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Abstrakt

Vyhodnoceni krevniho obrazu s diferencialnim rozpoétem leukocytd patii k
zédkladnim hematologickym vySetfenim. Z diagnostického hlediska je informace o
ptresném poctu leukocytt a jejich procentuélnim zastoupeni v krvi pacienta velmi cenna,
tak jako 1 pro fady informaci o efektu 1é€by chorobnych stavli. Ve své bakalaiské praci
se vénuji mikroskopickému a piistrojovému vySetfeni diferencidlniho rozpoétu
leukocytt a jejich srovnani z hlediska naro¢nosti provedeni a ziskani co nejpresnéjsich
vysledkii. V dne$ni dobé se spolu s rozvojem védy a techniky vyuzivaji ke stanoveni
diferencidlniho rozpoctu leukocyti moderni hematologické analyzatory, ovSem
manualni stanoveni pomoci mikroskopu zustava i nadale zakladem dobré préace
hematologické laboratoie. Cilem kazdého laboratorniho stanoveni je produkovat presné
vysledky pro klinické pouziti. Analyzy jsou vétSinou automatické a mezi jejich
piednosti patii predevSim rychlej$i analyza, ptesnost, spolehlivost a potfeba malého
mnozstvi vzorku. Hlavnimi cily mé bakalaiské prace je vyhodnoceni rozdilti za pouziti
dvou riznych metod, mikroskopické a pfistrojové. Bakaldiska prace je jiz tradicné

rozdélena na ¢ast teoretickou a praktickou.

V teoretické cCasti bakalafské prace je vysvétlen vyznam diferencialni rozpocet
leukocytli, podrobnym zplsobem je zde popsana morfologie jednotlivych typt
leukocytl. Zminila jsem se o nenadorovych a naddorovych zménach v poctu leukocytu.
V neposledni fad¢ je zde uveden ptehled laboratornich metod, které se pouzivaji pro
vySetfeni krevniho obrazu v rutinni hematologické laboratofi. Ke stanoveni
diferencidlniho rozpoctu leukocytli se vyuzivd metoda optickd, metoda elektrické

impedance, cytochemicky pritkaz ¢i digitdlni morfologie.

V praktické casti prace je popsan metodicky postup vySetteni diferencidlniho
rozpoCtu leukocytdl, ktery jsem v ramci této prace pouzila. Pfi mikroskopickém
stanoveni jsem vytvofila krevni natér, ktery jsem obarvila dle navodu. Preparaty se

prohlizi za pouziti imerzniho oleje pod svételnym mikroskopem. K zaznamu



jednotlivych typt leukocytd se pouzZivaji zaznamové pristroje — leukomaty.
Automatické stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocytti jsem provadéla na 5ti —
popula¢nim hematologickém analyzatoru Sysmex XE — 2100, zalozeném na principu
pratokové cytometrie s moznosti méteni vzorkll z podavace uzavienym zptisobem nebo
S otevienym zptisobem méfeni. Vysetfeni diferencidlnich rozpoctti leukocytd jsem
realizovala v biochemicko - hematologické laboratoii synlab czech s.r.o v Ceskych
Bud¢jovicich. Zde jsem vySetfila pod odbornym dohledem 100 pacientskych nahodné
vybranych vzorki venézni krve, u kterych jsem porovnavala diferencialni rozpocty
leukocytt a rozdily mezi metodami. Vzorky jsem vysetiila v mésicich duben, kvéten
roku 2012.

Vysledky ziskané pii mikroskopickém vySetieni a naméfené pomoci analyzatoru
byly statisticky zpracovany do piehlednych tabulek a grafi v pocitacovém programu.
V grafickém znazornéni porovndvam pocty bunék diferencidlniho rozpoctu ve 100
vzorcich na analyzatoru a pod mikroskopem. Stanovila jsem hypotézu, zda budou pocty
mikroskopickych diferenciali stejné jako pocty od automatického analyzatoru.
Vlastnim méfenim byly ziskany laboratorni vysledky, které byly po konzultaci s

vedoucim prace interpretovany. Na zaklad¢ vysledki jsem hypotézu zamitla.

Vlastnim laboratornim vysSetfenim bylo prokazano, ze klasické mikroskopické
hodnoceni mé nepostradatelny vyznam pii analyze patologickych bunék. Zalezi také na
zkuSenostech laboratorniho pracovnika. K pfednostem hematologického analyzatoru
patii predevSim rychlej$i analyza, pfesnost a potfeba malého mnozstvi biologického
vzorku. Béhem praktické ¢asti bakalaiské prace jsem ziskala praktické dovednosti pii
praci s biologickym materidlem a osvojila jsem si principy laboratornich metod.
Vysledky mé prace lze vyuzit obecné v klinickych laboratofich pti posuzovani vyhod,

nevyhod a souvislosti mezi jednotlivymi sledovanymi analytickymi metodami.



Abstract

Evaluation of blood count with differential leukocyte budget is a basic
haematological test. From a diagnostic point of view is the information about the exact
number of leukocytes and their percentage representation in the patient's blood very
valuable as well as a range of informations on the effect of disease states. In my
bachelor’s thesis | devote to instrumentative and microscopic examination of the
differential leukocyte budget and their comparing in terms of difficulty and obtaining
the most accurate results. Nowadays, with the development of science and technology
are used to determine differential leukocyte budget modern haematological analyzers,
but the manual setting by using a microscope remains the basis of good work in
haematological laboratory. The goal of each laboratory determination is to produce
accurate results for clinical use. The analyzes are mostly automatic and their advantages
are faster pace of analysis, accuracy, reliability and need of small volume of sample.
The main objective of my thesis is to evaluate the distinction by using two different
methods, microscopical and instrumentative. The thesis is traditionally divided into

theoretical and practical part.

The theoretic part of the thesis explains the meaning of the differential leukocyte
count, there is a detailed morfology description of different leukocyte types. |
mentioned the non-neoplastic and neoplastic changes in the number of leukocytes. Last
but not least, there is an overview of laboratory methods that are used for blood counts
in routine haematological laboratory. To determine differential leukocyte budget is used
optical method, electrical impedance method, cytochemical method or digital

morphology.

The practical part describes the examination methodology of the differential
leukocyte budget, which | have used in this work. | made a blood smear by microscopic

assessment, which | dyed according the instructions. Preparates are viewed with oil



immersion under a light microscope. To record different leukocyte types are used
recording devices - leucomats. | made automatic assessment of differential leukocyte
budget in 5 - population haematological analyzer Sysmex XE - 2100 based on the
principle of flow cytometry with sample measurements from the feeder closed or open
way. Examination of differential leukocyte budgets was realized in biochemical and
haematological laboratory synlab czech s.r.o in Czech Budweis. Here | investigated 100
randomly selected patient samples of venous blood under the proffesional supervision
and | compared the differential leukocyte budgets and differences between methods. |
investigated samples in April and May of 2012.

Results obtained by microscopic examination and by measurements on analyzer
were statistically compiled into tables and graphs in a computer program. In the
graphical representation comparing the differential cell counts in 100 samples of the
budget of the analyzer under a microscope. | set the hypothesis that the numbers of
microscopic differentials equal to those of the automatic analyzer. Laboratory results
were obtained by the measurement and that results were interpreted after consultation

with the supervisor. Based on the results, | rejected the hypothesis.

Own laboratory investigation showed that classic microscopic assessment has
essential importance in the analysis of pathological cells. It also depends on the
experience of the laboratory worker. The advantages of the haematologic analyzer are
particularly rapid analysis, accuracy and need of small volume of biological sample.
During the practical part of the thesis | gained practical skills in working with biological
material and | embraced the principles of laboratory methods. The results of my work
can be used widely in clinical laboratories in assessing the advantages and

disadvantages of relationships between monitored by analytical methods.
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Uvod

V lidske krvi se nachazi zakladni typy leukocytt: neutrofily, bazofily,
eozinofily, lymfocyty, monocyty. Lisi se jejich morfologie, struktura, jadro, velikost,
afinita pro imunitni funkce. Metoda pro stanoveni poc¢etniho zastoupeni jednoho typu
leukocytu v krvi se nazyva diferencialni rozpocet leukocyti. Z diagnostického hlediska
je informace o piesném poctu leukocyti nebo zastoupeni jednotlivych morfologickych
typu v Krvi pacienta velmi cennd. Ruzné patologické stavy organismu mohou mit vliv

na zmény poctu a rozpoctu leukocyta.

V soucasné dobé je analyza diferencialniho poctu leukocyt provadéna pomoci
hematologickych analyzatorti, které vyuzivaji riznych principi automatického
stanoveni krevnich buné€k, ovSem nelze opomenout ani mikroskopické hodnoceni natéru

periferni krve, jeZ se nadale v rutinni praxi pouziva.

Cilem kazdého laboratorniho stanoveni je produkovat ptesné vysledky pro
klinické pouziti. Analyzy jsou vétSinou automatizovany a mezi jejich prednosti patii

piedevsim rychlejsi analyza, piesnost, spolehlivost a potfeba malého mnozstvi vzorku.

