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Analyzatory v hematologicke laboratori

Hematologické analyzatory
Digitalni morfologie (DM)
Koagulometry
Flowcytometry (FCM)
Agregometry
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Trombinoskop (TGA)
Vidas
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> Az cca 80 merenych a pocitanych
parametru

> Hematologicke linky:
+ naterovy automat
+ barvicl automat
+ digitalni morfologie
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3populacni diferencial
> opopulacni diferencial (6populacni(+lG))
+ retikulocyty + normoblasty

Hematologicke analyzatory
(analyzatory krevnich elementi)

poloautomaty.
automaticke analyzatory
> zarazeni do linky




Zjistovane zakladni veliciny

Primo merene Pocitané
REL > HCT
WBC > RDW
PLT > MCHC
MCV. > MCH
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Prutokova cela

> Hydrodynamicka fokusace
» Nydrodynamicky zaostreny proud (laminarni proudeni)
» Reagencie (izotonicky roztok) obali vzorek krve




Ruzne principy
> Impedance

> Optika
o fluorescencni prutokova cytometrie
o rozptyl laseroveho paprsku

> Vysokofrekvencni elektricke pole
> Cytochemicke metody

> Imunofluorescencni metody



Priklad jednoho typu analyzatoru

Channels

Channel

Principle / Dilution
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Fluorescence Flow
Cytometry / 1:94
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Lymph #Lymph %,
Moneo #, Mono %,
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Neut #, Neut %
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SLS-Method,
Photometric
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HGB
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MCH, MCHC, MCV

I

RBC/PLT-
Detector

Impedance method/
Hydrodynamic Focusing
1:500

RBC, HCT, PLT-i,
RDW-SD, RDW-CV,
PDW, MPV, P-LCR




Impedance

Vne i uvnitr merici kyvety — ]
polarizovaneé stejnosmerné
elektrickeé pole (2 elektrody)

Vnikne-li castice do kyvety —
zmena odporu prostredi

Kazda bunka vybudi jeden
napetovy Impuls, jehoz velikost
je primo umerna objemu castice
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Stanoveni poctu RBC, PLT e © @ Time
Platelet Red  White

blood blood
cell cell



Impedance — histogramy |

Macrocytocis/ Microcytosis




Fotometrie — stanoveni koncentrace
hemoglobinu

REFERENCNiI METODA

Kyanmethemoglobinova metoda
Oxidace (ferrikyanid draselny -K;Fe(CN); )

Fe?t — Fe3* (methemoglobin)
CN- (KCN)
Fes3* — kyanmethemoglobinovy komplex

Spektrofotometrie

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



Fotometrie — stanoveni koncentrace
hemoglobinu (soucasnost)

Bezkyanidova metoda (SLS)

Lyza krvinky — uvolnéni intracelularnino HGB

2+ Oxidace (SLS 3+ :

Fe Xidace (SLS) Fe3+ (methemoglobin)

Fe3+ S5 SLS-hemoglobinovy komplex
—

SLS = laurylsulfat sodny
reakce 10 s
absorbance 555 nm



Stanoveni diferencialu leukocytu

> Opticke metody
o Fluorescencni prutokova cytometrie (FCM)
o Rozptyl laseroveho paprsku

> Vysokofrekvencni elektricke pole (VCS)
> Cytochemicke metody

> Imunofluorescencni metody



Opticke metody

> Bunky jsou vystaveny uzkemu paprsku svetla

o Rozptyl svétla (ruzné uhly, polarizace)
o Absorpce (barveni)
» Fluorescence (barveni)

* Lampy (wolframova, Hg, Xe)
* Lasery (Ar, Kr, HeNe, HeCd, semikonduktorové)
* Diodové lasery (modry, zeleny, Cerveny, fialovy)



Opticke metody — rozptyl laseroveho
paprsku

a) Celni rozptyl svétla = forward scatter. light (FSC)

o« Maly uhel (1-6 °)

Ob_]em bunék Sample flow

r— Beam stopper

Forward scattered light's angle( ¢ )

Nozzle

Detection of forward scattered light



Opticke metody — rozptyl laseroveho
paprsku

b) Bocni rozptyl svetla = side scatter light (SSC)

Vnitrni charakter bunky.
(granulace cytoplasmy,
clenitost jadra) | A ety

Detectlon of orthogonal scattered light
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Opticke metody — fluorescencni detekce

