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Krevni obraz

» Jedno ze zakladnich vySetfeni pro diagnostiku a sledovani
|éCby fady onemocnéni

» Jedno z nejvice indikovanych laboratornich vySetfeni napfic
vSemi odbornostmi

» Krevni obraz (KO) je komplexni soubor vysledku, které spolu *
uzce souvisi F \LJ

» Analyza se provadi na hematologickych analyzatorech ‘

» VySetfeni se provadi z nesrazlivé periferni krve, jako /

protisrazlivé Cinidlo se do odbérovych zkumavek pouziva
standardné K;EDTA, K,EDTA nebo Na,EDTA

—



Historie automatizované analyzy krevnich bunék
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Wallace H. Coulter (1913-1998)

» Impedancéni princip pocitani ¢astic (patent 1953)

Mr. Coulter was a prolific inventor and entrepreneur best known for developing the Coulter Principle — a technology used to

count and size cells or particles as they flow through an aperture. The Coulter Principle led to major breakthroughs in science,

medicine, and industry. Its first application, the Coulter Counter, provided the first high-throughput, standardized method to
count different types of blood cells, revolutionizing the medical community's ability to screen for diseases through a simple blood
test. The use of the Coulter Principle also modernized industry by establishing the reference method for quality control and

standardization of particles used in paint, ceramics, toners, chocolate, beer, and even the purity of rocket fuel.

Wallace H. Coulter
1913-1998

Home - Wallace H. Coulter (whcf.orq)
Coulter Counter-Model A | Smithsonian Institution (si.edu)
Wallace H. Coulter Award for Lifetime Achievement in Hematology - Hematology.org



https://whcf.org/
https://www.si.edu/object/coulter-counter-model:nmah_1200679
https://www.hematology.org/awards/honorific/wallace-coulter-award

Historie automatizované analyzy krevnich bunék
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Figure 4.1. Third page of the ANL Proposal.l"'7] This sketch is an accurate &l

summary of the preferred embodiment (Figure 7) in Wallace’s U.S. Patent 2,656,508
on the Coulter Principle. A blood sample was diluted in 0.85% saline (NaCl) solution,
and the cellular suspension was poured into a test tube in which Gutilla had made a
pinpoint aperture near its lower end. The filled tube was then stood upright in a
container of saline solution enclosing an electrode, and a second electrode was
placed in the tube. As the difference in liquid heights (the head) caused the cells,
indicated by dots, to be carried out of the tube through the aperture, their relative
non-conductivity caused a transient decrease in the electrical current flowing
between the electrodes from the voltage source, indicated by the connected
electrical symbols for a resistance (zig-zag line) and battery. A capacitor, indicated
by the two parallel lines beneath “TEST TUBE,” coupled the transient resistance
change due to a cell's transiting the aperture to a pulse amplifier while blocking
direct current from the battery. The amplified pulses triggered a pulse rate counter,
which determined the number per second of cells transiting the aperture.
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https://ethw.org/Archives:The_Coulter_Principle:_For_the_Good_of_Humankind

Figure 5.4. The first trade-show exhibition of the Model A counter.?%] According to &

the Sun- Times legend, Ms. "Virginia Mackay of the University of Chicago
demonstrates a Coulter automatic blood cell counter and cell-size analyzer at Conrad
Hilton Hotel."




AMERICAN JOURN.AL OF CLINICAL PATHOLOGY

AUTOMATIC CELL COUNTER -
&

CELL SIZE ANALYZER ;:\

Alinity

ol

The new COULTER COUNTER provides
accuracy, speed and reliability not approached
by any other method.

— Counts in excess of 6,000 individual cells per second.

~ Each count is equivalent, in number of cells counted, to
the average of 100 chamber counts to reduce the sam-
pling error by a factor of approximately 10 times.

= Unit tukes its own precisely metered sample from a sumple
beaker to eliminate counting chamber errors.

= An oscilloscope display provides immediate information on
relative cell size and relative size distribution.

~ Threshold level control provides u means of rapidly obtain-
ing complete cel! size distribution data.

— Oscilloscope display providing a check of circuit perform-
ance coupled with simplicity of mechanical design affords
highest reliability. 5

— Sensitivity extends to particles smaller than 8 miecrons.

~ Sample capacity exceeds 100 counts per hour on a produc-
tion basis,

Coulter Electronics 5227 N. K e Chicago 40, Illinois

https://ethw.org/w/images/7/7d/The_Coulter_Principle_-_Figure_5.3.jpg
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Hematologické analyzatory

» Kazdy ma sva jedineCna specifika
» Z méreni ziskavame informace o:

» Poctu krevnich bunék (kvantitativni analyza)

» Velikosti, tvaru a slozeni bunky (kvalitativni analyza)
» Principy méfeni mohou byt na jednotlivych analyzatorech ruzné kombinovany

» Ruzné kombinace pak umozniuji rizné presnou kvantitativni i kvalitativni analyzu
v8ech proslych bunécnych elementu

» Umoznuji analyzu télnich tekutin

—



Pouzivané reagencie

» Analyza nesrazlivé periferni krve

Odbér krve do soli EDTA (K, Na) s = .,

“ DCLW - D i g “ v

Redici roztoky (isotonické roztoky): S .;{i?*’ = =

> Impedanéni analyza g:_v::: { L\g
vodivy roztok + nevodiva burika - . | 4 = =

> Opticka analyza
opticky inaktivni roztok + opticky aktivni burika

» Lyzaéni roztoky: hemolyza erytrocytl a dle typu analyzatoru maze byt i destrukce
jinych krevnich elementt

Barvici roztoky: barveni obsahu buriky (granula/enzymy, DNA, RNA)
Cistici roztoky: ¢isténi méficiho systému

Firemni kontrolni material: simuluje plnou krev, kontrola funkénosti pristroje



Zakladni principy mereni

Impedancni analyza Opticka analyza Absorbcni
spektrofotometrie




Impedancni analyza

Je zalozena na meéfeni zmény elektrického odporu (impedance) pfi prichodu jednotlivych bunék v priitokové méfici
kyveté mezi dvéma elektrodami.

Mezi elektrodami je standardni vodivost, pfi prdchodu buriky aperturou se vodivost narusi/zmeéni (vodivy roztok +
nevodiva bunka) — impedanéni impulz (odpor).

Cetnost impulzu — poget bunék I_

Velikost impulzu — velikost burniky / \ A

Vyuziva se hydrodynamicka fokusace: unaseni jednotlivych bunék proudem kapaliny.

Méfeni muze byt doplnéno napfiklad vysokofrekvencni analyzou: na stejnosmérné elektrické pole — superponovano
vysokofrekvencéni elektrické pole — pronikne cytoplazmou — pak se zméfi vysokofrekvencni vodivost bunky — ta

odpovida jeji fyzikalnéchemické struktufe (kvalitativni analyza buriky).



Impedancni analyza

¥ Platinum
electrode

Sensing/

£0le

Sheath fluid

rPE® G %f.» Apeire ‘ o 1 [ @

D

Sample nozzle ;‘% y Collection tube

; ; y
YT LR N T T ..O—’_.