Zavedeni pratokové cytometric do praxe ptineslo velky pokrok piianalyze
diferencialniho poctu leukocyta v periferni krvi. Vzhledem k neobycejné pestrému
vyuziti a specificnosti stanoveni jednotlivych leukocytarnich populaci, je metoda
pritokové cytometrie doporucovana odborniky jako referenéni metoda pro stanoveni
diferencidlniho poctu leukocytli do budoucna. Tato rychla a kvantitativni technika mize

byt uzite¢na i v diferencialni diagnostice akutnich leukémii.
V biochemicko — hematologické laboratofi synlab czech s.r.o. v Ceskych

Budégjovicich se ke stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocytli pouziva analyzator

spolec¢nosti Sysmex XE — 2100, ktery je zalozen na principu pritokové cytometrie.
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1. Soucasny stav

1.1. Fyziologie, funkce a vyvoj leukocytu

Bilé krvinky neboli leukocyty jsou krevni butiky, které jsou nezbytnou soucasti
buné¢né slozky krve. Leukocyty jsou bezbarvé, obsahuji jadro, plazmu, eventuelné
granulaci, maji nepravidelny tvar. Pocet leukocyt u zdravého, dospélého ¢lovéka je
4,0 — 10,0 * 10% krve, u novorozencii az 20 * 10%/1. Zralé bilé krvinky se déli na
polymorfonukleéry, které maji ¢lenité jadro a granulaci v plazmé. Podle barvitelnosti
granul se ¢leni na neutrofilni ty¢e a granulocyty, eozinofilni granulocyty, bazofilni
granulocyty. Druhou skupinu tvoii mononukleary, které maji ne¢lenité, kompaktni

jadro. Sem spadaji lymfocyty, monocyty a plazmatické buiiky (Beutler et al., 2001)

Ulohou leukocyttl je obrana proti cizorodym latkam a mikroorganismam, které
vnikaji do organismu at z vnéjsiho ¢i vnitiniho prostfedi. Zneskodniovani téchto
latek se déje dvéma hlavnimi zptsoby. Jednim je fagocytoza, coz je pohlcovani a
rozkladani pohlcovanych ¢astic. Pii tomto procesu se uplatiiuji hlavné neutrofilni
segmenty a monocyty. Druhym zpiisobem je zneSkodnéni a rozlozeni cizorodych
castic pomoci protilaitek. Rovnéz dtlezitou spole¢nou funkci leukocytl je
zneSkodiovani latek a abnormalnich bunék, které vznikaji v organismu samém pii
procesech latkové vymény, pii rozpadu tkani a pfi chorobnych procesech (Sakalova
et al., 1995).

Na cinnosti leukocytl zavisi vrozena a ziskana imunitni odpovéd’. Na ziskané
imunitni odpovédi se podileji zejména lymfocyty, které poskytuji celozivotni

imunitu. Vrozena imunita zahrnuje granulocyty a makrofagy (Janeway et al. 2005).
Vyvoj leukocytt se nazyva leukopoéza. Leukocyty vznikaji v krvetvornych

organech. Matetska buiika leukocytt je pluripotentni kmenova krvetvorna burka. Pfi

vyvoji je dalSim stupném urcend, uz urCitou ulohou povéfend kmenova burika,
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spole¢na pro vSechny druhy bilych krvinek. Pokracujici diferenciaci vznika spolecna
matetskd bunka. Bild krevni slozka ma n€kolik druhi bunék, takze jeji vyvojova
fada neni jednotna. Rozeznavame tii hlavni typy bilych krvinek: granulocyty,
lymfocyty a monocyty. Podle tohoto rozdéleni rozliSujeme vyvojovou ftadu

leukocytti na fadu myeloidni, lymfocytarni a monocytarni (Hrubisko, 1981).

1.2. Diferencialni rozpocet leukocyti

Metoda pro stanoveni procenta piitomnosti jednoho typu leukocytd v krvi se nazyva
diferencialni rozpocet leukocytti. Z diagnostického hlediska je informace o presném
poctu leukocytli nebo jejich procentudlnim zastoupeni v krvi pacienta velmi cenna
(Mircié, 2006).

Vyznamnou soucasti zakladniho laboratorniho vySetfeni u pacientd je posouzeni
bilého krevniho obrazu. Diferencialni rozpocet leukocytd stanovuje zastoupeni
jednotlivych podtypt leukocyti, ke kterym patii neutrofily, lymfocyty, monocyty,
eozinofily, bazofily (Kr¢, 2004).

Mikroskopicky diferencialni rozpocet leukocyti se v bézné laboratorni praxi
provadi zhodnocenim 100 leukocyti. Vysledek se vyjadiuje procentudlnim
zastoupenim, eventueln¢ relativnim poc¢tem a absolutnim poctem, ktery je vztazen
k celkovému poctu leukocyta (tab. 1). I pii fyziologickém celkovém poctu leukocyti
miZze byt urcitd linie zmnoZena nebo naopak zastoupena mensi mérou. U nékterych
onemocnéni byva charakteristickd zména v procentudlnim zastoupeni urcitych typi

leukocytt.
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Tab. 1 Fyziologické hodnoty diferencidlniho rozpoctu leukocytii u dospélého ¢loveka

Leukocyty % zastoupeni Absolutni pocet
Neutrofilni segmenty 45 -70 2,00-7,00
Neutrofilni tyce 0-4 0,00 -0,40
Lymfocyty 20 - 45 0,80 —4,00
Monocyty 2-12 0,08 -1,20
Eozinofily 0-5 0,00 -0,50
Bazofily 0-2 0,00 -0,20

1.3. Morfologie jednotlivych typii leukocytii v diferencialnim rozpoctu

V diferencialnim rozpoctu je fyziologicky nejvice zastoupeny neutrofilni
granulocyt (neutrofilni segment, neutrofil), ktery je 10 — 15 um velky. V obvodové
krvi se jich nachazi 45 — 70 %. Jadro se sklada z 2 — 5 fragmentd, navzajem
spojenych Gzkym mustkem chromatinu. Pokud je vice jak 5 fragmentd, mluvime o
hypersegmentaci jadra. Jaderny chromatin je hutny, shlukly. Plazma neutrofilniho
granulocytu se barvi rtzoveé, obsahuje granula. Granulocyty piedstavuji prvni
obrannou linii téla proti vniklym bakteriim. Maji vlastnost chemotaxe (Novotny,
2005).

Eozinofilni granulocyt (eozinofil) je ¢asto vétsi nez neutrofil (10 — 18 pm).
Jadro je chuds$i na chromatin, takze ma svétlejsi barvu. Tvarem se podoba
brylovitym, c¢inkovitym segmentim. Plazma je vyplnéna hrubymi eozinofilnimi

granulacemi, které se barvi hnédocervené. V obvodove krvi byva 0 — 5 % eozinofilt.
Bazofilni granulocyt (bazofil) ma velké, malo se barvici jadro s malym

mnozstvim chromatinu. Jadro je vétSinou tvofeno dvéma skoro polokulovitymi

segmenty, jindy ma podobu jetelového listku. Plazma je rizova se zvlastnim hnédym
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odstinem, obsahujici ¢ervenomodra granula. Ma nejmensi zastoupeni v obvodove

krvi 0 -2 %.

Lymfocyt je druhd nejvice zastoupend burika Vv diferencialnim rozpoc¢tu, v Krvi
zaujima 20 — 45 %. Muze byt velikostné riznoroda, proto je rozdélujeme na malé,
stiedni a velké. Jadro mé ovalny, nékdy promackly tvar, je bohaté na chromatin,

barvi se modrofialové. Cytoplazma je modra, smérem k jadru se zesvétluje.

Monocyt je nejvétsi bilou krvinkou v obvodové krvi. M& tvar kulaty nebo
vejcity, jadro je pomérné velké, ulozené lehce excentricky, pfipominajici tvar
ledviny, ¢i fazole. Jadro md malo chromatinu, proto se barvi svétle modrofialové.
Plazmy je hodné¢ a je koufov€ modra. Za fyziologickych podminek mutze mit
vakuoly. Monocyt patii k hlavnimu obrannému systému fagocytarnimu a méni svij

tvar podle pohlcované latky. V obvodové krvi ¢ini 2 — 12 % (Donner, 1985).

Wiy W

Obr. 1 Morfologické typy leukocytt
(Zdroj: Pecka, 2010)
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1.4. Zmény v poctu leukocyti

Za chorobnych stavil nastavaji zmény v bilém krevnim obrazu. Zmény mohou
byt jednak kvantitativni, ty se tykaji zmén v poctu leukocytii a jednak mohou byt
kvalitativni, u nichz mize jit o zmény ve vzajemném pomeéru jednotlivych druhi
leukocytti anebo o zmény jejich funkce. Zmény byvaji vrozené Ci ziskané. Ziskané
zmény jsou bud’ prechodné, napt. zvySeni poctu leukocytt pfi infekénich chorobach,

anebo trvalé, napf. zmény bilého krevniho obrazu pti leukémii (Hrubisko, 1981).
1.4.1. Nendadorové choroby leukocytii

Pod pojmem leukocytdzy se rozumi zmnoZeni, zvyseni poétu leukocytd nad 10 *
10%1. U lehkych leukocytoz jde vétsinou o zvySeni podtu neutrofild, tedy neutrofilie,
Ktera provazi bakterialni a mykotické infekce, zanéty, pti intoxikaci téZzkymi kovy nebo
léKy (Ceska a kol., 2010). Zvlastnim p¥ipadem leukocytdzy je tzv. leukemoidni reakce,
pii niz dochéazi ke zvyseni poctu leukocytl i k posunu v diferencialnim rozpoctu.
Pfitomny mohou byt i méné zralé formy, které se za normalnich okolnosti v krvi
nevyskytuji (metamyelocyty, myelocyty).
Posun doleva je posun v diferencialnim rozpoctu k nezralym formam, byva napi. u

bakterialnich infekci, zanétt zil, u nemoci pojiva.

V ptipadé, kdy je sniZeny pocet leukocyti pod 4 * 10%1 hovotime o leukopenii.
Snizeni se miZe tykat kteréhokoliv druhu bilych krvinek, ale nejcastéji se jednd o
neutropénii ¢i agranulocytozu. Jako agranulocytézu oznaCujeme nahlé sniZzeni az
vymizeni granulocytt z krevniho obrazu, provazené obvykle projevy prudkeé infekce
(Penka, 2001).

