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Abstrakt

Zavedeni digitalni morfologie v hematologické laboratori

V soucasné dob¢ se digitalni morfologie stavd soucéasti rutinnich metod
hematologickych laboratofi a v analyze diferencidlniho rozpoctu leukocytii ma nemaly
vyznam. Cilem mé bakalafské prace je ve zkuSebnim provozu porovnat vysledky
diferencidlniho rozpoctu leukocytii pomoci klasického mikroskopu a digitalniho
morfologického systému spoleénosti CellaVision AB (Lund, Svédsko) Cella Vision
DM96™., Zameétila jsem se na kontrolu spravnosti a presnosti méfeni a porovnala jsem
pracovni, ¢asovou a finan¢ni naro¢nost.

Teoreticka Cast se zabyva obecnymi poznatky hemopoezy a jednotlivé leukocytarni
populace jsou popsany v ptislusnych vyvojovych fadéach.

V praci popisuji zhotoveni krevniho natéru, jeho obarveni a vyhodnoceni
diferencialniho rozpoctu leukocyti klasickym mikroskopem. Dale popisuji analyzu 5ti
populaéniho diferencialu leukocytii na hematologickych analyzatorech pomoci principu
VCS technologie nebo priutokové fluorescencni cytometrie.

Metodicka cast této prace byla provedena v hematologické laboratofi v Nemocnici
Ceské Budgjovice, a.s., kde jsem zaméstnana. Soubor dat tvofilo 50 vzorki, jejichz
krevni obraz vcetné¢ diferencidlniho rozpoctu leukocyti byl analyzovan na
hematologickém analyzatoru Coulter LH 755. Vyhodnoceny byly dle pfisluSnych
pravidel stanovenych v SOPu (standardné operacni postupy) laboratoie a tzv. varovnych
hlaSeni analyzatoru informujicich o podezieni na pfitomnost nezralych ¢i atypickych
forem bunécnych populaci a byly oznaceny jako nutné k mikroskopické kontrole. Po
zhotoveni a obarveni natéru byly tyto vzorky mikroskopicky vyhodnoceny klasickym
mikroskopem a zaroven v ramci zkuSebniho provozu analyzovany digitalnim
mikroskopem Cella Vision DM96.

Vysledky méfeni jsou zaznamenany v piisluSnych grafech vyjadiujici vztahy
spravnosti a korelace bunécnych populaci. Zdroje ptivodnich dat zanesen¢ do tabulek se
nachdzeji v ptiloze.

Korelace jednotlivych  populaci  leukocytli  preklasifikované  digitdlnim

mikroskopem ve vztahu ke konvenéni mikroskopii jsou pro neutrofily 0,91, lymfocyty



0,96, monocyty 0,89, tyce 0,78. Hodnoty pro eosinofily a basofily neuvadim, neb
Z diivodu nizkého bunééného zastoupeni v natérech jsou malo vypovidajici. Hypotéza,
ze vysledky diferencidlniho rozpoctu leukocyti vyhodnocené digitdlnim systémem
Cella Vision DM96™ jsou neuspokojivé, se potvrdila, zejména kvili neutrofilim.

Korelace leukocytli po manudlni korekci je pro neutrofily 0,97, lymfocyty 0,98,
monocyty 0,94, tyce 0,96. V tomto ptipadé hypotéza, ze vysledky po manudlni
reklasifikaci jsou srovnatelné s klasickou mikroskopii, je pravdiva.

Celkovy primérny cas vyhodnoceni digitalni morfologii je 9°55"°, kde cas
stanoveni analyzatorem trval v pruméru 230" a Cas obsluhy provadéjici manudlni
korekci byl v priméru 6°55°". Naméfeny pramérny ¢as standardni mikroskopie byl
5'10"". Z vyslednych hodnot vyplyva, Ze Casova narocnost analyzy diferencialniho
rozpoCtu leukocyti mikroskopem Cella Vision DM96™ je vétsi nez u klasické
mikroskopie. Vyznamnym aspektem, ktery ovliviiuje vysledky preklasifikace je kvalita
natéru a barveni. Sledované vzorky byly zpracovavany manudlné. Po ukonceni studie
jsem méla moznost pracovat se vzorky automatem zhotovenymi a obarvenymi. U takto
pfipravenych natéra je ¢asova naro¢nost podstatné mensi. Pro skupinu leukopenickych
vzorki (0,1-3,9 - 10° G/1) je casové vyhodnégj$i manualni reklasifikace diferencidlniho
rozpoétu v digitalnim automatu neZ vyhodnoceni klasickym mikroskopem. Casové
uspora téchto vzorki je témet 50%.

Finanéni naroc¢nost vychédzi z Casové, respektive z nédkladi na cas obsluhy
provadéjici manudlni reklasifikaci digitdlné¢ vyhodnoceného natéru. Provozni naklady
jsou vyss$i o ndklady na casovy rozdil mezi klasikou a digitdlnim mikroskopem.
Vezmeme-li v tvahu jeS$té cenu pfistroje, tak financni zatizenost mnohondsobné
stoupne. Pfesto jsou tu vyznamné aspekty, pro které je digitalni morfologie pofizovana.
Patfi sem archivace vysledki a jejich zpétna dohledatelnost véetné vSech snimkl bunek,
moznost tzv. konzultace na dalku, ukladani snimkti do elektronickych Iékatskych

zaznamu. Digitalni systém je také dobrym pomocnikem v edukaci pracovniki a staZisti.



Abstract

The introduction of digital morphology in a hematological laboratory

Nowadays the digital morphology is becoming a part of routine methods in
hematological laboratories and in analysis of diferential divide of leukocyte has
a considerable meaning. The aim of my bachelor’s work is to compare the results of the
diferential divide of leukocyte achieved in a trial run by a classical microscope and by
a digital morphological system from the company CellaVision AB (Lund, Sweden)
Cella Vision DM96™. [ concentrated on checking the correctness and accuracy of the
measurement and | compared the work, time and financial demands.

The theoretic part is concerned with general pieces of knowledge of hemopoiesis
and the single leucocytic populations are described in corresponding developmental
lines.

In the work | describe blood smear making, its colouring and the diferential divide
of leukocyte evaluation done by a classical microscope. Moreover | describe 5-
population analysis of diferential of leukocyte at a hematological analyzer with the help
of VCS technology principle or the flow fluorescent cytometry. The methodical part of
my work was done in the hematological laboratory in the hospital Ceské Budg&jovice
plc., where | work. The data file was formed of 50 samples, whose blood picture
including the diferential divide of leukocyte was analysed at hematological analyzer
Coulter LH 755. The samples were evaluated according to the rules stated in SOP of the
laboratory and according to as it is called warning reports of the analyzer informing
about the suspicion of occurrence of immature or atypical forms of cellular populations,
which were marked as necessary for microscopic checking. After making and colouring
the blood smear these samples were microscopic evaluated by a classical microscope
and at the same time they were, in a trial run, analyzed by a digital microscope Cella
Vision DM96.

The results of the measurement are placed in corresponding diagrams showing the
relations of correctness and correlation of cellular populations. The source of original
data is to be found in the enclosure.

The correlation of single population of leukocyte preclassified by a digital



microscope in relation to conventional microscopy are for neutrofils 0,91, for
lymphocytes 0,96, monocytes 0,89, bands 0,78. I don’t mention the figures for
eosinofiles and basofiles, because they are of low informative value due to low cellular
representation in the smears. The theory about results achieved by the digital system
Cella Vision DM96™ being unsatisfactory was proved, mainly because of neutrofiles.

The leukocyte correlation after manual correction is for neutrofiles 0,97,
lymfocytes 0,98, monocytes 0,94, bands 0,96. In this case the theory about results after
manual preclassification being comparable to classical microscopy is true.

The total average time of evaluation by the digital morphology is 9°55"" where the
time of stating by analyzer took on average 2°30"" and the operation time of manual
correction was on average 6'55"". The measured average time of classical microscopy
was 5°10"".The time demands of the diferential divide of leukocyte analysis done by
a microscope Cella Vision DM96™ is bigger than by classical microscopy, which
emerges from the resulting values. A very important aspect which influences the results
of preclassification is the quality of smears and colouring. The observed samples were
done manually. After finishing the study | had the oportunity to work with samples done
mecanically. With samples prepared this way is the time demands much lower. For the
group ofleukopenic samples (0,1-3,9 - 10° G/I) the manual preclassification of the
diferential divide of leukocyte done mechanically by a digital machine from the point of
view of time more favourable than the reclassification done by classical microscope.
Time savings of these samples is nearly 50%.