Aperture

Platinum '
electrode

Orifice
— about 2.4x

Orifice Volume

PLT Histogram

Normal PLT Histogram

PLT

HofL
Blood Cell Pulse

Lower Discriminator — 10fL Upper Discriminator — 40fL -



Opticka analyza

* Vyuziva se prutokova cytometrie (spolu s hydrodynamickou fokusaci)

*  Opticky inaktivni roztok + opticky aktivni burika
« Kazda bunka je ozarena monochromatickym laserovym paprskem
* Analyzuje se samostatné kazda burika v suspenzi

* Po interakci bunky s paprskem se provadi analyza

Detekuje se svétlo:

O  Proslé (detekce paprsku ve sméru 0° poskytuje informace o poctu a velikosti
jednotlivych proslych bunék)

O Odrazené a depolarizované (detekce paprsku v riznych uhlech slouzi k detekci tvaru
a velikosti bunky, jadra a granularity cytoplazmy)

L Fluorescence: barveni bunky specialnimi barvami — ozareni bunky laserovym

paprskem — detekce emitovaného svétla o vysSi vinove délce (detekce DNA, RNA) -

Detector

size
shape

QOO0




Absorbcni spektrofotometrie

Metoda slouzi ke stanovovani mnozstvi hemoglobinu ve vzorku po predchozi
lyzaci erytrocytu

Referen¢ni metoda:

Fe?* oxidovan na Fe3*, reakce s kyanidovymi ionty
— kyanmethemoglobinovy komplex

Absorbéni maximum pfi 540 nm (pfimo umérné koncentraci hemoglobinu)

Dnes jiz bezkyanidové metody - pouziti sloucenin s podobnymi viastnostmi

Fotosenzor

Priitokova komfirka

Lyzovany
vzorek
LED s filtrem




Fluorescencni princip

U Nejnovéjsi princip
U fluorescenéni obarveni RNA pro analyzu retikulocytl ¢i trombocytu

U fluorescenéni obarveni DNA pro analyzu normoblastu

U V soucasnosti povazovan za nejpfesnéjsi rutinni metodu stanoveni PLT
U Lze odliSit nezralé frakce PLT (=IPF, rP) — dif dg trombocytopenii

U Priklady fluorescencénich barev:

Analyzator Mérici kanal (barva)

Sysmex XE RET kanal (polymethin)
Sysmex XN, XR PLT-F kanal (phenoxazine)
Abbott CD Sapphire / Alinity H RET kanal (CD4K530)
Mindray BC RET kanal (cyanine)

—



Imunofluorescence (pratokova cytometrie)

U Tento princip vyuzival jediny hematologicky analyzator, ktery uz neni na trhu Abbott CD Sapphire

Q Abbott CD Sapphire kombinoval impedancni, opticky a imunofluorescenéni princip méfeni

Q Klasicka pratokova cytometrie v sou€asnosti slouzi jako referenéni metoda stanoveni poc¢tu trombocytd (CD41+CD61)

Table 3: CD designations and primary specificities of monoclonal antibodies for typical

applications in routine haematology f:?.;;'ass o W )
CD Number Primary Specificities e —

cDz Thymocytes, mature T-cells and NK-cells

CD3 Thymocytes and mature T-cells 595 nm ———— E——r——
CDh4 T-Helper cells and monocytes (weak expression) Short Pass Filter I
cD8 T-Suppressor cells and some NK cells (weak expression)

CD13 Mature and immature myeloid cells (neutrophils and meonocytes)

oo T T B o rver ST )
CD19 B-cells

chz22 B-cells

cD33 Mature and immature myeloid cells (neutrophils and monocytes) s s s e oot e i fow etometoy For thetherna o G0 aooh aemssen
CD34 Haemopoietic progenitor cells

CD45 All haemopoietic cells

CD56 NK.-cells (most)

CDB1 Platelet Glycoprotein llla

CDB4 Monocytes (high expression) and neutrophils (variable expression)

CD235a Red blood cell Glycophorin A
HLA-DR (la) Monocytes, immature neutrophils, B-cells and activated T-cells _



Peroxidazovy kanal (Advia)

U Barveni enzymu myeloperoxidazy v jadernych bunkach vyuzivaji analyzatory Advia
QU Jaderné buriky se déli dle velikosti a intenzity myeloperoxidazy

Basophil/Lobularity Method

Peroxidase Method

Cell Size
Cell Size

Absorption Nuclear Complexity

€ Noise © Large unstained cells © Noise © Baso suspect

€3 Nucleated red blood cells O Monocytes 6 Blast cell nuclei o Saturation
€) rlatelet clumps ) Neutrophils €) Mononuclear WBCs € Polymorphonuclear WBCs
Q Lymphocytes and basophils O Eosinophils 0 Basophils n




Moznosti vysetreni

Kombinace vySetfeni:

KO + (NRBC) (KO = WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, PLT, MCH, MCHC, RDW, MPV)
KO + (NRBC)+ DIF (DIF = NEU, LYM, MONO, EO, BASQO, IG)

KO + (NRBC)+ RET

KO + (NRBC)+ DIF + RET

KO + (NRBC)+ DIF + (PLT-F)

KO + (NRBC)+ DIF + RET + (CD znaky)

Zpusob vySetieni:
Manualni (otevieny, uzavieny)
Ve stojanku (uzavieny)

Vykon:
KO 100 - 150 vzorkt/hod
KO + DIF 75 - 119 vzorku/hod

Objem vySetfovaného vzorku: od 80 uL do 300 L vzorku



Hematologické analyzatory — technické parametry

Databaze - 10 000 vysledkl v&etné grafiky, rizné moznosti tiskovych vystupu
Kontrola kvality - sou€ast SW analyzatoru, volitelné moznosti grafickych vystupu
Linearita - vysoka pfesnost mérenych parametrtd i v extrémnich hodnotach
Reagencie - rozdilny pocet druht a uloZeni

Nacitani vzorkl a reagencii pomoci ¢arovych kodu

RESULT DETAILS ... pe (@ 2 o)

SID: SIDS67

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

Numeri




Hematologické analyzatory — shrnuti

Vyrazné zlepSeni analytickych moznosti analyzatorG (mnozstvi a kvalita
vySetfovanych parametru)

Vysoky uzivatelsky komfort
Automatizace
Potfeba technicky schopného a vzdélaného personalu

Pozor na omezeni zpusobena interferencemi Iéki nebo uvolnénych pusobkld s
krevnimi burikami nebo nékterymi substancemi pouzivanymi pfi stanoveni




Hematologicka linka (sysmex xn)

Digitalni Barvici Natérovy 2x hematologicky
morfologie automat automat analyzator

\ N/ 7
_|-|




Parametry krevniho obrazu




Parametry KO — referenc¢ni intervaly (dospéli )

Cparamer L aata | roameaiLjoanona [N Perametr——Giaia | oamesi | jednotka|

Leukocyty WBC/LEU 4,0-10,0 x109/1 Erytrocyty RBC/ERY Z 38-52 x10%2/|
Neutrofily NEU# 2,0-7,0 x109/1 i) ED 2k

Lymfocyty LY# 0,8-4,0 x10%/1 b e el QES ﬁl Igg . ig’g gl
Monocyty MONO# O = e Hematokrit HCT 7 0,35-0,47

