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1 Uvod a cil prace

Vyseteni krevniho obrazu zaved| do praxemecky internista Josef Arneth (1873 -
1955) jiz v roce 1904. Je to zakladni vyset, které mze byt poskytnuto kazdému
pacientovi. Uéuje vSeobecny obraz o pacientovi, a taka&to ze screeningového vy&esti
stava vyséeni diagnostické. Slouzi také k monitorovaniblé kdy dochazi ke kontrole
lé¢ebnych proceas které byly u pacienta pouZity.

Krevni obraz se v minulosti vy$etal manualg, ale nyni se spiSe pouzivaji hematologické
analyzatory, které jsou rychlejSi (100 i vice knevnobras za hodinu), fesrejSi a spravgsi
(vnitfni kvalita laboratte - kazdy den, WjSi kontrola kvality laborati@ - dvakrat do roka), a
je také pateba minimalni mnoZstvi vy§ewvané krve (30ul az 210ul). Hematologické
analyzatory poskytuji 8 az 32 paraniekrevniho obrazu, detre diferencialniho pé&u
leukocyti (trojparametrové - lymfocyty, granulocyty, ostatmiebo gtiparametrové -
lymfocyty, monocyty, neutrofily, eozinofily, bazbf), histogramu erytrocyt leukocyti a
trombocyti. RovreZ uvadji komentde k jednotlivym vysledém nmeteni.

Pti stanoveni krevniho obrazu vSak dochazi k chyldene vyusuji v negesnou interpretaci
vysledki pacient. Tyto chyby mohou byt Zisobeny bd’ v preanalyticke, analytické nebo
postanalytické fazi vyS&ni. Nefasgji dochazi k ovliviéni stanovovaného vysledku ve fazi
preanalytické a analytické.

V preanalytické fazi vySefeni miuze byt vysledek ovlivén nékolika faktory. Mezi @&
pati osoba pacienta (pohavi¢ky gravidita, cyklické zrény, koueni, uzivané léky a jiné).
DalSim faktorem ovlisiujicim spravnost vysledku je @gob, jakym je vzorek odebran
(poloha pacientaipodbéru a kratce fed nim) a také misto, z jakého je odebran (odéb$e-
venozni, ¢i kapilarni krev). @lezité také je, jakou pouzijeme nadobku a antikésgu
¢inidlo (ke stanoveni hodnot krevniho obrazu secastjji pouzivaji uzawvené plastove
nadobky na jedno pouziti, které osahuji EDTA, adiula&ni ¢inidlo citrat se pouziva na
hemokoaguléni vySeteni (Guder et al., 1998))fiRransportu vzorku do labora® musime
vzorek chranit ped mrazem, teplemii mechanickym porusenim zkumavky &lignym
ttrepanim zkumavkou (Guder et al., 1996).

V analytické fazi vySefeni muze byt vysledek ovlivén spravnosti a ipsnosti
metody, kterou stanovujemesteny vzorek.

Spravnost metody je definovana jako shoda meziedigem ndieni a skuténou
hodnotou (Racek et al., 2006). S touto hodnotonesami porovnavat jen jedno stanoveni,

muze byt totiz zatizeno ndhodnou chybou fesposti). Srovnava se ted§etidvana hodnota



s aritmetickym pimérem opakovanych #ieni kontrolniho vzorku - tim je eliminovana
nadhodna chyba &eni.

Presnost metody je definovana jako mira shody megiedky ziskanymi opakovanou
analyzou téhoz vzorku zargglem stanovenych podminek (Racek et al., 2006§etPo
stanoveni je minimathdvacet. Provagi se bul’ najednou v jedné sérii, nebo kazdy den jedno
stanoveni po dobu minim&lrjednoho nisice, nebo se stejny vzorek rozesle k analyze do
riznych laboratt.

V neposlednifac® maze byt spravnost vysledku ovligma stanovenymi referénimi
hodnotami. Jsou to takové hodnoty laboratornihtutesezi nimiz lezi $tSina hodnot (95%)
ziskana marenim referedéni populace (soubor jedificsphujici urkité predpoklady, n&astji
je to nepitomnost nemoci) (Racek et al., 2006). ProtoZze enefySefit celou referetni
populaci, provadi se nahodny ¥lha je tak ziskana vybova referetni skupina. U ni jsou
meieny vykerové referetini hodnoty, uteno vylgrové referetini rozloZzeni a stanoveny
vybérové referetini meze. Je-li vyrova referetni skupina dostate¢ velika a byl-li
spravig proveden nahodny v¥h odpovida odhad refer&mich mezi u vyérové skupiny
skute&nym referetinim mezim u celé referémi populace s co nejmensi nejistotou. Ta se da
statistickymi metodami vygdtat jako interval, v &mz s utitou pravépodobnosti (¥tSinou
95%) tento odhad lezi (Racek et al., 2006).

V analytické fazi nize byt vysledek ovlivén i vlastnostmi pouzité metody z hlediska
klinického. VySetované osoby mohou z hlediskéitpmnosti uéité nemoci pdit k jedné ze
dvou populaci: k nemocnym nebo zdravym. Laborat@stima za ukol od sebe tyto populace
odcilit. Prevazna wtSina tesi vSak dava pozitivni vysledek i &ésti zdravych osob a
negativni vysledek gasti nemocnych osob. Z tohoto hlediska se wg$ani jedinci rozdluji
na ¢tyii subpopulace, ty zahrnuji nemocné jedince s poditi testem (spravna pozitivita),
nemocné jedince s negativnim testem (faleSna pitajti zdraveé jedince s negativnim testem
(spravna negativita) a zdravé jedince s pozitividéstem (faleSna negativita) (Racek et al.,
2006). Na zaklaglvysledki tesfi u ©chto skupin vySébvanych osob rozliSujeme vlastnosti
diagnostické metody na diagnostickou senzitivipgcsficnost a dinnost.

Diagnosticka senzitivita je definovana jako podé@mocnych s pozitivnim testem a
celkového potu testovanych nemocnych (Racek et al., 2006), gdy t ukazatelem
spolehlivosti metody odhalit nemoc.

Diagnosticka specifnost je definovana jako podil ga zdravych jeding& s negativnim
testem a celkového p testovanych zdravych jedin¢Racek et al., 2006), je tedyekitkem

spolehlivosti metody vylatit pfitomnost nemaoci.



Diagnosticka &innost vyjaduje schopnost metody spravaaadit zdravé i nemocné
jedince a je geometrickym jpmérem diagnostické senzitivity a speéifosti (Racek et al.,
2006).

V postanalytické fazi vySefeni mize byt vysledek vyznamdnovlivnén na giklad
Spatnym vypoétem vysledk a jejich Spatnou interpretaci. Dale chybou tisieho chybou i
pienosu dat (fepsani, peslechnuti v telefonu apod.).

Cil prace:

V mé préaci se za#im hlavré na analytickou fazi vyS&ivani hodnot krevniho obrazu,
a to edevSim na stanoveni hodnot trombacgtleukocyt. Na mozné chyby, které mohou
byt v této fazi zaficinény, na divody jejich vzniku a na Zisob gedchazeni nedostdikkteré
s sebou analyticka fazéipasi. Budu se zabyvat stanovenim hodnot krevnidnazn pomoci
hematologickych analyzatiprjejich principy néteni a s tim i souvisejici nedostatky ¥iami.
Jako referetni metoda bude pouzito manualni stanoveni hodretnikno obrazu. Dale se
budu snazit uit idealni postup stanoveni hodnot krevniho obra&tary by potencionélni

chyby v n&teni eliminoval.



