 let). Vékovy primér na celkovém souboru 9 581 stanoveni snizoval Casty
vyskyt vzorkl, které byly predevsim z détského oddé€leni a neonatologie, kde je vek

ditéte velice nizky. Vys$si vékovy primér v souboru padesati vzorki ovlivnil opakovany
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vyskyt véku jednoho Cloveka (muz ve veéku 75 let), ktery vékovy primér naopak
zvySoval.

Ze souboru padesati vzorkl bylo zastoupeni muzi nadpoloviéni (konkrétné 60 %).
a nejvyssi vek patiil muzi, kterému bylo 91 let. Zenské pohlavi bylo zastoupeno ve 40

procentech z celkového poctu vzorktl a vékovy interval se nachdzel od 23 let do 83 let.

5.2 Vysledky stanoveni vybraného souboru vzorki

K tomu, abychom zjistili rozptyl hodnot rozdilu mezi pouZzitymi antikoagulancii a
mohli tak urcit v kolika ptipadech je rozdil citratu oproti EDTA nizsi a v kolika vyssi,
nam poslouzi nasledujici grafy. Pokud se rozdil nachazi v zapornych hodnotach, svéd¢i
to o tom, Ze nam citrat poskytuje nizs$i poCty trombocytli, nez pii pouziti EDTA. Obecné

plati, ze by mél pocty trombocyti mirné podhodnocovat pravé diky jeho nafedéni.
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Cetnost vyskytu rozdilu [%)] v poétu PLT v citratu oproti
EDTA - mikroskop
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V obou grafech jsou ose x znazornény kategorie vyskytu rozdilu v poctu
trombocytt v citratu oproti EDTA a na ose y jejich absolutni Cetnosti ze souboru
padesati vzorkd.

U mikroskopické 1 ptistrojové metody byl nejvétsi vyskyt rozdilu mezi obéma
antikoagulancii v oblasti od - 30 % do - 10 %. U téch vzorkl, kde byly pocty
trombocytl z citratu vyss$i o vice nez 20 % nez z EDTA, jsme mohli mit podezieni
na pseudotrombocytopenii. Tmavou barvou sloupecku je v grafech 2 a 3 zvyraznén
rozdil nad 120 procent. Jedna se o vzorky cCislo 8, 28, 29 a 36 a obé pouzité¢ metody

pocitani nalez PTCP vzajemné potvrzuji.

V piipad¢ mikroskopie nalezneme ale i hodnotu mezi 20 % az 40 % rozdilu, ktera
dosahuje rozdilu 28,57 %, pfesto se nejednd o nalez PTCP. Jde o vzorek cislo 26,
u kterého byl napodten v EDTA nizky podet trombocytd, konkrétng 14 [x10%/1]
a v citratu bylo napo&teno o ,,pouhé* 4 [x10°/1] trombocyty vice. Tento nepatrny rozdil
v poctu bunék staci na to, aby se procentualni rozdil vySplhal do kladnych cisel nad 20

procent.
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V ptipad¢ vzorkl oznaCenych hvézdiCkou (Tab. 3 a Tab. 4) se jednalo o jednoho
a toho samého Clov€ka (muz, ro¢nik narozeni 1946). Béhem dvou dni ptisly dva jeho
krevni vzorky - vobou piipadech byl mikroskopii 1 analyzatorem stanoven pocet
trombocytu v citratu vyssi. Nabizelo se proto sledovat dalsi piipadné vzorky od tohoto

cloveéka a ovéfit, zda bude opakované zjistén rozdil vyssi nez 20 %.

hodnoty PLT z | hodnoty PLT z rozdil citratu

¢islo EDTA citratu oproti EDTA
vzorku [x10°/1] [x10°/1] [%]

31%* 55+shluk 67 21,82
32% 51+shluk 66 29,41
35% 44-+shluk 66+shluk 50,00
40* 37+shluk 57+shluk 54,05
42% 38+shluk 59+shluk 55,26
47* 26+shluk 47+shluk 80,77

Tab. 3 Hodnoty trombocytl z mikroskopu u stejné¢ho ¢lovéka

Mikroskopie urcila Sest krevnich vzorkt, kdy se rozsah rozdilu pohyboval od 21,82
do 80,77 %. Z pocatku byl rozdil nepatrné ptes 20 % - v porovnani s rozdilem vzorku
zpracovavanym ke konci mého vyzkumu, ktery ukazuje nartst az na necelych 81 %.
Ve vzorcich ¢islo 31 a 32 se nachazely shluky jen v EDTA, ve vSech ostatnich vzorcich
byly shluky pozorovany za pouziti obou protisrazlivych ptipravk.