Eozinofily EO# 0-05 x109/1 M 0,40 - 0,50

Bazofily BAZO# 0-0,2 x109/1 Stfedni objem ERY MCV 82 -98 fl
Nezralé granulocyty IG# 0,00 - 0,06 x109/1 Stfedni obsah HGB MCH 28 - 34 pg
Neutrofily NEU 45 -70 % Stredni konc. HGB MCHC 320 - 360 gll
Lymfocyty LY 20 - 45 % Distribu¢ni Sife ERY RDW 10,0 - 15,2 %CV
Monocyty MONO 2-12 % Retikulocyty RETI# 25 -100 x109%/1
Eozinofily EO 0-5 % Retikulocyty RETI 0,5-25 %
Bazofily BAZO 0-2 % Retikulocytarni HGB RET-HE 28 -35 pPg
Nezralé granulocyty IG 0,00-0,6 % Nezrala frakce RETI IRF 0-0,3

Trombocyty PLT/TROMBO 150 - 400 x1091 Normoblasty NRBC# 0-0,015 x109/1
Nezralé trombocyty IPF 1,1-6,1 % Normoblasty NRBC 0-0,1 /100 LEU
Stredni objem PLT MPV 7,8-12,8 fl

Destickovy hematokrit PCT 1,2-35 mi/l

Distribu¢ni Sife PLT PDW 12 - 18 %

—



Ukazka vysledku KO v analyzatoru

Numerical Results

WBC
NEU
LYM
(MONO
[EOS]

BASO

PLT
MPV
Y%orP

9.61
6.53
2.10
.574
275
.063
.065
0.00
0.00

4.52
141.
419
92.7
31.2
336.
12.6

97.1
0.13
32.1

269.
10.4
1.69

10e9/L
10e9/L
10e9/L
10e9/L
10e9/L
10e9/L
10e9/L
10e9/L

10e12/L
g/L

L/L

fL

pE

g/L
%CV

10e9/L
Pg
10e9/L

fL
%

67.9
21.9
5.97
2.86
.652
.672

IAS x ALL (WBC) 12
%
%
%
% z
%
%

IAS

ALL x PSS (WBC) 1®

%

PSS

ALL

FL1 x ALL (WBC)

65535

ALL

IAS x PSS (WBC)

65535

PSS

1° PSS x DSS (WBC) P

B8535

DSS

[ IAS2 x ALL (RBC/PLT) [

B8535

ALL

IAS




Hodnoceni krevniho obrazu

cBc DIFF WBC Flag(s)
Item Data Unit Item Data Unit IG Present
- r 4 wBC 7.69 1049/1 NEUT# 4.04 10%9/L
Numerické vysledky e | Al |meefliee | 13 e
HCT 9.359 (L/L EO# 0.01 [10%9/1
M . A 0.06 1049/1
e | el | s | eee
s : e | o, e | 30
Graficke vysledky (scattergramy, histogramy) ol W
POW s I‘A 6% e.ie 1079/ RBC Flag(s)
MPV fl I6% 2.6 +|X
P-LCR ——e %
y w r V4 PCT e %
HlasSeni analyzatoru TR
RET PLT-F
. , — , Item Data Unit Item Data Unit
» Patologicka hlaseni e | s e [l w7 gy
IRF 33.5 + % PLT Abn Distribution
LFR 66.5 %

MFR 18.4 X%
HFR 15.1 (¥

» Vysledky jsou mimo referencni rozmezi
» Interference
» Pripadna kontrola mikroskopem

Hodnotime v souvislosti:

» VySetfeni poprvé / opakované

» Typ diagnozy

»> Pacient: ambulantni, lGzkové odd., JIP...

» Vysetfeni rutinni, statimové, specialni, vitalni indikace
» Nahlé zmény v KO

» Spravny odbér, typ vySetfovaného materialu




Pocet Cervenych krvinek (RBC = Red Blood Cells)

Hodnota vyjadfuje pocet Cervenych krvinek (erytrocytt) v 1 litru krve
Nejaderné bunky, za fyziologickych podminek ,prezivaji“ v periferni krvi cca 120 dni
Jednotka: 10*2/L

» Fyziologické hodnoty:
» Muzi: 4,0 — 5,8 x 1012/L
> Zeny: 3,8 —5,2 x 1012/
» Novorozenci: vy$Si hodnoty nez dospéli
» Hodnoty se lisi u rdznych vékovych kategorii

» ZvySeny pocCet — ,, erytrocytoza “

» Snizeny pocet — ,, erytropenie “

Nejcastéji se stanovuje impedancni metodou, pfi optickém principu stanoveni nejprve nutna sférizace erytrocytl! -




Hemoglobin (HGB)

Koncentrace hemoglobinu v g/L (stanoveni spektrofotometricky po lyze erytrocytu)
Fyziologické hodnoty:

» Novorozenec: 145 - 225 g/L

» 14. den po narozeni: 125 - 205 g/L

» 1.rok: 105 - 135 g/L (do dospélosti se postupné zvySuje)

» V dospélosti rozdilné hodnoty u muzl a Zen
» Muzi: 135-175¢/L
> Zeny: 120 — 160 g/L

Erythrocyte
Zvyseny pocet — ,, polyglobulie “ ev. ,, polycytémie “ (klonalni)

Snizeny pocet — ,, anémie “




Hematokrit (HCT)

Udava pomér objemu erytrocytl ku celkovému objemu krve

Vyjadrujeme jako podil

Jeden erytrocyt

Hematokrit se mize zjistit na hematologickych analyzatorech 2 zpusoby:

» Integraci napétovych impulsu
> Vypoétem: HCT = RBCx MCV

Vyska jednoho pulzniho signélu (Pi):
objem jednoho erytrocytu (Bi)

Fyziologické hodnoty:
» Muzi: 0,40 -0,50
> Zeny: 0,35-0,47

- .8

Zvysena hodnota — ,, polyglobulie “ ev. ,, polycytémie “ (klonalni)
*Celkovy objem viech erytrocyti pfitomnych ve vzorku: Souéet vysek

pulznich signali (zmén elektrického odporu zplsobenych erytrocyty)

Snizena hodnota — ,, anémie “



Stfedni objem erytrocytu cv = vean ceil volume)

Vyjadfuje pramérny objem bunky v hodnocenych erytrocytech
Jednotka: fL (femtolitr)
MCV se zjisti:

» Primym méfenim na hematologickych analyzatorech

> Vypodtem: MCV = ';—;Z x 1015 (fL)

Fyziologické hodnoty: 82 — 98 fL G5
» Hodnota MCV nad referenéni rozmezi: ,, makrocyty “ @

» Hodnota MCV v referencnim rozmezi: ,, normocyty “ —: )

0 Nahla velka zména v hodnoté MCV miiZe ukazovat na zaménu pacienta —

» Hodnota MCV pod referenéni rozmezi: ,, mikrocyty “



Histogram erytrocytu a trombocytu

Reprezentuje kfivku zavislosti objemu erytrocytl a trombocytd na jejich ¢etnosti

Informuje o mikrocytoze a makrocytdze, dale i o anizo/izocytdze
Princip metody:

> Elektronické pocitani jednotlivych stfednich objemu, které se vynasi na horizontalni osu

» \Vertikalni osa pak reprezentuje Cetnost vyskytu Castice o urcitém objem

Mikrocvtoza  Makrocytoza

< b

Cetnost

Objem
(fL)




Sife distribuce erytrocytd Rrow =

Red cell Distribution Width)

Jde o Sifi nejcetnéjSich populaci erytrocytl v histogramu
Jednotka:
» % (pokud se vychazi z variacniho koeficientu CV)