The financial demands are based on the time or rather the cost of operation time for
people doing the manual reclassification of the digitally evaluated sample. The
operating costs are higher at the time difference between classical and digital
microscopy. If we take account of the machine price, the finantial demands increase
multiply. Although there are some significant aspects the digital morphology is
implemented for. For example results archiving and their reverse control including all
cell exposures, possibility for so called teleconsultation, saving the exposures in
electronic medical records. The digital system is also a significant help for emploees

and trainees education.
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Uvod

Tak jako erytrocyty jsou dilezit¢ pro pirenos kysliku, ktery je nezbytny pro
fungovani lidského organismu a trombocyty tvoii dualezitou slozku v primarni
hemostéazi, tak 1 leukocyty maji svlj vyznam a to pfedevS§im v imunitnich
mechanismech ochranujicich nd$ organismus. Diferencidlni rozpocet leukocytt zjistuje
piesné zastoupeni jednotlivych bunéénych populaci v obvodové krvi. V piipadé
nepoméru téchto bunék ¢i nalezeni nezralych ¢i patologickych forem nam tato
informace mlze pomoci v diagnostice nejrizn€jSich onemocnéni. Od alergické reakce,
proliferativni onemocnéni ¢i nadory. Veédnim oborem, ktery se zabyva touto
problematikou je hematologie. Moderni hematologie dnes zasahuje i do nékterych
socialnich otazek, nebot' vcasnou diagnostikou a lécbou vrozenych onemocnéni
umoziuje zafadit do normaélniho zivota nemocné, které byli diive z normalni
spole¢nosti vylouceny (Donner 1985).

Metodu urcovani raznych typt bilych krvinek poprvé zavedl v roce 1878 Paul
Ehrlich, kdy je rozpoznaval pomoci anilinovych barev (Pecka 2006).

V hematologickych laboratofich nyni analyzuji krevni vzorky analyzatory pracujici
v uzavieném systému, vyhodnocuji velmi spolehlivé vysledky a ke stanoveni potiebuji
velice malé mnozstvi vzorku. Diferencialni rozpocet leukocytl stanovuji na principu
VCS technologie nebo fluorescenéni prutokové cytometrie. Pfes rozvoj automatizace
Vv laboratofich zustava klasicka mikroskopie nadale zlatym standardem. Novinkou na
trhu, ktera by mohla do budoucna nahradit klasickou mikroskopii je digitalni mikroskop
Cella Vision DM96. Tento digitalni morfologicky systém umoziiuje ptedbéznou
preklasifikaci leukocyti a naslednou manudlni korekci jednotlivych bunéénych
populaci. Vyznamnou vyhodou v zavedeni této technologie do laboratorni rutiny oproti
zlatému standardu je ptfedevSim archivace vysledku, z které vyplyva zpétna
dohledatelnost analyzovanych vzork.

Pokusim se v této praci zmapovat problematiku analyzy diferencidlni rozpoctu
leukocyti digitdlnim mikroskopem Cella Vision DM96™ a porovnat ji s klasickou

mikroskopii ve spravnosti méteni, pracovni a ¢asové naroc¢nosti.
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1. Soucasny stav

1.1 Krev

JiZ starovéci 1€kari znali vyznam krve, mnohymi byla oznacovana jako zivotodarna
tekutina. BéZznou pfi¢inou umrti v dobach castych valek byval pravé hemoragicky Sok.
Ve starovékém Egypté se ¢lenové vladnoucich rodl koupali v krvi ve snaze regenerace
a omlazeni organismu. V 1492 je zaznamenan prvni pokus transfuze krve, ktery skoncil
fataln€. Az roku 1901 Karl Landsteiner publikoval objev tii krevnich skupin (Penka et
al. 2009). V roce 1907 se ¢esky psychiatr Jan Jansky stal prvnim, kdo spravné roztfidil
lidskou krev do Ctyi krevnich skupin (Penka et al. 2012).

Krev je vysoce specifickd tekutina zajiStujici v lidském organismu spravny chod
zivotn¢ dulezitych funkci. Je tekutym organem a zdroven systematickym celkem
s funkci vyzivnou, okyslicovaci, imunitni, ale i 1écebnou a termoregulacni (Sakalova

2010).

1.2 Hemopoeza

Hlavnim hemopoetickym orgdnem je kostni dfe,, ve které se nachdzi pool
hemopoetickych kmenovych bunék. Pluripotentni kmenova buiika je spole¢na pro
vSechny lymfoidni i nelymfoidni fady. Multipotentni kmenova buiika CFU — GEMM
(Colony Forming Unit) pro granulocytarni, erytrocytarni, monocyto/makrofagovou
a megakaryocytarni fadu. DalSi zralejsi kmenové prekurzory jsou pro erytroidni,
megakaryocytarni a granulocyto/monocytarni linii. Eosinofilni, basofilni a vyvoj
mastocytt (tkdnové bazofily) vychdzi ze specifickych kmenovych bunék jako je
CFU-Eo, CFU-Ba a CFU-mast. Lymfoidni fada se vyviji ze spole¢né kmenové bunky
pro B a T — populaci, zatimco NK-cells tzv. pfirozeni zabije¢i maji sviij specificky
prekurzor.

Hemopoeza je regulovana fadou interleukind, CFS (colony-stimulating factor)
a interakci kmenovych bunék se stromatem hemopoetickych organti tzv.hemopoetickym
induktivnim mikroprostfedim. Spoleénym provazanim téchto faktorti je umoznéna

normalni hemopoeza. Na druhé strané poruchy na urovni kmenovych buné¢k vedou
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k patologickym stavim mezi které patii napf. dienové utlumy, myelodysplazie,
myelofibrézy apod.

V obdobi embryonalniho vyvoje se hemopoeza uskutecnuje ve Zloutkovém vaku,
pozdé&ji prechazi do jater a sleziny a nakonec do kostni dfen€. Za patologickych stavi
muze dochéazet k aktivaci hemopoezy opét ve slezing i jatrech, nékdy i v miznich

uzlinach (Penka et al. 2009).

1.2.1 Granulocytopoeza

Zralé bilé krvinky — leukocyty — se déli na granulocyty nebo-li polynukleary
neutrofilni, eosinofilni, basofilni (maji polymorfni jadro riznych tvar) a mononukleary
(buiiky s kompaktnim jadrem) mezi které patii lymfocyty a monocyty.

Matetska buika CFU-GM je spole¢na pro granulocyty a monocyty. Zralejsi buika
jen pro granulocytarni fadu se oznacuje CFU-G. Nejmladsi mikroskopicky
rozpoznatelna bufika granulocytopoezy je myeloblast. Dal$imi vyvojovymi stadii jsou
promyelocyt, myelocyt, metamyelocyt, neutrofilni ty¢ a posledni zralym stadiem je
neutrofilni segment. Béhem vyzradvani se leukocyty granulocytli postupné zmenSuji
s vyjimkou promyelocytu, ktery je vétsi nez myeloblast. Mizi jadérka, kondenzuje se
chromatin, v cytoplazmé se objevuji nejprve primarni nebo-li azurofilni granula, pozd¢ji
tzv.specifickd — neutrofilni, eosinofilni nebo bazofilni granula. Cytoplazma se béhem

vyzravani méni z pivodné bazofilni na kone¢nou razovou.

1.2.2 Monocytopoeza

Ur¢ena mateiska burika spole¢na pro granulocyty a monocyty je CFU-GM. Dalsim
prekurzorem pro monocytovovou vyvojovou fadu je CFU-M. Dalsi vyvojova stadia 1ze
odlisit pomoci imunofenotypizace. OdliSeni monoblasti od myeloblasti neni mozné
mikroskopicky, ale na zakladé kultivace dfenovych bunék (Sakalova et al. 2010).
Promonocyty jiZ vice pfipominaji monocytarni elementy, maji vétSinou ledvinovité
jadro, kde se jeSt€¢ mohou vyskytovat rizné zfetelné nukleoly. Cytoplama je bazofilni,
avSak muzZe jiz nabyvat typické koutfoveé Sed¢ zabarveni. Zralé monocyty maji vétSinou
nepravidelné jadro bez jadérek. Cytoplazma je koutovée Seda a obsahuje jemny poprasSek

azurofilni granulace. Monocyty vycestovavaji do tkéni, kde je oznacujeme jako
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makrofagy. Ty jsou pfitomny ve vétsin€ tkdnich a organech. V nékterych plni specifické
funkce jako napf. osteoklasty v kostni tkani, mikroglie v mozku, Kupferovy buiky
Vv jatrech, Langerhansovy bunky v kizi apod. Zakladnimi funkcemi monocyto-
makrofagového systému jsou predevSim fagocytdéza mikroorganismi, prezentace
a eliminace antigenti, nemalou ucasti se podili na remodelaci tkani. Dal$i vyznamnou
funkci je destrukce starych nebo posSkozenych erytrocyti s nemalym podilem na
ovlivnéni metabolizmu Zeleza. (Penka et al. 2011).