2 VySeteni krevniho obrazu

Soutasti krve jsou krevni elementy, krevni obrazuje jejich p@et a charakter v
krvi daného pacienta. Mezi krevni elemerigdime bilé krvinky (leukocyty) - WBC
(white blood cells),cervené krvinky (erytrocyty) - RBC (red blood cellg krevni
destEky (trombocyty) - PLT (platelets). Spravna funkéehto krevnich elemetitie pro
lidsky organismus nezbytna. Erytrocyty pomoci heloibigu ¢ervené krevni barvivo)
pienaseji kyslik a oxid uldity, leukocyty se @asti obrannych a metabolickych protes
organismu, trombocyty jsouitkbzité @i zasta¥ krvaceni a regeneraci cév (Beutler et al.,
2001).

Proto mezi zakladni parametry krevniho obrazuipaket erytrocyli, patet leukocyi,
pocet trombocyi, pomer erytrocyti k objemu celé krve - hematokrit,fetini objem
erytrocytu, distribtni kiivka erytrocyfi, mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu,restini
mnozstvi hemoglobinu v erytrocytujestini koncentrace hemoglobinu v erytrocytu a dale
stredni objem trombocytu, distriboi Sie trombocyit a pdet retikulocyti (nezralé
erytrocyty).

Hodnoty krevniho obrazu se v dnesni élatanovuji pevazre pomoci hematologickych
analyzatol (refereini meze hodnot krevniho obrazu — Tab. 1 a 2).

Hodnoty krevniho obrazu — muzi
Typ bunék Zkratka Referenéni meze Jednotky
Leukocyty WBC 4,0-10,0 giga/l
Erytrocyty RBC 45-6,2 tera/l
Hemoglobin HGB 13,0-17,0 g/dl
Hematokrit HCT 38,0-51,0 %
Stredni objem RBC MCV 80,0 - 95,0 fl
Obsah HGB v RBC MCH 26,0 - 32,0 pg
St. konc. HGB v RBC MCHC 32,0-36,0 g/dl
Distribusni kiivka RBC RDW 10,9 - 15,7 %
Trombocyty PLT 140 - 440 giga/l

Tab.1 Referetni meze hodnot krevniho obrazu u rinuz



Hodnoty krevniho obrazu - Zeny
Typ bunék Zkratka Referenéni meze Jednotky
Leukocyty WBC 4,0-10,0 giga/l
Erytrocyty RBC 4,2-54 tera/l
Hemoglobin HGB 12,0-16,0 g/dl
Hematokrit HCT 36,0 — 46,0 %
Stredni objem RBC MCV 80,0 - 95,0 fl
Obsah HGB v RBC MCH 26,0-32,0 pg
Stt. konc. HGB v RBC MCHC 32,0-36,0 g/di
Distribwni kiivka RBC RDW 10,9 - 15,7 %
Trombocyty PLT 140 - 440 giga/l

Tab.2 Referetni meze hodnot krevniho obrazu u Zzen

2.1 Hematologicke analyzatory

Hematologické analyzatory mohou byt 8 az 32 pareswét Stanovuji hematokrit,
hemoglobin, vSechny paramettgrvenych krvinek, dale stanovuji retikulocyty, \Seg
parametry krevnich desék, stanovuji také et bilych krvinek a jejich rozdeni do
subpopulaci (stanovuji jak absolutni, tak procdnfueastoupeni jednotlivych subpopulaci
leukocyt). Nekteré rozdluji leukocyty pouze dort skupin — na lymfocyty, granulocyty a
ostatni, jiné do §i skupin — na lymfocyty, monocyty, neutrofily, eoafily a bazofily.

V souwasné dob se na trhu objevuje vice typhematologickych analyzator
vyrdbénych u rekolika firem. Mezi nejpouzivaiSi pati Coulter Gen S a Coulter LH
(Beckman Coulter), dale Sysmex XE a Sysmex NE (8ys@orporation) a ADVIA (Bayer
GmbH). Hematologické analyzatory od firem Beckmaauk®r a Sysmex Corporation
stanovuji hodnoty krevniho obrazu podobnym printip&nalyzator od firmy Bayer GmbH

stanovuje hodnoty krevniho obrazu, zejména hoddiéyencialniho p&tu leukocyt, zcela
jinak.



2.1.1 Stanoveni hodnot krevniho obrazu pomoci hen@bgického analyzatoru
Coulter Gen S

e Historie metody
Princip, na kterém hematologicky analyzator Cou&N S pracuje, popsal v roce 1956
W.H. Coulter. P¢et stanovenych béhk v jednom vzorku je dikyifstoji piiblizné stonasob
vySSi nez peéet burkk stanovenych vjednom vzorku pomoci mikroskopu. rédukuje
statistické chyby asi desetkrat. £Zné zlepSeni v preciznostiéieni znamenalo, Ze citlivym
znakem erytropoetické dyskarzie se stalo stangeefiul erytrocyti spole&né se stanovenim
hematokritu a Fenim hemoglobinu (Brecher et al., 1956). Coulteunter model S byl
prvni hematologicky automaticky analyzator, kteryl Ischopny ngfit simultan vice
parametii krevniho obrazu. Od roku 1965 s&alaanalyzator pouzivat i ke stanoventfoo
trombocyfi. Tato metoda s@ivala v gipraveni plazmy bohaté na trombocyty, ktera by
nedovolila stanovit erytrocyty jako trombocyty (Bet al., 1965). Tato metoda byla dale
vylepSena Mundschenkem instalaci jednoduché hydandické apertury a specialni tuby,
které zlepSily pesnost nireni. Také pouZili ETDA a citratovy pufr (Mundschestkal., 1976).

» Princip stanoveni p@tu krevnich bunék
Abychom mohli stanovit piay krevnich elemeiit musime nejtive buiky, které pgitat
nechceme, zlyzovat. K tomu nam v hematologickémyaatoru slouzi d¥ lazré (Obr. 1).
V prvni lazni se péitaji erytrocyty, v druhé se pitaji leukocyty a stanovuje se hemoglobin.
V prvni lazni se nezlyzuje nic, ve druhé lazni §ezaji erytrocyty pomoci lytickéhginidla
LYSE S® lll, které rapidé lyzuje erytrocyty, volny hemoglobin a redukuje odelé buiky

(uzivatelska girucka Coulter Gen S).
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Obr. 1 Stanoveni hodnot krevniho obrazu pomoci t@ogického analyzatoru Coulter Gen S.
(a) 44ul krve je pouzito pro stanoveni hodnot krevrdboazu(b) Toto mnozstvi jeizdéno 1:224

v izotonickém roztoku. Takto bedéna krev se roz#li do dvou aliquot(c) V prvni se krev nigedi 1:50 000, je

uréena pro stanoveni pt erytrocyt. (d) Ve druhé se krev smicha s lgmém roztokem ifecéni 1:250), ktery

konvertuje hemoglobin na cyanmethemoglobin a lyzayérocyty.(e) Poté je krev vedena do fotosenzitivniho

¢lanku, kde je stanoven hemoglobff), poté je simultanhstanoven piet leukocyt a erytrocyd. VSe je
zmeteno celkemit krat. Tri vysledky pro kazdé #feni jsou zpkmérovany a jejich pimér je bran jako vysledek.
Pokud jedno &eni nesouhlasi s dalSimi&aa o vice jak o 3 stnodatné odchylky, je odmitnuto a stroj pracuje
jen se dg¢ma nefenimi. Pokud se liSi vSechny vysledky, musi ggemi opakovat
(Pinkerton et al., 1970).