» fL (pokud se vychazi ze smérodatné odchylky SD)

Fyziologické hodnoty:
» CV:10-152%
» SD:37-54fL

Hodnoty v referenénim rozmezi: ,, izocytéza “

Hodnoty vysSi nez referencni rozmezi: ,, anizocytéza “

RBC

Cetnost

20 %

'020 °°°6 3 ool
\20‘ © Qr,

200, o ioroib -



Stredni mnozstvi HGB v erytrocytu e = vean corpuscuiar

Hemoglobin)

Udava mnozstvi hemoglobinu v 1 erytrocytu

Jednotka: pg

HGB

Primarné jde o vypoctenou hodnotu ziskanou ze vzorce:  MCH = —=x 10** (pg)

(Ize ji ziskat i pfimym méfenim v optickém méreni)

Fyziologické hodnoty: €'I &
> 28 -—34pg Q, % A"“:

—



Stredni koncentrace HGB v erytrocytech wcti=wvean

Corpuscular Hemoglobin Concentration)

MCHC udava mnozstvi HGB v erytrocytarni mase vyjadifené hodnotou hematokritu

Jednotka: g/L

L HGB
Vypoéet: NCHC = — (pg)
HCT
Fyziologické hodnoty: . ~
< Y
>  Stejné u muzl a Zzen & ¢ .:..cgs
®g 0
> 320-360g/L ’3‘8 b.o.c'ﬁozo 'y
» Hodnota MCH a MCHC pod referenéni rozmezi: ,, hypochromni ery * I .0. ...g
» Hodnota MCH a MCHC v normé: ,, normochromni ery “ ‘\'Q :o",
N4 X

» Hodnota MCH a MCHC nad referen¢ni rozmezi: ,, hyperchromni ery *

MCHC > 360 g/l — nesmysl (fyzikdlné neni mozné, aby bylo vice nez 360 g HGB v 1 litru erytrocyt(!) nevalidni
hodnota HGB (chladové protilatky — zahfati zkumavky na 37°C; chylézni krev, paraproteinémie)

» MCH a MCHC - stabilni parametry, informuji nas o systémové chybé analyzatoru pomoci tzv. X-B analyzy -



Retikulocyty (RET)

Jsou Cerstvé vyplavené erytrocyty z kostni diené do periferni krve obsahujici RNA.
Jsou schopny na rozdil od zralého erytrocytu jesté CasteCné syntetizovat HGB.

Jednotka:

Absolutni pocet: 10°/L

Relativni pocet: % f “
Fyziologické hodnoty: § oy~

0,5 —2,5% > ;) ﬁﬁ

25 — 100 x 109/L 7} '
Klinicka informace: w » @ )

> Aktivita a regenerace kostni dfené (chemoterapie, transplantace) -

> Diagnostika a terapie anémii
> Lécba erytropoetinem — chronicka onemocnéni (napf. chronické renalni selhani)

Zvyseny pocet — ,, retikulocytéza “



Retikulocyty (RET)

Retikulocyt v elektronovém mikroskopu Erytropoéza
Bone marrow Blood
.'_ _________ e = A
1 da),r BM /1 day !
Ba ophilic Polychromatic Or‘thuchrom tl
Proerytroblast erythroblast erythrobiast | Erythrocyte

.—».—».—».—» —>

Decreasing cell size

Hb synthesis

* Obsahuje zbytky bunécnych organel s RNA (ribosomy, zbytky endoplazmatického retikula)

-



Retikulocyty (RET)

Princip vysetrovani na analyzatorech:

Inkubace alikvotu pIlné krve s RNA barvou, RNA struktury
v retikulocytech se obarvi

Hodnoceni:

PoCet se stanovuje vétSinou na principu pratokove
fluorescencni cytometrie, kdy na osu X je vynesena mira
fluorescence a na osu y velikost buriky

FSC

Pripadné interference:
® Howell-Jollyho téliska

® Krevni parazité - Plasmodia




Retikulocyty — rozsifrene parametry

» Hemoglobin v retikulocytech (RET-He, MCH,, CH,)

» Miladsi a starsi vyvojové formy retikulocytt (rozdéleni na frakce
podle obsahu RNA - ¢im vétSi obsah RNA, tim mladsi) - informace
0 parametrech zralosti RET:

FSC

» Immature Reticulocyte Fraction (IRF nebo IRFH)

» Low-, Medium-, High- Fluorescent Ratio (LFR, MFR, HFR)
» Stredné a vysoce nezrala frakce RET (IRFMH)

» Mean Fluorescence Index (MFI)

> Retikulohematokrit ory
» MCVger = stfedni objem retikulocytu




Erytropoéza a hemoglobinizace

Erytrocyty - odrazi historii erytropoézy Retikulocyty - odrazi aktualni stav erytropoézy
* Zivotnost az 120 dnt * dozravani v periferni krvi 1-3 dnti
* parametry: RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, « parametry: RET, IRF, RET-He

RDW

RET, IRF ve zvySenych hodnotach informuji o

- Kvantitativni Kvalitativni podinajici reakci kostni dfené na stimulaci, nic
parametr parametr véak nevypovidaji o skutedné kvalité retikulocytti —

Erytrocyty RBC, HCT  MCV, MCH, MCHC,RDW obsahu hemoglobinu v nich
Retikulocyty RET, IRF RET-He (=MCH,= CHr) * RET-He vyhodnocuje hemoglobinizaci (resp. Fe,
MCV, které je v danou chvili skuteCné vyuzivané k

biosyntéze hemoglobinu)

_



Nezralé frakce RET (IRF)

Mladé formy retikulocytd - ve zvySenych hodnotach:

|

> informuji o poCinajici reakci kostni dfené na stimulaci = _LFR . MFR. HFR

3] o e i

. . n i T
> nevypovidaji nic o skute¢né kvalité retikulocytt (obsahu hemoglobinu v nich) o pal =R, PR
T ."\--.- 4 .a

g e -_..-' : .":"I :_.r:.'i -

2 & -
Referenéni rozmezi u zdravych dospélych “ IRF
1,6 -10,5%
Parametr aktivace erytropoézy — ucinnost lécby i —

i vyvojové nej Si ikul U z jejich celkovéh C X .-!'E. b_, e '

» Hodnoceni vyvojové nejmladSi populace retikulocytu z jejich celkového poctu = - L o
> Stimulace & Gtlum erytropoézy v fadu hodin RET Fluorescence intensity

» Management podani transfuzi erytrocyt(

» Monitorovani terapie erytropoetinem




Retikulocytarni hemoglobin ret-+e, mcH, cH)

Stiredni obsah hemoglobinu v retikulocytu (pg)

> popisuje kvalitu pravé vznikajicich erytrocytt!