> Perforace bunek

> Pouziti fluorochromu s ruznou afinitou k nukleovym
kyselinam (DNA, RNA)

Photodiode for forward
scattered light detection

> Stanoveni:

A1 T
o Retikulocytu
« NRBC
o IG
o IPF

.7

|: \,' PMT for scattered light
\.____/ signal detection

Schematic diagram of fluoescence
detection method




Opticke metody — fluorescencni detekce

> Prutokova cytometrie (Flow cytometry - FCM)
« standardni metoda analyzy Castic (bun€k) v suspenzi
o Mmultiparametricka analyza
o Vysoka propustnost (tisice elementu za vtefinu)

« Hematologické analyzatory — kombinace FCM a
rozptylu laserového paprsku (Sysmex)
Forward Scatter (velikost bunky)
Side Scatter (hustota vnitrni struktury bunky)

Side Fluorescence Light (aktivita bunky a stupen vyzralosti
bunky)






PLT
> Impedancne (PLT-i)
> Opticky (PLT-0)
> Fluorescencne (PLT-F)

> Imunologicky (povrchovy antigen CD61)



Retikulocyty.

- mladeé erytrocyty se zbytky RNA a ribozomalnich struktur v cytoplazmé

> plna krev
> krev je smichana s fluorescencni barvou
> obarveni RNA




NRBC

> Jaderne erytrocyty (normoblasty)

> Jaderne RBC ziji v kostni dreni
a za fyziologickych okolnosti se NREC Scattergram>
Vv periferni krvi nachazeji pouze
U novorozencu

Forward Scatter

Fluorescence




Digitalni morfologie

> Automatizace mikroskopickeho |
hodnoceni diferencialu leukocytu |#i
V periferni Krvi *
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Pristroje pouzivane
v koagulacni laboratori

Koagulometry

Agregometry.

PFA 100 (200)

Vidas

TGT

Spektrofotometr, ELISA reader,...

TEG
ACT



Metody mereni koagulacniho casu

Koagulacni metody meri cas od pridani startovaci
reagencie do vzniku fibrinoveho vlakna ve vzorku plazmy

> Manualni
> Pristrojove



Koagulacni metody
zpusoby detekce

> Fyzikalni detekce

» Detekce fibrinoveho viakna (vodivost)
» Elektromechanicke vibrace a rotace (viskozita)

> Opticka detekce

» Rozptyl svétla - nefelometrie
» Propustnost svetla — turbidimetrie



Fyzikalni detekce

> kulickovy koagulometr

> mala kulicka, kyvavy pohyb

> elektromagneticky senzor

> meri zmenu frekvence a amplitudy kulicky



Princip — koagulacni (viskozita)

> Behem koagulace vzrusta viskozita plazmy

> Tento rust viskozity je méren pohybem napr. nerezove ocelové
kulicky, ktera se pohybuje mezi dvemi drazkami v kyvete s plazmou

> Pohyb kulicky je tvoren elektromagnetickym polem,
které pusobi na kulicku stridavé ze dvou stran

Jakmile je nastartovana koagulace (pridanim startovaci reagencie)
viskozita plazmy zacne vzrustat, coz ma vliv. na pohyb kulicky

Y

Oscilacni amplituda kulicky se zmensi
> Neritse zmenalirekvence a amplittudy kulicky.

> [eto zmeny se vyuziva k urceni koagulacniho casu



Opticke koagulometry

Vzorek plazmy je po pridani startovaci reagencie vystaven
svetelnemu zareni (viditelna oblast)

Zmeny v opticke hustote plazmy pri vzniku koagula jsou ve velmi
malych casovych intervalech monitorovany jako zmeny v intenzite
svetla rozptyleneho pri pruchodu vzorkem

Rozptylene svetlo dopada na fotodiodu a indukuje vznik elektrickeho
Impulzu, jehoz amplituda roste umerne s intenzitou dopadajiciho
svetla

Koagulaci pristroj hodnoti jako ukoncenou tehdy, kdyz se zastavi
narust amplitudy impulzt

Na zaklade amplitudy elektrickych impulzt je vytvorena koagulacni
krivka



Opticke koagulometry

> Koagulacni cas je stanoven nejcasteji metodou procentualni
detekce

> Intenzita rozptyleneho svetla je stanovena ihned po pridani
startovaci reagencie a je definovana jako 0 %