Zmény v poctu ostatnich typt bilych krvinek maji mensi vyznam. Monocytdza se
vyskytuje u infekci ve 2. fazi, u hematologickych chorob jako doprovodny piiznak
dalSich nemoci, je bézna u tuberkulozy. Eozinofilie provazi infekce vyvolané parazity,

alergicka onemocnéni, kozni choroby (Kubisz a kol., 2006).
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S lymfocytézou se setkdvame hlavné u virovych onemocnéni. Nejéastéjsi
nenadorovou chorobou leukocytd je infekéni mononukledza (,,Studentska nemoc®),
zpusobena virem Epsteina a Barrové (EBV). Vyskytuje se hlavné u mladych lidi, kteti
nemaji protilatky proti EBV. V krevnim obrazu nachdzime na zacatku onemocnéni
mirnou leukocytopenii, ktera prechdzi do leukocytoézy. V diferencidlnim rozpoctu
nachazime velké mnozstvi lymfocytl, S ptitomnosti reaktivnich lymfocytd, coz jsou
transformované T - lymfocyty. Reaktivni lymfocyty nejsou vzdy snadno
identifikovatelné, mohou byt zaménény s monocytoidnimi buiikami nebo mladymi
lymfocyty (Lexova, 2000).

1.4.2. Nadorové choroby leukocytii

Mezi nadorové choroby leukocyti se fadi leukémie. Predstavuji stavy s chorobné
zménénou, nadorovou krvetvorbou. Podstatou leukémie je nekontrolovatelné bujeni
hemopoetickych  bunc¢k, které je charakterizované zastavou vyzravani a
nekontrolovatelnou proliferaci bunék bilé fady. Vysledkem je hromadéni nadorovych
bungk, které postupné vytlacuji normalni krvetvorbu. Proliferace vznika jako nasledek
mutace V jediné hemopoetické kmenové bunce z které se pak formuje leukemicky klon.
Burka, ktera podlehne leukemickée transformaci, mize byt myeloidni prekurzorova
bunika ¢i lymfoidni prekurzor anebo burka, ktera je schopna diferenciace do obou tad
(myeloidni a lymfoidni). Z hlediska prubéhu se leukémiec déli na akutni, chronické
(Friedmann, 1994).

1.5. Stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocyti
Existuji studie, které testovaly pfesnost a spolehlivost nékterych hematologickych
analyzatorii pifi stanoveni diferencidlniho poctu leukocytii a oznaceni vyznamnych

patologickych abnormalit. Prokazaly velmi dobry vztah naméfenych vysledki pomoci

analyzatori s vysledky odectenymi pifi mikroskopickém hodnoceni diferencialniho
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rozpocCtu. Stale je otevienou otazkou kdy analyzovat diferencialni rozpocet leukocytl na
analyzatoru ¢i odeéitat mikroskopicky (Hyun, 1991).

Kdy tedy ,,sahnout” po ptistrojovém a kdy zvolit mikroskopicky diferencial? Kterym
cislim ,,vétit“? Ve vétsiné ptipadil je preferovan diferencial pristrojovy. Neni to proto,
ze by si snad laboratof chtéla uSetfit praci. Divodem je jednak rychlost — jeden vzorek
zméfen za 30-60 s — a hlavné piesnost. Cim vétsi pocet bunék je hodnocen, tim je
vysledek piesnéjsi. Pi1 mikroskopickém hodnoceni je diferencial bézné€ pocitan na 100

leukocytd, coZ trva zhruba 5 minut (Hrabcovd, 2010).

V modernich nemocnicich nahradily hematologické automatizované ptistroje ru¢ni
metody pro stanoveni hematologickych parametrd i mikroskopické podcitani
diferencidlniho rozpoctu leukocytii. Divodem je piesnéjsi detekce vzorkd s
distribuénimi nebo morfologickymi odchylkami, nez tradiénim pocitanim oc¢ima

(Pierre, 2002).

V soucasné¢ dob¢ je analyza diferencidlniho poctu leukocytti provadéna pomoci
hematologickych analyzatort, které vyuzivaji rizné principy stanoveni krevnich bunék.
I pfes nevyhody ma klasické mikroskopické hodnoceni nepostradatelny vyznam pii

analyze patologickych bunék (Barnes, 2005).

Zakladem spravné provedenych kontrolnich procesti v hematologické laboratofi je
dasledné dodrzovani nastavenych jednozna¢nych pravidel vnitini (interni) kontroly
kvality, kterd laboratofi ddvaji integritu, minimalizuji chyby, zabezpecuji shodu a
spolehlivost. Cilem kazdého laboratorniho stanoveni je produkovat ptesné vysledky pro
klinické pouziti. Analyzy jsou vétSinou automatické a mezi jejich pfednosti patii
predevsim rychlejsi analyza, piesnost, spolehlivost a potieba malého mnozstvi vzorku

(Buttarrelo, 2004).
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1.5.1. Manualni metoda pomoci mikroskopu

Mikroskopickou techniku rozpoznavani riznych typi bilych krvinek poprvé zaved! Paul
Ehrlich v roce 1878. Rozpoznaval krvinky obarvené pomoci anilinovych barviv.

Krevni natéry se provadi z kapilarni nebo zilni krve. Jako antikoagula¢ni piisady se
pouziva soli K, i K3 EDTA. Natéry je nezbytné provést do 5 hodin po odbéru (uvadi
Ceska hematologicka spoleénost CLS JEP), jinak miZe dojit ke zménam v nékterych
krevnich bunikach. K hodnoceni je nutné pouzit kvalitni natéry.

Pro morfologické hodnoceni jednotlivych bunéénych typt bilé fady se hodnoti zvIast
burika, jadro a plazma. U bunky se hodnoti tvar, velikost, vzhled, umisténi v natéru a
porovnava se s ostatnimi bufikami. U jadra se posuzuje tvar, ulozeni, uspofadani
chromatinu, velikost, vzhled a velikost jadérek. U plazmy se sleduje barvitelnost,
mnozstvi, vzhled, perinukledrni vyjasnéni, granulace a inkluze. Pfi hodnoceni
periferniho krevniho obrazu se dale zjistuje zastoupeni normoblastd, které je nutné, pro
nasledny piepocet leukocytt. Prozkoumava se také posun v ramci vyzravani bunécnych

forem (Pecka, 2006).

1.5.1.1. Barvici technika

Techniku barveni mikroskopickych preparatiu pomoci specialnich barviv zaved! poprvé

Artur Pappenheim. Pouzival anilinova barviva s obsahem azuru.

Natéry periferni krve jsou barveny panoptickym barvenim dle Pappenheima
S pouzitim barviv May — Grinwald a Giemsa Romanovski. Pappenheimova metoda se
sklada ze zhotoveni, fixace, barveni a hodnoceni natéru. Pfi barveni dochazi K odliSeni

jednotlivych struktur podle jejich pH (Budayova, 2007).
Rozpocet leukocytl se provadi nejméné na 100 jadernych bunck leukocytarni fady.

Preparaty se prohlizi pod svételnym mikroskopem, nejprve pifi malém zvétSeni (100 —

200 nasobne). K zaznamu jednotlivych bunéénych typi se dnes pouzivaji specialni
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zaznamové pristroje - leukomaty, které v kone¢né fazi provedou i kalkulaci vysledku
(Pecka, 2010).

1.5.2. Optick& metoda

Opticka detekce vyuziva principu prutokové cytometrie. Pritokova cytometrie je
vyuzivana k analyze chemickych a fyzikalnich vlastnosti bunék. Pfi analyze prochazi
méfeny vzorek pied samotnym procesem méteni preanalytickou tpravou. Bunky jsou
nasledné obarveny fluorescenénim barvivem. Takto pfipravené jsou vstiikované pomoci
hydrodynamické fokusace do pritokové komory, zde jsou prosviceny laserovym
paprskem. Kazda bunka vykazuje specifické charakteristiky signald, které jsou
zaznamenany fotodetektory. Linearné rozptylené zareni, které dopada na detektor,
umistény v ose dopadajiciho paprsku se nazyva Forward scatter (FS). Tento parametr
uréuje velikost &astice. Cim vétsi je rozptyl svétla, tim vétsi je ¢astice. Boéné rozptylené
zéateni, které dopada na detektor umistény kolmo na osu dopadajiciho paprsku, se
nazyva Side scatter (SS). Je to parametr, ktery urcuje granularitu ¢astice (Roubalova,
2012).
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Obr. 2 Schéma prutokové cytometrie
(Zdroj: Roubalova, 2012)



Jako priklad bych uvedla analyzator Sysmex XE — 2100. Jednd se o plné
automaticky hematologicky analyzator vyuzivajici fluorescenéni pritokovou cytometrii
ke stanoveni pétipopulacniho diferencidlu. Sysmex XE - 2100 ma dalsi diferencialni
parametr a to parametr nezralych granulocytt.

Ve srovnani po¢tu nezralych granulocytd na analyzatoru Sysmex XE - 2100 k manualni
metodé byl korela¢ni koeficient maly. Sysmex XE - 2100 prokézal srovnatelny vykon
s manualni metodou pro nezralé granulocyty (Field, 2006).

