Pristroje v hematologické laboratori

1) Koagqulometry

> Déleni podle automatizace

® Poloautomatickeé
® Automatickeé

> Déleni dle typu detekce

® mechanicka

« hacek
+ kulicka
+ platek

® opticka
+ opticky paprsek

Koagula¢ni metody - zpUsoby detekce:

» Fyzikalni detekce

» Detekce fibrinového viakna (vodivost)

+ Elektromechanické vibrace a rotace (viskozita)
» Opticka detekce

* Rozptyl svétla - nefelometrie

* Propustnost svétla — turbidimetrie

Koagulometry mechanické- pfiklad nejCastéji pouzivané:

> Béhem koagulace vzrusta viskozita plazmy

» Tento rust viskozity je méfen pohybem napf. nerezové ocelové kulicky, ktera
se pohybuje mezi dvémi drazkami v kyveté s plazmou

» Pohyb kuli¢ky je tvofen elektromagnetickym polem,
které pusobi na kuli¢ku stfidavé ze dvou stran
Jakmile je nastartovana koagulace (pfidanim startovaci reagencie) viskozita
plazmy za¢ne vzrastat, coZz ma vliv na pohyb kuli¢ky

» Oscilaéni amplituda kulicky se zmensi

» MeéFi se zména frekvence a amplitudy kuli¢ky v Case

» Teéto zmény se vyuziva k urCeni koagulacniho ¢asu

Koagulometry optické:

» Vzorek plazmy je po pfidani startovaci reagencie vystaven svételnému zareni
(viditelna oblast)

» Zmény v optické hustoté plazmy pfi vzniku koagula jsou ve velmi malych
Casovych intervalech monitorovany jako zmény v intenzité svétla rozptyleného
pfi prichodu vzorkem

» Rozptylené svétlo dopada na fotodiodu a indukuje vznik elektrického impulzu,
jehoz amplituda roste umérné s intenzitou dopadajiciho svétla

» Koagulaci pfistroj hodnoti jako ukonéenou tehdy, kdyz se zastavi narist
amplitudy impulzd



» Na zakladé amplitudy elektrickych impulzl je vytvofena koagulaéni kfivka
» Koagulacni €as je stanoven napf. metodou procentualni detekce (nejcastéjsi
zpusob):
» Intenzita rozptyleného svétla je stanovena ihned po pfidani startovaci
reagencie a je definovana jako 0 %, intenzita svétla po ukonceni
koagulace jako 100 %
> Bod detekce koagulace je stanoven na koagula¢ni kfivece mezi 0 % a 100 %,
nejcastéji je uzivano 50 %
Koagulacgni €as je potom ¢asem, ve kterém bylo dosaZeno nastavené intenzity
rozptyleného svétla.

Coagulation mechanism activation.
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Dalsi principy méfeni na koagulometrech
(kromé koagula¢nich metod)
« chromogenni metody
* imunoturbidimetrické metody

Chromogenni metody:

> Stépeni specifického chromogenniho substratu — detekce absorbance
» ,end point” (A)
» kinetické (DA/min)

Imunoturbidimetrické metody:
» méfeni rozptylu svétla — turbidimetrie



Priklady metod:
Koagulaéni princip
PT

APTT

TT
Fibrinogen
Antitrombin
FIl,V, VII, X
VI, 1X, X1, XII
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Chromogenni

Antitrombin

Alfa2 — antiplazmin
Plazminogen
Protein C

Faktor VII, VIII,...
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Imunoturbidimetrie
» D-Dimery
» VWF:Antigen
>

2.) Hematologické analyzatory

- méreni parametrl krevniho obrazu, diferencialniho rozpoctu leukocytl a
meéfeni retikulocytd

Zjistovaneé veliciny:

Pfimo méfené

RBC

WBC

PLT

Hct

Hgb

Neut

Lym

Eos

Baso

Mono

Ret

NRBC

itané z méfenych veli€in (viz vySe)

MCV

MCHC

MCH

RDW
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» Parametry destiCek
» Parametry retikulocytt

Instrumentace
hlavni komponenty:

Rozdélovaci ventil

Reakéni komurka

Prutokova cela

MéFici systém

Detektor

Zesilovac (fotonasobic)

PocitaCové zpracovani signalu, vyhodnoceni
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STANOYENI NA 5 POPHLACNIM ANALYZATURU
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Pétipopulaéni diferencidl — méiici oblasti

RUzné principy

» Impedance

» Optika
® fluorescenéni prutokova cytometrie
® rozptyl laserového paprsku

» Vysokofrekvencni elektrické pole
» Cytochemické metody
» Imunofluorescenéni metody

Impedance, vodivost
stejnosmérny proud (DC)
(velikost bunék)




Narfedéna suspenze krevnich castic je vhanéna do méfici kyvety

Vné i uvnitf kyvety — polarizované stejnosmeérné elektrické pole (2 elektrody)
Vnikne-li ¢astice do kyvety — zména odporu prostiedi

Kazda burika vybudi jeden napétovy impuls, jehoz velikost je pfimoumérna
objemu Castice

Stejnosmérny proud nepronika do bunky (vzhledem k zapornému naboji na
vnéjSi ¢asti bunky), burika je obtékana st.proudem
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Nevyhoda impedanc¢niho principu:

» Meéfena kazda Castice ( krystalky roztoku, prachové Castice, vzduchové
bubliny...)

Opticky systém

Zaostteni paprsku (elipticky bod, cca10x100 mm)

® Rozptyl svétla (rizné uhly, polarizace)
® Absorpce (barveni)
® Fluorescence (barveni)

« Lampy (wolframova, Hg, Xe)

+ Lasery (Ar, Kr, HeNe, HeCd,
semikonduktorové)

« Diodové lasery (modry, zeleny, Cerveny, fialovy)

a) €elni rozptyl svétla (forward scatter light)
» FSC
® Maly uhel (1-6 st.)
Objem bunék

® Velky uhel (vice jak 8 st.)
Vnitfni charakter buriky
(udaje o granulaci cytoplasmy)

b) boéni rozptyl svétla (side scatter light)
» SSC
Vnitfni charakter bunky (granulace cytoplasmy)

Fluorescencni detekce
- obsah DNA, RNA

Pritokova cytometrie (Flow cytometry - FCM)
standardni metoda analyzy €astic (vétSinou bunék) v suspenzi



Multiparametricka analyza

Fyzikalni a chemické metody analyzy
Hydrodynamicky zaostfeny proud kapaliny
Vysoka propustnost (tisice elementl za vtefinu)
0,2 az 150 mm c&astice

Automatizace, robotizace
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Stanoveni vkopcentrace hemoglobinu
REFERENCNI METODA
- Kyanmethemoglobinova metoda

Spektrofotometrie
absorb¢ni maximum pfi 540 nm (pfimo umérné konc. Hb)
Stabilni pigment, toxicky, dlouha reakéni doba

Dnes pouZivana bezkyanidova metoda:
SLS hemoglobin ... Sodium Lauryl Sulfate

Vyvhodnoceni
Histogram (osa Y=¢etnost)
RDW, PDW

Scattergram (vlastnosti)
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