Vime, ze kvantitativni hodnoceni trombocyti v pfipadé¢ nalezu shluki neni

objektivni, piesto se ale rozdil zvySuje.
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Naproti tomu byly pomoci analyzatoru u stejného muze urceny jen Ctyii krevni
vzorky s rozdilem piesahujici 20 %. Tab. 4 ndm ukazuje, Ze prvni dva vzorky ¢islo 31
a 32 sice nemaji nijak vyrazny rozdil citratu oproti EDTA, ale pocet trombocytl
z citratu jsou jiz o néco malo vyssi. OvSem pokud vezmeme v ivahu 10 % natfedéni
krve citratem a provedeme naslednou korekci hodnot (viz Tab. 5) tak u vzorku ¢islo 31
dostaneme rozdil 20,31 %. Ve tifech piipadech jsme obdrzeli hlaSeni analyzatoru o
nalezenych shlucich v citratu. Nejvyraznéjsi rozdil vidime také u posledniho vzorku,

ktery dosahuje az 105 %.

hodnoty PLT | hodnoty PLT rozdil citratu
¢islo zEDTA Z citratu oproti EDTA
vzorku [x10°/1] [x10°/1] [%]
31%* 64-+shluk 70 9,38
32% 62-+shluk 65 4,84
35% 48+shluk 72 50,00
40* 46+shluk 68+shluk 47,83
42% 40+shluk 55+shluk 37,50
47* 39+shluk 80+shluk 105,13

Tab. 4 Hodnoty trombocyta z analyzatoru u stejného Cloveka

Tabulky (Tab. 8 a 9) scelkovymi vysledky pro soubor padesati vzorka jsou

k nahlédnuti v ptiloze.
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Abychom ziskali validni hodnoty poctu trombocyti z citratu, je vhodné pouzit
matematickou korekci vzhledem k fedéni a navysit tyto hodnoty o 10 %. Piepocet jsme

provedli u vzorkd, kde se vyskytl jev PTCP.

hodnoty PLT | hodnoty PLT | hodnoty PLT z citratu
Cislo z EDTA z citratu navyseny o 10 %
vzorku [x10°/1] [x10°/1] [x10°/1]
8 26+shluk 163 179,3
28 16+shluk 63 69,3
29 22+shluk 209 229.9
36 65+shluk 162 178,2
31%* 64-+shluk 70 77,0
32% 62-+shluk 65 71,5
35% 48+shluk 72 79,2
40* 46+shluk 68+shluk 74,8
42% 40+shluk 55+shluk 60,5
47* 39+shluk 80+shluk 88,0

Tab. S Hodnoty poctu trombocyttl z citratu navyseny o 10 %

Misto aritmetického priméru jsme na nas§ soubor padesati vzorkli pouzili hodnotu
medianu. Ten ma oproti priméru tu vyhodu, ze neni ovlivnén extrémné odlehlymi
hodnotami, v naSem ptipad€ vysoce kladnymi. Medidn rozdilu u analyzatoru byl roven
minus 16,99 %. U mikroskopie byl median rozdilu roven minus 10,28 %.

V priméru jsem pomoci mikroskopu pocitala oproti analyzatoru o 9,77 buné€k méné
v piipadé EDTA a o 9,14 bunck méné v ptipadé citratu.

Priimérnd hodnota poctu trombocytit z EDTA ziskana analyzatorem byla 57,56
bunék, v ptipadé¢ mikroskopu 50,28 bunék. U citratu sodného byla primérna hodnota

poctu trombocytil stanovend pomoci analyzitoru rovna 59,10 bunék a pomoci
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mikroskopu rovna 53,00 bunék. Z tohoto porovndni je jasn¢ patrné, Zze manudlnim
pocitdnim dospivame ve vétSing piipada k niz§im vysledkiim.

U pfistrojového stanoveni byly v 70 % piipadt (35 vzorkil) poCty trombocytii vyssi
z EDTA a ve dvou ptipadech se hodnoty rovnaly. Mikroskopické stanoveni podalo
skoro srovnatelné¢ vysledky, v72 % ptipadi (36 vzork) byly z EDTA pocty
trombocytt vyssi a v jednom piipadé byly hodnoty shodné.