V poslednich n¢kolika letech se intenzivné zkoumaji povrchové bunécné
markery, s vyuzitim vysoce specifickych monoklonéalnich protilatek. Pomoci protilatek
oznacujeme v bunénych populacich ty bunky, které maji na svém povrchu sledovany
znak. Tyto cytoplazmatické znaky jako tzv. diferenciacni znaky (Clusters of
Differentiation - CD) umoznuji urCovat specifické bunééné subpopulace - napiiklad
CD4+ T lymfocyty znacené monoklonalni protilatkou proti znaku CD4 na jejich
povrchu (Brown, 2000). Pomoci navazanych fluorescen¢nich barviv rozdélujeme
populaci na jednotlivé subpopulace. Pro stanoveni jednotlivych populaci leukocytl se
kombinuji razné monoklonalni protilatky. Tento postup je béZzn¢ uzivan pii typizaci
leukémii (Boudal, 2008).

1.5.3. Metoda elektrické impedance

Elektrickd impedance je metoda pro stanoveni poctu a velikosti ¢astic v kapaling. U
impedancniho principu se nafedénd suspenze krevnich ¢astic vhani do métici kyvety.
Uvnitf 1 vné kyvety je polarizované stejnosmérné elektrické pole. Bunka v detekéni
komurce, naplnéné vodivym roztokem prochazi méfici aperturou, Kterou prochazi
stejnosmérny proud mezi dvéma elektrodami. Kazda buika suspendovana ve vodivé
kapalin¢ funguje jako izolator. Buiika prichodem pies aperturu zpiisobi zménu v
odporu mezi elektrodami, tato zména iniciuje vznik signalu, ktery je pfimo umérny

velikosti buniky. Nevyhodou impedanc¢niho systému je, Ze je méfena prakticky kazda
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Castice nebo zména prosttedi v daném systému, tedy i prachové castice, krystalky

v roztoku nebo vzduchové bubliny (Penka, 2011).

Na principu elektrické impedance pracuje analyzator Beckman Coulter LH 750.
Tento analyzator vyuziva k identifikaci bun¢k kombinaci tfi méfeni: objemu, vodivosti,
rozptylu. Tyto parametry mize vyuzit i pro vyhodnoceni jejich morfologickych zmén
(Miguel et al. 2007).

vakuum

roud aperiu interni
3 ;T -~ elektroda
¥ T
externi
glekiroda ~H
i 4 suspenze detail
kadinka | = > krevnich apertury
pro vzorek \ biaik
: ot/
aperlura " trubice apertury

Obr. 3 Impedanéni princip
(Zdroj: Pecka, 2010)

1.5.4. Cytochemicka metoda

Prikaz bilych krvinek podle aktivity jejich nitrobunécnych lysozomalnich enzymu

pomoci cytochemie zavedl Hayohe v r. 1958.

Cytochemické metody se pouzivaji k pritkkazu latek specifickych chemickych
reakci. Cytochemicky prikaz hodnocené slozky muize probihat bud’ pfimo, kdy
cytochemicka reakce prokazuje primo hledanou slozku nebo neprimo, kdy hledana
slozka (enzym) pfeméiiuje substrat na produkt a z mnozstvi obarveného produktu se
usuzuje na aktivitu enzymu. Tuto metodu lze vyuzit ke sledovani nezralych bunék u
akutnich myeloidnich leukémii. K diferencialu bilych krvinek je urcena peroxidazova
metoda, protoze v n€kolika typech leukocytl je pfitomen aktivni enzym peroxidaza.

Peroxidazy jsou enzymy, které maji ve své molekule zabudovanou strukturu hemu.
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Leukocyty jsou Klasifikovany podle charakteristickych vlastnosti projevovanych
bunéénymi slozkami pti aplikaci cytochemickych barviv na butiky. V ptitomnosti
peroxidu vodiku a pfislusného chromogenu peroxidaza vytvaii tmaveé zbarveny
material, ktery se srazi uvnité bunék. Normalni neutrofily a eozinofily vykazuji vysoké

urovné aktivity peroxidazy. Aktivita enzymu odpovida zralosti bun¢k (Pecka, 2006).

1.5.5. Digitalni morfologie

Dnesni medicina je zalozena na vyspélych informacnich a komunikacnich
technologiich v¢etné digitalizace obrazu a jeho analyzy. Jednim z automatizovanych
systému pro digitalni hodnoceni krevnich obrazt je pfistroj CellaVision DM96 firmy
Sysmex. Slouzi k rozfazeni a diagnostice leukocytli v krevnim natéru barveném
metodou May Grimwald a Giemsa Romanowski. K detekci a snimani bun¢k slouzi
kamera pripojend na upraveny mikroskop uvniti piistroje. Tyto dvé ¢asti zaznamenavaji
jednotlivé bunky a pomoci pocitacového systému jsou informace pieneseny do
piidavného pocitace. Zafizeni pracuje na klasickém principu vyuziti lomu svétla, kdy je
obraz zvétSovan dvéma sadami spojnych cocek, objektivem a okularem. Obraz
bunééného natéru je prenasen elektronicky kamerou do pocitace, kde je nasledné
zpracovan. Piitomna kamera skenuje bunky a rozdé¢luje je na jednotlive obrazky, které
si lze v pocitaci nasledné prohlédnout. Cely proces se nazyva digitalni morfologie. Vse

je automatizovano a elektronicky zpracovano (Cornet, 2007).

.........

N -k N

Obr. 4 CellaVision DM96
(Zdroj: Cornet, 2007)
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2. Cil prace a hypotézy

2.1. Cil prace

Cilem bakalatské prace je:

e vyhodnoceni rozdili za pouziti dvou rozdilnych metod

e vyhodnoceni diferencidlniho poc¢tu leukocyti pomoci automatického analyzatoru

a mikroskopického odectu

2.2. Hypotézy

Hypotéza 1. Pocty subpopulaci leukocyti z mikroskopickych diferenciali budou

stejné jako pocty z automatického analyzatoru.
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3. Metodika

V praktické ¢asti popisuji postupy stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocyti
na automatickém analyzatoru a pii mikroskopickém odectu. Vysetfila jsem 100
vzorkid vendzni krve v biochemicko — hematologické laboratofi synlab czech s.r.o.

v Ceskych Bud&jovicich, z nichZ jsem ziskala data potiebna k vysledktm.

3.1. Preanalyticka faze

Pro ziskani spolehlivého vysledku laboratorniho vySetfeni je nutné dodrZet
veskeré podminky pted vlastnim analytickym stanovenim. Preanalyticka faze zahrnuje
pfipravu pacienta, vlastni odbér, zaslani oznaCen¢ho, odebran¢ho materidlu vcéetné
spravné vyplnéné zadanky o laboratornim vysetieni do laboratofe, transport, eventuelné
skladovani pted provedenim analyzy. Z hlediska mozného ovlivnéni vysledki je

preanalyticka ¢ast nejdilezité;si.

Laboratorni preanalytickd fdze zacind piijmem biologického materialu do laboratoie a

kon¢i vlozenim analytickych vzorki do ptisluSného analyzatoru.

Tato faze zahrnuje kroky:

Ptijem a identifikace biologického materialu
VloZeni identifika¢nich udaji do LIS
Oznaceni biologického vzorku ¢arovym kodem

Rozttidéni analytickych vzork pro jednotliva pracovisté

YV V V V V

VloZeni analytického vzorku do analyzatoru

(Dastych, 2008)
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Faktory ovliviiujici preanalytickou fazi:

e Priprava pacienta pied odbérem — pacient by mél byt spravné poucen a

ptipraven, pied odbérem je doporuceno byt nalacno a nekoufit

e Odbér biologického materidlu — vlastni odb&ér muze byt ovlivnén dobou
odbéru, polohou pacienta pii odbéru, typem odbérovych zkumavek,

druhem odebirané krve a technikou odbéru

e Biologické vlivy — mohou byt neovlivnitelné (v€k, pohlavi, rasa,
gravidita) a ovlivnitelné (hmotnost, zivotni styl, cviceni, léky, alkohol,

stres)

e Transport biologickeho materialu — se zajistuje prostiednictvim vlastni
svozove sluzby, ktera je vybavena pro piepravu biologického materialu a
dodrzuje podminky nutné pro transport

e Uchovavani materialu pied analyzou — podminky uchovavani vzorku
maji stejné jako transport vliv na stabilitu analyti

3.1.1. Prijem biologického materialu do laboratore
Vétsina laboratofi ma vyclenéné piijmové pracovisté. Na piijmovém pracovisti je

wevr

zameéna vzorka.
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Obr. 5 Piijmové pracovisté

(Zdroj: vlastni foto)

Svoz biologického materialu pro laboratorni vySetfeni zajiStuje laboratoi synlab
czech s.r.o. prostiednictvim vlastni svozové sluzby, ktera je vybavena pro piepravu
biologického materialu a dodrzuje podminky nutné pro transport biologického materialu
dle doporuceni odbornych spole¢nosti. Auta svozové sluzby jsou vybavena chladicimi
boxy, ve kterych je udrZzovana a pravidelné kontrolovana piedepsana teplota. Pri
transportu materialu na néktera specialni vysetfeni musi byt pouzita ledova lazen.
Odvoz vzorki z ordinace je provadén v pfedem sjednanych terminech. Z transportnich

boxil vyjme piebirajici pracovnik — pracovnik ptijmu biologicky material se Zadankami.