» Vvyznamny parametr pfi posuzovani metabolismu (a dostupnosti) Fe pro erytropoézu
» poskytuje informace v horizontu dni — ,kratkodoby ekvivalent MCH"
> referencni rozmezi: 28 — 36 pg

» meéné nez 28 pg je projevem nedostatku nebo nedostupnosti funkéniho Zeleza pro
erytropoézu

-



RET-He — kazuistika

Pacientka K.V. *99, pfi preventivni prohlidce zjiSténa mikrocytarni anémie

| RBC 3,97 x 1012/ RET-He x MCH
— 35 -
| HGB 61 g/L -y o RET-
= 30 \ He
| HCT 0,23 "-:’
'_a 25 -
| MCV 58,7 fl )
oo 20 - - MCH
| MCH 15,4 pg )
E 15 .
Biochemie: Q
\; 10 .
| Fe 2,8 pmol/L £
>N 5 -
LFerritin 1,8 png/L 8
E 0 T T T T T T T T T T T T T T ™
61 111 161 211 261 311 52 102
» dg anémie z nedostatku zeleza, IéCba: Aktiferrin, Pyridoxin datum

» uz pfi kontrole po 5 dnech IéCby narist RET-He —



Normoblasty / erytroblasty (NRBC)

Erytrocyty vznikaji v kostni dfeni z jadernych prekurzor

O za fyziologického stavu erytroblasty po dozrani vypudi v kostni dfeni jadro a ve formé retikulocytl se vyplavuji do
periferni krve

O za patologickych stavli se mohou jaderné prekurzory vyplavit do periferni krve = normoblasty

Bone marrow Blood
. e e e - - - ~
Jednotka: o F Y (Y - , L  1'day M/ day !
> Absolutni pocet: 10°/L roeryro . Ot Rt Eythrocyte

» Relativni pocCet: poCet NRBC/100 WBC (%)

Decreasing cell size

Hb synthesis

» Fyziologické hodnoty:

» Novorozenci (0-3 dny):

» Novorozenci (4+ dni):

0-1,30x10°/L

0 — 8,3 NRBC/100WBC (%)
0x10°/L

0 NRBC/100WBC

y

.

J‘ .
v

Bazofilni
NRBC

£ S

Polychromni
NRBC

S

-

Ortochromni
NRBC

»

Vypuzeni
jadra

» U dospélych se fyziologicky NRBC nevyskytuji v periferni krvi -



Normoblasty

> Dfive obtizné detekovatelné diky podobnosti s WBC L e &
normoblast normoblast
Analyza: e. .
Jejich odliSeni bylo mozné pouze mikroskopicky: y : -
potet NRBC na 100 WBC A o
nasledné nutno provést korekci poctu
WBC dle vzorce:
lymfocyt ‘nfocyt
~ £
WBC (x10%L) x 100 . » -
korigované WBC (x10°/L) = - - - :
(100 + NRBC/100 WBC) » '
|

-



Normoblasty

Princip vySetfovani na analyzatorech:
» Erytrocyty a erytroblasty se vystavi plsobeni lyzaéniho roztoku
» Leukocyty se nelyzuji
» Obarveni fluorescenénim barvivem afinitnim k jaderné DNA
» Stanoveni na principu prutokové fluorescenéni cytometrie

. - o

Lyzace cytopazmy + obarveni jadra fluorescenénim barvivem

FL (Fluorescence)

0 Vysoké pocty NRBC mohou ovlivnit absolutni poc€et leukocytu -



Normoblasty

Klinické vyuziti: Pozitivni hodnota od >0.1/100 WBC

Neonatologie - vylouceni faleSné zvySenych hodnot WBC — zejména u septickych pacientl a
pacientu s nizkymi hodnotami WBC

- nezavisly prediktor mortality u predCasné narozenych déti
Hematoonkologicka onemocnéni - znamka inefektivni nebo extramedularni erytropoézy 0 I -

(NRBC v remisi mizi)

Kriticky nemocni pacienti - JIP

» nezavisly negativni prognosticky faktor (nartist NRBC koreluje s celkovou mortalitou) ‘

Hematopoeticky stres — infekce, hypoxie

Prognosticky marker zavazného onemocnéni l



Pocet bilych krvinek (WBC = White Blood Cells)

Hodnota vyjadfuje pocet bilych krvinek v 1 litru krve

Jednotka: 10%/L

Fyziologické hodnoty:
Novorozenci: 9 — 30 x 10%/L AP

Tento pocCet lehce klesa az do 8 - 10 let
Dospéli: 4,0 — 10,0 x 109/L

< . s
P S ® % c”'&‘

&

» Zvyseny pocet WBC — ,, leukocytéza “
» Snizeny pocet WBC — ,, leukopenie “

ovysledek muze byt zkresleny pfi zvySeném poctu normoblastd (>10 %),
nutno prepocitat pocCet leukocytl

WBC (x10%L) x 100

korigované WBC (x10°/L) =

(100 + NRBC/100 WBC)



Neutrofily (NEU)

Hodnota vyjadfuje absolutni a relativni po€et neutrofilt v 1 litru krve

Jednotky
> Absolutni pocet: 10°/L

A

SFL

» Relativni pocet: podil, %

Fyziologické hodnoty:
» Absolutni pocet: 2,0 — 7,0 x 10%/L
» Relativni pocCet: 0,45 - 0,70 (45— 70 %)

Zvyseny pocet — ,, neutrofilie “

Snizeny pocet — ,, neutropenie “



Lymfocyty (LYM)
Hodnota vyjadfuje absolutni a relativni po¢et lymfocyta v 1 litru krve

Jednotky | ’ - 0

> Absolutni pocet: 10°/L

SFL

>

®
Lo ]

» Relativni pocet: podil, %

Fyziologické hodnoty:
» Absolutni pocet: 0,8 — 4,0 x 10 °/L
» Relativni pocet: 0,20 — 0,45 (20 — 45 %)

Zvyseny pocet — ,, lymfocytéza “

Snizeny pocet — ,, lymfocytopenie “




Monocyty (MONO)

Hodnota vyjadfuje absolutni a relativni po¢et monocyta v 1 litru krve

Jednotky
T A
> Absolutni pocet: 10°/L <
» Relativni pocet: podil, %
Fyziologické hodnoty:
Absolutni pocet: 0,08 — 1,2 x 10°/L .
Relativni poget: 0,02 — 0,12 (2 — 12 %) o NEUT+BASO
- EO
» ZvySeny poCet — ,, monocytoza “ SSC

» Snizeny pocet — ,, monocytopenie “




Eozinofily (EOQS)
Hodnota vyjadfuje absolutni a relativni poCet eozinofilt v 1 litru krve
Jednotky C 9
| O y

> Absolutni pocet: 10°/L
O 0‘
¢ 70

SFL
>

» Relativni pocCet: podil, %

Fyziologické hodnoty:
> Absolutni poc¢et: 0,0 — 0,5 x 10°%/L
> Relativni poget: 0 — 0,05 (0 — 5 %)

=1, NEUT + BASO

- EO

ZvysSeny pocet — ,, eozinofilie “



Bazofily (BASO)

Hodnota vyjadfuje absolutni a relativni poCet bazofili v 1 litru krve

V4

Jednotky = A

> Absolutni pocet: 10%/L

» Relativni pocCet: podil, %

Fyziologické hodnoty: _

> Absolutni poget: 0,0 — 0,2 x 109/L 22 NEUT + BASO
> Relativni poget: 0 — 0,02 (0 - 2 %) A

Zvyseny pocet — ,, bazofilie “




Nezralé Granulocyty (IG — Immature Granulocytes)

Myeloblast ~ Promyelocyt Myelocyt Metamyelocyt Ty¢ Segment

kA

Neutrofilni fada

Eozinofilni fada ,
Bazofilni fada .