Ve dvou piipadech bylo pozadovano mikroskopické stanoveni poctu trombocyti
z prstu (Tab. 6), kdy se krev odebird rovnou do banicky s prokainem a neuZiva se tak
zadny protisrazlivy ptipravek, ktery by mohl vysledek ovlivnit. V tabulce vidime, Ze se

pocty trombocytl z prstu témét shoduji s hodnotami z citratu, které naméfil analyzator.

¢islo hodnoty PLT z EDTA | hodnoty PLT z citratu | hodnoty PLT z prstu
vzorku [x10°/1] [x10°/1] [x10°/1]
10 11+shluk 9 10
45 52+shluk 35 33

Tab. 6 Hodnoty poctu trombocyti ziskané z prstu
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5.3 Histogram a parametry krevni desticky (EDTA versus citrat)

5.3.1 Interference v histogramu PLT

Mezi nejcastéjsi interference v histogramu trombocytl patii obrovské trombocyty
(Giant Platelets) a agregaty trombocytu.

Obrovsky trombocyt je trombocyt, jehoz velikost je vyrazné vétsi nez velikost
prumérného trombocytu ve vzorku (MPV typicky cca 10 fl) a pfiblizuje se velikosti
prumérného erytrocytu (stiedni objem erytrocytu — MCV typicky 75 — 90 fl). Obrovské
trombocyty tvoii obvykle populaci zcela vlevo na histogramu WBC (White blood cell,
bil¢ krvinky). Histogram PLT zieteln¢ obsahuje abnormaln¢ vysoky pocet velkych

a velmi velkych trombocyti, protoze pravy okraj tohoto histogramu nepiiseda k ose x.

WBC
35 100 200 300 400 fl
RBC
36 100 200 300 fl
PLT
2 10 20 30 fiL

Obr. 6 Histogram WBC, RBC a PLT v ptipad¢ obrovskych trombocyt
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Agregat trombocytl je skupina dvou a vice vzajemné ptilnutych trombocytt (EDP
¢1 Spatné promichani po odbéru). Piesné urCeni shluki je obtizné vzhledem
k neptedvidatelné¢ a proménné velikosti téchto utvari. Shluky trombocytii pozorujeme
opét jako populaci zcela vlevo na histogramu WBC. Histogram PLT zcela vpravo ma

nenulové hodnoty.

WBC

35 100 200 300 400 iL
RBC

36 100 200 300 fL
PLT

2 10 20 30 fL

Obr. 7 Histogram WBC, RBC a PLT v ptipad¢ agregatti trombocyt

Navic u vzorku se shluky trombocytll vZdy chybi velikostni kontinuita PLT (chybi

typické prosedani za vrcholem) (Boudal, 2011).
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Obr. 8 Normalni histogram PLT
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5.3.2 Srovnani histogrami PLT a WBC u vzorku ¢islo 36

Histogram PLT — pouZit antikoagulant EDTA (pog&et trombocytii 65 x 10°/1)

PLT Histogram

30

fu

Obr. 9

Histogram PLT — pouZit antikoagulant citrat sodny (po&et trombocytii 162 x 10°/1)

PIL.T Histogram

fu

Obr. 10

Histogram WBC — pouzit antikoagulant EDTA

WBC Histogram

fu

Obr. 11
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Histogram WBC — pouzit antikoagulant citrat sodny

WBC HistogiIram

50 - 100 200 300
fu

Obr. 12

5.3.3 Parametry krevni desticky u vzorku ¢islo 36

PLT MPV Pct PDW
[x10°/1] [f]] [%]
EDTA 65 8,6 0,055 | 18,5
citrat 162 10,0 | 0,161 | 18,8

Tab. 7 Parametry krevni desticky

Timto vzorkem c¢islo 36 se zabyvam vice do hloubky, protoze chci dolozit, jak je
PTCP vidét v histogramech. Na histogramu WBC (Obr. 11) jsou mezi leukocytarni
populaci zatazeny pravé trombocyty. To je zpisobeno vzniklymi shluky, diky kterym
dosahuji trombocyty vétsiho objemu. Parametry krevni desticky v EDTA jsou oproti

citratu, kde se shluky netvoftily, odli$né.
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6 Diskuse

Pokud porovname mikroskopické a pfistrojové stanoveni, pak se dostaneme
k realné reprodukovatelnosti v piipadé mikroskopu az 30 %, v ptfipadé¢ analyzatoru
k 5%. Vyhodou mikroskopovani je ten fakt, ze builky skute¢n¢ vidime. Nevyhoda
u analyzatoru spociva v tom, Ze nad nim clov€k nema vizualni kontrolu (ustni sdéleni
Skolitele).