Makrogagy jsou vétsi nez samotné monocyty. Maji nepravidelny tvar, casto
S nitkovymi ¢i pupencovitymi vybézkami. Jadro je pfevazné ovalné. V cytoplazmé se
nachdzeji vakuoly v misté vyplavenych ¢i pohlcenych ¢astic. Vyznamna je jejich
ptitomnost z hlediska odolnosti organismu proti nddorovym onemocnénim (Sakalova et

al. 2010).

1.2.3 Lymfopoeza

Lymfocytarni fada prodélava vzhledem ke svym dulezitym regulacnim funkcim
Vv imunitnich mechanismech velice slozity vyvoj. Po diferenciaci ze spole¢né
multipotentni kmenové buniky pro nelymfoidni i lymfoidni fadu se lymfoidni kmenové
buniky dale diferencuji do T nebo B fady (Penka et al. 2011). Déleni v lymfocytarni
populaci probiha asymetricky. Po rozdéleni buiiky se jedna z dcefinnych bunék déle
diferencuje, zatimco druha si zachovava schopnost samoobnovy (Sakalova et al. 2010).
Prvni matetskou buiikou jiZ mikroskopicky poznatelnou je lymfoblast. Zpravidla byva
mensi neZ myeloblast. Vyznacuje se Uzkym lemem cytoplazmy kolem kulatého jadra
s jemngjSim chromatinem, které obsahuje 1-2 nukleoly. Prolymfocyty jsou stiedné velké
buiiky majici jeSté jemné kondenzovany chromatin a vétSinou jeden vyrazny nukleolus
v jadfe (Adam et al. 2008). Zralé lymfocyty se vyznacuji velkou morfologickou
a funk¢ni variabilitou. Jsou to nejmensi leukocyty velikosti erytrocytu. Maji centralng
nebo excentricky uloZené jadro s hutn€jSim chromatinem. V malych lymfocytech
bazofiln¢ barvici se cytoplazma tvoti jen tizky lem kolem jadra. Ve stfednich a velkych
lymfocytech je cytoplazma svétlej§i a bohat$i obsahujici malé mnozstvi azurofilnich
granul. Lymfocyty se rozd€luji na dvé hlavni skupiny a to na B-lymfocyty a T-
lymfocyty (Penka et al. 2011).
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1.2.3.1 B-lymfocyty

Nézev B-lymfocytli pochdzi z nazvu ,bursa Fabricii®, coz je lymfaticky organ
ptakl, ve kterém tyto lymfocyty dozravaji. U lidi tento organ neexistuje a lymfocyty
zraji ve fetalnich jatrech, kostni dieni a slezin¢ (Bartinkova et al. 1999). Vyvoj
B-lymfocyti v prvnich stadiich zdvisi na vnitinim programu bunék a pfislusnych
regulacnich faktorech. Dalsi vyvoj je zéavisly na stimulacnich faktorech v imunitnich
procesech (Sakalova et al. 2010). Proliferace a diferenciace probiha bez antigenni
a s antigenni stimulaci. Prvni faze probiha v kostni dieni, kde se z kmenovych bunék
postupné diferencuje nezraly pro-B-lymfocyt. Dal§im stadiem je pre-B-lymfocyt, ze
kterého se diferencuje zraly naivni B-lymfocyt. Ve druhé fazi tj. po setkani s antigeny,
naivni lymfocyty podléhaji apoptéze nebo se diferencuji v plazmatické buiiky
(plazmocyty) tvoftici protilatky proti cilovému antigenu. Pti dal§im setkéni s pfislusnymi
antigeny jsou rychleji produkovany klony plazmatickych bunek produkujici protilatky.
V této fad¢ Ize rozlisit plazmoblast, proplazmocyt a zraly plazmocyt. Mladsi buiiky jako
plazmoblasty a proplazmocyty maji vétsi jadro v poméru k cytoplazmé. V jadie byvaji
jadérka. Plazmocyty jsou okrouhlé ¢i ovalné buniky s excentricky uloZzenym jadrem,
objemnou siln€ bazofilné az inkoustové barvici se cytoplazmou. Tésné perinukledrné je
pfitomno projasnéni. Jadro byva velmi hutn€ uspofadané tzv. loukotovité.
U plazmatickych bun¢k se mizeme setkat s riznymi morfologickymi abnormalitami.
Naptiklad cerveno-rizové zabarveni cytoplazmy je typické pro tzv. ,,plamenné
plazmocyty*. Cytoplazma muize obsahovat také Russelova téliska, coz jsou sféricka
depozita s obsahem imunoglobulinu. Mohou byt rtuzova, fialova i modra. Jsou-li
pritomna téliska v jadie pfipominajici nukleoly jde tzv. Duchterova téliska typicka pro

nadorové plazmocyty ( Penka et al. 2011).

1.2.3.2 T-lymfocyty

Vyvoj T lymfocyth probiha v prvnich stadiich v kostni dfeni. Poté dozravaji
v thymu, kde ziskavaji své specifické znaky a vlastnosti. Po dozrani ptechéazeji do
sekundarnich lymfatickych organt jako jsou lymfatické uzliny a slezina. T lymfocyty
délime na Th — helpery, Tc — cytotoxické a NK bunky nebo-li pfirozené zabijece
(natural killer).
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1.2.3.3 NK-bunky

NK buiiky byly pivodné popsany jako lymfocyty, které jsou bez predchozi
stimulace, proliferace a diferenciace schopny zabijet virem infikované bunky nebo
nékteré nadorové buriky. Jsou to morfologicky velké granularni lymfocyty (LGL — large
granular lymfocyt), které nemaji antigenné specifické receptory, proto je zahadou jejich
rozeznavani abnormalnich bunék (Hotejsi 2009). Pti niceni cilovych bun€k je spusténa
lyza prostfednictvim lysozomalnich enzymt a perforind, které se nachazi v granulich
NK- bun¢k. Po lyze se odlepi od mrtvych bun¢k a jsou schopny dale utoc€it na cilové

buitky (Pecka 2002).

1.2.3.4 Rozliseni T a B lymfocyti

V krvi ani v hemopoetickych organech nelze (vyjma plazmatickych bungk)
morfologicky rozlisit jednotlivé lymfocyty. K rozliSeni vyuzivame jejich povrchové
a cytoplazmatické markery a jejich imunologickych, cytochemickych a prolifera¢nich
vlastnosti. Jednou z metod je tzv. imunofenotypizace, pii které dochazi k vazb¢é znacené
monoklonalni protiladtky na povrchovy membranovy antigen lymfocytu. Takto znacené

buiiky svétélkuji ve fluorescenénim mikroskopu (Pecka 1996).

1.3 Diferencialni rozpocet leukocytu

Mezi rutinni laboratorni hematologické vySetfeni patii vyhodnoceni krevniho
obrazu vcetn¢ diferencialniho poctu leukocytl, ktery byva duilezity pro stanoveni
leukémie, myelodysplastické syndromy, lymfomy aj.

Analyza diferencialniho rozpoctu bilych krvinek v periferni krvi je dnes provadéna
pomoci vicepopulacnich hematologickych analyzatorti, jejimiz pfednostmi jsou prace
V uzavieném systému, zpracovani malého objemu vzorku (n€kdy staci i 190 pl) a jeho
rychlé zpracovani (do n€kolika minut). Zaroven jsou velmi spolehlivé a nenarocné pro
obsluhu.

V pfipad¢ pochybnosti vysledku z analyzatoru ¢i vyznamnou patologii krevniho
obrazu lze hodnoty diferencidlniho poctu leukocyta urcit pomoci klasické mikroskopie.

Soucasnou novinkou se stdva generace morfologickych analyzatori umoznujici
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digitalni zpracovani a vyhodnoceni krevnich natérti pomoci tzv.digitdlni morfologie.

Hovotime o éfe virtualni mikroskopie — telehematologii (Juranova et al. 2010).

1.3.1 Klasicka mikroskopie
Zakladnim prvkem této metody jsou krevni natéry. K hodnoceni je nutné jejich

Setrné zhotoveni, protoze i kvalita natéru mize ovlivnit jejich konecné vyhodnoceni.

1.3.1.1 Priprava a barveni krevnich preparatii

Natéry se provadi z kapilarni nebo zilni krve, ktera se nabird do zkumavek
z antikoagulac¢ni ptisadou. Je nezbytné natér provést do 3-4 hodin po odbéru. Poté miize
dojit ke strukturnim zméndm v nékterych krevnich bunkach. Pii manualnim provedeni
1ze silu natéru ovlivnit thlem, ktery svira roztérové sklicko s podloznim sklickem.

V soucasné dobé ndm nejvhodnéjsi natéry se standartni Grovni poskytuji natérové
a barvici automaty. Tloustku natéru zhotovi na zédkladé hodnoty hematokritu.