Vzorky pro vySetfeni celkového krevniho obrazu (tj. pocet erytrocytu,
hemoglobinu, hematokritu, trombocytd a leukocyti, véetné 5ti — populacniho
diferencidlniho rozpoctu leukocytll) se odebiraji do zkumavky s antikoagulaénim
ptipravkem K, nebo K3EDTA (vakuety s fialovym uzavérem). Nejprve piifazujeme
biologicky materidl k laboratornim zadankam (priloha ¢. 1). Pii piifazovani peclivé
dbame na shody udajii na zkumavce biologického materidlu a na Zadance. Zadanka
musi byt fddné¢ vyplnénd, a to i1 z diivodu Uhrady vySetieni, které se vyzaduje od
zdravotni pojiStovny. Identifikacni Udaje musi byt jednozna¢né shodné. Pokud
nesouhlasi jméno, pfijmeni, rodné Cislo, material se dale zpracovat nemtiize, hrozi
poskozeni pacienta. Kontrolujeme nejen udaje na zadance, ale i druh odbérové

zkumavky a mnozstvi odebraného biologického materialu vzhledem k pozadovanym
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vySetfenim. Dochazi i k chybnému odbéru, kdy je odbér proveden do nespravné
zkumavky. Stava se, Ze biologického materialu ve zkumavce je méalo, pak laboratof

pozada o novy odbér.

Obr. 6 Odbérové zkumavky s EDTA
(Zdroj: vlastni zdroj)

3.1.2. Duvody pro odmitnuti zpracovani biologického materidlu
Laboratoi odmitne pfijmout biologicky material a zddanku pokud:

o zadanka neobsahuje vSechny nutné udaje o pacientovi a zaddvajicim Iékafi
(rodné c¢islo pojisténce, pifijmeni a jméno, diagndza, zdravotni pojistovna,
identifika¢ni ¢islo zatizeni (ICZ) 1ékafe a jeho odbornost, datum a &as odbéru) a

pokud neni mozné je doplnit telefonickym kontaktovanim ordinace Iékaie

o laboratoi pozadovana vySetfeni neprovadi ani nezajistuje pfesmérovani vzorku

do smluvnich laboratofi

o zadanky nebo odbérové zkumavky jsou silné zneciStény biologickym

materialem (tidaje jsou neéitelné)
o biologicky material je nedostatecné oznacen, neshoduje se s daji na zadance

nebo identifika¢ni udaje zcela chybi; vtéchto piipadech nelze material

zpracovat, protoze hrozi zdména a poskozeni pacientti
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V piipadech dodani biologického materidlu bez zadanky je mozné po telefonické
domluvé s ordinaci zadavajictho 1ékafe vypsat zddanku nahradni a pozadovana
vySeteni provést, 1ékat musi v téchto piipadech zaslat do laboratoie dodate¢nou

zadanku (Zahradnikovd, 2008).

3.1.3. Vkladdni identifikacnich udajii do laboratorniho informacniho

systému (LIS)

S neustalym rozvojem informa¢ni technologie se do vétSiny laboratoti zavedl tzv.
laboratorni informac¢ni systém. Tento systém nam pomaha shromazdit a zpracovat
laboratorni data, vytvotit laboratorni vysledky a v tisténé podob¢ je ptedat oSetfujicimu
Iékari nebo je lze i zaslat elektronicky. Laboratof synlab czech s.r.o. vyuziva laboratorni
informacni systtmy PROMED a SELMA. Selma umozZiuje piijem vzorkd, zapis
zadanek. Promed komunikuje s analyzatory a se Selmou.

Po kontrole pfijatého materialu vlozime tudaje ze zadanky do laboratorniho
informacniho systému. Ten kazdému pacientovi ptidéli laboratorni ¢islo a soucasné
zaznamena datum a ¢as zapisu. Do systému vlozime jméno a ptijmeni, rodne ¢islo,
nazev klinického pracovisté, ¢iselny kod diagndzy, kod pojistovny a identifikacni ¢islo
ordinujiciho Iékafe. Poté navolime pozadovana vysetieni, kterd vkladdme do systemu
prostiednictvim zkratek nazva jednotlivych vySetteni.

Je zapotiebi si uvédomit, ze pti ru¢nim zadavani dat do pocitate mohou vzniknout
nechténe pieklepy c¢i dokonce chyby, které musime minimalizovat pravidelnymi
kontrolami vSech vloZenych uUdaji. Po dukladné kontrole ruéné zadanych udajt
vytiskneme z laboratorniho informac¢niho systému samolepici Stitky s identifikaci
pacienta a ¢arovym koédem.

> 2530454515-0%

IRV

DIF
Obr. 7 Samolepici stitek - DIFF
(Zdroj: vlastni foto)
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3.1.4. VKladani biologického materialu do analyzatoru

Zkumavky oznacené cCarovym kodem, umistime do specialnich stojanku.
Stojanky vlozime do pracovni ¢asti analyzatoru Sysmex XE - 2100. Stiskneme tlacitko
START a tim se zahdji vlastni analyza. Na vstupu stojanku do pracovni ¢&asti
analyzatoru dochéazi k naéteni identifikaéniho ¢arového kodu a nasledné k pienosu
informace o pozadovanych analyzach z laboratorniho informacniho systému. Dalsi
zpracovani a doprava analytického vzorku je zajisténa automatizovatelnymi prvky
uvniti analyzatoru. Vysledek analyzy je opét automaticky pienesen do laboratorniho
informa¢niho systému a po technickém uvolnéni laborantem a I€katské validaci

vytisknut v podob¢ laboratorniho vysledku.

Obr. 8 Zkumavky ve speciélm’m stojanku

(Zdroj: vlastni foto)

3.2. Analytické faze

Analyticky proces probihd automatizovanym nebo manuélnim provedenim
jednotlivych metod. Pro spravny a presny vysledek analyzy je nezbytné nutné
dodrzeni zasad spravné laboratorni prace. Dba se na manipulaci a uchovavani vzorka
pted analyzou, skladovani a kontrolu pouzivanych reagen¢nich setii. Kontroluje se
udrzba a sledovani spravné funkce analytické instrumentalni techniky (Dastych,
2008).
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3.2.1. Stanoveni diferencidlniho rozpoctu pomoci automatického analyzdtoru

Vlastni méfeni vzorku bylo provedeno na hematologickém analyzatoru Sysmex
XE — 2100. Jednd se o plné¢ automaticky hematologicky analyzator vyuzivajici
fluorescencni pratokovou cytometrii ke stanoveni pétipopulac¢niho diferencialu.
Pétipopulacni diferencial rozlisuje v bilé fadé lymfocyty, monocyty, bazofily, eozinofily
a neutrofily. Sysmex XE - 2100 ma dalsi diferencialni parametr a to parametr nezralych
granulocytt (immature granulocyte = 1G). V pfipadé nezralych granulocytd,
patologickych vzorku, jinych buné¢nych typti nebo abnormalit, analyzator poskytuje
informace formou textového hlaSeni. Nedilnou soucasti analyzatoru je PC, LCD
monitor, podavac¢ s prostorovou ¢teckou carového kodu jednotlivého vzorku, tiskéarna.

Automaticka analyza umoziuje vykon az 150 krevnich vzorkt za hodinu.

Obr. 9 Hematologicky analyzator Sysmex XE — 2100

(Zdroj:_https://www.sysmex.com/us/en/Products/Hematology/XESeries/Pages/XE-
2100-Hematology-Analyzer.aspx)

Sysmex XE — 2100 miize analyzu provést ve 4 rezimech - automatickém,
manuélnim, kapilarnim a uzavieném systému. V manualnim rezimu se ru¢né odstrani
uzavér zkumavky a vzorek se nasaje pipetou pro sani plné krve. V kapilarnim rezimu se
analyza vzorku provede po zfedéni dilu¢nim roztokem v poméru 1:5. Tento rezim se

pouziva pro analyzu krve z prstu. Krev se nasava stejnym zpiisobem jako u manualniho
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rezimu. V automatickém rezimu podava¢ automaticky micha, saje a analyzuje vzorky
bez odstranéni zatky ze zkumavky. Podava¢ miize pojmout a zpracovat az 100 vzorkt
najednou. V uzavieném rezimu podavaé saje vzorek bez otevieni zkumavky. Michani a

kontinualni analyzu nelze provadét automaticky.

e Automaticka analyza

Krev na hematologické vySetfeni krevniho obrazu se odebira zdsadné do zkumavky
s antikoagula¢nim ¢inidlem K; nebo K3EDTA (vakueta s fialovym uzavérem). Vzorky
jsou oznaceny ¢arovym koédem. Pred vlozenim biologickych vzork do analyzatoru je
musime nechat promichat nékolikanasobnym oto¢enim zkumavky o 180° ve vertikalni
ose, aby doslo k plynulému promiseni obsahu zkumavky. Poté zkumavky dame do
specialniho stojanku, stojanek vlozime do zasobniku po pravé stran¢ analyzatoru, odkud
je automaticky posouvan. Vzorek je automaticky aspirovan pomoci jehly, ktera
pronikne vickem vakuety a soucasné je identifikovan ¢arovy kod. Hodnoceni velikosti a
poctu, hustoty jadra, cytoplazmy, granul a obsahu nukleovych kyselin v bunkach

leukocytt probiha v ,,DIFF* kanalu.

o DIFF kanal

Do méficiho kandlu DIFF je vstiikovano spole¢né s bunécnou suspenzi Cinidlo
Stromatolyser - 4DL, které zptisobuje hemolyzu Cervenych krvinek a trombocyti. U
bilych krvinek toto ¢inidlo zptasobi jemnou perforaci bunééné membrany avsak jejich
tvar a velikost zlstavaji pro nasledné méfeni zachovany. Nasledné¢ davkované
fluorescencni barvivo Stromatolyser - 4DS diky perforované membrané leukocyti
snadno pronikne do burnky a navaze se na DNA, RNA obsazené v jadie, cytoplazmé a v
dalsich bunéénych organelach. Builkka prochazi pritokovou kyvetou a reaguje
s laserovym paprskem. Signaly z burky jsou zpracovany detektory Side Fluorescence a
Side Scatter. Po zméteni vSech vzorku je kazeta posouvana smérem od mista aspirace a

nakonec je uloZena do zasobniku na levé strané analyzéatoru.