Jak potvrdil vyzkum v mé praci, tak bylo a stale je nejbeznéj$Sim feSenim PTCP
odbér periferni krve do citratu sodného. Mozna je tak hojné vyuZzivan také diky jeho
velké dostupnosti, oproti jinym antikoagulanciim. Nicméné se z tohoto odbéru mohou
vydavat jen poCty trombocytl, jiné parametry krevniho obrazu ne.

S cilem vyhnout se agregaci byla navrZzena rGzna dal§i antikoagulancia, vcetné
ACD, theofilinu nebo MgSO, (Zandecki et al., 2007). U&innou metodou, pro stanoveni
piesného poctu krevnich desticek v pripadé PTCP, by mél byt ptidavek aminoglykosidi
(van der Meer et al., 2002). Odbér do zkumavek TromboExact, které maji definovany
obsah Mg”", byl zarazen mezi rutinné provadéné odbéry periferni krve u pacientd
s podezienim na PTCP Z tohoto specialniho odbéru jiz 1ze vydavat kompletni vysledek
krevniho obrazu. Pti tomto odbéru neni vzorek nafedén, protoze se ve zkumavce
nachazi protisrazlivé ¢inidlo ve velmi malém objemu, podobné jako ve zkumavkach
s EDTA (Hrdlickova a kol., 2010).

Pokud by ale doSlo k agregaci trombocyti, mohl by byt nespravny nejen pocet
trombocytd, ale 1 udaje o poctu bilych krvinek a diferencial WBC, protoze shluklé
desticky maji podobnou velikost jako leukocyty (Wu et al, 2011). Velikost shlukl
nékdy dosdhne 35 fl a na hematologickém analyzatoru mohou byt chybn& oznaceny
jako malé lymfocyty (Szczepinski et al., 2009). Toto tvrzeni jsem si v moji praci ovéfila.
Na obr. 11 a 12 mame histogram WBC a ten se ndm li§i v zdvislosti na pouZitém
antikoagulanciu. V ptipadé¢ EDTA ukazuje histogram, Ze se zcela vlevo nachazi velké
mnozstvi krevnich bunék, které analyzator urcil jako leukocyty, ale jejich objem je

mensi nez 50 fl. U citratu toto nepozorujeme.
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Podle riiznych studii mize byt PTCP Castéj$i u muza a/nebo u starSich pacienta
(Zandecki et al., 2007). Piesto, ze se na vybraném souboru padesati vzorkii nedaji
provadét statisticky vyznamna vyhodnoceni, tak se dle vysledkli méfeni shoduji se
skute¢nosti CastéjSitho vyskytu v muzské populaci, u lidi starSitho v€ku — v priméru
kolem 60 let.

Vyskyt PTCP je uvadén asi u 0,1 — 2 % vySetieni (Penka a kol., 2001). Nicméné
v Polsku byla PTCP identifikovana jen u 12 ptipadi z 83 486, coz je pouhych 0,014 %
(Froom et al., 2011). V mé praci jsem dospéla k 0,052 % vyskytu PTCP (5 ptipada
nalezu PTCP z celkového poctu 9 581), ztoho byl tento jev dokazovan opakované
u stejn¢ho Clovéka. Ale také urcitou roli sehrdla ndhoda, kdy ve zvoleném casovém
obdobi neni jisté, jestli bude vyskyt hojny ¢i nikoliv. V mém souboru padesati vzork,
do kter¢ho byly vybrany krevni vzorky jiz s urCitym podezienim, byla specificita
hlaseni PTCP 10 %.

Diagndza je mnohem castéjsi ve studiich trombocytopenickych pacientt, ktefi jsou
vedeni na hematologickych klinikach, kde je rozmezi 7,5 — 17 % (Froom et al., 2011).
Ve vybraném obdobi bylo 596 odbérti z oddéleni hematologické ambulance, z toho byl
u 11 pacientll stanoven pocet trombocyti pravé diky citratu. Procentudlné se jednd
o 1,85 % piipadt. Zda jim ale byla diagnostikovana PTCP, mizeme jen spekulovat.