Radné zaschlé natéry barvime dle standartnich postupti. Nejprve provedeme fixaci
v metanolu. Poté nasleduje barveni pomoci barvicich roztokii May—Griinwald
a Giemsa—Romanowski. May—Griinwald barvi acidofilni buiky a granulaci
V neutrofilech, zatimco Giemsa barvi jak cytoplazmu lymfocyti a monocytl, tak
i jaderny chromatin (Gentilhomme et al. 1989). Vodou oplachnuté natéry nechame na

vzduchu oschnout.

1.3.1.2 Zasady pro morfologické hodnoceni jednotlivych bunécnych populact
Diferencidlni rozpocet leukocytil prohliZime pod mikroskopem pii zvétSeni 1000x.
Najdeme 100 leukocytl a jednotlivé bunétné typy zaznamename do tzv. leukomatd,
které v kone¢né fazi provedou kalkulaci vysledku.
Pfi hodnoceni si vybirdme tu cast natéru, ve které jsou builkky rovnomérné
rozprostieny. Nejcastéji se jednd o misto cca 1 cm od konce natéru. Natér prohlizime

rovnomérnym meandrovitym pohybem objektivu na podloznim skle pfes vrstvu imerze.
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Obr. 1 Meandrovity zplisob prohlizeni natéru

Prohlizi se a hodnoti celkovy vzhled builky, jeji tvar, velikost v porovnani
S ostatnimi buiitkami. Ddle jadro a to jeho velikost, ulozeni, tvar, uspofadani chromatinu,
pocet a vzhled nukleold. Sledujeme mnozstvi plazmy, jeji barvitelnost, vybézky,
vakuolizaci, perinuklearni projasnéni, granulaci a pfipadné inkluze. V ramci hodnoceni
diferencialniho rozpoctu déle zjiStujeme pocetni zastoupeni normoblastl (pii zvySeném
mnozstvi tj. 20 normoblasti na 100 leukocyti a vice, je nutné provést korekci
leukocyttr). Sledujeme anomalie v buiikach jednotlivych krvetvornych tad, predevsim si
vS§imame tvarovych odchylek erytrocyti, jejich zbarveni popt. vyskytu télisek, prstencti
¢1 inkluzi. Déle pozorujeme vyskyt dal§ich bunéénych forem jako jsou hola jadra
abunécné stiny. Nékdy lze zjistit i pfitomnost paraziti ¢i bakterii v erytrocytech.

V nékterych ptipadech se provadi odhad po¢tu trombocytt (Pecka et al. 2006).

1.3.2 Hodnoceni diferencidalniho rozpoctu leukocytit na analyzdtorech

VétSina hematologickych analyzatort pracuje uzavienym systémem. V dnes$ni dobé
jsou v laboratofich analyzatory nejCastéji zastoupené firmou Beckman Coulter ¢i
Sysmex. Stanovuji ve vzorcich krve hodnoty krevniho obrazu, pocty retikulocyt
a pocty normoblasti (NRBC) — nezralych cervenych krvinek, ale také parametry

5-populacniho diferenciélu.

1.3.2.1 Tripopulacni diferencial
Stanoveni tohoto rozpoctu leukocytl je jiz pouhou historii, pfi které analyzator
vyuzival impedanéni metodu k rozliSeni populaci bilych krvinek s malym, stfedné

velkym a velkym jadrem (Briggs et al. 2007).

1.3.2.2 Pétipopulacni diferencial
Analyzator fady Coulter LH 755 firmy Beckman Coulter vyuziva technologii VCS

k vyhodnocovani diferencidlu leukocytii. Technologie VCS je tvofena kombinaci tii
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parametri — nizkofrekven¢niho proudu pfi méfeni objemu bunky (V — volume)
vysokofrekven¢niho proudu (C — conductivity) a rozptylu laserového paprsku (S —
scatter). Princip C-analyzy vyuziva vysokofrekvenc¢niho proudu, pro ktery bunééna
sténa pusobi jako vodi¢ a ktery pii praniku bunécnym obsahem odhaluje rozdily
Vv izola¢nich vlastnostech bunécnych komponent predevsim bunééného jadra, granularni
slozky ¢i chemického slozeni. Povrch a tvar bunky je méfen odrazem laserového
paprsku (S — scatter) (SOP 2007). VSechny méfeni probihaji na kazdé buiice soucasné.
Jednotlivé hodnoty jsou pouzity jako soutadice X, Y, Z a zaznamenany v prostorovém
scattergramu (3D VCS analyza). Nasledné jsou buiikky pomoci specialniho softwaru
seskupeny do oddélenych oblasti a barevné odliSeny.

Novy hematologicky systém firmy Beckman Coulter DX 800 méti nékolik dalSich
uhli rozptylu svétla pomoci modulu MTM (Multi-transducer Module), coz je vyznamné

zdokonaleni pro vyhodnoceni naméfenych hodnot (Boudal 2010).

Obr. 2: 3D scattergram leukocytd (analyzator Coulter LH 755), rizova — neutrofily,
modra — lymfocyty, zelena — monocyty, oranzova — eosinofily, bila — basofily,
cervena - NRBC

Analyzatory firmy Sysmex k analyze diferencidlniho poctu bilych krvinek
vyuzivaji kombinace pritokové fluorescencni cytometrie a rozptylu laserového paprsku.
Podstatou principu metody je velikost thlu rozptylu pfimého laserového paprsku, kterd

je pfimo umeérnd velikosti buiiky (detektor Forward Scatter). Dale intenzita boc¢niho
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rozptylu laserového paprsku je pfimo umérna hustoté struktury uvnitt bunky (detektor
Side Scatter). Pomoci detektoru Side Fluorescence Light je snimana intenzita
fluorescencniho zafeni vychazejici z bunky, kterd je pfimo Umérna aktivit¢ bunky
a nepiimo umeérna jeji vyzralosti. Fluorescen¢ni pritokova cytometrie vyuziva k analyze
bun¢k dvou méficich systémt — channels (Warren et al. 1999). Kazdy modul vyuziva
jiné ¢inidlo s rtznou lyzacni schopnosti a odlisny zptisob detekce leukocytarnich
populaci. Vyslednou analyzu zaznamena do scattergramu populace leukocytl pomoci
osy X a'Y. Osa X je bo¢ni rozptyl paprsku (SSC) a informuje nas o slozeni uvnitt burky.
Na ose Y jsou leukocyty rozdéleny dle intenzity fluorescence (SFL) a informuji nas

0 poméru jadra a cytoplazmy (Pecka 2010).

DIFF Scattergram (Abnormal)

Fluorescence

“ﬁeur +BASO
* EO

Side Scatter

Obr.3: Scattergram populace leukocytt (analyzator Sysmex)

1.3.3 Digitalni morfologie

Pro naplnéni pozadavkd na standartizaci a automatizaci laboratorni prace jsou
zavadény do laboratofi digitdlni morfologické systémy umoZilujici preklasifikaci
krevnich bunék. Spole¢nost CellaVision AB (Lund, Svédsko) piedstavila 3 nové
systémy. V roce 2001 Diffmaster Octavia, v roce 2004 Cella Vision DM96 a v roce
2010 byl predstaven CellaVision DM1200 ve Spojenych statech prostiednictvim firmy

Sysmex (Yu et al. 2012). Automat se sklada z mikroskopu ovladanym motorem, jehoz
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opticka cast je vybavena tfemi objektivy o zvétSeni 10x, 50x, 100x. Soucasti je
automaticky davkova¢ imerzniho oleje. Mikroskop je fizen klasifikacnim softwerem
Cella Vision Blood DiferentialTM, ktery je nainstalovan na PC pod operacnim
systtmem Windows. Digitalni mikroskop ptfedbézné preklasifikuje minimalné
100 leukocytti a na zaklad¢ vice nez 300 charakteristickych parametrii je zafadi do
18 bunécnych tiid. Cella Vision DM96™ poskytuje nejen analyzu leukocytarni fady, ale
i morfologii erytrocytii a trombocytl (Surcouf et al. 2009). Systém umoziuje uzivateli

identifikovat, potvrdit nebo reklasifikovat navrhované vyhodnoceni leukocyta.

Obr. 4: Digitalni mikroskop Cella Vision DM96™
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2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Cilem mé bakalarské prace je porovnani diferencidlni rozpoctu leukocytii
analyzovaného digitalnim mikroskopem Cella Vision DM96™ s klasickou mikroskopii
jako zlatym standardem. Duraz bude kladen na kontrolu spravnosti a pfesnosti métent,
vcetné zhodnoceni frekvence manudlnich korekei.

Déle vyhodnotim a porovnam faktory jako je pracovni, ¢asova a finan¢ni naro¢nost

pro piipadné budouci zavedeni metody do hematologické laboratofe.

