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Mikor, miert mériunk?

Teljes verkep (kvalitativ €s kvantitativ)indikacion:

Altalanos kivizsgalas

Gyulladasos, fertdozeses betegsegek
Hematologiail betegségek
Veérvesztes (akut €s kronikus)

Folyad¢kterek valtozasai (sO- vizhaztartas
valtozasainak kovetése)

Hemosztazis cellularis zavarai

Endokrin és tumoros betegségek
Veérzekenyseg

Autoimmun betegseégek, allergias betegségek



Egyeb vizsgalatok, melyek egyes hematologiai
korképek diagnosztikajaban nelkilozhetetlenek:

We e Ca,PALP « Fe, TVK, sTfR
CRP transzferrin, ferritin
DC“

' DH * Elektroforézis
Haptoglobin * Immunfixacio
~olsav * Immunglobulinok

B12



Preanalitika

VERVETELI CSO: ,lila
kupakos”muanyag cso

EDTA-kalium alvadasgatlot tartalmaz

VERVETEL utan cséforditas 8-10-szer,
Ovatosan, azonnal.
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Szobahomérsékleten valo tarolaskor 8 ora utan bekovetkezo

valtozasok:

* vorosversejtek elvesztik bikonkav alakjukat
« MCV 1, Ht?

* fehérversejt szam|

 abszolut limfocita|

* retikulocita szam mar 6 6ra utan

* magvas vorosversejtek 24-36 ora utan eltlinnek

« MPVT1, IRF (éretlen retikulocita frakcio)|



Mit latunk a leleten? - Kvantitativ vérkép

WBC
RBC
HGB
HCT
MCV
MCH
MCHC

(CHCM)
RDW

HDW

4-10 G/l
4-55 T/
130-160 g/l
0,4-0,52 I/l
80-95 fl
28-32 pg
330-370 g/l
330-370 g/l
11,5-14,5%
2,2-3,2 g/dL

« PLT 130-400 G/l
« MPV 7-11 fl

« PDW 25-65%

« PCT 0,12-0,36%
* FRAGM

* %MICRO

« %MACRO

* %HYPO

* %HYPER

Alkalmazott automatatol fiigg!



Hematologiai analizatorok

Advia 2120 Siemens Sysmex



Hematologiail automatak meéresi elvel

Az elektromos vezetOképesség meresen alapuld sejtszamlalok
(Impedancia elvli merés

- a sejtek vezetOképessége kisebb => elektromos ellenallas hirtelen
megnod, amikor a mérocellan részecske halad at => , ,részecskeszam™

- az elektromos impulzus a sejtnagysagtol/térfogattol fiigg => sejtek
differencialasa
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Optikai, fényszoras (vagy szort lézer) elvii meérés
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Hidrodinamikailag fokuszalt
sejtaramlas,

- megvilagitd 1€zer fény €s
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Kis szog (2-4°) alatti fényszoras a sejt mérettel,
a nagyobb szog alatti (10-15°) fényszoras a sejt tartalommal (pl. hemoglobin koncentracio,
vagy sejtmag stirliség) aranyos
(A kis és a nagy szog alatt szort fény intenzitasanak komplex matematikai 6sszefiiggését
a Mie teoria irja le)



Optikai, fényszoras (vagy szort 1ézer) elvii mérés 5 1ézer detektorral

UMALS (20-43°) "—ﬂ—l
Beckman Coulter
LMALS (9-19°) " / DXH-800

LALS (=5.1°)
AL2 (0-0.5°)
LALS (=5.1°)

LMALS (9-19°)

UMALS (20-43°)

- Volume (térfogat)

- Conductivity (vezetoképesség)

- Axial light loss (AL2) mmmm) fényatereszto képesség (transparency)
- Low angle light scatter (LALS) mmmmm) sejt komplexitas

- Median angle light scatter (MALYS) seit eranularitis
- Lower median angle light scatter (LMALS)? sej. tI;glembrén fel;zine
- Upper median angle light scatter (UMALYS) )



Fehérvérsejt differencialas festés nélkiil

& Nez.'tr'ophi/
B Lymphocyte

O Basophils
Diff 1: Volume vs RMALS ™ Non-White Cells

B Neutrophil
B [ymphocyte

O Basophils
®m Non-White Cells

Diff 2: Volume vs OP

A lézersugar elott egyesével
elhalado sejtek fényszorasanak és
depolarizacidjanak mérése a
kiilonb6z0 iranyban elhelyezett
optikai detektorokkal=>

»wEFelho-diagramok”
Keétdimenzios pontfelhOk
Minden detektalt sejt egy
pont



Fehérvérsejtek tovabbi tipizalasa
1.a Peroxidaz pozitiv sejtek

L = Lymphocyta
B = Basophil

Peroxidaz csatorna: vvt. lizalasa utan 65-70°C-on par masodperces micloperoxidaz reakcio
Optikai e€rzékelok: mieloperoxidaz aktivitast méri, masik a fényszorodast (sejtmeret)