Princip, jakym Coulter Gen S piva buiky a ukuje jejich velikost, se oziaje jako elektro-
impedarni metoda. Spiva v detekovani a &eni zneén elektrického odporu, ke kterym
dochazi, kdyz bika ve vodivém roztoku prochazigs maly otvor mezi elektrodami z platiny
pondenymi do téhoZ roztoku (Obr. 2). KaZzdanka v suspenzi se chové jako izolator. Po
prichodu buiky malym otvorem mezi elektrodami mezi nimi na ok#évzroste odpor, coz
zpasobi elektricky puls, ktery izeme zniiit. Patet elektrickych puls odpovida pétu burek

a mira elektrického pulsu odpovida jejich velikgB@arnard et al., 1969, Grover et al., 1972) .
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Obr. 2 Princip stanoveni ptu burék pomoci hematologického analyzatoru Coulter Gen S

« Stanoveni MCV (mean corpuscular volume)
Hodnota stedniho objemu erytrocytu je ziskavanghém stanoveni @tu erytrocyfl. Je
podilem hematokritu (to znamena podilengtpoerytrocyti a vSech pulg které probhnou
mezi elektrodami) a @ou erytrocyti (obr. 3) (Barnard et al., 1969).

» Stanoveni hemoglobinu
Pro ugeni mnoZzstvi hemoglobinu se pouziva jednoduchadaeidera sp&va v pouZziti
lytického c¢inidla LYSE S® Ill, které rapidé lyzuje erytrocyty, volny hemoglobin a
redukuje odurfelé buiky na tolik, Ze neovliiuji méteni hemoglobinu (uZivatelska
piirucka Coulter Gen S). Zarowe zpisobuje penenu hemoglobinu na stabilni
hnédocerveny pigment hemiglobinkyanid, jehoz absorbapte540nm) je pimo untrna
koncentraci hemoglobinu v krvi (Beutler et al., BP9V rekterych statech je ale pouziti
roztokii obsahujicich kyanid zakdzano, tudiz se pouZivajttoky bez #j, které obsahuji
sodium lauryl sulfat (SLS), ktery konvertuje henaiyih na stabilni produkt SLS-
methemoglobin, ktery sedfi kolorimetricky @i 560nm (Jonge et al., 2000, Oshiro et al.,
1982) .

e Stanoveni MCH a MCHC (mean corpuscular haemoglobinmean corpuscular
haemoglobin concentration)
Stredni mnoZzstvi hemoglobinu a jeho koncentrace jspoaditavany po té, co gitac stanovi
pocet erytrocyl, hemoglobin a #&dni objem erytrocytu, pomoci jednoduché
formule (Barnard et al., 1969):
MCH = hemoglobin (g v | krve) / get erytrocyt ( v | krve)
MCHC = (hemoglobin (g/dl krve) / objem tky (%) ) x 100 (Obr. 3).

12
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Pocet erytrocytli < hemoglobin
MCH

Obr. 3 Orient&ni schéma na vyg@tani hodnot erytrocyit

* Stanoveni RDW (distribuéni k¥ivka erytrocyt )
RDW je mirou anizocytozy (heterogennosti erytrégyttedy velikostniho zastoupeni
erytrocyti (Obr. 4). Je vypd@tavana jako varini koeficient, to znamena jako podil
smérodatné odchylky rozileni velikosti erytrocyt a MCV (Beutler et al., 2001).
RBLC

250fL
Obr. 4 Distribéni kiivka erytrocytu

e Stanoveni parametii trombocyta
Piimé nefeni pd&tu trombocylt umoziuje vypaet PTC (platelet-crit, miru zastoupeni
trombocyti v krvi), MPV (mean platelet volume, fetini objem trombocy) a PDW
(distribuweni kiivka trombocyt) (Obr. 5), podobtjako u erytrocyi (Sakalova et al., 1995).

E’ LT

£

L L BN B B B )

40 FL

Obr. 5 Distribini kiivka trombocytu

« Stanoveni diferencialniho pétu leukocyti
Hematologicky analyzator Coulter Gen S réage leukocyty do pti subpopulaci, na
neutrofily, eozinofily, bazofily, monocyty a lymfgty. K urceni diferencidlniho piu
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leukocyti se pouziva systéem dvatinidel (tzv. SCATTER PAK Reagent System), prvni
¢inidlo je Erythrolyse Il (PAK LYSE), které rapidrlyzuje erytrocyty a redukuje oduaié

buinky na zanedbatelné mnozZstvi. Druti@idlo je StabiLyse (PAK PRESERVE), které
konzervuje leukocyty a dovoluje diferenciaci blro subpopulaci pomoci tak zvaného VCS

principu (V-volume, C-conductivity, S-scatter) (u&ielska pirucka Coulter Gen S).

1. Stanoveni objemu leukocytu
Velikost leukocyl se stanovuje pomoci magnetického pole, do ktesghbuiky vpravuji
(Obr. 6). Pomoci sninda pak pditac zaznamena, jakou mirou se magnetické poléndma

podle toho ufi velikost jednotlivych bugk.

Obr. 6 Schéma stanoveni objemu leukocytu

2. Stanoveni vni¥ni struktury bun ék
Ke stanoveni vnihi struktury busk se vyuZziva jevu, kdy 8tavy proud v rozsahu radiovych
frekvenci cirkuluje okolo bipolarnich lipidv burééné membra& a energie, ktera tim vznika,
zpiasobuje penetrovani béky a tim dovoluje stanovit velikost béky jejich vnitni strukturu
véetnd chemického sloZeni a velikost jadra (Obr. 7). Tewetoda nam umakije odlisit i

takové buiky, které se nelisi ve své velikosti.

Obr. 7 Schéma stanoveni \mit struktury busk
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3. Stanoveni burééné granularity
Ke stanoveni buftné granularity se vyuziva souvislého laserovéhagkap KdyzZ je bika
oz&ena laserovym paprskem,éfo se rozptyli do vSech moznych &rin (Obr. 8). Pouzitim
detektoru rozptyleného laserového paprsku ziskarf@mace o stupni segmentace jadra,

bung¢né granularit a struktie burgcné membrany.

Obr. 8 Schéma stanoveni &iné granularity

* Princip stanoveni retikulocyta

Retikulocyty jsou nezralé bezjaderné erytrocytyer&tobsahuji malé mnozstvi bazofilnich
organel (RNA, mRNA, endoplazmatické retikulum). Bmnoveni retikulocyt se pouZivaji
¢inidla ( RETIC PAK Reagen System), ktera obsahugiravitalni barvy. Prvndinidlo (Retic
Stain) obsahuje barvu New Methylene Blue, kter&ipreije a agreguje bazofilni substance
uvnité bunky. Druhécinidlo odstrani hemoglobin z erytrodya buiku a jeji organely necha
nedotené. Zralé erytrocyty jsou potom bezbarvé a redikytly jsou tmavé. Retikulocyty jsou
stanovovany z plné krve laserovym paprskefimpm nmeienim proudu a vlastnostmi opacity

(uzivatelska girucka Coulter Gen S).