2.2 Hypotézy

Hypotéza 1

Po vyhodnoceni preklasifikace diferencialniho rozpoctu leukocytii patologickych
vzorku digitalnim mikroskopem Cella Vision DM96™, jsou vysledky neuspokojivé.
Hypotéza 2

Po manudlni reklasifikaci téchto vzorki jsou vysledné hodnoty diferencialu
leukocytli srovnatelné s klasickou mikroskopii.
Hypotéza 3

Casovéa naro¢nost digitalni morfologie a klasické mikroskopie je srovnatelna.

Hypotéza 4

Pro vybrané skupiny vzorkid by mohla byt z hlediska c¢asové naro€nosti vyhodné;si

analyza pomoci digitalniho systému, pro jiné klasickd mikroskopie.
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3. Metodika

3.1 Charakteristika souboru dat

Soubor tvotilo 50 vzorkt, které byly analyzovany na hematologickém analyzatoru
Coulter LH 55. Whodnoceny byly dle pfislusnych pravidel stanovenych v SOPu
laboratofe a tzv. varovnych hlaseni analyzatoru informujicich o podezieni na ptfitomnost
nezralych ¢i  atypickych forem bunécnych populaci a oznaceny jako nutné
k mikroskopické kontrole. Po zhotoveni a obarveni natéru byly tyto vzorky
mikroskopicky vyhodnoceny klasickym mikroskopem a zaroven v ramci zkuSebniho
provozu zanalyzovany digitdlnim mikroskopem Cella Vision DM96. Data byla

zpracovana v Laboratofi hematologie v Nemocnici Ceské Budéjovice, a.s.

3.2 Preanalyticka faze

Mezi dulezité faktory, které maji vliv na konecny vysledek, je dodrzeni zasad
preanalytické faze — spravny odbér do vakuety s fialovym uzavérem obsahujici
protisrazlivy roztok, v€asny transport do laboratofe a dikladné promichani vzorku ptred
samotnym méfenim. Pfi samotném odbéru je nutné nechat dikladné zaschout
dezinfekci, protoze jeji pfitomnost v krevnim vzorku by mohla zplsobit hemolyzu
krvinek a tim vzorek znehodnotit. Dale je nutné u nabérti s antikoagulanty jemné
promisit vzorek nékolikdndsobnym otofenim dnem vzhlru. V opaéném piipadé by
mohlo dojit ke vzniku sraZeniny, kterd je pro hematologické vysetfeni nezadouci. Také
vykyvy teplot pfi transportu mohou zpusobit rozpad bunék.

Jako antikoagula¢ni piisady se vyuziva trojdraselnd nebo dvojdraselna sil kyseliny
etylendiaminooctové (KsEDTA nebo K;EDTA). Obé tyto substance vytvaii rozdilné pH.
Zatimco se pH K3EDTA blizi fyziologické hranici pro pH krve, pH K;EDTA se
pohybuje nad hodnotou 5. Dalsi rozdily jsou 1 v rozpustnosti obou soli a fyziologickém

pusobeni na krvinky( Goosens et al. 1991).

3.3 Analyticka faze

Samotny piijem vzorku do laboratofe spocivd v peclivé kontrole identifikace
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materialu spolu se zadankou pozadovanych vySetfeni. Popis zddanky musi obsahovat
nejen jméno, rodné cislo, diagndzu, odd€leni pozadujici vySetfeni, pojistovnu, ale
i datum a dulezity je i ¢as odbéru. Ten nékdy rozhodne o dal§im postupu zpracovani neb
naptiklad pozdni zpracovani vzorku na koagula¢ni vysetieni mize negativné ovlivnit
kone¢nou hodnotu vysledku. Nesmime zapomenout i na vizuelni kontrolu vzorku, ktera
nam jiz muze napoveédét o stylu nabéru ¢i transportu do laboratofe.

Pted vlastni analyzou v hematologickém analyzatoru je nutné fadné promichani
vzorku nékolikerym otoCenim zkumavky o 180°. Poté jsou vzorky umistény do

specialnich kazet a vlozeny do analyzatoru k samotnému méfent.

3.3.1 Piiprava natéru k mikroskopické kontrole

Ze vzorkl uréenych k mikroskopické kontrole zhotovime pomoci tzv. blood
dispenseru neboli davkovace krve a roztérového sklicka natér zhruba do 2/3 podlozniho
skla. Vyhodou téchto krevnich aplikatorti je, Ze nemusite zkumavku otvirat a tim
zamezite styku s biologickym materidlem. Podlozni sklicka pro digitdlni mikroskop
maji specialné zkosené rohy nutné k uchopu sklicka podave¢em v automatu.

Po tadném zaschnuti natéru nasleduje 5° fixace v metanolu a pak rychlobarveni
MGG (May-Griinwald Giemsa). Je to modifikace klasického barveni, ale natér je
obarven béhem nékolika sekund. Po fixaci nésleduje 5-7x ponofeni do roztoku B, coz je
Eosinové Cinidlo a poté nasleduje 7-14x ponoteni do roztoku C — Thiazinové barvici
¢inidlo. Nakonec natér fadné€ oplachneme pod tekouci vodou a nechdme oschnout.

Vysledné barveni jednotlivych bunéénych komponent by mélo vypadat asi takto:
jadro se barvi Cervenofialové az rizove, bazofilni cytoplazma bled¢ az tmaveé modte,
acidofilni cytoplazma sv. Cervené az razove, polychromatofilni cytoplazma Sedé¢ az
fialové, acidofilni granula oranZové, neutrofilni granula hnéd¢ aZ tmavé razove,
bazofilni granula tmavé fialové a azurofilni granula purpurové az nachové fialové (Bio-

Optika 2008)

3.3.2 Mikroskopické vyhodnoceni
Diferencialni rozpocet leukocytl byl proveden na mikroskopu zn. Meiji. Leukocyty

byly hodnoceny pii zvétSeni 1000x. Vysledky zapsany k piisluSnym pacientim
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a pomoci LISu (Laboratorni informacni systém) odeslany na oddéleni.

Obr.5 Klasicky mikroskop zn. Meiji

3.3.3 Digitdlni zpracovdini

Krevni natéry vyhodnocené klasickou mikroskopii, byly také analyzovéany
digitalnim mikroskopem Cella Vision DM96™.

CellaVision® DM96 je automaticky systém urceny k diagnostickému pouziti in-
vitro. Jedna se o mikroskop ovladany motorem, ktery umoznuje béhem prace plné
automatické polohovani a zaostfeni skli¢ka. Soucasti je vysoce kvalitni barevny
digitalni fotoaparat, ktery umoziuje rychlé potizeni snimku s maximalni kvalitou.

Jednotka s imerznim olejem automaticky aplikuje kapky imerzniho oleje na
sklicko.

Podava¢ sklicek piesouva sklicka ze zasobniku do Cteci zony a po zpracovani
sklitka zpét. Ctecka &arového kodu snima &arovy kod jak sklicka, tak zasobniku. Do
zasobniku 1ze vlozit az 12 sklicek. Pocitacovy systém obsahuje akvizi¢ni a klasifikacni
software CellaVision® DM.

Systém automaticky vyhleda a prezentuje snimky klasifikovanych bunc¢k na
obrazovce pocitace. Digitalni mikroskop dokdze ptredbézné¢ vyhodnotit tyto tfidy
leukocytl: neutrofily, lymfocyty, monocyty, eosinofily, bazofily, ty¢ky, metamyelocyty,
myelocyty, promyelocyty, blasty. Také variantni lymfocyty a plazmatické bunky. Déle
vyhodnocuje erytroblasty (NRBC), velké trombocyty ¢i jejich shluky, buinééné stiny
a artefakty. Do tfidy neidentifikovatelnych bunék ftadi ty objekty, které¢ digitalni
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mikroskop vyhodnotil s nizkou hladinou spolehlivosti. Digitalni analyzator umoziuje
obsluze navrhované vyhodnoceni diferencialu potvrdit nebo reklasifikovat. Mimo jiné si
uzivatel muze vytvorit dalsi bunééné tiidy jako jsou naptiklad velké granularni
lymfocyty, prolymfocyty, vlasaté lymfocyty a dalsi.

Systém umoziiuje z piehledového snimku na obrazovce analyzu erytrocyti
apomoci funkce zoomu dostatecné studovat morfologii doplnénou ptednastavenou
semi-kvantitativni klasifikaci anomalii. UZivatel mize nadefinovat dalsi charakteristiky
a v pripad¢ potfeby doplnit komentar. Piehledovy snimek RBC odpovida oblasti
8 mikroskopickych poli s velkym zvétsenim (HPF) (100x objektiv a 22mm okular).
Naéhled velkého pole erytrocyti by mohl poskytovat alternativni metodu pocitani
schistocytli, kterd je velmi citlivou oblasti morfologie Cervenych krvinek (Surcouf et
al. 2009).