Autofi Wu et al. (2011) uvadi, ze pii agregaci malych shluka krevnich desti¢ek je
muze analyzator pocitat jako obii krevni desticky. Proto se u pacientii s EDTA-zavislou
pseudotrombocytopenii bude MPV a PDW zvySovat, zatimco hodnota Pct se bude
sniZovat.

Podle vysledki mé prace se ztotoziuji pouze se dvéma zménami parametri krevni
desticky. A to, Ze se hodnota Pct sniZila 3x oproti dolni fyziologické mezi (0,055 oproti
0,15). Desticky tedy zaujimaji mensi ¢ast objemu z celkového objemu plazmy. Jelikoz
se v podstaté jednd o trombocytopenii v piipad€é pouziti EDTA, neni snizeni hodnoty
Pct nic neobvyklého. Site distribuce desti¢ek je zvysena na 18,5 %, vyssi procento znaci
vétsi variabilitu ve velikosti krevnich desticek. Naproti tomu MPV, tedy primérny

objem buiiky v hodnocenych trombocytech, ziistal nezménén. To znamena, ze v ptipade
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mého zkoumaného vzorku PTCP c¢islo 36 nejspiSe nedoslo k vzdjemné agregaci malych

shlukti trombocytu.
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7 Z.aveér

Vsechny stanovené cile jsem naplnila. Pomoci pfistrojové a mikroskopické
techniky jsem stanovila pocet trombocytii v padesati vzorcich (podezielych z PTCP)
standardné¢ v EDTA a zaroven 1 v citratu, v nékterych pfipadech byly mikroskopicky
stanoveny 1 poCty trombocytil z prstu. Naméfena data se 1i$i. Timto jsem si ovétila prvni
hypotézu.

Sama jsem si potvrdila hypotézu, Ze za specifickych okolnosti miize byt pristrojové
stanoveni hladin trombocytl odlisné od skutec¢nosti. Jsou to situace vyvolané pouzitim
EDTA jako antikoagulancia. Lidska populace je variabilni a krev kazdého clovéka
reaguje spolu s antikoagulantem jinak. Stanovenim v jiném antikoagulantu
a mikroskopii jsem si ovétila druhou hypotézu, protoze tyto alternativni metody odhali
ptipadny nespravny vysledek v poctu trombocytti.

Pro urceni algoritmu pro spolehlivé pocitani trombocytli je zaveden nasledujici
postup - odbér do EDTA, opakovany odbér do citratu a nakonec odbér z prstu bez
protisrazlivého c¢inidla a pocitani v Biirkerové komirce pod mikroskopem. Tento

navrhovany algoritmus je zaveden do praxe.
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10 Priloha

hodnoty | hodnoty rozdi'l h’odnot PLT rozdi'l h’odnot PLT
PLT 2 PLT 2 Z citratu oproti Z citratu oproti
Sislo EDTA citrdtu EDTA EDTA veék |pohlavi
vzorku| [x10°/1] | [x10°/1] [x10°/1] [%]
1 82+shluk 72 -10 -12,20 65 m
2 66+shluk 54 -12 -18,18 72 7z
3 86+shluk 60 -26 -30,23 40 7z
4 74+shluk 79 5 6,76 77 V4
5 84+shluk 68 -16 -19,05 62 7z
6 86+shluk 52 -34 -39,53 78 m
7 89+shluk 72 -17 -19,10 68 m
8 26+shluk 163 137 526,92 83 V4
9 86+shluk 70 -16 -18,60 78 m
10 14+shluk 10 -4 -28,57 65 m
11 39+shluk 33 -6 -15,38 62 7z
12 67+shluk 66 -1 -1,49 75 m
13 62+shluk 47 -15 -24,19 78 7z
14 86+shluk 59 -27 -31,40 63 m
15 53+shluk 44 -9 -16,98 62 V4
16 78+shluk 45 -33 -42,31 1 m
17 2+shluk 2 0 0,00 23 V4
18 96+shluk 79 -17 -17,71 73 V4
19 84+shluk 73 -11 -13,10 78 m
20 81+shluk 71 -10 -12,35 64 m
21 92+shluk 101 9 9,78 67 m
22 11+shluk 12 1 9,09 65 m
23 30+shluk 29 -1 -3,33 20 m
24 57+shluk 48 -9 -15,79 78 m
25 16+shluk 14 -2 -12,50 62 7z
26 19+shluk 18 -1 -5,26 62 7z
27 38+shluk 38 0 0,00 63 m
28 16+shluk 63 47 293,75 63 V4
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29 | 22+shluk 209 187 850,00 24 m
30 | 57+shluk 24 -33 -57,89 91 m
31* [ 64+shluk 70 6 9,38 75 m
32* | 62+shluk 65 3 4,84 75 m
33 | 66+shluk 36 -30 -45,45 31 m
34 | 70+shluk 55 -15 -21,43 31 Z
35* | 48+shluk 72 24 50,00 75 m
36 | 65+shluk 162 97 149,23 66 m
37 | 44+shluk 36 -8 -18,18 31 m
38 4+shluk 3 -1 -25,00 25 Z
39 | 95+shluk 82 -13 -13,68 39 m
40* | 46+shluk | 68+shluk 22 47,83 75 m
41 | 56+shluk 45 -11 -19,64 35 Z
42* | 40+shluk | 55+shluk 15 37,50 75 m
43 | 54+shluk 40 -14 -25,93 73 Z
44 | 72+shluk 56 -16 -22,22 74 m
45 | 54+shluk 39 -15 -27,78 21 m
46 | 59+shluk 46 -13 -22,03 56 Z
47* | 39+shluk | 80+shluk 41 105,13 75 m
48 | 93+shluk 71 -22 -23,66 72 Z
49 | 87+shluk 55 -32 -36,78 65 m
50 | 61+shluk 44 -17 -27,87 69 Z

