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Typy hematologickych analyzatoru

bez diferencialniho rozpoctu WBC

s tfipopulacni diferencialnim rozpoctem WBC
s pétipopulacni diferencialnim rozpoctem
WBC

s pétipopulacnim diferencialnim rozpoctem
WBC, NRBC, RETI, vybrané povrchove CD
antigeny (WBC, PLT)



Principy hematologickych analyzatoru

» kazdy ma sva jedineCna specifika

dva zakladni principy mereni:

— opticky

— Impedancni

* Z mereni ziskavame informace o:
— poctu bunék (kvantitativni analyza)
— velikosti, tvaru a slozeni bunky (kvalitativni analyza)

* principy mereni mohou byt na jednotlivych
analyzatorech ruzné kombinovany

* ruzné kombinace pak umoznuji rtzné pfesnou
kvantitativni | kvalitativni analyzu vsech proslych
bunécnych elementu



Principy mereni

absorbcni spektrofotometrie
mikrohematokritova metoda

iImpedancni analyza

— mozné doplneni vysokofrekvencni analyzou
opticka analyza

— prosléeho svetla

— rozptyleneho svetla

— fluorescence

» cytochemicka



Pouzivana diagnostika

analyza nesrazlive periferni krve
— rutinni odbér do soli EDTA (K?, K3+, Na?*)

redici roztoky
— Impedancni analyza
vodivy roztok + nevodiva bunka
— opticka analyza
opticky inaktivni roztok + opticky aktivni bunka

lyzacni roztoky
hemolyza erytrocytu

barvici roztoky
barveni obsahu buriky (granula, DNA, RNA)

Cistici roztoky
cisteni mericiho systemu



Absorbcni spektrofotometrie

« Metoda slouzi ke stanovovani mnozstvi

hemoglobinu ve vzorku.
V dnesni dobe se jiz jedna vétsinou o bezkyanidové

metody.



Mikrohematokritova metoda

« Centrifugacni metoda v mikrohematokritovych
kapilarach pro stanoveni PCV — (Packet Cell Volume),

metoda je méne Casta

— vetsinou se vydava pocitany parametr
HCT=MCV x RBC _
centrifugace

odbeér




Impedancni analyza - |

bunky (nevodivé) jsou suspendovany ve
vodivém roztoku (diluent)

mezi elektrodami je v aperture standardni
vodivost (standardni vodivost diluentu)

pfi pruchodu bunky aperturou se vodivost
narusi -1pedanc“:n|’ impulz (odpor)

cetnost impulzu cet bunek
velikost impulzu likost bunky




Impedancni analyza - |l

* vyuziva se hydrodynamicka fokusace:
unaseni jednotlivych bunek proudem kapaliny
* mereni muze byt doplnéno napriklad
vysokofrekvencni analyzou:
na stejnosmerne elektricke pole je
superponovano vysokofrekvencni elektricke
pole, které pronikne cytoplazmou a zmeri
vysokofrekvencni vodivost bunky - jeji
fyzikalnechemickou strukturu
(kvalitativni analyza bunky)




Hydrodynamicka fokusace
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Opticka analyza

* vyuziva se prutokova cytometrie:
— po interakci bunky s laserovym paprskem se provadi
analyza
— slouzi jako metoda pro analyzu jednotlivych bunek
vV bunécné suspenzi.
— buniky prochazi prutokovou kyvetou jedna za druhou
pomoci hydrodynamickeé fokusace
* laserovy paprsek po pruchodu kazdou
jednotlivou bunkou je podroben analyze
— detekuje se
 prosle svetlo
* rozptylené svetlo
 fluorescence




Opticka analyza
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Analyza prosleho sveétla

* Detekce paprsku ve sméru 0° udava
hodnoty:

— pocet proslych bunek
— velikosti jednotlivych bunek



Analyza rozptyleneho svetla

- Kazda bunka je ozarena proudem
polarizovaneho svétla (laserovy paprsek) a po
projiti paprsku bunkou je provedena analyza
depolarizovaneho (rozptyleneho) paprsku
v ruznych detekénich uhlech.

* Analyza muze byt u nékterych pristroju doplnéna
cytochemickym barvenim bunek. Jednotlivé
bunky jsou po nabarveni take ozareny laserem a
opétI se vyhodnocuje vysledne depolarizované
svetlo.

- Mereni slouzi nejen k pocCetni analyze, ale |
k detekci tvaru a velikosti bunky, jadra a
granularity cytoplazmy



Analyza fluorescence

 UrcCite komponenty bunky jsou nejprve obarveny
specialnimi barvami, a potom jsou takto
obarvene bunky (kazda jednotlivé) ozareny
polarizovanym paprskem svetla (laserovym
paprskem).

- Kazda bunka nejprve svetlo absorbuje, a potom
svetlo emituje o vyssSi vinové delce, ktera je
detekovana a analyzovana.