Ptfednastavené hodnoceni morfologie erytrocyti zahrunuje polychromazii,
hypochromii, anizocytdézu, mikrocytézu, makrocytdézu a poikilocytézu. Uzivatel miize
dale stanovit tercovité erytrocyty, schistocyty, drepanocyty, sférocyty, eliptocyty,
ovalocyty, slzyCkovité erytrocyty, stomatocyty, akantocyty, echinocyty, bazofilni
teCkovani, Howell-Jollyho téliska a dalsi jiné anomalie.

CellaVision Remote Review je dalsi software digitalniho systému, ktery umoziuje
vzdalenym uzivatelim z jiného mista pfistup k analyzovanym sklickiim a tim se podilet

na jejich reklasifikaci (Piiruc¢ka uzivatele 2009).
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4. Vysledky

Sledovany soubor tvofilo celkem 50 pacientl, u kterych byl krevni obraz vcetné
diferencialniho rozpoétu leukocytii analyzovan na hematologickém analyzatoru Coulter
LH 55. Po vyhodnoceni vysledku bylo nutné pro patologické hodnoty zhotovit krevni
natér a mikroskopicky zkontrolovat diferencial leukocytli. Konecéné vysledky
preklasifikovanych bunék a bunék po korekci pomoci digitalniho mikroskopu Cella
Vision DM96™ byly porovnany s klasickou mikroskopii tzv. zlatym standardem jako

referen¢ni metodou. Zdroje dat jsou v pfislusnych tabulkach v ptiloze.

Graf 1. Zastoupeni pohlavi

H muzi

u Zeny

50% 50%

Vzorky pacientt tvofilo 25 zen (50 %) a 25 muzu (50 %).
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Graf 2. Vékové zastoupeni
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Véekové zastoupeni sledovaného souboru vypadalo takto: pacientt do 19 let bylo
celkem 5, vékové rozmezi od 20 az do 39 let tvortily 4 pacienti, v rozmezi od 40 do 59
let se nachazelol5 pacientli, v€kové rozmezi od 60 do 79 let bylo zastoupeno 21
pacienty a 5 pacientd bylo staSich 80-ti let. Praimérny v€k pacientli v souboru dat je

necelych 57 let.
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Graf 3. Zastoupeni skupin diagnoz
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V otazce zastoupeni diag6z byli pacienti rozdéleny do 11 skupin. 6 pacientii (12 %)
meélo gastroenterologické onemocnéni, do skupiny traumat patiilo 7 pacientt (14 %),
z hematologickym onemocnénim bylo 9 pacientt (18 %), 4 pacietni (8 %) byli dusni,
2 pacienti (4 %) méli zhoubny nador, do skupiny infekénich chorob patiilo 7 pacientl
(14 %), mozkovy infarkt prodélali 2 pacienti (4 %), nemoce srdce mélo 6 pacientl
(12 %), 1 pacient (2 %) mé¢l plicni chorobu, 2 novorozenci (4 %) z neonatologického

oddélent pattily do skupiny nedonosenych déti a 4 pacienti (8 %) méli choroby ledvin.
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Graf 4. Zastoupeni vzorki dle poétu leukocyti
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Dle poctu leukocytti byli pacienti zafazeni do 5 skupin. Prvni skupinu tvofilo
7 leukopenickych pacientll (14 %), jejichz pocet leukocytii se pohyboval v rozmezi
0,1-3,9 - 10°G/I. Ve skupin¢ v rozmezi 4,0-10,0 - 10° G/l se nachazelo 14 pacientdl
(28 %). Jsou to hodnoty referencni meze v nasi laboratofi. 15 pacient (30 %) tvofilo
skupinu v poétu leukocytti 10,1-20,0 - 10°G/I. Do ¢&tvrté skupiny patfilo 13 pacientd
(26 %), jejichz pocet se pohyboval v rozmezi 20,1-50,0 - 10°G/l leukocytti. Do posledni
skupiny patiil pacient (2 %), jehoZ pocet leuko piesahoval hranici 50,1 - 10° G/l leuko.
Jednalo se o pacienta s chronickou myelomonocytarni leukémii s poctem leukocytt

87,2 - 10°GII.

4.1 Vyhodnoceni diferencialniho rozpoc¢tu leukocyti

Diferencidlni rozpocet leukocyth vyhodnocen na klasickém mikroskopu je
povazovan jako tzv. zlaty standard. Po letité praxi na hematologickém oddéleni mohu
fici, ze vysledky analyz tykajici se konvencni mikroskopie jsou vyhodnocené dle
internich ptedpisii, zvyka a dlouholeté rutinni zkusSenosti a jsou spravné.

Zdroje dat (v ptiloze) pfedstavuji tabulky naméfenych hodnot jednotlivych populaci
leukocytii klasickou mikroskopii, preklasifikaci digitdlnim mikroskopem a vysledné

hodnoty po manualni korekci.
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Tabulka ¢.1 zaznamendva primérné hodnoty chybového skore jednotlivych

zéakladnich populaci leukocytt.

Tabulka 1
Prameér — chybové skére | Priimér — chybové skore
pired korekci po korekci

Neutrofily 12,7 4,9

Lymfocyt 3,1 3,7

Monocyty 4 2,4

Eosinofily 1,2 1

Basofily 1 0,3

Tyce 55 2,3

Prameér 4.6 2,4

Graf 5. Vztah spravnosti naméfrenych hodnot leukocytiu
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Celkovy nahled na analyzu leukocytd nam ukazuje graf ¢. 5. Klasickd mikroskopie
zde predstavuje 100% spravnost. Ve sloupci DM pied korekei je vypoctend hodnota
spravnosti odeCtenim priimérné absolutni odchylky vysledkil digitdlni analyzy pied

korekei od klasické mikroskopie. Koneéna hodnota je 95,4 %. Tteti sloupec je vypocten
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obdobné, ale zaznamenana je primérna hodnota po manualni korekci. Jeji vyse je
97,6 %. Primérné hodnoty odchylek ukazuje tabulka 1 (viz vyse). Z grafu je patrné, ze
tato hodnota je srovnatelna s klasickou mikroskopii. Zaroven vsak fici, Ze i hodnoty
pied manualni korekci jsou uspokojivé.

Pro spravnost vysledkli byla pouzita statistickd metoda regresni analyzy. Veliké
rozdily korela¢nich koeficientl preklasifikaci na automatickém analyzatoru Cella Vision
DM96™ 1 po manualni korekci vykazuji eosinofily a basofily z divodu nizkého
pocetniho zastoupeni v natérech. Naopak neutrofilni segmenty jsou zastoupeny hojné,
avSak korelacni koeficient 0,91 vyhodnoceny pied samotnou korekci v digitdlnim
mikroskopu neni tolik uspokojivy jako koeficient 0,97 po manuélni reklasifikaci. Tento

vztah lze vidét v grafech €. 6 a 7.

Graf 6. Neutrofily. Korelaéni koeficient: 0,91
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Graf 7. Neutrofily. Korelaé¢ni koeficient: 0,97
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Graf 8. Vztah spravnosti hodnoceni neutrofili
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Klasickd mikroskopie jako referencni hodnota znamenala 100% sprévnost.
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Preklasifikace neutrofili samotnym digitdlnim mikroskopem ¢inila 12,7 % chybu
spravného zarazeni. VéEtSinou se jednalo o segmenty z hiife Citelnymi morfologickymi
znaky z diivodu ptfebarveného natéru. Byly preklasifikovany do artefaktti, v malém
mnozstvi do ty¢i, nékdy do populace eosinofili. Hodnota chyby po manudlni korekci
4,9 % je piijatelna a 95,1 % spravnost je srovnatelna s klasickou mikroskopii.

Nejmensi rozdily korelacnich koeficientd vykazovala populace lymfocytu.
Korelacni koeficient lymfocytl preklasifikovanych mikroskopem Cella Vision DM96
0,96 je témet shodny s korelacnim koeficientem lymfocytlh po manudlni Gprave, ktery je

0,98. Tyto vztahy jsou zaznamenany v grafech ¢. 9 a 10.

Graf 9. Lymfocyty. Korelaé¢ni koeficient: 0,96
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Graf 10. Lymfocyty. Korela¢ni koeficient: 0,98
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Graf 11. Vztah spravnosti hodnoceni lymfocyta
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Z grafu vyplyva, ze chyba zatazeni lymfocytt pfed manualni korekci (3,1 %) byla
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mensi nez po korekci. V ojedinélych ptipadech Slo o buiky patfici do jinych
leukocytarnich tiid. Buiikky oznacené jako variantni lymfocyty patfily do monocyti.
Nekteré malé lymfocyty, které nemély jiz cytoplazmu a polorozpadlé jadro, mély byt
preklasifikovany jiz do artefakti. V klasické mikroskopii by se tyto bufiky nehodnotily.
Chyba po korekci byla 3,7 %. Kone¢né vysledky spravnosti lymfocytt jsou srovnatelné
s klasickou mikroskopii jak samotnou preklasifikaci digitalniho mikroskopu (96,9 %),
tak po manualni korekci (96,3 %). Da se Fici, ze jsou velmi uspokojivé.