2.1.2 Stanoveni hodnot krevniho obrazu pomoci hen@bgického analyzatoru
Coulter LH 750 a LH 755

Principy stanoveni krevniho obrazu se v patleatiSi od princig stanoveni krevniho
obrazu pomoci hematologického analyzatory Coulten G. Vyrobci se v podstasnaZzili
pouze o zvySeni kvality &enych parameitr v diferencialnim pé&u leukocyti a dale ve
stanoveni NRBC - nucleated red blood aatiimoblasty (Obout et al., 2004). Dale se pokusili

o uplatréni hematologickych analyzatov automatické fiprawe krevnich naira.
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2.1.3 Stanoveni hodnot krevniho obrazu pomoci hen@bgického analyzatoru Sysmex
Tento hematologicky analyzator stanovuje krevnimelety velmi podobnym
zpisobem jako hematologicky analyzator Coulter, tedy zdklad elektro-impedagnich
vlastnosti krevnich elemen{Beutler et al., 1995).
Na rozdil od hematologického analyzatoru Coulten Saozdluje leukocyty do subpopulaci
na zaklad fluorescenni pritokové cytometrie. Kombinace side scatteru, forwsgdtteru a
intenzity fluorescence jadernych kikn dava striny, ale pesny obraz kazdé hky
detekované v periferni krvi. Polymetyové barvy sgd¥ou na DNA v ja@& buiky. Poté jsou
excitovany cervenym laserovym stlem o vinové délce 633nm a emitufervené
fluorescekni z&eni o vinové délce 660nm (Matsumoto, 1999). Nezealdrocyty jsou
jednoduse rozeznatelné od normdlnich a zralychroetti, protoZze maji jadro a tudiz je i
intenzita fluorescence vysSsi (Briggs et al., 19@3r. 9). Navic je pouzito specialéinidlo
(STROMATOLYSER-NR), které {sobi na lipidy v membra&nnezralych bugk, a tim je
ochraiwuje p‘ed porusenim (Sakata, 2000). Abnormalni leukocsdy jtaké lehce rozeznatelné
od normalnich leukocyt protoZe intenzita fluorescence je u nich také&{®br. 10). Po této
reakci jsou biiky rozctlené podle odpaddi na s¥ételny paprsek (Obr. 11) (Ruzicka et al.,

2000). Zéarove stroj uvede komentd zjiS€nych abnormalitach.

NRBC NRBC

Fst Fsc [ Basophilic
erythroblasts

|
|
- e Orthochromatic |

Jf erythroblasts o

Fl Fl

Obr. 9 (vlevo) NRBC diagram zdravébimveka, (vpravo) NRBC diagram pacienta s ortochromatticka

basofilickymi erytroblasty
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DIFF DIFF Atypical lymphocytes
2 Fi |

Immature granulocytes

Obr. 10 Diferenciélni rozdeni leukocyi (vlevo) u zdravéhdlovéka a diferenciélni rozget leukocyt (vpravo)

u nemocnéhglovéka s atypickymi lymfocyty a nezralymi granulocyty

®

/

Fluorescence intensity

Forward scattered light intensity

Obr. 11 Rozdleni erytrocyi, leukocyti a nezralych krevnich bgk. (a) Erytrocyty zlyzuji a zbyde z nich pouze
jejich membrana, proto je &elny paprsek nejmémozptylen (forward scattered light intensity jekd),
protoze neobsahuji chromatin, nejsoud&obarveny, intensita fluorescence je také nizkdtopoblast, ve které
se erytrocyty v diagramu nachazeji je levy dolti, (b) jelikoZ nezralé biiky ztracejiredsnim jadro dive nez
leukocyty, je swtelny paprsek rozptylen méiiforward scattered light intensity je nizSi nefeukocyti, ale
vySSi nez u erytrocyy, jelikoz tyto buiky obsahuji chromatin, barvi se polymetyenovymibari, ale slab,
proto je intenzita fluorescence ra@nslabsi a tudiz jsou na diagramu zhruba upedsfc) NejvySe polozené
jsou leukocyty. Udrzuji si gy tvar i velikost, proto nejvice rozptyluji &o. Také se velmi dde a sil@ barvi

polymetyovymi barvami, takze jejich umisf v diagramu je v pravém hornim rohu.
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2.1.4 Stanoveni hodnot krevniho obrazu pomoci hen@bgického analyzatoru ADVIA
Princip stanoveni krevniho obrazu pomoci hematolagio analyzatoru ADVIA se
zcela |isi od princip stanoveni hodnot krevniho obrazu pomoci dvatedeslych

hematologickych analyzatior

» Stanoveni p&tu krevnich bunék
Buriky jsou nejdive fixovanycinidlem, které fixuje tvar a velikost kazdé z nich.

Patet krevnich elemefitse stanovuje na zakkagrincipu patokové cytometrie.

e Stanoveni MCV a MCHC
Hodnoty erytrocyi se stanovuji pouzitim laserovéhatta, které umoiuje nefit jak objem
erytrocyti, tak obsah hemoglobinu. Mnozstvi rozptylenéhétlavpri malém ahlu osétleni
(2°-3°) je ungrné objemu bikky. MnoZstvi rozptyleného stla pri vétSim ahlu osetleni ( 5°-
15°) je umérné indexu refrakce Hhiky, ktery souvisi s mnoZzstvim intracelularniho

hemoglobinu (webové stranky).

e Stanoveni erytrogramu
Erytrogram je obdoba distribni kiivky stanovované hematologickymi analyzatory Caudte
Sysmex, ale velikostni roZkgni erytrocyi neznazatuje kivka. Erytrocyty jsou umighy
podle velikosti do grafu, ktery se ragdje na 9 oddil. V kazdém z odil je znazortna

velikost erytrocyt a jejich velikostni zastoupeni v procentech (QB).

Obr. 12 Erytrogram
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» Uréeni parametri trombocyti
Parametry trombocytse utuji podobnym zpsobem jako parametry erytrotyt
Cytogram trombocyit (Obr. 13) je grafickou podobou &teni MPV (stedni objem
trombocytu) pomoci rozptylu stla. Uhel s¥étla, kterym jsou biiky oswcovany je bd” maly
(2°-3°), nebo wtSi (5°-15°), podobh jako u utovani parametr erytrocyfi. MnoZstvi
rozptyleného sitla pri malém ahlu osgtleni je angrné velikosti (objemu) hiky. MnoZstvi
rozptyleného sitla pii velkém dhlu osstleni ( 5°-15°) je Urérné indexu refrakce hiky

(weboveé stranky).

Obr. 13 Cytogram tromboayt 1 normalni trombocyty, 2 velké trombocyty, 3 evgyty, 4 fragmenty
erytrocyfi, 5 zbytky lyzovanych buk, 6 oduniielé erytrocyty

« Stanoveni diferencialniho pétu leukocyti
Ke stanoveni diferencialniho o burék se pouziva peroxidazova metoda, ktera vyuziva
intracelularni enzym myeloperoxiddzu. Na ni jsotktaré buiky bilé rady, po pidani
substratu pro tento enzym, pozitivni (zbarvi sekteré negativni (neobarvi se). V3e je
doplréno velikosti bugk. Vysledny graf (Obr. 14) je mirou intenzity perd&zové aktivity,
ktera je n¢fena spektrofotometricky. Zftena absorbance je éma intenzi¢ peroxidazove
aktivity. Neutrofily, monocyty a eosinofily jsou pitivni, lymfocyty a bazofily negativni
(webové stranky). Hematologicky analyzator Advia tgké schopen it populaci tak
zvanych LUC (large unstained cells). Tytoiky jsou &tSinou virem aktivované lymfocyty,

buiky plazmy, vlasaté hiky, nezralé lymfocyty nebo blasty.
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Obr. 14 Stanoveni diferencialniho rozpoleukocyfi. 1 Sum, 2 normoblasty, 3 shluky trombagyt lymfocyty
a bazofily, 5 LUC, 6 monocyty, 7 neutrofily, 8 eoafily

2.2 Manudlni stanoveni hodnot krevniho obrazu
Manualni stanoveni hodnot krevniho obrazu se goaZiva vyhradéjako referetni
metoda. Nkteré principy jsou ale vyuzivany fipstanoveni hodnot krevniho obrazu pomoci

hematologického analyzatoru (stanoveni hemoglohipocet MCV a pod.).