* u nejmoderngjSich analyzatort sou¢ast méreni kazdého KO+Diff

0 S 4 !
L R
b »
[}
S 2.
B
¢
‘ ' .!
’
0

Nezralé granulocyty

« pritomnost IG = patologicky posun doleva
» v€asna reakce kostni dfené na infekci/sepsi vyplaveni z kostni dfené pusobenim cytokinu



Nezralé Granulocyty (IG — Immature Granulocytes)

Referencni rozmezi u zdravych dospélych IG%
IG # 0,00 - 0,06 x 10°%/L
IG % 0,00 - 0,6 %

Percentage of immature granulocytes

Male and Female

* vyznam maji nejen absolutni hodnoty, ale i dynamika Age N % of WBC
=2 days a7 00-17
> Diagnostika zavaznych infekci, zanétd, myeloproliferativnich | 2==14days 100 00-19
onemocnéni, G-CSF (podani rastovych granulocytarnich 14 - 30 days 98 0.0-13
faktor) 31 - 90 days 86 00-09
91 - 180 days a7 00-05
0.5- <=2 years 100 00-09
» Zahajeni v€asné |éCby ATB (sepse) 2 _ <6 years 91 00.08
6 -<12 years 100 00-03
> Monitoring vyvoje onemocnéni pacientt na JIP (vznamnév |12-<18years | 100 00-03
kombinaci s NRBC) =18 years o1 00-06

-



Pocet krevnich desticek (PLT = platelets)

. v - , fw o . N 1é trombocyt:
> Hodnota vyjadiuje podet krevnich destiek (trombocytdl) v 1 litru krve 30004000 24367 seoooe 10ani)
» Jedna se o utrzky cytoplazmy megakaryocyt( Megakaryogrt, ® .
MGKCT-ERY Promegakaryocyt &3+ e@ .
Obecny myeloidni Progenitor Megakaryoblast 5 - © .
Jednotka: 109/L e - k' > -
\ J‘ \ i\w P L)
] @ <
b i 4 & =
< Kostni dFert > ® -
Podet destidek se vyrazné nelidi u muz(i a u Zen a déti: 150 - 400 x 109/L Elormikrey 80% [ slezina 0%
> Je-li pocet desticek < 100 x 10°/L, je nutna mikroskopicka kontrola
& @ -
» ZvySeny pocCet PLT — ,, trombocytoza “ (reaktivni) i ,, trombocytémie “ (klonalini) %‘\:

» Snizeny pocet PLT — ,, trombocytopenie “

» V ramci KO parametr nejnachylnégjsi k interferencim

Obfi PLT nebo mikroshluky PLT muZzou pfi impedan&nim stanoveni ovlivnit po¢et RBC (vy$Si hodnoty) a vést k falesné
niz§im poctiim PLT

U onemocnéni s vyskytem fragmentd WBC nebo RBC v periferni krvi je mozné ziskat faleSné vyssi pocCty PLT




Falesné zvySeni poctu trombocytu

QPFitomnost fragmentocytu (schistocytl) i extrémnich mikrocytl
UPFitomnost kryoglobulinu
QPFitomnost fragmentu cytoplazmy leukocytl (akutni leukémie, leukemizované lymfomy)

QPFitomnost lipidu (postprandialni, i.v. parenteralni vyziva)

V/Ve

Unepodani transfuze trombocytt v indikovanych pripadech zavazné trombocytopenie

Onadmeérné dosetrovani falesnych trombocytoz (trepanobiopsie, sternalni punkce)

-




Fragmenty erytrocytu/mikrocyty

Zavazna popalenina

Day 1after injury Day 2 after injury Day 3 after injury Day 4 after injury

P-LCR
PCT

RET# 4111
RET®

IRF

LFR

MFR

HFR 24
RET-He .

RET-He

FRC% 15

FRCss

Flags Flags Flags

Flags

RBC Flag(s) RBC Flag(s) RBC Flag(s)
ET : Other tests nisocytos : Other tests nemia Other tests Fragments Other tests
Soments s emia % alesline st D61 PLT Flag(s) D61 54x1

PLT Flag(s) =

RBC Flag(s)

agment PLT Flag(s) ombacyte
PLT Flag(s) Al UGl




Fragmenty erytrocytu/extrémni mikrocyty

Zavazna popalenina (mikrocyty)

TTP (schistocyty)

How Fragmented Cells Form

‘aboe

microspherocyte
| 4 ‘ or a misshapen
fragmented cell
cell
ipped
el

become a
helmet cell

smaller half

becomes a

Microangiopathic
Hemolytic Anemia

A

Triangulocyte




Pritomnost kryoglobulinu

+ Jedna se o protilatky 1gG ¢i IgM
*  Mohou byt mono i polyklonalni

*  Neékdy Ize odstranit zahfatim na 37°C

RBC 0.00 10es/L NRW 0.00
Y e L

CH -— pg

HCr — gL

L To 234* 10e9/L PLTI 864.*
02 A 2061 292,
18.0* 10(GSD) PLls
1.64* mUL PLTI
ceme %

10B:

ex: WBC Ditferential Mono Poly |
‘octor:

ser Defined A:

ser Defined B: b &gl -

ser Defined C: ; ‘éé’ ;
ser Defined D: - i

B WBC RBC PLT RETC o
- - *InvalidData E 3

- - T
BC 762 1esl WVF 995 i 3 o=
S 496 o 65.0 : w W 2 -

Il 0.00 %BD 0.00 5 E I G il
000 %G 0.00 S T B e
lLOSJ 93(1)(3) &aL (532(23 7° - COMPLEXITY 0° -SIZE
IONe . e D. Low-Hi FL Optical PLT
05 027 %E 355 e
ASO .024 %B 315
YMe 220 %Le 289
ARL 0.00 %VL 0.00
BCG 332 10e12/L RBCo i
GB gL %MIC 1.77
CF 352 L %MAC 4.00
CV 947 1 %HPO --—
CH 305 pg %HPR ----
CHC 323. gl w
DW 135 %Cv o
DW — % - | .
ETC — 10esL %R - FL3- DNA
{RFBC 6—60 1089/L NRW 0.00 Impedance RBC Impedance PLT
Cvr — 1
CHr -— g ]

\
i BB Mophology 1 N\

kel META NOAMAL MICRO NS

m VELO POLYCH MACRD e r T
WPH [pRo |vpoc ANISO Volume (1L) Volume (1L)



Kryoglobulin

1

»
STt
N

Co.
Q. .
¥

;




Fragmenty cytoplazmy leukocytu

Aktuni leukémie

WBC 29785 10°%L + NEUT 4049 109L * 136 % * WBC Flag(s)
RBC 3.15 10%/L LYMPH 162.89 10°/L * 547 % * WEBC Abn Scattergram
HGB 104 g/L MONO 9177 10%/L # 308 % * Neutrophilia
HCT 0354 L £O 013 10 * 009% * Lymphocytosis
fL : : Monocytosis
e N BASO 257 10l + 09% Basophilia
MCH 33.0 :
- IG 255 10°/L * 09 % * Leukocytosis
|G Present
PLT&F 7 10%L * RET 265 10°/L 0.84 % Blasts?
PLT-I 25 10%L - IRF 208 % Left Shift?
— Abn Lympho?
RDW-SD 723 fL + LFR 792 =%
RDW-CV 182 %  + MFR 17.2 % RBC Flag(s)
PDW 9.7 fL * HFR 36 % AHISOC)/TDSI?
MPV 77 1L o Macrocytosis
) REEHE e RET Abn Scattergram
PLCR ro ) IPF 05 10%L * 7F6% *
PCT 00002 L/L * - B PLT Flag(s)
Thrombocytopenia

NRBC 092 10%L 0.3 /100WBC PLT Clumps?