V porovnani korelace monocytii a neutrofilli je rozdil v ptipadé monocytli mensi o
0,05. Ale hodnoty jednotlivych koeficientll jsou niz$i nez v pripad¢ neutrofil.. Korelace
monocytl pired manudlni korekei je 0,89 a po ni 0,94. Spravnost zafazeni bunck v
porovnani se zlatym standartem je velmi uspokojivd, jak v preklasifikaci bunék
mikroskopem Cella Vision (96 %), tak po manualni korekci (97,6 %). Obdobné¢ je tomu
v ptipad€ vyhodnoceni neutrofilnich ty¢i, kde je spravnost zatazeni pied korekei 94,5 %
a po korekci 97,7 %. Obé tyto hodnoty jsou v pfijatelnych mezich. AvSak korela¢ni
koeficienty ty¢i vykazuji vétsi rozdil. Korelacni koeficient pfed manudlni korekcei je
0,78 a po manudlni korekci je 0,96. D¢je se tak pravdépodobné z diivodu preklasifikaci
ty¢i digitdlnim mikroskopem mezi populaci segmenti. Velkou roli zde hraji i nekvalitné
obarvené natéry, kdy vnitini komponenty bunék jsou vyrazné az piebarvené a nejspise

hafe hodnotitelné.

4.2 Casova naroénost

Digitalni mikroskop preklasifikuje v priméru 1 krevni natér za necelé 2°30"" Coz je
presné 24 vzorkd za hodinu. Vyhodou je, ze v Case analyzy se miize uzivatel vénovat
jiné ¢innosti. Manualni korekce vSech vzorkl trvala v priméru 6'55"", takze celkova
doba vysetfeni byla 925"".

Klasickd mikroskopie trvala 5°'10"". Je vSak dulezité si uvédomit, ze pii klasické
mikroskopii hodnotime 100 bun€k a digitdlni mikroskop byl nastaven na analyzu
250 bunék. Pokud bychom pii manudlni mikroskopii hodnotili 250 bungk, byl by jeji
vysledny ¢as 12°56"".

Casovy interval byl u standardu méfen od za¢atku prohlizeni aZ po zadani vysledku
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do LISu (laboratorniho informac¢niho systému). U digitdlni morfolgie byl zacatek
méfteni spustén od prvni manudlni reklasifikace a ukoncen po zaslani vysledku do LISu.
Velice zajimavou skupinu tvofily leukopenické natéry jejichz pocet leukocytii se
pohyboval v rozmezi od 1,6 do 3,5 - 10° G/1. Hodnoceni téchto vzorkdi v klasickém
mikroskopu trvalo v priméru 7°55"", kdezto manualni korekce v digitalnim mikroskopu
zaznamenala pfiblizné¢ 50% cCasovou usporu primérnym zpracovanim v Case 4°6"".
Naopak pacient s poctem 87,2 - 10° G/I leuko znamenal vice neZ 50% &asovou usporu
Vv klasické mikroskopii v porovnani s casem manualni reklasifikace. Dalsi vztahy jsou

zaznamenany v tabulce €. 3.

Tabulka 3
Rozmezi leuko - s Prﬁmér:ny é as P'C“"“?ém\" é:.a.s
v X10°G/I Pocet pacientl _kIa5|cke_ manualnl_r(_aklasmkace
mikroskopie Cella Vision DM96

0,1-3,9 7 755" 46"

4,0-10,0 14 4°38" 6’5"

10,1-20,0 15 458" 730"

20,1-50,0 13 56" 717"

50,1 a vice 1 258" 4°35"
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5. Diskuze

Soubor dat byl homogenni a odpovidal svym sloZzenim béznému vzorku populace
zpracovavané v nasi laboratofi.

Odchylka preklasifikovanych vzorkt v digitalnim mikroskopu se pohybovala do
5 %. Vyjimku tvofily neutrofilni segmenty s praimérnou odchylkou 12,6 %. Jeji hodnota
byla neuspokojiva, téméf 3x veétsi (piesnéji 2,74x) nez odchylka celkového praméru.
Celkova primérna odchylka vSech bunéénych populaci pied manualni reklasifikaci byla
4,6 %. Neutrofilni ty¢e s odchylkou 5,5 % byly té€sné pod hranici a jesté piijatelné.

Primérnd odchylka chyby vSech zkoumanych populaci leukocytii po manudlni
korekci byla 2,2 %. Jeji hodnota byla téméf srovnatelna s klasickou mikroskopii. Z vyse
uvedenych odchylek vyplyva, ze spravnost preklasifikace automatem byla 95,4 % a po
manudlni korekci obsluhou 97,6 %. Hodnoty jsou vztazené ke zlatému standardu, jehoz
spravnost je 100 %. Obdobnd studie 84 pacienti s hematologickymi malignitami
ukazuje celkovou piesnost zatazeni bun¢k digitalnim mikroskopem 95 % a po manualni
reklasifikaci je 98 % (Cornet et al. 2008). V porovnani s nasi studii jsou vysledné
hodnoty v podstaté stejné, jen pocet analyzovanych vzorkt byl 50.

Z dalsi studie, ve které bylo zkoumano 120 pacienti s abnormalnimi nalezy
v krevnim natéru, 1ze porovnat korela¢ni koeficienty jejich a naSich vysledkd. Jedna se
o korelace mezi preklasifikaci samotnym digitdlnim automatem a klasickou
mikroskopii. Korelace udévajici studie jsou pro neutrofily 0,88, lymfocyty 0,94,
monocyty 0,67 a tyce 0,69 (Kratz et al. 2005). Korelace nasich vysledku jsou pro
neutrofily 0,91, lymfocyty 0,96, monocyty 0,89 a tyce 0,78. Rozdily mezi neutrofily
a lymfocyty jsou nepatrné, ale hodnoty naSich korelaci pro monocyty a tyce vykazuji
lepsi vysledky i pfesto, ze analyza vzorkll probchla ptfes nestandartné zhotovené
a obarvené natcry.

Z namétenych hodnot vyplyvd, Ze casova naro¢nost analyzy diferencidlniho
rozpoctu leukocytli mikroskopem Cella Vision DM96™ byla vétsi nez u klasické
mikroskopie. Celkovy primérny ¢as vyhodnoceni digitalni morfologii je 9°55"", kde Cas

stanoveni automatem trval v priméru 2°30"" a ¢as obsluhy provad¢jici manualni korekei
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byl v priméru 6°55"". Vysledny praimérny ¢as standartni mikroskopie byl 5710"".

Vyznamnym aspektem, ktery ovlivituje vysledky preklasifikace je kvalita zhotoveni
natéru a predevsim jeho obarveni. Sledované vzorky pro analyzu diferencialu leukocyta
byly pfipraveny manualnim zptsobem a obarveny za pouzitim barvicich roztoki MGG
Quick Stain. Tato banalni metoda nabarveni vyhovuje klasické mikroskopii, ale zcela
nevyhovuje digitdlni. Natéry byly pifebarvené a pravdépodobné hiie hodnotitelné.
Z tohoto divodu obsluha vynalozila del$i ¢as na manualni reklasifikaci leukocytt
zafazenych do neodpovidajicich bunéénych tiid.

Po ukonceni studie jsem méla moznost pracovat s krevnimi natéry zhotovenymi
V natérové a barvicim atomatu, ktery pfipravi vzorky se standartni trovni. Tloustku
natéru zhotovi na zakladé hodnoty hematokritu. Po zkuSenosti jsem zjistili, Ze u takto
pfipravenych natéra je Casova narocnost podstatné mensi.

Pro skupinu leukopenickych vzorkd (0,1-3,9 - 10°G/1) je casové vyhodné&jsi
manualni reklasifikace diferencidlniho rozpoctu v digitalnim automatu nez vyhodnoceni
klasickym mikroskopem. Zanedbame-li Cas samotné preklasifikace digitalniho
mikroskopu, ktery je v priméru 2°30"'na jeden natér, tak Casova uUspora manudlni
reklasifikace téchto vzorkl je témét 50 %, nez u natérd s normalnimi ¢i vétsimi pocty
leukocytt. 1 pfes vliv barveni, byly u téchto vzorka leukocyty spravné zatazeny do
bunéénych populaci a nebyla nutna vét§i manualni korekce, tudiz i naméteny Cas byl
kratsi.