2.2.1 Stanoveni pé&tu krevnich elementi (RBC, WBC, PLT)

Protoze poet krvinek je velky, musi se krev néjke naedit vhodnymredicim
roztokem, ktery satasré krvinky, které chceme gdtat, zvyrazni a ostatni odstrani
(Sakalova et al., 1995). Na @tani krevnich elemefitse pouziva Birkerova pibaci
komarka (Obr. 15). Je to v podstatrubé brousené sklo, jehoz horni plocha je ¢erth
dvéma hrubymi picnymi ryhami a jednou prasdni kratkou podélnou ryhou nagdproti
soke lezici velké pole. #krytim obou dvou poli krycim skilkem vznika vlastni prostor,
ve kterém se pitaji krvinky. Ryhami na spodni ploSe je narysovatesna si zndmych
rozmeéria. Pomoci sit a vySky konfirky je ugeny maly mikroskopicky prostor, ve kterém

se krvinky spéitaji ve zediné krvi.
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W Thunz

Obr. 15 Birkerova piitaci kontirka

Pctitaci ntizka Birkerovy korarky je rozdlena trojitymi ¢arami na 9 velkych
¢tvercovych poli a dvojitymiarami na 144 gtdnich a 169 malycbtveral (Obr. 16).
Velké stvercova pole maji plochu 1nfndélka strany 1mm), igdni&tverce maji plochu
1/25mnt (délka strany 0,2mm) a matéverce 1/400mrh(délka strany 0,05mm). Mezi
dvojitymi ¢arami vznikaji obdélniky, jejichz plocha se rovriéSe 4 malychitverai (i).
1/100mnf). Krvinky se p@itaji na utité zvolené plode,ipstabilni vysce, to znamendi p

uréitém zvoleném objemu.

— mm
400

Obr. 16 Sf Burkerovy pgitaci kontirky

* Poditani leukocyti
Jakoftedici roztok se pouziva Tirk roztok, ktery zjpsobi lyzi erytrocyi a trombocyi.
Jadra leukocyit se obarvi metylénovou miid SloZzeni Turkova roztoku je: ledova
kyselina octova (1ml), 1% vodny roztok metylénovédm (1ml) a destilovana voda (do
100ml) (Sakalova et al., 1995).
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» Poitani trombocyta
K urceni p@&tu trombocyt se pouzivaji dvmetody. Metoda Piettovce a metoda Brecher-
Cronkitova. Zakladem Brecher-Cronkitovy metodygelici roztok g&avelanu amonného,
ve kterém nastava rychld hemolyza erytrocyPoté co zlyzuji, izeme trombocyty
spaitat v paitaci konirce (Sakalova et al., 1995).
Zakladem metody Piettovce je roztok prokainu, werén erytrocyty také lyzuji. Roztok
prokainu se sklada z hydrochloridu prokainu (2,34ghloridu sodného (0,2g) a
destilované vody (do 100ml) (Sakalova et al., 1995)

2.2.2 Stanoveni zakladnich hodnot erytrocyi
Zakladni hodnoty erytrocyt maizeme vypeoitat z hodnot hemoglobinu, o
erytrocyti a z hodnoty hematokritu (Obr. 3).

e Stanoveni hematokritu (HCT)
Hematokrit udava, jaké mnozstvi erytracyfe obsazeno v plné krvi.iive se hematokrit
stanovoval vyhradh manualg, pomoci kapilar, tak zvanou mikrohematokritovou
metodou, kterd je celkem jednoduch&espa. Kapilara se naplnila do 4/5 po pemd do
kapky krve, volny konec se zatavil a kapilara setrifeigovala pi vysokych otékach
16000g po dobu 3 minut ve specialni centrifuze. nbdg hematokritu se odgaly ze

stupnice ve specialnimiiaeni (Sakalova et al., 1995).

» Stanoveni stedniho objemu erytrocytu (MCV)
Stredni objem erytrocytu je vypaavan z hodnoty hematokritu a z&w erytrocyti v 1l
krve podle vzorce:
MCV= (hematokrit (%) / p&et erytrocyl x1G°/1 )x10
Stedni objem erytrocytu se udavédbu punt nebosast;ji ve fl (Beutler et al., 2001).

» Stanoveni hemoglobinu
Princip manualniho stanoveni se vyuziva i éteni hemoglobinu hematologickymi
analyzatory. Roztoky kyanidu draselného a ferrold@draselného hemolyzuji erytrocyty
a konvertuji hemoglobintps hemiglobin na stabilni Bdocerveny hemiglobinkyanid,
jehoZz koncentrace se ¢ spektrofotometricky f 540nm. V rkterych statech je ale
pouziti roztoki obsahujicich kyanid zakazano, tudiz se pouzivajizioky bez bj, které

obsahuji sodium lauryl sulfat (SLS), ktery konvggtinemoglobin na stabilni produkt
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SLS-methemoglobin, ktery seémn kolorimetricky @i 560nm (Jonge et al., 2000, Oshiro
et al., 1982).

e Stanoveni stedniho mnozstvi hemoglobinu (MCH)
MCH je vypcitavan jako podil mnoZzstvi hemoglobinu &faoerytrocyt,
MCH = hemoglobin (g v | krve) / get erytrocyi (v | krve)
nebo upravenou formuli
MCH = hemoglobin ( g/dl) / pet erytrocyd (x10°%/ul)
Stredni mnoZstvi hemoglobinu se udava v pg hemoglobiouwice (Beutler et al., 2001).

« Stanoveni stedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytu (MCHC)
Koncentrace hemoglobinu v erytrocytu je v§fidvana jako podil mnozstvi hemoglobinu
a objemu biiky (Beutler et al., 2001)
MCHC = (hemoglobin (g/dl krve) / objem tky (%) )x100

2.2.3Stanoveni diferencialniho pétu leukocyti

Z&kladem stanoveni diferencialniha:poleukocyt je spravné zhotoveni krevniho
nagru a pouziti spravné barvici metody. Krevnién&e zhotovuje na chemickystém a
dukladre odmastném podloznim skiku, kde se rozétnim malé kapky krve vytvd
tenkd monocelularni vrstva (Sakalova et al., 19%)parvicich metod se pouziva
panoptického barveni podle Pappenheima, v Evrblay-Grinwaldovym a Giemsa-
Romanowského roztokem (Sakalova et al., 1995), pejeBych statech americkych
roztokem Wrighta. Barveni krevniho st probih& ve dvou fazich. V prvni fazieplada
acinek metylalkoholu a nét se fixuje. Ve druhé fazi probiha barveni krevnédbmeni
ziekknym May-Griunwaldovym a Giemsa-Romanowského roztokbray-Griunwaldyv
roztok se sklada ze €81 z1g eozinu a metylenové nigddale pak ze 100ml
metylalkoholu zatatého na 50°C a 50ml glycerolu (Sakalova et al95)9Giemsa-
Romanowského roztok se sklada ze 3g azureozin®,8f azuru Il, 250ml glycerolu a
350ml metylalkoholu (Sakalova et al., 1995).