Intenzita svetla po ukonceni koagulace jako 100 %

> Bod detekce koagulace je stanoven na koagulacni krivce
mezi 0 % a 100 %,
nejcasteji je uzivano 50 %

Koagulacni cas je potom casem, ve kterem bylo dosazeno
nastavene intenzity rozptyleneho svetla



mnozstvi rozptyleného svétla
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Dalsi principy mereni na
koagulacnich analyzatorech

(krome koagulacnich metod)

chromogenni metody
Imunoturbidimetricke metody



Principy mereni - priklady

Keagulacni

=

APTT

TT
Fibrinogen

= | BRVARVAL B¢
VI, X, X1, X

Y V V V V V V

Chromoegenni

Antitrombin
Protein C

Faktor VIII, IX...
Alfa2 — antiplazmin
Plazminogen
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Imunoturbidimetrie

> D-Dimery, VWF:Ag
> ...



Agregometr

> opticky
> Impedancni



Agregometr - opticky

> Sleduje se zmena opticke hustoty

behem agregace ve specialne upravenem nefelometru
— agregometru




Agregometr opticky - princip

kvantitativni mereni agregace je zalozeno
na Bornove turbidimetricke metode

PPP plazma (100% transmise)

PRP plazma (0% transmise)

LED, 650 nm
michani v kyvete
37 °C

Uginkem nékterych latek (stimulatord
agregace) dochazi v plazme bohate

na desticky (PRP) ke vzajemnemu
shlukovani (agregaci) krevnich desticek




Agregace

- samovolna
 indukovana

* ADP

« kolagen

* ristocetin

« adrenalin

 kyselina arachidonova

* tfrombin

« kationicky propylgalat sodny



Agregace indukovana

“_Apact Application
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Monitorovani primarni hemostazy

PFA 100®
PFA 200°



PFA 100 (200)

- rychlé ziskani informaci ke stavu
primarni hemostazy

- 2 typy méricich cel — membrana
pokryta col/epi nebo col/ADP

- 800ul plné citratoveé krve

- sledovani tvorby destiCkoveho
trombu, ktery postupné vyplnuje
otvor v membrané potazené bud
col/epi nebo col/ADP

Vysledkem testu je Cas potrebny
k dosazeni kompletniho uzavéru
otvoru membrany — closure time
(CT)




PFA 100®
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FIG. 1. Scanning electron micrographs (A-D) demonstrating progression of the platelet plug formation at the aperture. The
tests were terminated at 15, 45, 80, and 110 s (closure), and the membrane disks were processed, for microscopy.




PFA 100 (200)

NH:
> kolagen / epinefrin (85— 165 S)
> kolagen /ADP (71 - 118 S)

Zavisi na:

poctu trombocytu
funkci trombocytu
VWE

Htc
Afibrinogenemii

Y

Y V V V

Nezavisi na:

> koagulacnich faktorech (VII, IX; XI)
> kumarinech

> heparinu



Pristroje pouzivané | mimo
koag. laborator

JIP, ARQO:

> TEG
> ACT



Trombelastograf (TEG)

> Jiz od roku 1948
> Inovace - ROTEG

> rychle dostupny komplexni prehled hemostaticke situace

U pacienta
Rotating axs
(+/-4.75%) o=

> dochazi ke zmene
elasticity behem tvorby.
trombu mezi stenou
Kyvety a pistem

Light source

.
8 Ballbearing
Plastic sensor

~ Cuvette with blood

Fibninstrands and
platelet aggregates
| between surfaces

Heated cuvette holder




Trombelastogram

Maximum amplitude

r-time (€as od pridani Ca?* do prvni znamky formace fibrinu)
k-time (kinetika tvorby trombu)

maximalni amplituda (zjistuje pevnost a stabilitu srazeniny, fce koncentrace
Fbg, poctu Plt a jejich kvality, interakce mezi fibrinem a destickovou zatkou)



ACT

> Aktivovany koagulacni cas

> Z plne krve
> Monitorovani vysoce davkovane lecby heparinem
> Pouziti u extrakorporalnich obéhu,
ECMO
> ARO, JIP, kardiologie, dialyza