Fragmenty cytoplazmy leukocytu

Aktuni leukémie

WBC 49230 10%L @ NEUT 2297 109L * 46 % * WBC Flag(s)
RBC 391 10%/L LYMPH 38187 10%/L * 776 % *
HGB 100 g/L MONO 7613 10%L #* 155 % * NE““:F’*“"E'
L tosi
HCT 0.331 L/L EO 0.04 10°/L 00l f\:;zcj‘:gsiism
mev o s47i - BASO 1129 10°%L + 23 %+ Basophilia
IG 203 10°/L * 04 % * Leukocytosis
IG Present
RET 106 10%/L 027 % Blasts?
IRF 216 % S
RDW-SD 522 fL LFR 784 % RBC Flag(s)
RDW-CV 175 =% + MFR 172 % RET Abn Scattergram
) i
PDW 214 fL HFR 4.4 % PLT Flages)
MPV 116 fL # RET-He 309 pg h
P-LCR 40.0 @ *® Thromb t P
9 - ocytopenia
P e IPF 1.8 10%L 195 %

NRBC 0.18 10%/L 0.0 /100WBC




Substituce trombocytu

U Nekomplikovani nemocni PLT < 10 x10°/L
O Zavedeni CZK PLT <20 x109/L
U Lumbalni punkce atraumaticka PLT < 20 x10°/L
U Nekomplikovana extrakce 1 zubu PLT < 30 x10°/L
O Extrakce vice zub(, punkce kloubl PLT < 50 x10°/L
U Vétsi chirurgickeé a ortopedické vykony PLT < 80 x109/L
U Neurochirurgicka operace PLT < 100 x10°%/L

2 x10 trombocytl /TU — vzestup PLT o 20 — 30 x10°%/L

—



FaleSné sniZzeni poétu trombocytu

LPFitomnost shlukd trombocytu
LDestiCkovy satelitismus

QPFitomnost makro/giga trombocytu

Vydani Spatného vysledku miize zapric¢init:
O nadmeérné dosetrovani faleSnych trombocytopenii (sternalni punkce)
Opreruseni (chemoterapeutické) 1écby

O odloZeni vykont (kanylace, lumbalni punkce, extrakce zubf.....)

-



Shluky trombocytu

Shluk = = 3 trombocyty
Jedna se o laboratorni fenomén
NejCastéji indukovan EDTA (ale i citrat, heparin,...)
Zpusobeno antitrombocytarnimi protilatkami proti GPIIb/Illa
» Ab proti kryptickému epitopu
» eptitop je v pfitomnosti EDTA odhalen
» dochazi k aktivaci tyrosinkinazy
» coz vede k tvorbé shluku trombocytl
Prevalence v populaci 0,1-0,2 % (hospitalizovani az 2 %)
» V ramci trombocytopenickych vzorku 15-20 %

V kontrolnim natéru se mohou nachazet na okrajich preparatu (nelze
vyuzit nékteré typy DM!).




Satelitismus trombocytu

» Jedna se o raritni laboratorni fenomén

» NejCastéji indukovan EDTA (ale i citrat sodny,
heparin) )

» Patofyziologicky mechanismus DS neni dosud zcela
presné objasnén.

» EDTA kontaktem s neutrofily a trombocyty
,obnazi“ jejich membranové proteiny

» receptor Fc gama neutrofill a destiCkovy
glykoproteinovy komplex lIb/llla), coz vede
k nasledné tvorbé protilatek.

> vysledkem je satelitismus, kdy protilatky pusobi
jako mastek mezi membranou neutrofil{
a trombocyta.



Satelitismus trombocytu

Abbott CD Sapphire Sysmex XN (satelitismus + shluky)
y " " " . . .
Sequence #: 9427 Open Tube T 1 :
guc:u\on 'IngO/SubTypo: Patient/Human P:::msgot‘(:(‘::\::l g:ﬁ.); 1 €BC DIFF WBC Flag(s)
pecimen : gruyters Limit Set: 1 i i
Name : Ru: Dat:/‘l’ime: 26/01/99 17:44 Ttem D HIOiE ey BaEa HIOE
WBC 5.29 1079/L NEUT# 4.16 1079/L -
*InvalidData ¥sc piffersntial __ womo Poly T RBC 4.3@ 1e~12/L LYMPH# ©.55 -|18"9/L
R HGB 127 g/L MONO# .58 18~9/L
g HCT 8.391 L/L EO# 0.e3 1079/
' H MCV Se.9 L BASO# .85 18~9/L
BASO .023% B .732% : X MCH 29.5 pg NEUT% 78.6 + %
o E 2] MCHC 325 g/L LYMPHZ 10.4 - %
vartvw .50 2] A= v PLT 129 * 18%9/L | [MONO% 9.5 |% -
H ~ RDW-SD 50.4 fL EO% 2.6 %
BBC 5.00 BEA B0 4.54 T oty RDW-CV 15.2 % BASO% e.9 |%
HCT .455 UL Lo 7L PDW 13.9 * fL IG# 9.82 |1en9/L RBC Flag(s)
:gﬂ" ?‘ég ::'] 2 MPV 11.7 * fL IG% 0.4 %
MCHC 20.9 milll b P-LCR 37.5 *|% .
RDW 12.4 3 PCT 8.15 * %
-l i NRBC# .00 10°9/L
NREC 0.00%We}l NR/W 0.00% NRBC?% 8.9 |/leewBC
156. 18/l 162. RET _
Tors ::(sm = Item Data Unit
1.32 W/t RET% %
Dnpedance PLT
: RET# 10°9/L FLT ezziE
IRF % PLT Clumps?
/\ LFR % -
] f\ 1 MFR %
.{ \ HFR %
/ \ RET-He pg -
Volme (f1) ; Volume (f1)




Makro/giga trombocyty

Impedancni prin pptmktmbytyd erytroc
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Postupy jak odhalit interference

1. Znat dokonale principy analyzatort (mozné interference na daném analyzatoru)
2. Vyloucit srazeninu (dfevéna Spejle)

3. Vzdy ovérovat poprvé PLT <100 x 10°/L mikroskopicky

Poprvé PLT <100 x 10%/L
Opakované za definovany ¢as /
velké kolisani hodnot

Patologické PLT hlaseni

- = 2
vSechny PLT = 50x 10%/L +PLT < 150x 109/L

PLT > 800 x 10%/L

!

Oveérit mikroskopicky

} I

Pfemé&fit PLT-O / PLT-F Premeéfit PLT-O / PLT-F

=2 Pseudothrombocytopenie
NE | ANO it |
+ + gﬁﬁ::,..'.:.; - T -
NEVYDAVAT hodnotu PLT!
Popt. ihned informovat Iékare!!

VySetfit z ThromboExact ¢i
citratu

Zaznamenat ovéreni do LIS a
vysledkové listiny.
Blasty v natéru?

Suspektni MPO .

!

Zvazit dif mikroskopicky

Blasty
Dysgranularita
Posun doleva

mMGKCTy

v




Mikroskopické ovéreni poctu trombocytu

0 Pokud nalezneme shluky PLT (nutno hodnotit i v okrajich/cipech preparatu!), hodnota trombocytl z analyzatrou je nevalidni a
doporucime odbér do zkumavky s jinym protisrazlivym €inidlem (nej¢astéji zkumavka ThromboExact = MgSO,, citrat
sodny, CTAD,..)