2.2.4 Stanoveni pétu retikulocyt @
Retikulocyty obsahuji struktury cytoplazmy erytiastu (ribozomy, RNA, mRNA,
endoplazmatické retikulum), proto jeudeme prokazat barvenim vitalnimi barvami

(brilantkrezolova mot) a pozorovat mikroskopicky (Kubisz et al., 2006).
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3. Material a pouzité metody

3.1 Kritéria vyb éru pacienti
V mésici anoru roku 2007 byly na O#éni klinické hematologie Nemocniggeské
Budgjovice, a.s. u 7806 pacigntstanoveny hodnoty krevniho obrazu. Pacienti bgi n

vySeteni posilani na zaklgdadosti oSeétijicich |€kat.

3.2 Odbkér krve a jeji priprava ke zpracovani

Odbery krve byly provadny do uzaviratelnych vakuovych glmhmotnych zkumavek
o objemu 3 a 4,5ml z vendzni krve. Ve zkumavkada BPTA obsazena v padru 1,5+0,3g
EDTA/ImI krve jako antikoagutmi ¢inidlo. Ukolem antikoagukniho ¢inidla je véazat
vapenaté ionty a tim zali@vat koagulaci (EDTA vaze vapenaté ionty cheélatp Po
transportu vzorku na Odkgni klinické hematologie Nemocnicéeské Budjovice, a.s. bylo
zkontrolovano jméno a rodriéslo pacienta, bylo muigléleno identifika&ni ¢islo a zkumavka
byla polepenac¢drovym kdédem. Zkumavka byla vioZzena do kazety a stima do

hematologického analyzatoru, ktery stanovil hodmwevniho obrazu.

3.3 Laboratorni vySeteni hodnot krevniho obrazu

Laboratorni vyséeni hodnot krevniho obrazu byla prov¥ad na Oddeni klinické
hematologie Nemocnic€eské Budjovice, a.s. Ke stanoveni hodnot krevniho obrazu by
pouzit @istroj Coulter Gen S od firmy Beckman Coulter. Hest@yicky analyzator Coulter
Gen S pracuje na elektro-impedamm principu (viz kapitola 2.1.1).
Byly stanoveny vSechny hodnoty krevniho obrazu,y tgmbet leukocyd, erytrocyf,
trombocyfi. Déle byly stanoveny vSechny parametry erytroeyHCT, MCV, MCH, MCHC,
RDW, a stanoveny vSechny parametry trombdeytPTC, MPV, PDW. Dale byl stanoven
diferencialni poet leukocytl (Coulter Gen S rozduje leukocyty do pti skupin — monocyty,
lymfocyty, eozinofiy, bazofily a neutrofily) (Zigoby stanoveni viz kapitola 2.1.1).

3.4 Stanoveni pétu leukocyti a trombocyta referenéni metodou

Na stanoveni pitu leukocyli a trombocyi byla u pacient, ktefi méli podezelé
vysledky (poprvé zjigha trombopenie, abnormalni stav leukdgytpouzita referetni
metoda. Trombocyty a leukocyty byly stanoveny pomBarkerovy pgitaci komirky a

mikroskopu.
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3.4.1 Stanoveni p&u leukocyti

Jakoiedici roztok byl pouzit Ttk roztok (sloZzeni viz kapitola 2.2.1), ktery lyzuje
erytrocyty a trombocyty. Do zkumavky jsme dali 475pirkova roztoku, poté jsme do
zkumavky gidali 25ul vendzni krve a pri@pali. Dale jsme odebrali ze zkumavky kapku
suspenze arpmistili ji do p@&itaciho prostoru Blrkerovy pitaci komirky. Leukocyty jsme
pocitali pfi 100 nasobném zteni v 50 malychkétvercich. Zjis&ny paet leukocyd jsme
vynasobili 100 krat. Pokud se ¢ip leukocyfi v + 10% shodovali s gtem leukocyt
uréenych pomoci hematologického analyzatoru, jakowspgrfaiet leukocyl jsme ustanovili
ten, ktery jsme wili pomoci hematologického analyzatoru. Pokud sslagky v + 10%
neshodovali, ustanovili jsme jako spravny vyslegeket leukocyli stanoveny refereni

metodou.

3.4.2 Stanoveni p&u trombocyti

Jakoftedici roztok byl pouZit roztok prokainu (sloZenk \Kapitola 2.2.1 — metoda
podle Piettovce). Do zkumavky jsme dali 475ul rémtprokainu, pidali 25u1 vendzni krve a
pipetou dikladne promichali a nechali vzorek 1 hodinu hemolyzovwité jsme odebrali ze
zkumavky kapku suspenze gemistili ji do p&itaciho prostoru Burkerovy piiaci koniirky
a nechali jsme trombocyty 10 minut sedimentovatéRsme trombocyty sgitali pomoci
mikroskopu pi 400 nasobném zSeni ve 20 obdélekach, vysledek vynasobili 1000 krat.
Pokud se pé&ty trombocyti v + 10% shodovaly s geem trombocyi uréenych pomoci
hematologického analyzatoru, jako spravnygidrombocyli jsme ustanovili ten, ktery jsme
urcili pomoci hematologického analyzatoru. Pokud seledky v + 10% neshodovali,

ustanovili jsme jako spravny vysledekggbtrombocyi stanoveny refergmi metodou.

3.5 Stanoveni hodnot erytrocyik a hemoglobinu

Hodnoty erytrocyit a hemoglobinu se na zaktadlouhodobych zkuSenosti refeéan
metodou nestanovuji (Gstni&eni Skolitele). Za spravné vysledky se povazujhognoty,
které nandtil hematologicky analyzator. Jedina kontrola spasin stanoveni hodnot
erytrocyti a hemoglobinu probihaigd umistnim mefeného vzorku do #iici kazety.
Pres\wdcili jsme se, zda vzorek ve zkumavce neaglutinoedlonneagregoval.
Aglutinovany vzorek by rl spravné hodnoty hemoglobinu, ale Spatné hodnpotiroeytu
(Gstni sdleni Skolitele). Mozny dvod, pr@ k aglutinaci doslo, je ffitomnost chladovych
protilatek. Proto jgeSenim aglutinace umdsi vzorku na 1 hodinu do termostatu. Pokud je i

poté krev aglutinovana, musi se &é@bopakovat.
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Agregovany vzorek by neSel stanoviibec a stroj by nas na to upozornil koméena,

vzorek by se tedy musel nabrat znovu.

26



4 Vysledky
V mésici tnoru roku 2007 byly na O#éni klinické hematologie Nemocnidgeské
Budgjovice, a.s. u 7806 paciénstanoveny hodnoty krevniho obrazu. V mé praci jsem

zanzftila predevsim na chybné stanovenéfpotrombocyt a leukocyi.