31



Vysledkem je rozptylovy graf bunéénych populaci — scattergram. Mgetené
parametry: WBC, NEUT, LYMPH, MONO, EO, BASO, dalsi informa¢ni parametr IG
(immature granulocyte) jsou vyjadieny v procentech a v absolutnich hodnotach. WBC
udava celkovy pocet leukocytl, NEUT % udava pocet neutrofilii na 100 leukocytti
(WBC), stejnym zptisobem jsou vyjadieny parametry LYMPH % (lymfocyty), MONO
% (monocyty), EO % (eozinofily), BASO % (bazofily).

DIFF Scattergramm &
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Obr. 10 Scattergram DIFF kanalu

(Zdroj:_http://www.sysmex-europe.com/index.asp?id=105)

Analyzator upozoriuje hlaSenim na moznou patologii nebo interferenci méieni

e WABC Blasts ? suspektni piitomnost blast

e Imm Gran? suspektni pfitomnost nezralych forem myeloidni fady
(promyelocytii, metamyelocytii nebo myelocytit)

e Left Shift ? posun doleva ( pfitomnost tyci)

e Atypical Lympho? piitomnost atypickych lymfocytd — aktivované
lymfocyty, plazmatické buriky, virocyty

e NRBC? pfitomnost normoblastt

e Abn Lympho/Blasts ptitomnost atypickych lymfocytd (pi.vlasaté
bunky..), a/nebo blastt
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Na obr. 11 uvadim ptiklad, kdy analyzator upozornil na moznou patologii:
Lymphocytosis, Monocytosis, Basophilia, Blasts?, Atypical Lympho?, Abn
Lympho/Blasts?, NRBC?

Subpopulace leukocyti | % zastoupeni
Neutrofily 22
Lymfocyty 65
Monocyty 12
Eozinofily 0

Bazofily 1

Obr. 11 Scattergram DIFF

(Zdroj: viastni foto + méreni z analyzatoru)

e Manualni analyza
V tomto rezimu musime nechat biologicky vzorek ru¢né promichat, pomoci ctecky
nacteme ID Cislo pacienta. Na displeji analyzatoru zvolime tlacitko MANUAL.
Odstranime zatku ze zkumavky, vlozime vzorek k pipeté pro rucni sani. Poté stiskneme
tlacitko START, vzorek neodkladame dokud sviti READY LED dioda, protoze se krev
nasava. Po zhasnuti diody odejmeme zkumavku a nasavaci pipeta se automaticky

oplachne.

READY LED —3

Obr. 12 Manualni analyza
(Zdroj: Sysmex XE — 2100 Operator’s Manual, 1999)
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3.2.2. Stanoveni diferencidlniho rozpoctu pomoci mikroskopu

Pti diferencovani se zjiStuje pocetni zastoupeni jednotlivych morfologickych typi
bunék bilé krevni fady v obarveném natéru. Pti pozorovani natéru mikroskopem jsou v
celkovém poctu 100 leukocyty tfidény podle typu. Soucasné se posuzuje i morfologie
elementti vSech krevnich fad. Spravné obarveny natér by mél mit rizovofialovou barvu.
Piebarvené natéry jsou modrofialové, malo obarvené jsou cervenoruzové. Pii
mikroskopickém odeCtu jsem pouzivala svételny mikroskop Olympus CX21 a
k zaznamu jednotlivych bunéénych typi leukomat Super L2, ktery v kone¢né fazi

provedl kalkulaci vysledku.

3.2.2.1.  Zhotoveni a barveni krevniho ndtéru

Na odmasténé podlozni sklicko naneseme dostate¢né velkou kapku krve. Umistime
ji pti okraji kratsi hrany podlozniho sklicka (asi 1/8 délky podlozniho skli¢ka). Roztiraci
sklicko posuneme smérem ke kapce vzorku, kratsi hranu roztiraciho sklicka ponotime
do kapky a vzorek nechame rozlit po celé kratsi hrané roztiraciho sklicka (uhel mezi
podloznim a roztiracim sklickem musi byt 30 - 45°). Kapku poté roztahneme smérem k
druhému konci podlozniho sklicka (maximalné do ¥ délky). Pii presunu vyvijime
takovy tlak, aby byl natér rovnomérny a primérené se ztencoval. Natér se necha

zaschnout na vzduchu pii pokojové teploté. Oznacime jej ¢islem vzorku.
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Obr. 13 Provedeni krevniho natéru na podloznim skle

(Zdroj: Budayova, 2007)



V hematologické laboratofi synlab czech s.r.o. se pouziva k barveni krevnich
natérit barvici set LEUKODIFF 200, jehoz vysledky jsou dobife srovnatelné
s Pappenheimovou metodou. Souprava obsahuje fixa¢ni roztok metylalkohol, barvici
roztoky Eosin a Azur. Uschly krevni natér fixujeme metanolem po dobu 5 minut. Po
vyjmuti z metanolu sklicko s natérem ponotime do roztoku Eosin po dobu 1 sekundy a
vyjmeme. Tento krok zopakujeme jesté 3 X (celkem tedy 4 x). Poté sklicko ponoiime po
dobu 1 sekundy do roztoku Azur a po vyjmuti tento krok zopakujeme jesté 5 x (celkem
tedy 6 x). Po obarveni preparat omyjeme pod mirné tekouci studenou vodou a nechame
zaschnout (Kronika, 2011).

Obr. 14 Barvici set LEUKODIFF 200
(Zdroj: vlastni foto)

Obr. 15 Krevni natér a obarveny krevni natér

(Zdroj: vlastni foto)

35



Abychom dosahli pozadovaného vysledku, musime mit osvojené spravné
zachéazeni s mikroskopem. V prvni fadé zapneme zdroj svétla. Na pohyblivy stolek,
ktery je v dolni poloze, polozime sledovany preparat. Upevnime preparat proti pohybu
svorkami. Na revolverovém méni¢i nastavime potiebny objektiv. Mikroskopovani s
imerznim objektivem ma specifické pracovni postupy. Piimo na preparat kdpneme
kapku imerzniho oleje a nastavime na revolverovém ménici imerzni objektiv (100x).
Hrubym posunem jedeme k preparatu tak dlouho, dokud nedojde ke spojeni ¢elni ¢ocky
objektivu s olejovou kapkou. Potom nahlizime do okuldru a jemné ostfime otacenim
mikrometrického Sroubu.

Zaznamenavame vsSechny leukocyty zachycené pii meandrovitém pohybu
preparatu v casti natéru, kde nedochazi k piekryvu erytrocyti, do leukomatu Super L2
podle jednotlivych druhii az do celkového poctu 100.

Po ukonceni mikroskopovani sjedeme stolkem dolti a setfeme imerzni olej Cisticim

roztokem z objektivu i preparétu.

Obr. 16 Mikroskop Olympus CX21 a leukomat Super L2
(Zdroj: vlastni foto)

3.3. Postanalyticka faze
Zahrnuje lékaifskou kontrolu a interpretaci vysledkd, stanoveni ve vztahu k

fyziologickym hodnotdm a ptislusné diagnéze. Laboratorni vysledky jsou V tisténé

podob¢ k dispozici druhy den od ptijmu biologického materidlu do laboratofe.
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4. Vysledky

V obdobi duben, kvéten roku 2012 jsem v biochemicko — hematologické laboratofi
synlab czech s.r.o. stanovila 100 diferencidlnich rozpoctti leukocyti pomoci
automatického analyzéatoru Sysmex XE — 2100 a mikroskopu. Naméfené laboratorni
hodnoty diferencidlniho rozpoctu leukocytli na hematologickém analyzatoru a pfi
mikroskopickém ode¢tu byly zpracovany do piehlednych tabulek a grafi v pocitaovém
programu Microsoft Excel 2007. Tabulku s naméfenymi vysledky nebylo mozné
vzhledem k jejimu rozsahu zahrnout ptimo do textu (priloha ¢. 2). Ze ziskanych dat
byly vypocitany zékladni statistické parametry (aritmeticky pramér, smérodatna
odchylka, t test). Ze 100 nahodné vybranych vzorkli byly vyhodnoceny grafy
Vv zavislosti na pohlavi a v€ku pacientt. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci

chi kvadrat testu v kontingen¢ni tabulce.

Tabulka 1 Statistické vyhodnoceni ze 100 vzorku

Neutrofily Lymfocyty
Analyzator | Mikroskop | Analyzator | Mikroskop
Aritmeticky prdmér 46,9 48,8 41,0 43,1
Smérodatna odchylka 15,5 15,8 16,8 16,2
t test 0,9% 0,4%
Monocyty Eozinofily
Analyzator | Mikroskop | Analyzdtor | Mikroskop
Aritmeticky prdmér 8,2 5,1 3,4 2,7
Smérodatna odchylka 3,0 3,4 2,9 2,7
t test 0,0% 0,3%
Bazofily
Analyzator Mikroskop
Aritmeticky pramér 0,4 0,3
Smérodatna odchylka 0,7 0,9
t test 20,6%
(Zdroj: vlastni vyzkum)
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Tab. 1 znazornuje zékladni statistické parametry (aritmeticky primeér, smérodatna

odchylka, t test) ze 100 nahodné vybranych pacientskych vzorkd.

Graf 1 Porovnani po¢tu bun¢k
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(Zdroj: vlastni vyzkum)

Graf 2 V¢k a procentualni zastoupeni u obou pohlavi
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(Zdroj: vlastni vyzkum)
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Graf 2 znazorfiuje procentudlni zastoupeni muzli a Zen v zévislosti na veku. Jelikoz

jsem méla ndhodné vybrano 100 pacientskych vzorkd, pro zajimavost jsem uvedla graf.