0 Pokud nenalezneme shluky ¢i satelitismus trombocytu, pocet trombocytl Ize orientaéné ovéfit z natéru periferni krve (nizka
presnost stanoveni, CV 10-25 %, u trombocytopenickych vzorku CV az 40 %)

U Provadi se pfepoétem na znamy pocet erytrocytu z KO

4 Pocitame trombocyty na 1000 erytrocytu (5 zornych poli s cca 200 erytrocyty) a pak pouzijeme vzorec:

»

|[PLT] x109%. = [PLT /1000 ERY x [RBC] x10%/L

mikro]

Pfiklad: ~ mikroskopicky 50 trombocytu / 1000 ERY 37%ad%% 0
RBC = 4,0 x10%2/L fos
PLT =200 x10°/L

- T



St‘fedni Objem krevni deSt|éky (MPV = Mean Platelet Volume)

S Y &
Vyjadfuje pramérny objem hodnocenych trombocytul %L\V}i {;)
Jednotka: fL ?gﬂ

MPV je pfimo mérena veliCina
] L PLT histogram
Fyziologické hodnoty:

7,8-12,8fL

Informuje o mikrotrombocytéze a makrotrombocytoze

0 PFi interpretaci nutné vyloudit pfipadné shluky trombocytu

> Hodnoty nizsi nez referencéni rozmezi: ,, mikrotrombocyty “ Sull
» Hodnoty vysSi nez referencni rozmezi: ,, makrotrombocyty, gigantické trombocyty “

—




élﬂfe distribuce desti¢ek (pbw = Platelet Distribution Width)

PDW reprezentuje Sifi destiCkového histogramu
Jde o Sifi nejCetnéjSich populaci trombocyta v jejich histogramu podle CV
Jednotka:

> % (pokud se vychazi z variaCniho koeficientu CV)
» fL (pokud se vychazi ze smérodatné odchylky SD)

PLT

Cetnost

Fyziologické hodnoty:
> CV:12-18%
> SD:9-17fL

20 %

fL

» Informuje o anizocytdze trombocytl

OPFi interpretaci nutné vyloucit pfipadné shluky trombocyt(



DestiCckovy hematokrit (PCT = Plateletcrite, trombokrit)

PCT nas informuje o tom, jakou ¢ast objemu v celkovém objemu plazmy zaujimaji
destiCky

Jednotka: ml/L

Tato hodnota se ziska ze vztahu: PCT = PLT x MPV

Fyziologické hodnoty:
> 1,2-3,5ml/L




Frakce nezralych trombocytfj (IPF = Immature platelet fraction)

» IPF vyjadfuje poc€et mladych (1-2 dny starych) trombocytu, které jsou retikulované - maiji vy$si obsah RNA

» Jde o marker produkce trombocytl v kostni dfeni, podobné jako je pocet retikulocytd markerem produkce
erytrocytl

» Jednotka: %
» Fyziologické hodnoty:
Dospéli: 1 -6 %

» Princip vySetfovani na analyzatorech:

»  Inkubace alikvotu pIné krve s RNA barvou, RNA struktury se obarvi

»  Pocet se stanovuje na principu pratokoveé fluorescenéni cytometrie - >

IPF pomaha v diferencialni diagnostice trombocytopenii - k odliSeni trombocytopenie zplisobené sniZzenou produkci
trombocytu (nizka nebo normalni hodnota IPF) od trombocytopenie zplsobené zvySenou destrukci/spotfebou

trombocytu (vysoka hodnota IPF)



Metrologicka navaznost

SEKK Certifikace 2024 - hematologie

Divize EHK (pfiloha dokumentu Certifikace 2024 — obecny Uvod)

KO - Krevni obraz

Zkoudka Referenéni metoda C "“ﬁk‘::;i:rm“‘!“i Dy, pro EHK '“I;‘e""kf Typ AV
mas
Elektronické poditini . : ar
15 % fet =4 10771

Leukocyty v jednokanglové 7o (potet > 4-107L) 15% CVP
impedanéni apertufe 18 % (potet =4 107L)
Elektronické poditini

Erytrocyty v jednokandlové 7% 44% CVP
impedantni apertufe
Fotometricka WHO International Standard,

Hemoglobin hemoglobinkyanidova NIBSC code 98/708, 6% 42% CVP

JCCEM 912
Hematokrit Mikrohematokritova 10 % 4% CVP
MOV 10 % 24% CVP

Elektronické poditini
Trombocyty v jednokandlové
impedantni apertufe

5% B | OV Pritokova cytometrie (CD41+CD61)

A

RET - Retikulocyty

Zkouika Referendni metoda ¢ er“““ﬁ:;ﬁ‘;fm“f“‘ D pro EHK '*"ﬁ*"“"-" Typ AV
TR
Podet retikulocyti Priitokovi cytometrie 40 % 17% CVP
(analyzitor)




Zdroje

Videa - analyzatory: https://www.corelaboratory.abbott/us/en/offerings/brands/alinity/Alinity-h-hematology-system.html (Advanced MAPSS),
hematologicka linka https://youtu.be/Qao813dmmPw?feature=shared

Referencni meze (déti): https://labsekce.hematology.cz/wp-content/uploads/2023/12/Doporuceni LS CHS CLS JEP-Ref meze deti-
KO Diff Ret NRBC v03 rev0l.pdf

Referencni meze (dospéli): https://labsekce.hematology.cz/wp-content/uploads/2021/08/Doporuceni LS CHS CLS JEP-Ref meze dospeli-
KO Diff Ret NRBC v02_rev02.pdf

https://www.youtube.com/watch?v=0eAp EuYOgA

https://www.sysmex-europe.com/academy/knowledge-centre/technologies/

https://www.youtube.com/watch?v=bYfZk9PU3XI

https://www.youtube.com/watch?v=IQ0mUN7dk4zQ

https://www.sysmex.cz/academy/klinicke-informace/nadstavbove-parametry/frakce-nezralych-trombocytu-ipf/

Hematopoéza prehled: https://www.sysmex-europe.com/academy/knowledge-centre/haematopoiesis/

—



https://www.corelaboratory.abbott/us/en/offerings/brands/alinity/Alinity-h-hematology-system.html
https://youtu.be/Qao813dmmPw?feature=shared
https://labsekce.hematology.cz/wp-content/uploads/2023/12/Doporuceni_LS_CHS_CLS_JEP-Ref_meze_deti-KO_Diff_Ret_NRBC_v03_rev01.pdf
https://labsekce.hematology.cz/wp-content/uploads/2021/08/Doporuceni_LS_CHS_CLS_JEP-Ref_meze_dospeli-KO_Diff_Ret_NRBC_v02_rev02.pdf
https://www.sysmex-europe.com/academy/knowledge-centre/technologies/
https://www.youtube.com/watch?v=bYfZk9PU3XI
https://www.youtube.com/watch?v=lQmUN7dk4zQ
https://www.sysmex.cz/academy/klinicke-informace/nadstavbove-parametry/frakce-nezralych-trombocytu-ipf/
https://www.sysmex-europe.com/academy/knowledge-centre/haematopoiesis/