4.1 Stanovené hodnoty leukocyit

Stanoveni hodnot krevniho obrazu bylo provedeno gmbmhematologického
analyzatoru Coulter Gen S od firmy Beckman Coulfegnto hematologicky analyzator
stanovuje hodnoty krevniho obrazu na elektro-impé&aian principu.
Za normélni hodnoty leukodytjsou povaZovany jejich goy mezi 4,0x18 a 10,0x18
burgk/1 litr krve. U vSech paciettbylo provedeno stanoveni §ia leukocyfi. Z toho u 4581
pacienti (58,69%) byly stanovené hodnoty v né&mu 3225 pacierit (41,31%) byly
stanovené hodnoty mimo normu, z nichz u 362 pati€ai64%) byly stanovené pty
leukocyti pod 4x168bunsk/l krve a u 2863 paciemt(36,68%) byly nad 10x£®unsk/l krve.
U 37 pacient (0,47%) se stanovené hodnotytiwaly referetini metodou (mikroskopicky,
pomoci Birkerovy korirky) a u 8 paciernit (0,1%) byly hodnoty ziskané pomoci

hematologického analyzatoru stanoveny Spéfiab.1).

leukocyty pocet pacient %
vSechna vyseni 7806 100,00
vysledek v norra 4581 58,69
vysledek mimo normy 3225 41,31
vysledek pod 4x1/I 362 4,64
vysledek nad 10x1®/I 2863 36,68
premsteno 37 0,47
Spatré stanoveno 8 0,10

Tab.1 Vysledky stanoveni ptu leukocyt
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4.2 Stanovené hodnoty trombocyi

Stanoveni hodnot krevniho obrazu bylo provedeno gmbmhematologického
analyzatoru Coulter Gen S od firmy Beckman Colytento hematologicky analyzator
stanovuje hodnoty krevniho obrazu na elektro-impé&aian principu). Za normalni hodnoty
trombocyfi jsou povaZzovany jejich gty v rozmezi 140x10az 440x18bursk/1 litr krve. Za
mirny deficit jsou povaZzovany hodnoty trombacyad 100x1®bursk/1 litr krve, za klinicky
vyznamny deficit jsou povaZzovany hodnoty pod 108xd@ek/1 litr krve. Ze 7806 pacieft
byl u 6479 pacierit(83%) p&et trombocyl v predepsané nornu 1327 pacieiit(17%) byl
pocet trombocyl mimo normu, z toho u 369 pacién@,7%) se jednalo o klinicky vyznamny
pokles trombocyt a u 591 paciefit(7,57%) byl pdet stanovenych trombodynad 440x19
burgk/1 litr krve. U 67 pacierit (0,86%) jsme hodnotyipmefili pomoci referetini metody
(mikroskopicky, pomoci Burkerovy kairky) a z toho u 10 pacieini{0,13%) byly nartené

hodnoty pomoci hematologického analyzatoru chyfiad® Q).

trombocyty pocet pacient %
vSechna vyseni 7806 100,00
vysledek v norra 6479 83,00
vysledek mimo 1327 17.00
normu
Tovaoan . | 39 470
e °91 757
premereno 67 0,86
Spatrt stanoveno 10 0,13

Tab.2 Vysledky stanoveni {im trombocyi
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4.3 Pramérny pocet bunék
Dale nas zajimalo, jaky je jmérny paet burgk u vSech vyséeni, u vySdeni, jejichz
vysledek byl stanoven v nognu vysledk stanovenych mimo normu, gigmsienych hodnot,
Spatré stanovenych hodnot a u hodnot v klinicky vyznarobksti (u pdtu trombocyi).

Primeérny paset leukocyl u viech vyséeni byl 9,98x18bursk/l krve, u vyseteni
v norms byl 7,29x16bunsk/l krve, u vysledk stanovenych pod 4xiiBunsk/l krve byl
2,63x10bursk/l krve, u vysledi stanovenych nad 10x3unsk/l krve byl 15,23x18bunsk/I
krve, u remstenych vzork byl 1,98x18bursk/l krve, a u $pathstanovenych hodnot vzark
2,26x10bunsk/l krve.

Primérny paset trombocyt byl u v&ech vyséeni 272,26x1ursk/l krve, u vysledk
v norms pak 268,58x1Wunsk/l krve, u vysledk pod 150x18bunsk/l krve byl pfimérny
pocet roven 86,26xIurek/l krve, u vysledi nad 440x18urek/l krve 543,21x18punsk/I
krve. Piimérny poset trombocyi v kinicky vyznamné oblasti byl 51,15xHunsk/I krve, u
ptemstenych hodnot 57,27xBunsk/l krve, a u $pathstanovenych hodnot 67,10Xbdinsk/|
krve (Tab. 3).

pramérny pocet bungk [x10° bunék/1 litr krve]
“ . s Spatr
. vSechna 9 . v klin. premerené .
krevni buky | ", -|vnormé| mimo normu , stanovene
vySeteni vyzn. obl.| hodnoty h
odnoty
pod nad
normu | normu
leukocyty 9,98 7,29 2,63 | 15,23 - 1,98 2,26
trombocyty | 272,26 | 268,54 86,24 543,21 51,15 57,27 67,10

Tab.3 Pimérny paset leukocyt a trombocyi
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5 Diskuze

Dle naSeho &kavani hragi hodnoty pimérného pdétu burek leukocyti s horni
refereréni mezi (pimérn& hodnota ptiu burek je 9,98x18b/l krve, gicemZ horni referemi
mez je 10x1® b/l krve), protoZe fevaZzna ¥tSina pacierit (zhruba 85%), u kterych bylo
provedeno stanoveni krevniho obrazu, byli hosgitatni v NemocniciCeské Budjovice,
a.s. na odélenich jako je anesteziologicko resusgitaoddleni, bakteriologické odieni,
infekéni  oddleni, kardiologické od#eni, onkologické od#eni, parazitologické a
mykologické oddleni a dalSi. Na &Sin¢ téchto oddlenich pacienti pravproctlavaji nebo
procélali néjakou infekci a tudiz maji zvySeny et leukocyi.
Pomysleli jsme i naifstrojovou chybu, na nadhodnocovani vysiedke to dano principem,
na kterém hematologicky analyzator Coulter Gen&uyje. Neumi nagklad mefit mladé a
nezralé biky, proto napiklad normoblasty z#fi, jako by to byly leukocyty, a tudiz pet
leukocyti v méfeni naroste (vznikAd pseudoleukocyt6za). Velkym |@mlem u
hematologickych analyzatior obecg je pojem rezistentni erytrocyty. Tyto erytrocyty
v lyzaeni lazni nezlyzuji a pfet leukocyt tim nafista. Rezistentni erytrocyty se v Krvi
nenachazegasto, ale jsou problémem, ktery zatim nikdo neyulehliv feSit.
U trombocyfti jsou hodnoty pimérného pdétu burek v normalu (pimérny patet trombocyi
je 272,26x18b/l). K faleSnému zvySovani p trombocyl (trombocytéza) riwe rékdy
nagiklad dojit kvili fragmentim burgk, které se v krvi nachazeji. Fragmenty jsou malé
casteky, takze je stroj automaticky zapitava k tm nejmensim krevnim likam, tedy
trombocytim.
FaleSné snizeni pm trombocyl (pseudotrombopenie) je ®aptji zpasobeno fdanim
antikoagulaniho¢inidla EDTA (tak zvany EDTA syndrom), kteréigmbi shluk trombocyt
Hematologicky analyzator pak néée gesré stanovit jejich poet. Udava se, Ze se qm
pseudotrombopenii pohybuje od 0,1 az 2% (Penkd.,e2@01). Nam se podéo odhalit
0,13% pseudotrombopenii.
piistroje a jeho validace.
Kontrola kvality probiha ve dvou stupnich. Prvnhzaije kontrolu kvality uvnitlaboratde
(interni kontrola kvality ). Druhy stupé zahrnuje kontrolu kvality mimo laboratéexterni
kontrola kvality ).