Felhodiagram peroxidaz festéssel

1Zaj

2 Magvas vorosversejt

3 Osszetapadt trombocitak

4 Limfocitak és bazofilek

5 Large Unstained Cells (LUC)
6 Monocitak

7 Neutrofilek

8 Eosinofilek

Morfologiai flag-ek:

ATYP (Atipusos limfocitak)

|G (Eretlen granulocitak)

MPO (Myeloperoxidase hiany)
NRBC (Magvas vorosversejtek)
PLT-CLM (Osszetapadt trombocitak)



LUC (Large Unstained Cells)

Nagy nem festodo sejtek:

* Aktivalt limfocitak

» Plazmasejtek

* Hajas sejtek

» Gyermekkori nagy limfocitak

* Mieloperoxidaz negativ blasztok

* Mieloperoxidaz negativ neutrofil
granulocitak

Morfolégiai flag-ek:
« ATYP (Atipusos limpfocitak)

« BLASTS (Blasztok)
« MPO (Mieloperoxidaz hiany)




20 éves ffi, fiil-orr-gége ambulancian; laz, nyelési nehézség

TEST RESULT ABN NORMALS UNITS

WBC 12.04 ( 4 - 10 ) x10.e3 /ul
$NEUT - { 40 - 74 ) %

SLYMPH 50.8 ( 19 - 48 ) %

EMONO 5.5 ( 3.4 -9 ) %

$E0S 0.6 ( O - 7 ) %

$BASO 1.2 ( O - 1.5 ) %

$LUC 13.4 ( 0 - 5 ) %

RBC 4.69 oY - 5.5 ) x10.e6 /ul,
HGB 138 ( 130 - 160 ) g/dL

HCT 0.402 ( 0.4 = 0.52 ) %

MCV 85.5 ( 80 - 94 ) fL

MCH 29.5 ( 27 - 31 ) pa

MCHC 345 ( 330 - 370 ) g/dL

RDW 12.9 ( 11.5 - 14.5 ) %

PLT 201 { 130 = 400 ) x10.e3 /ul
MPV 8.6 ¢ T2 =212 ) fL




Heterophile Antibody (Monospot)

X-reactivity
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= Sensitivity: 90-95% after 15! week, but only 75% in the 1t week
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Fehérvérsejtek tovabbi tipizalasa
1.b Fluoreszcens festés

Neutrophil Eosinophil Basophil Monocyte Lymphocyte

,'J:"':“ . ‘ o,
':', P 8" 5 E
b o & old .

S ad an"
-

Metamyelocyte Myelocyte Promyelocyte

A sejtek emelkedett nukleinsav (DNS vagy RNS) tartalmaval
aranyos a fluoreszcens jel nagysaga



Felhédiagram fluoreszcens festéssel Sysmex XE-2000 automatan

Fluorescence Intensity

>

DIFF Side Scatter
Reference

Fluorescerce Intensity

L

DIFF Side Scatter




|G (Immature Granulocytes)

Promielocita

Mielocita

Metamielocita

“ e S




|G (Immature Granulocytes)

Emelkedhet:

Bakteridlis infekcid

Akut gyulladas

Tumor (csontveld metastasis)
Szovet nekrozis

Akut transzplantatum rejekcio
Sebészeti, ortopedial trauma
Myeloproliferativ betegseg
Szteroid

Terhesség (harmadik trimeszter)

Nagyobb jelentoségii az

emelkedés (1Gs>2%):

1ddsek, ujsziilottek,
koraszilottek akut infekcid

mieloszupresszalt betegek
akut infekcio

neutropeniaval jard szepszis



Fehérvérsejtek tovabbi tipizalasa
2. Felhodiagram a bazofil csatornan

Z3]

Blasztok sejtmagja

Monocitak és limfocitak sejtmagja
Bazofil sejtek

Bazofil gyanus sejtek

Szaturacio

Neutrofil és eosinofil sejtmagok

NOo ok wdE

Morfolbgiai flag-ek:

BLASTS (Blasztok)
LS (Nem szegmentalt granulocitak)

Specialis savas reagens hatasara a bazofil
sejtek stabilizalodnak



Lehetoségek és korlatok

» A késziilek altal hasznalt festésbo6l adodo kiilonbségek:

- peroxidaz festésnél LUCs (large unstained cells)
- fluorescens festésnél: 1Gs( Immature Granulocytes)
- HPCs (Hematopoetic progenitor cells) és NRBc (Nucleated RBCs)

« Uj paraméterek klinikai hasznalata:

- IRF (immature reticulocyta fraction)

- MCVr (mean reticulocyta volume)

- CHr ( mean reticulocyte hemoglobin content)
- FRBC (fragmented RBC)

- IPF (immature platelet fraction)



Lehetoségek és korlatok

A hematologiai automatakbol teljesen megbizhato értékeket kapunk:
fehérvérsejtszam, vorosversejtszam, hemoglobin koncentracio, MCV

Nagyobb odafigyelést kivan:

a kvalitativ eloszlas, a reticulocita és a thrombocita szam (foként alacsony
tartomanyban)

Standardizacio hianya miatt készulékfuggo:
RDW (RBC distribution width)

MPV ( mean platelet volume)

PDW (platelet distribution width)



A vorosversejt meres

No matter
what your shape

or size ....
We can make you
a SPHERE

[zovolumetrias gombbe alakitas



A vorosvérsejtek optikai detektalasa

. taserdiode Tp'e stream  Beamsplitter | Darkstop  Mirror

R ingasili)

Absorption Low-angle High-angle
scatter detector scatter detector

Alacsony szogll fényszoras 2° - 3°(Terfogat) Hemoglobinkoncentrsicié mérése:

Vvit-K lizise
Hgb + natrium-laurilszulfat (SLS)

. = Hgb fehérjelancaban
— konformaciovaltozas, oxidalddik

= stabilis methemoglobin-SLS
komplex jol mérhetd

( fotometriasan

Nagy szogl fényszoras 5° - 15° (HGB
koncentracio)




Térfogat- MCY

A vorosvérsejtek optikai detektalasa

A térfogat f hemoglobin eloszlas

RBC citogram:

x tengelyen hemoglobin koncentraciod
y tengelyen vvt térfogat abrazolva

1. 60 fL térfogat

2. 120 fL térfogat
.I 3. 28 g/dL Hemoglobin koncentracid
.I 4. 41 g/dL Hemoglobin koncentracio

HGB koncentracio - CHCM

Meéret szerint: Hgb tartalom szerint:

Mikrocitas Hipokrom
Normocitas Normokrém
Makrocitas Hiperkrém

(MCV) (MCH, MCHC)



Szarmaztatott parameterek

MCV (mean corpuscular volume)
= 1000* Htc/RBC
Ref: 80-95 fl (gyermekeknél életkor szerint jelentdsen mas!)

MCH (mean corpuscular hemoglobin)
= Hgh/RBC

Ref: 28-32 pg

(1 vvt Hgb tartalma)

MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration)
= Hgb/Htc vagy 1000*Hgb/vvt szam*MCV

Ref: 330-370 g/l

(1 L vvt-re szamitott Hgb cc)



100%

20%

Vorosversejt eloszlasi szélesség
— RDW (red cell distribution width)

RDW

= 100*MCYV eloszlas standard

el deviaci0ja/MCV atlaga

—vvt-k méretbeli eloszlasanak,
anizocitozis mértéke

Ref: 12-15 %

MCV RDW |Anémia feltételezheté oka

norm norm |akut anémia, kronikus nterkurrens betegség, atmeneti eritrocitopenia
norm nott  |[vérvesztés, hemolitikus anémia

csokkent (nott |vashiany

csokkent |[norm [talasszémia gyanija

nott nott  |(retikulocitozis, B12 vagy folsavhiany, majbetegség

nott norm |preleukémia, leukémia, aplasztikus anémia, dohanyzas




[¢)'HAEMATOKRIT 200

Hematocrit (Htc),,mérése”

Legmegbizhatobb moddja
a hematokrit centrifuga

Automatak szamitott értéket adnak ki
= (Vorosveérsejtszam * MCV)/1000
Feltétel: a vvt szam és térfogat mérése jo legyen

— Ha ezek barmelyike hibas, a hematokrit mérés eredménye is hibas
— A vér/EDTA ardny kevésbe befolydsolja az automata altal kiadott értéket, mint a centrifugaval mértet

Referenciatartomany:
Férfiak: 0,4-0,5

Nok: 0,35-0,45
Gyermekek: életkorfiiggo!

(Kiilfoldi szakkonyvek: PCV (packed cell volume)



Retikulocita mérés

A mérés clve: izovolumetrias gdmbbé alakitas utan a retikulocita RNS
tartalom festése fluoreszcens festékkel (Oxazine).



Retikulocita mérés

Retikulocita citogram:
Retic Scatter Abs -abszorpcio (sejt rettseg) az x tengelyen
i -fényszoras (sejt nagysag) az y tengelyen.