Studie ukazuji, ze leukopenické vzorky pod 2,0 - 10°G/I leukocytti klasifikuje
digitalni morfologie z vice nez 200 bun€k a v pomérné kratkém Case. Na rozdil od
konven¢ni mikroskopie, kdy trva velice dlouho dohledat 100 leukocytii a je nutné pouzit
vice natérii. Celkové tspory ¢asu se odhaduji na 30 % klasické mikroskopie (Cornet et
al. 2008, Ceelie et al. 2007, Briggs et al. 2009). Kvalita obrazkd bunék leukopenickych
vzorkl je srovnatelna se vzorky s poétem leukocytti v referenénim rozmezi (Yu et
al. 2012). Naopak dle nasich vysledku je kvalita lepsi.

Pracovni narocnost v obsluze digitalntho mikroskopu neni slozitd. Spise je
nendro¢nd, ale vyzaduje urcitou znalost morfologie jednotlivych bunécnych populaci.

Po zkuSenosti vim, Ze nejlépe digitdlni mikroskop klasifikuje buiikky morfologicky
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»jednoduché® jako jsou neutrofily, klasické lymfocyty, monocyty, eosinofily, basofily,
ale také prekurzory neutrofilni fady (Kratz et al. 2005). Problém nastava pii zachytu
blasti. V pfipad¢ akutni myeloidni leukemie (AML) je schopen detekovat blasty
a identifikovat je jako myeloblasty a déale vyhodnotit dalsi vyvojové bunky myeloidni
fady. V pfipad¢ akutni lymfoblastické leukemie (B-ALL) neni schopen blasty
klasifikovat jako lymfoblasty. V této souvislosti ma smysl spoléhat na konvencni
mikroskopii (Cornet et al. 2008). Navic kvalitou digitalniho obrazu je nékdy velmi
obtizné rozlisit strukturu jaderného chromatinu, a tak zajistit spravnou klasifikaci blasta
(Bilard et al. 2010).

Mimo jiné digitdlni mikroskop umoziuje diferencialni pocet jadernych bunék
Vv télnich tekutindch (napt. mozkomiSni mok, pleurdlni tekutina apod.). Morfologicka
analyza je ptizpusobena vzorkiim zpracovanym metodou cytospinu a klasifikuje bunky
do 5 tfid (neutrofily, lymfocyty, eosinofily, makrofagy a ostatni). Cella Vision DM96™
se osveédCil jako spolehlivy a efektivni, prispivajici k celkovému zlepsSeni kvality
V oblasti nejen morfologické analyzy vzorki periferni krve, ale 1 jinych télnich tekutin
(Riedl et al. 2010).

Finanéni naro¢nost vychdzi z casové, respektive z Casu obsluhy provadéjici
manualni reklasifikaci digitaln€ vyhodnoceného natéru. Ta je drazsi o Casovy rozdil
mezi klasikou a digitalnim mikroskopem. Vezmeme-li v tivahu jesté cenu pfistroje, tak
finan¢ni zatiZenost mnohondsobné stoupne. Pfesto jsou tu vyznamné aspekty, pro které
je digitdlni morfologie pofizovana. Patii sem archivace vysledkli a jejich zpétna
dohledatelnost véetn€ vSech snimkl bunék, moznost tzv. konzultace na dalku, ukladani
snimkd do elektronickych lékafskych zaznamt. Digitadlni systém je také dobrym
pomocnikem v edukaci pracovnikll a staZisti. Zavedeni tohoto morfologického systému

do laboratote by bylo i pfes finan¢ni naro¢nost piinosné.
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6. Zavér

Cilem mé bakalaiské prace bylo ve zkuSebnim provozu porovnat diferencialni
rozpocet leukocytli analyzovany digitdlnim mikroskopem Cella Vision DM96™
s klasickou mikroskopii jako zlatym standardem. Duraz jsem kladla na porovnani
spravnosti méfeni. Dale jsem vyhodnotila pracovni, Casovou a financni naroc¢nost.
Zpracovala jsem 50 vzorku, pfipravila krevni natéry pro vyhodnoceni v klasickém
mikroskopu a zaroven v digitalnim automatu. Sledovala jsem ¢asovou zatiZenost obou
metod véetné casu manudlni korekce. Vysledky jsem zanesla do tabulek a grafi. Tim
byl cil mé prace splnén.

Hypotéza, Ze vysledky diferencidlniho rozpoctu leukocyti vyhodnocené digitalnim
systtmem Cella Vision DM96™ jsou neuspokojivé, se potvrdila, zejména kvili
vyraznym odchylkdm neutrofild. Vyhodnoceni ostatnich leukocytarnich populaci bylo
uspokojive.

Vysledné hodnoty diferencidlu leukocytt po manudlni reklasifikaci jsou
srovnatelné s klasickou mikroskopii, tim byla potvrzena druha hypotéza.

Casova naro¢nost digitalni morfologie je v&tsi neZ u klasické mikroskopie, tim tieti
hypotéza nebyla potvrzena. Pravdépodobnym vlivem, ktery vyznamné ovlivnil vysledky
bylo manudlni zhotoveni a barveni natéri. Tim nebyly zcela dodrZzeny podminky
doporuceného postupu uvedeného v ptilozeném manualu, které jsou nutné pro optimalni
analyzu.

Me¢éfeni analyz ukazalo, ze pro leukopenické vzorky bylo casové vyhodné;si
stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocyti na digitalnim mikroskopu Cella Vision
DM96™. Pro skupiny vzorkil s vétSim poctem leukocyti byla casové vyhodnéjsi

klasickd mikroskopie. Tim byla potvrzena i ¢tvrta hypotéza.
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9. Prilohy
Tabulka 4. Neutrofily

mikroojokopie DM - pf?)/(: korekci chyba skore DM - pgﬁkorekci chyba skore
2 74 59 15 74 0
3 77 66 1 1 3
5 91 75 16 88 3
6 58 70 12 54 4
7 11 5 6 6 5
) 13 6 7 7 6
9 56 42 14 51 S
10 66 45 21 52 14
11 87 86 1 90 3
12 91 86 6 85 6
13 38 74 14 81 7
14 73 51 22 68 >
16 42 36 6 41 L
17 66 51 15 58 8
19 91 62 29 83 8
20 84 58 26 86 2
21 40 26 14 36 4
23 89 67 22 87 2
24 76 56 20 76 0
25 50 41 9 43 !
26 69 66 3 66 3
27 82 48 34 64 18
28 46 51 5 55 o
30 75 54 21 70 >
31 63 44 19 54 9
32 24 20 4 22 2
34 54 28 26 43 1
35 75 72 3 83 8
36 60 46 14 54 6
37 50 44 6 56 6
38 75 70 5 76 !
40 56 52 4 56 0
a1 65 55 10 3 8
42 76 49 27 71 5
43 17 14 3 19 2
44 56 44 12 50 6
45 93 78 15 90 3
46 80 51 29 76 4
47 14 16 2 21 !
48 89 63 26 86 3
49 31 28 3 33 2
50 57 46 1 50 !
pramér 12,7 4,9
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Tabulka 5. Lymfocyty

mikroozkopie DM - pfeo/(: korekci chyba skore DM - pf)%korekci chyba skore
1 15 14 1 14 1
> 21 20 1 20 1
3 10 11 1 12 2
4 21 22 1 25 4
5 1 2 1 2 1
6 12 15 3 14 2
7 57 59 2 4 17
8 68 68 0 80 12
10 28 27 1 37 9
1 3 4 1 4 1
12 1 4 3 4 3
13 7 10 3 12 5
14 12 19 ’ 20 8
15 68 52 16 76 8
16 30 24 6 36 6
17 22 25 3 28 6
18 1 11 0 13 2
19 1 3 2 3 2
20 2 2 0 2 0
21 17 14 3 16 L
22 28 19 9 21 !
23 4 5 1 5 1
24 10 9 1 8 2
25 40 44 4 45 5
26 12 12 0 12 0
27 1 24 13 22 1
28 28 24 4 24 4
29 7 7 0 7 0
30 3 6 3 6 3
31 12 15 3 16 4
32 42 a7 5 49 !
33 18 19 1 22 4
34 2 0 2 2 0
35 5 4 1 6 1
36 30 26 4 30 0
37 29 24 5 24 5
38 13 12 1 12 1
39 2 2 0 3 1
40 32 27 5 31 1
41 6 1 S 2 4
42 5 7 2 5 0
43 13 13 0 16 3
44 32 30 2 36 4
45 4 4 0 4 0
46 10 18 8 16 6
47 44 43 1 49 5
48 5 6 1 6 L
49 28 18 10 30 2
50 31 32 1 38 ’
pramér 3.1 3.7




Tabulka 6. Monocyty
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Tabulka 7. Ty¢e
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Tabulka 8. Eosinofily
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Tabulka 9. Basofily
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