Interni kontrola kvality probih& kaZzdy den, na dvéépe naitch Grovnich. Prvni
arovni se rozumi stanoveni vzorku krve se znamyelmiv nizkymi hodnotami vSech

meienych hodnot krevniho obrazu. Druhou se rozumiostm vzorku krve se znamymi
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velmi vysokymi hodnotami vSechdgienych hodnot krevniho obrazu. #eti Grovni se rozumi
stanoveni vzorku krve s normalnimi hodnotami kreendbrazu. Moznym dalSim é@gpobem
interni kontroly kvality je ogtovné stanoveni vzorku krve, ktery je &@n bez ¢domi
laboranta/ky obsluhujici hematologicky analyzatBoté se vyhledaji hodnoty stanoveneé
poprvé a podruhé a pokud nesouhlasi, podniknouc#e kroky (které se provégd, i pokud
se objevi nesrovnalosti u¢iné kazdodenni kontroly) k odsteguh nedostatk v mereni
hematologickym analyzatorem. Podtitymi kroky si p‘edstavme novou kalibraciiptroje,
piekontrolovani jeho vnihich sodasti, po pipact povolani servisniho technika. Servisni
technik z pravidla chodi i na pravidelné preventprohlidky gistroje, které se konaji jednou
za 3 az 6 msial. DalSim moZznym zpsobem interni kontroly kvality je test
reprodukovatelnosti, kdy se jeden vzorek krve neuleasiit 10 krat. Pokud se stanovené
hodnoty prokazatetliSi, je nutny servisifstroje. DalSim zfisobem kontroly interni kvality
je metoda klouzavych pmeéri, kdy se u asi 20 az 30 krevnich olfrarustale pgmeéru;ji
stanovené hodnoty. Pokudktery parametr statisticky vyznaghpiesahne &akou z hodnot,
stroj nas na to upozorni komefgdn. Metoda klouzavych pméra se spiSe hodi do menSich
laboratdi, kam chodi ¥tSinou vzorky paciefits podobnym typem onemagn. V laboratdi,
jaka je na Od#eni klinické hematologie Nemocnic€eské Budjovice, a.s., mzeme
v kazdém m¥freni aiekavat Upld rozdilné hodnoty, takze tato metoda je zde priktic
nepouzitelnd. Pokud je v labor&itgouzito vice pistroja na stanoveni hodnot krevniho
obrazu, musime zajistit jejich shodnéieni testem porovnatelnosti, kdy se kazdy deti m
jeden vzorek krve nejdre pomoci prvniho analyzatoru, poté pomoci druhgéhalyzatoru.
Namgiené hodnoty se nesmi statisticky vyznanigit.

Externi kontrola kvality se z pravidla provadi midiné jednou r@né, kdy ukena
narodni autorita (Ceské republice je to Systém externi kontroly kyaliSEKK) dopravi do
laboratde vzorek krve, pro laboratmeznamych hodnot krevniho obrazu. Labdrawa za
ukol hodnoty stanovit a vysledekditlinstituci, které externi kontrolu kvality orgemije.

DalSi moznosti externi kontroly kvality je i@alani audit. Po dobrém hodnoceni odboriik
ktefi se auditu &astnili, laboraté ziska certifikat bd akreditované nebo certifikované
laboratde.

Predchazeni nespravného stanoveni hodnot krevnirezwhrsak neobsahne pouze
interni¢i externi kontrola kvality. Nutnd je i psgomost persondlu o principu, jakyrfigiroj
stanovuje hodnoty krevniho obrazu, jelikoz persor@hoduje o vysledcich, které se
pientfovat budou a které ne. Nutné je i podani informpersonalu o moZznych

nedefinovanych chybach, kteréigiroj mize udlat (jako na piklad pokud nar¥i vysokou
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hladinu MCHC a fitom hladina MCH nefesahuje normalni hodnoty). Tyto nedefinované
chyby se mohou stat, pokud se fiklad uvolni néistota v néfici hadéce a podob&

Vybornym feSenim pro laboranty/ky je automaticky delta chexk znamend automaticka
zprava o hodnotéach titého pacienta vigdeslych mireni, laboranti/ky si tak mohou vSechny
hodnoty porovnat. Nutna je i znalost diagnézy pateie

Dbat by se o i na informovani klinik o sprdvném postuputipnakéru krve a jejim
nasledném transportu. Proto by laborataely vydavat podné brozurky pro 1ék& kliniky.

Idedlnim postupem, jak &it spravné hodnoty krevniho obrazu, je stanovitrodg
krevniho obrazu pomocitigtroje za Gasti delta checku, pokud se hodnoty ¥tpdeukocyfi
v fadu jednoho tydne liSi o vice jak 30%, automatiskyhodnota leukocytpiekontroluje
refereéni metodou. Pokud se hodnoty vépotrombocyt liSi viadu jednoho rsice o vice
jak 20%, také seipkontroluji refereéni metodou. Déale se laboranti/ky informuji o diage6
pacienta, potvadz u ®kterych onemoctni byva v hodnotach krevniho obrazu
charakteristickd z#ma. Dale si laboranti/ky vedouiptrojovy laboratorni denik, péipad

piirucku kvality a, coz je nejilezitéjSi, dodrzuji stanovené pracovni postupy podieugky

ur¢iteho hematologického analyzatoru a sleduji expwgech pouzivanych chemikalii.
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6 Zavér
« U 7806 pacierit byly v mésici anoru roku 2007 na Od&éni klinické hematologie
NemocniceCeské Budjovice, a.s. stanoveny hodnoty krevniho obrazu.
* U pacient byly zjiSttny nasledujici hodnoty gtu leukocyf :
U 58,69% pacierit- vysledky v normy, u 41,31% pacieft- vysledky mimo normu, z toho u
4,64% pacierit - stanovené pty leukocyfi pod 4x16bunsk/l krve, u 36,68% pacieiit-
stanovené piy leukocyfi nad 10x18bunsk/l krve. U 0,47% pacieiitse stanovené hodnoty
ovérovaly referesini metodou, u 0,1% paciént byly hodnoty ziskané pomoci
hematologického analyzatoru stanoveny Spatn
U pacient byly zjiStny nasledujici hodnoty gtu trombocyi:
U 83% pacient - v norne, u 17% pacietit- mimo normu, z toho u 4,7% paciéntklinicky
vyznamny pokles tromboadyt u 7,57% paciefit— hodnoty nad 444x2tursk/litr krve, u
0,86% pacierit - hodnoty se if@eneiili referentni metodou a z toho u 0,13% pacient
nameérené hodnoty pomoci hematologického analyzatoru tiyfpné.
* U pacient byl zjisS&n nasledujici prmérny paiet leukocyi:
U v8ech vyséeni — 9,98x1tbursk/l krve, u vysledi v norme - 7,29x16bursk/l krve, u
vysledki pod 4x18burek/l krve — 2,63x18bursk/l krve, u vysledk nad 10x18bursk/l krve
— 15,23x16bursk/l krve, u pentienych hodnot — 1,98xIbunsk/l krve, u 3Spati
stanovenych hodnot — 2,26Xboirsk/| krve.
U pacient byl zjiSttn nsledujici prmérny patet trombocyi:
U v&ech vyséeni — 272,26x1bursk/l krve, u vysledk v norms — 268,58x18unsk/I krve, u
vysledki pod 150x18bunsk/l krve — 86,26x18unsk/l krve, u vysledk nad 440x18bursk/|
krve — 543,21x1Wurek/l krve, u vysledk v klinicky vyznamné oblasti — 51,153 unsk/|
krve, u femsfovanych hodnot — 57,27x¥unsk/l krve a u $path stanovenych hodnot —
67,10x16bursk/I krve.

» Byl stanoven idedlni postupéiieni p@tu leukocyti a trombocyi
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