Tabulka 2 Kontingenéni tabulka

Typ bunék
Neutrofily |Lymfocyty | Monocyty | Eozinofily | Bazofily | Celkem
Analyzator 4691 4101 821 343 44 10000
Mikroskop 4876 4311 514 268 31 10000
Celkem 9567 8412 1335 611 75 20000
Analyzator (%) 49,0% 48,8% 61,5% 56,1% 58,7%
Mikroskop (%) 51,0% 51,2% 38,5% 43,9% 41,3%
Celkem 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
4783,5 4206 667,5 305,5 37,5
4783,5 4206 667,5 305,5 37,5
chi kvadrat test 0,00% | P =dosazena hladina vyznamnosti

(Zdroj: vlastni vyzkum)

Tab. 2 popisuje kontingen¢ni tabulku, ktera mi pomohla vytesit hypotézu. V tabulce
porovnavam dvé skupiny. Prvni skupinou je diferencidl leukocytli stanoveny
analyzatorem a druhou skupinou je diferencidl leukocyti stanoveny pomoci

mikroskopu. Uvedené hodnoty jsou soucty neutrofild, lymfocytii, monocytt, eozinofilt

a bazofilt ve 100 vzorcich.
Chi kvadrat test urcil dosaZenou hladinu vyznamnosti p = 0,00%. Pokud je p

(=dosazena hladina vyznamnosti) vétsi nez 5%, nulova hypotéza je spravna a data se

nelisi. Jakmile ale p<5%, nulovou hypotézu zamitame a fikame, Ze data se lisi.
Moje hypotéza znéla: pocty subpopulaci leukocytli z mikroskopickych diferencialii

budou stejné jako poéty z automatického analyzatoru - Hypotézu zamitam, a

konstatuji, Ze p = 0,00% svédci o velkém rozdilu mezi porovnavanymi skupinami.
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4.1. Srovnani dvou riznych metod

Vzhledem k neustale se rozvijejicim technologiim se dnes jiz upousti od 3
populaéniho diferencialu, pti kterém byly leukocyty rozdéleny na lymfocyty, monocyty
a granulocyty. Stanoveni 5 populaci je jiz rutinni zalezitosti. Ve vétSin€ ptipadi je
preferovan diferencidl pristrojovy. Ne, ze by si laboratof chtéla uSetfit praci, ale
diivodem je rychlost, kdy jeden vzorek je zméfen béhem par minut. Cim vétsi pocet
bunék je hodnocen, tim je vysledek ptesnéjsi. Pii mikroskopickém hodnoceni je
diferencial bézné pocitan na 100 leukocytu, coZ trva vice jak par minut. Hematologické
analyzatory se postupné vylepsSuji, dokazi vyhodnotit stale vice a vice parametra a lze
na nich stanovit stale vétsi pocet vzorka. Dodnes ziistava referen¢ni metodou stanoveni
diferencialniho rozpoctu leukocyt metoda manualni. Pies veliky pokrok techniky tu
stale zGstava vyznamna cast krevnich obrazi, kterd se musi hodnotit mikroskopicky.
Analyzatory zatim nejsou schopny urCit nezralé ¢i abnormdlni bunky. Pfikladem
uvadim i DIF u vzorku zvitat, protoze analyzator nemusi spravné vyhodnotit jejich

buniky z divodu morfologické odlisnosti.

4.2. Vyhodnoceni patologickych bunék

Jiz jsem se zminila, ze analyzator neni zcela schopen vyhodnotit patologicke
buniky. Analyzator reaguje formou textového upozornéni na abnormalni ¢i patologické
bunky. Tim je dtvod zhotovit natér a prohlédnout ho pod mikroskopem. Vétsinou se
jedna o neutrofilni ty¢e, metamyelocyty, myelocyty, promyelocyty, blasty, pfipadné

atypické nebo reaktivni formy lymfocyti.
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5. Diskuse

Studiemi je dokézano, ze 80% chyb v méfeni je zplsobeno preanalytickou ¢asti
vySetteni (tzn. Spatnym odbérem krve, dlouhou ¢asovou prodlevou od odbéru vzorku po
jeho zpracovani apod.). Spravné by se mély odebirat 2 ml nebo 4 ml krve do zkumavky
s antikoagulantem K,, K3EDTA, promichat a bez dal$i manipulace odeslat do
laboratotfe. Nedodrzeni spravného postupu pii transportu a skladovani vzorkti miize také
zasadné ovlivnit spolehlivost laboratornich vysledkt (Hrubisko, 1981). Stabilizovana
krev se pti hematologickych vySetfenich zpracovava obvykle Cerstva, dle doporuceni
Ceské hematologické spolenosti CLS JEP by krevni obraz mél byt vysetien do 5 hodin

od odbéru.

Cilem prace bylo vyhodnotit rozdily za pouziti dvou rozdilnych metod. Starsi
analyzatory poskytovaly pouze tfipopulacni diferencidl, rozliSujici populaci krevnich
bunék s malym, stfedné velkym a velkym jadrem. Tiipopulacni diferencial tedy v
zddném piipad¢ nedokdze presné odlisit lymfocyty, neutrofily a tzv. stfedni populaci
krevnich bunék. Moderni analyzatory v dne$ni dobé poskytuji pétipopulacni diferencial,
ktery rozliSuje v bilé fad¢ neutrofily, eozinofily, bazofily, monocyty a lymfocyty.

Nejsou ovSem schopny stanovit nesegmentované formy neutrofila - ty¢e (Pecka, 2006).

Za riaznych patologickych stavii mohou byt v periferni krvi pfitomny patologické
bunky, které analyzatory registruji a upozornuji na né formou hlaseni. Tyto vzorky je
potom tieba prekontrolovat mikroskopicky. Maji téz schopnost upozornit a separovat
erytrocyty rezistentni na lyzu, coz je velmi uZitecné, nebot’ jejich pfitomnost muize

ovlivnit fale$né vyssi pocet leukocytt (Mellors, 1995).

Je ziejmé, ze vysledek krevniho obrazu je zavisly na pfitomnosti fady jinych
interferujicich faktort, které mohou ovlivnit jak absolutni pocty krevnich bungk, ale 1
diferencialni pocet leukocytl. Fale$né nizké hodnoty bilych krvinek se vyskytuji jen

vzacné - a to predevSim v souvislosti saglutindty neutrofili vzniklé vétSinou
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Vv pfitomnosti autoprotilatek po probéhlé infekci. Naopak falesné vysoké hodnoty
leukocytti zptisobuje ptitomnost krevnich agregatt, kryoglobulind, lipidi, paraproteint

a normoblasti (Geneviéve, 2012).

Vyhodou hematologického analyzétoru je rychlé a velmi piesné vydavani vysledki
diferencialniho rozpoctu leukocytt. Vysledky pro fyziologické vzorky periferni krve
jsou bézn¢ vydavany z analyzatoru. Vyhodou mikroskopu je piedev§im moZnost
piesného morfologického popisu vSech nalezenych bunéénych elementi, jeho funkce je
v klinické laboratofi stale nenahraditelna. Dale mikroskop umoziiuje analyzovat vzorek
v jakémkoliv misté natéru. Lze tak vyloucit artefakty a narusené bunky z rozpoctu.

v v

(Hrabcova, 2010).
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6. Zavér

Ptistrojovy diferencidlni rozpocet leukocyti neni vhodny u pacientd s posunem
k mlad§$im vyvojovym formam ¢i s pritomnosti atypickych bunék. Tedy napiiklad u
hematoonkologickych nemocnych. Z infekénich chorob pak nezachyti naptiklad typické

zmény provazejici infekéni mononukleozu.

Vyhodnocena data jsou téz v souladu s literarnimi Gdaji o lehce vyssi hodnoté
monocyti a eozinofili v pfipadé vysetteni na hematologickych analyzatorech.

Z namétenych dat a vysledkd jsem mou stanovenou hypotézu zamitla.

Z uvedené zkuSenosti v rdmci snahy o standardizaci ¢innosti také vyplyva, Ze je
vhodné, aby si laboratof stanovila zakladni kritéria, kdy na podkladé vysledki
z analyzatoru pfistoupi k provedeni natéru a mikroskopickému zhodnoceni

diferencidlniho rozpoctu.