Tab. 8 Soubor padesati vzorkll zpracované analyzatorem

* krevni vzorek od stejného pacienta
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hodnoty | hodnoty rozdi'l h’odnot PLT rozdi'l h’odnot PLT
PLT z PLT z z citratu oproti z citratu oproti
&islo EDTA citratu EDTA EDTA vek pohlavi
vzorku| [x10°/1] | [x10°/1] [x10°/1] [%]

1 76 67 -9 -11,84 65 m
2 59 51 -8 -13,56 72 7z
3 72 66 -6 -8,33 40 7z
4 74 68 -6 -8,11 77 7z
5 78 59 -19 -24,36 62 7z
6 96 54 -42 -43,75 78 m
7 72 58 -14 -19,44 68 m
8 31+shluk 143 112 361,29 83 7z
9 92 81 -11 -11,96 78 m
10 11 9 -2 -18,18 65 m
11 36 34 -2 -5,56 62 7z
12 61 59 -2 -3,28 75 m
13 57 48 -9 -15,79 78 7z
14 77 54 -23 -29,87 63 m
15 47 37 -10 -21,28 62 7z
16 68 49 -19 -27,94 1 m
17 9 8 -1 -11,11 23 z
18 88 67 -21 -23,86 73 7z
19 80 65 -15 -18,75 78 m
20 83 65 -18 -21,69 64 m
21 81 95 14 17,28 67 m
22 12 10 -2 -16,67 65 m
23 23 27 4 17,39 20 m
24 40 39 -1 -2,50 78 m
25 11 8 -3 -27,27 62 7z
26 14 18 4 28,57 62 7z
27 32 30 -2 -6,25 63 m
28 13+shluk 61 48 369,23 63 7z
29 16+shluk 180 164 1025,00 24 m
30 48+shluk 18 -30 -62,50 91 m
31* | 55+shluk 67 12 21,82 75 m
32* | 51+shluk 66 15 29,41 75 m
33 56 32 -24 -42,86 31 m
34 40 27 -13 -32,50 31 7z
35* | 44+shluk | 66+shluk 22 50,00 75 m
36 49+shluk 150 101 206,12 66 m
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37 41 30 -11 -26,83 31 m
38 2 2 0 0,00 25 Z
39 83 75 -8 -9,64 39 m
40* | 37+shluk [ 57+shluk 20 54,05 75 m
41 42 40 -2 -4,76 35 Z
42% | 38+shluk [ 59+shluk 21 55,26 75 m
43 32 33 1 3,13 73 Z
44 60 49 -11 -18,33 74 m
45 52 35 -17 -32,69 21 m
46 50 41 -9 -18,00 56 Z
47% | 26+shluk | 47+shluk 21 80,77 75 m
48 86 52 -34 -39,53 72 Z
49 59 49 -10 -16,95 65 m
50 54 45 -9 -16,67 69 Z

* krevni vzorek od stejného pacienta

Tab. 9 Soubor padesati vzorkli zpracované mikroskopem
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