» Mereni slozi k detekci DNA nebo RNA

v bunkach nebo ke specifikaci bunek na zaklade
pritomnych povrchovych antigenu (CD znaky).



Analyza fluorescence




Cytochemicka analyza

» v bunkach (WBC) je barvena peroxidaza
napr. Sudanovou cerni

» cytochemicka analyza je vzdy kombinovana
soucasne s jinou analytickou metodou
(optickou)



Obecna pravidla pro mereni KO

pravidelna kontrola KO | dif
« kontrola Spl’éVﬂOSti (firemni material)
» kontrola presnosti (cerstvy vzorek)

* porovnatelnost

— metodik, pristroju, laboratofri

— kontrola dif z analyzatoru mikroskopicky
* spravna udrzba pristroje

— kontrolni mereni



Obecna pravidla pro vyhodnocovani KO + dif

 specificka pravidla pro dany analyzator:
— technologie pristroje
— pouzivana diagnostika
— princip mereni
— rozsah hodnot mérenych parametru
— linearitu jednotlivych parametru
— limity pro ,background” mérenych parametru
— hlaseni pristroje
» klinicka hlediska:
— diagnoza
— historie pacienta (LIS)



Hodnoceni KO

numeriske vysledky

— primo mereni

— pocitané

grafické vysledky
hlaseni analyzatoru
hodnotit KO jako celek

— nepresne stanoveni jedné slozky ovlivni nepresne stanoveni jiné
Slozky = klinické nasledky

— poznat interferenci, znamena vydavat spravné vysledky

» kontrola mikroskopem: patologie pocetni i morfologicke,
interference



Parametry KO

HCT [lscxuvcilL/L)
MCH .GB/RBClpg)

prumeér celkového HGB na jeden

erytrocyt

MCHCIRcsHcTiib/L)

prumér koncentrace HGB na
jeden erytrocyt

RDW lvc/ R %CV)

heterogenita RBC populace

- PCT .LTXMP\/lmL/L)

- PDW [ive /R

heterogenita PLT populace

. RETI (109L, %)

. IRF (1/1)
.ezralé RETI/vSechny RETI.
* IPF (%)

.ezralé PLT/vSechny PLT.
« NRBC (10°/L)
» vybraneé CD znaky

- specialni hlaseni



Hodnoceni WBC

» pocet WBC + dif (relativni i absolutni pocty)
» vyvazenost rozpoctu v dif a patologicke elementy
» patologicka hlaseni

oviivnéni poctu WBC i dif: NRBC, rezistentni
RBC, PLT srazeniny, agregaty, satelitoza PLT,
hola jadra, kryoproteiny, monoklonalni protilatky,

lipidy, heparin
pozn.: NRBC, resRBC falesné zvySuji pocty WBC i lymfocytu v dif



Impedancni histogramy




Hodnoceni RBC - |

* merené parametry: RBC,HGB, MCV

* pocCitane parametry: HCT, MCH, MCHC
RDW + disribucni krivka(sirka, vrcholy)

oviivnéni: mikro RBC, makro PLT (srazeniny),
aglutinace



Hodnoceni RBC - I

Z mérenych parametru nelze jasné sledovat
morfologii.

Z vypocitanych parametru a distribuCnich kfivek lze
sledovat:

 MCH, MCHC: normochromie, hypochromie,
hyperchromie

- RDW+krivka: homogenita, heterogenita populace,
(pozn.:MCYV - jen stfedni objem, nic nefiké o rozloZeni celé
populace), |l€Cba (napr.:transfiize, megaloblastova
anémie)
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Impedancni histogramy RBC- RDW normal
(a) - normal (b) - mikrocyty (c) - makrocyty
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Impedancni histogramy RBC - RDW vysokeé
(a) - pfimés makrocytu (c) - masivné mikrocyty (schi)
(b) - vysoky podil makro (d) - mikrocyty + normocyty




Hodnoceni PLT - |

° merene parametry:
PLT, MPV

* pocitané parametry:
PDW + disribuCni kiivky |

ovlivnheni:mikro RBC, makro PLT, srazeniny,
bunécnée/nebunecné fragmenty, makromolekuly
proteinu, lipidy, hypogranulace PLT,
kontaminace diagnostik

Z vypocCitanych parametru a distribucnich kfivek
Ize sledovat: homo/heterogenity PLT,
netrombocytarni primesi
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Impedancni histogramy PLT
(a) - dolni intrference (b-d) - horni/dolni interference




Hodnoceni PLT - |l

Kontrola:

* mikroskopicky:
- pod 80 x 10%/L
- po zvazeni (napf.morfologické abnormality)

» odbér do zkumavek ThromboExact nebo do citratu
(fale$né trombocytopenie)

» opticky (vylouci netrombocytarni elementy)
* imunologicky (CD61) po zvazeni (trombokoncentraty,
gigantické PLT)
Pozor na falasne trombocytopenie:
- vliv EDTA

- satelitéza PLT