V pribéhu laboratorni praxe k bakalaiské praci jsem si osvojila praktické
dovednosti pfi manipulaci s biologickym materialem od jeho pfijmu az po jeho vlozeni
do analyzatoru, rovnéz jsem se naucila spravnému zhotovovani, hodnoceni krevnich
natéri. Vysledky mé bakalaiské prace lze vyuzit obecné v klinickych laboratofich pii
posuzovani vyhod, nevyhod a souvislosti mezi jednotlivymi sledovanymi analytickymi

metodami.
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Priloha ¢. 2

Tabulka naméfenych vysledka — analyzator

Neutrofily | Lymfocyty | Monocyty | Eosinofily Basofily

% % % % %
Pacient(100) Analyzator
N.H.,2001,Z 48 33 10 0
G.G.,1971,Z 52 38 8 0
M.T.,1957,2 58 30 9 1
T.D.,2003,M 41 37 8 14 0
J.J.,1995,M 33 50 10 1
V.D.,1991,Z 48 43 6 1
L.K.,2005,Z 46 38 9 0
A.M.,2001,M 39 34 9 16 2
M.S.,2006,M 44 43 10 2 1
1.B.,1991,Z 58 31 7 4 0
K.K.,1991,7 61 32 6 1 0
L.F.,1990,Z 50 35 5 10 0
A.Z2.,1956,Z 55 30 10 3 2
A.B.,1940,M 38 44 11 7 0
N.K.,2001,Z 33 52 9 5 1
R.K.,1940,Z 75 13 10 2 0
A.M.,1975,Z 45 44 6 4 1
J.M.,2002,M 46 41 10 2 1
M.K.,1927,Z 4 94 2 0 0
J.V.,2004,M 63 27 8 2 0
D.B.,1998,Z 48 40 10 2 0
E.N.,1958,Z 43 51 5 1 0
M.N.,2007,Z 42 45 11 2 0
L.K.,1956,M 9 88 2 1 0
M.P.,1933,M 9 88 3 0 0
D.S.,1939,M 10 82 6 2 0
M.P.,1970,Z 61 28 8 3 0
S.E.,1996,Z 22 65 12 0 1
P.0.,1959,M 50 36 8 6 0
M.M.,1954,Z 39 40 17 3 1
N.K.,1999,Z 65 25 8 2 0
R.D.,1989,Z 49 39 9 2 1
V.B.,1994,M a4 46 8 2 0
J.B.,1973,Z 53 36 9 2 0
D.N.,2005,M 37 48 8 6 1

51




M.Z.,2010,M 45 48 5 1 1
M.S.,2004,Z 36 54 7 2 1
A.L.,1964,Z 52 32 9 6 1
E.N.,2004,Z 35 53 9 2 1
M.B.,1995,Z 53 34 10 2 1
D.D.,2000,Z 34 50 6 9 1
J.P.,1972,M 41 46 11 2 0
L.S.,2004,Z 34 52 11 2 1
J.P.,1948,M 49 41 8 2 0
H.CH.,1957,2 48 38 9 5 0
B.P.,1934,Z 5 94 1 0 0
F.K.,1949,M 53 38 8 1 0
M.P.,1934,7 71 19 7 2 1
H.M.,1947,Z 41 46 10 2 1
).T.,1972,Z 54 38 6 2 0
M.S.,2008,M 46 47 5 2 0
J.K.,2002,M 39 51 6 3 1
P.T.,1997,M 54 34 7 4 1
T.K.,2007,Z 49 37 9 5 0
J.K.,1971,Z 69 23 7 1 0
M.H.,1997,Z 53 36 8 2 1
N.M.,2010,Z 29 61 6 4 0
K.S.,2000,Z 50 33 10 7 0
K.K.,1997,Z 48 42 6 4 0
0.G.,1979,M 37 51 9 3 0
P.N.,1964,M 54 35 7 3 1
D.S.,1951,Z 52 27 17 4 0
M.F.,1953,Z 53 37 7 3 0
J.L.,1948,7 61 31 6 2 0
A.H.,1950,Z 56 32 7 4 1
M.G.,1951,Z 38 52 5 4 1
M.F.,1992,M 41 32 17 6 4
M.S.,1994,M 49 31 10 8 2
V.K.,1946,M 65 24 7 4 0
K.J.,1941,M 67 18 10 4 1
K.T.,1951,M 60 31 8 1 0
M.K.,1975,M 53 35 7 5 0
F.M.,1945,M 60 30 8 2 0
M.S.,1943,2 48 40 7 4 1
V.P.,1927,M 60 22 10 7 1
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M.M.,1931,Z 61 25 12 2 0
J.).,1943,2 57 32 9 2 0
J.M.,1943,Z 65 25 6 3 1
L.S.,1945,Z 60 22 13 5 0
A.N.,1940,Z 68 19 8 4 1
A.0.,2011,M 24 67 7 2 0
N.K.,2007,Z 41 50 5 3 1
1.5.,1987,M 47 38 13 2 0
§.P.,1951,M 57 33 7 2 1
L.K.,1956,M 9 85 5 1 0
J.H.,1933,M 8 87 4 1 0
P.D.,1950,M 73 19 8 0 0
O.R.,1976,2 44 32 9 15 0
M.S5.,1971,2 34 56 9 1 0
P.P.,1928,M 46 41 12 1 0
M.V.,1966,M 42 38 18 2 0
A.V.,1955,M 65 25 9 1 0
J.v.,1938,Z 40 46 10 4 0
F.P.,1942,M 87 10 1 2 0
F.0.,1962,M 64 27 6 3 0
P.M.,1956,M 36 47 11 6 0
V.S.,1955,M 50 36 8 5 1
J.M.,1936,M 54 37 8 1 0
V.L.,1964,M 47 42 8 3 0
J.K.,1960,Z 52 41 5 2 0
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Tabulka vysledkii — mikroskopicky odecet

Neutrofily | Lymfocyty | Monocyty | Eosinofily | Basofily

Pacient(100) Mikroskop

N.H.,2001,Z 44 40 6 9 1
G.G.,1971,Z 53 39 6 2 0
M.T.,1957,2 56 40 4 0 0
T.D.,2003,M 40 44 3 13 0
J.J.,1995,M 34 56 8 2 0
V.D.,1991,Z 50 29 11 7 3
L.K.,2005,Z 53 34 9 4 0
A.M.,2001,M 46 29 4 16 5
M.S.,2006,M 44 46 7 3 0
1.B.,1991,7 59 29 8 4 0
K.K.,1991,7 59 31 4 4 2
L.F.,1990,Z 51 32 9 5 3
A.Z2.,1956,Z 56 36 7 1 0
A.B.,1940,M 51 44 3 2 0
N.K.,2001,Z 30 54 8 5 3
R.K.,1940,Z 73 21 1 2 3
A.M.,1975,Z 47 43 4 2 4
J.M.,2002,M 37 53 6 4 0
M.K.,1927,Z 16 79 3 2 0
J.V.,2004,M 59 36 2 3 0
D.B.,1998,Z 54 40 4 2 0
E.N.,1958,Z 56 37 3 2 2
M.N.,2007,Z 57 36 6 1 0
L.K.,1956,M 13 82 4 1 0
M.P.,1933,M 11 83 6 0 0
D.S.,1939,M 11 86 2 1 0
M.P.,1970,Z 65 27 2 6 0
S.E.,1996,Z 23 54 23 0 0
P.0.,1959,M 47 39 8 6 0
M.M.,1954,7 40 36 17 7 0
N.K.,1999,Z 70 24 4 2 0
R.D.,1989,Z 50 43 4 3 0
V.B.,1994,M 49 46 3 2 0
J.B.,1973,Z 64 34 1 1 0
D.N.,2005,M 38 55 3 4 0
M.Z.,2010,M 32 62 2 3 1
M.S.,2004,Z 49 46 5 0 0
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A.L.,1964,Z 55 30 9 6 0
E.N.,2004,Z 36 58 6 0 0
M.B.,1995,Z 51 40 8 1 0
D.D.,2000,Z 50 46 3 1 0
J.P.,1972,M 39 53 7 1 0
L.S.,2004,2 45 46 7 2 0
J.P.,1948,M 55 39 6 0 0
H.CH.,1957,Z 43 46 4 7 0
B.P.,1934,Z 3 94 1 2 0
F.K.,1949,M 58 33 9 0 0
M.P.,1934,7 69 24 5 2 0
H.M.,1947,Z 23 68 9 0 0
J.T.,1972,2 44 48 3 5 0
M.S.,2008,M 45 51 2 2 0
J.K.,2002,M 45 48 3 4 0
P.T.,1997,M 62 36 1 1 0
T.K.,2007,Z 42 50 1 7 0
J.K.,1971,Z 65 34 1 0 0
M.H.,1997,Z 58 39 2 1 0
N.M.,2010,Z 33 62 1 4 0
K.S.,2000,Z 51 40 3 6 0
K.K.,1997,Z 55 39 4 2 0
0.G.,1979,M 26 70 2 2 0
P.N.,1964,M 56 35 7 2 0
D.S.,1951,Z 59 29 9 3 0
M.F.,1953,Z 60 32 5 3 0
J.L.,1948,7 64 29 5 2 0
A.H.,1950,Z 65 27 6 2 0
M.G.,1951,Z 30 65 4 1 0
M.F.,1992,M 51 39 7 2 1
M.S.,1994,M 59 35 4 2 0
V.K.,1946,M 60 29 9 2 0
K.J.,1941,M 68 21 8 3 0
K.T.,1951,M 67 27 2 4 0
M.K.,1975,M 62 33 5 0 0
F.M.,1945,M 51 39 4 5 1
M.S.,1943,Z 49 42 6 3 0
V.P.,1927,M 66 25 9 0 0
M.M.,1931,Z 69 28 3 0 0
J.).,1943,2 61 34 4 1 0
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J.M.,1943,7 71 23 5 1 0
L.S.,1945,Z 64 22 11 3 0
A.N.,1940,Z 65 24 7 4 0
A.0.,2011,M 40 53 3 4 0
N.K.,2007,Z 45 44 8 3 0
J.5.,1987,M 50 44 6 0 0
§$.P.,1951,M 49 43 5 3 0
L.K.,1956,M 8 87 4 1 0
J.H.,1933,M 5 92 3 0 0
P.D.,1950,M 62 36 2 0 0
O.R.,1976,2 52 41 4 3 0
Mm.S.,1971,7 34 64 2 0 0
P.P.,1928,M 62 38 0 0 0
M.V.,1966,M 41 45 12 2 0
A.V.,1955,M 76 21 2 1 0
J.V.,1938,Z 40 54 6 0 0
F.P.,1942,M 74 24 2 0 0
F.0.,1962,M 55 38 2 5 0
P.M.,1956,M 40 48 5 7 0
V.S.,1955,M 58 32 6 4 0
J.M.,1936,M 57 37 6 0 0
V.L.,1964,M 49 41 6 2 2
J.K.,1960,Z 42 52 3 3 0
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