1 RTC trombocita kiiszob

2 RTC Coincidencia kiiszob

3 RTC kiiszob

4 Alacsony/kozepes RTC kiiszob

5 Kozepes/Magas RTC kiiszob

A Erett RBC

B Alacsony abszorpcioju retikulocitak
C Kozepes abszorpcioju retikulocitak
D Magas abszorpcioju retikulocitak
E Trombocitak

F Coincidencia




Retikulocita mérés

Hetic Yolume

Retikulocita térfogat eloszlasi hisztogram
(0-200 fL)

Retikulocita hemoglobin koncentracio (RETIC
HC) eloszlasi hisztogram a cellularis hemoglobin
koncentraci6 alapjan.

(0 - 50 g/dL)

Retic CH Retikulocita cellularis hemoglobin (RETIC
CH) hisztogram a sejtek hemoglobin tartalma
alapjan

Erett RBC populacio (piros)
Retikulocita populacié (kek)




Ujabb retikulocita paraméterek

Eretlen retikulocita frakcié (IRF):

A fluoreszcenciaintenzitas alapjan elkiilonitett érési csoportok kozott a
kozepesen ¢s erdsen eretlen (H + M) csoport dsszege.

Az IRF az eritropoetikus aktivitas valtozasanak indikatora (kronikus
vesebetegek, csontveld,- 0ssejt- €s vesetranszplantaltak terapia monitorozasa,
anémiak differencialasa).

Atlagos retikulocita hemoglobin tartalom (CHr vagy RetHe):
A felhasznalhato vas mennyiségeének érzekeny indikatora.
Jelzi a megel0z0 3-4 nap funkcionalis vasszintjet.

(Vashiany: CHr < 28 pg)

Diagnosztikus értek: vashianyos anémia, vasterapidra adott valasz megitélése,
eritropoetin kezelés monitorozasa



Eritropoetin kezelés

Retic CH | |

Kezdeti allapot 4 nap mulva

2 hét mulva

1 hénap mulva



Trombocita meghatarozas

A meghatarozas elve azonos a vorosversejt meressel.

Trombocita citogram

Trombocitak

Nagy trombocitak
Vvt-k

Vvt fragmentumok
Vvt arnyékok

o~ PN

2ZD-FPLT Vol

Plt térfogat:
0-60 fl

Paraméterek: PLT, MPV, L-PLT



* Magvas VVT-k:

Méretiik megegyezik a limfocitakéval, tévesen FVS-nek

szamolhatja a késziilék




Fragmentalt vagy igen mikrociter VVT-k

* El6fordulhat, hogy ezeket a keésziilek nem
tudja elkiiloniten1 a PLT-t01

» Hisztogrammot meg kell nézni
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» Osszecsapzédott PLT-k:

Tévesen csokkent a PLT-szam.
PLT-histogramm jobb oldalan emelkedés
Periférias keneten a kenet szelén lathatok
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K:
Tévesen VV T-ként értekeli a készilék

VVT-szam alig valtozik
hisztogramm bal oldalan kiemelkedés

PLT hisztogramm jobb oldalan, VVT

Orias PLT-
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Interferalo tenyezok

Hemolizis: RBC |, Hct |
— 1) mintabol ismétles
Transzf(z16, vas €s B12 terapia: RDW 1, bimodalis RBC
hisztogram
Lizisrezisztens vvt-k: WBC1, lymphocyta 1
— Higitas, megnovelt lizisidd
Fragmentocytak: RBC| PLT 1
— Kenetvizsgalat, fragmentocyta program
Magvas vorosvérsejt NRBC :WBC1,lymphocyta 1
— NRBC program, kenetkeszites



Interferalo tenyezok

Magas WBC : RBC 1, inkorrekt Hgb és szarmaztatott értékek
- mintahigitas
Krioglobulinok: WBC 1
- 37°-0s inkubacid, ismételt mérés
Hidegagglutininek: RBC |, MCV 1 MCHC 1
— 37°-0s inkub4cio, ismételt mérés
Lipémia: Hgb 1, MCHC 1, MCH?
— Ismétlés 1) mintabol
PLT aggregatumok: WBC 1, PLT |
— Kenetvizsgalat, ismétles citratos vérbol
Orias trombocitak: WBC 1, MCV 1, PLT |
— kenetvizsgalat
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Flow
cytometrial

Szamtalan fejlesztés

Fig. 1. 10-color LeukoDiff plots of whole nucleated cell (WN) {A), arientating gate (B), neutrophils (C, D, and E), lymphocytes (T, B, NK_ 5+
194) (F, G, and H), monocytes (I and 1), eosinophils (K), immature granulocytes (L), chronic myelogeneous leukemia (M), basophils (N
and 0), acute myebid lkeukemia (P), blasts (Q and R), myeloblasts (S), B blasts (T), myelbid antigan-positive B blasts (U), and 19-plasma
cells (V, W, X, and Y) in peripheral blood samples.
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