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SOUHRN

Uvod: Vysetreni krevniho obrazu (KO) a diferencidlniho poc¢tu leukocytd patif mezi zékladnf laboratorni vysetient.
Faktorem, ktery mdze negativné ovlivnit validitu vysledkd, je ¢as od odbéru vzorku do jeho zpracovani (stabilita vzor-
ku). Cilem prace bylo pfi rdzné teploté a délce skladovani vzorku analyzovat zmény v KO (v¢etné novych rozsitenych
parametrd) a v diferencidlnim poctu leukocytl stanoveném na hematologickém analyzatoru krvinek i mikroskopicky,
vcetné kvalitativnich morfologickych zmén.

Materidl a metoda: Data byla ziskdna od 20 zdravych dobrovolnikd (6 muz(/14 Zen), kterym byly odebrany 3 zkumavky
venozni krve s K3EDTA. Vzorky krve byly méreny na hematologickém analyzatoru XE2100 (TOA Sysmex), natéry peri-
ferni krve byly provedeny na natérovém a barvicim automatu SP1000i (TOA Sysmex). Vzorky byly opakované méfeny
v intervalu 20 minut az 72 hodin od odbéru a skladovany pfi laboratorni teploté (18-25 °C) nebo v lednici (2-8 °C).
Vysledky: Statisticky vyznamné zmény KO jiZz po 12 hodindch skladovani pfi laboratorni teploté byly pozorovany
v pfipadé primo mérenych parametrd HCT a PCT, stejné jako u parametrt odvozenych vypoc¢tem (MCV, MCHC, RDW,
PDW, MPV, P-LCR). VSechny pozorované parametry jsou uvedeny v tabulce 1. Vyznamné se ménily v ¢ase i hodnoty
RET-He a IPF. Naopak u ostatnich parametrd KO nebyly prokazany statisticky vyznamné zmény po celou dobu sle-
dovani (72 hodin). Parametry diferenciadlniho poctu leukocytl z analyzatoru byly stabilni po celou dobu sledovani,
s vyjimkou parametru pocet monocytl (absolutné i relativné), ktery byl stabilni pouze pfi teploté 2-8 °C. V piipadé
mikroskopického diferencidlniho poctu leukocytd dochazelo pri laboratorni teploté po 12 hodindch a pfi teploté
2-8 °C vetsinou po 24 hodindch k apoptdze krevnich bunék a ke zménam jejich morfologie.

stabilni az 72 hodin od odbéru bez ohledu na teplotu skladovani vzorku, coz maze byt v nékterych klinickych situacich
¢i z forenznich divod( dilezité. Nékteré parametry KO ale maji vyrazné kratsi dobu stability, proto je v bézné praxi
nutné se fidit doporucenim Ceské hematologické spolec¢nosti CLS JEP, které stanovi stabilitu KO a diferencidlniho
poctu leukocytl na 5 hodin pfi teploté 15-25 °C.
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SUMMARY

Babuiikova E., Kac¢irkova P., Oupicka M., Babunék 0., Salacova P., Spacek M.

Stability of complete blood count and microscopic differential count parameters

Introduction: Complete blood count (CBC) including the automated differential white blood cell count (WBC
differential) represent a routine laboratory test. The time interval between sample collection and testing (sample
stability) may have an important effect on the quality of test results. The aim of this study was to analyse changes
in CBC (including new advanced parameters) and WBC differential performed both by a haematology analyser and
microscopic examination at different storage temperatures over time, including qualitative morphological changes.
Materials and methods: Data were obtained from 20 healthy volunteers (6 males/14 females) from whom 3 tubes
with K3EDTA venous blood were taken. Blood samples were measured using the XE2100 haematology analyser (TOA
Sysmex). Peripheral blood smears were performed on the SP1000i automatic analyser (TOA Sysmex). After collection,
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samples were repeatedly measured at predetermined time intervals of 20 minutes to 72 hours and stored at room
temperature (18°C to 25°C) or refrigerated (2°C to 8°C).

Results: Statistically significant changes were observed both in the directly measured parameters (HCT and PCT)
and in derived parameters (MCV, MCHC, RDW, PDW, MPV, P-LCR) after 12 hours of storage at room temperature.
All observed parameters are given in Table 1. RET-He and IPF parameters also changed significantly over time. In
contrast, no significant changes were observed in the remaining CBC parameters. Automated WBC differentials were
stable for the duration of the study (72 hours), with the exception of monocyte level count (both absolute and rela-
tive), which was stable only at lower storage temperature (2°C to 8°C). Peripheral blood films showed disintegration
of leukocytes and changes in their morphology after 12 hours of storage at room temperature and after 24 hours in
refrigerated samples.

Conclusion: Our study has shown that the results of some clinically important CBC parameters (WBC, HGB, PLT)
remain stable for up to 72 hours after collection regardless of storage temperature. This may be important in certain
clinical situations or for forensic reasons. However, some CBC parameters have a much shorter period of stability. It
is therefore necessary to follow standards for specimen storage and handling in routine practice, which have been
published by the Czech Society of Haematology CLS JEP: The recommended maximum storage interval for CBC and

differential counts were 5 hours at 15°C to 25°C.
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uvob

Stanoveni parametri krevniho obrazu a diferen-
cidlniho poctu leukocytti patii mezi jedno ze zakladnich
hematologickych vySetfeni. VySetfeni 1ze povazovat za
rychlé a snadno dostupné. Klinickému lékafi prinasi
jednu z prvnich informaci o zdravotnim stavu pacienta
a vysledky mohou slouzit k urceni diagnézy ¢i moni-
torovani 1écby. V soucasné dobé je méfeni krevniho
obrazu provadéno vysoce specializovanymi automatic-
kymi analyzatory, které umoznuji stanoveni mnoha
parametrli, které diive dostupné nebyly. Vysledky
krevniho obrazu ale mohou byt vyznamné ovlivnény
¢asem dodani vzorku do laboratofe a teplotou jeho
skladovani. Je proto nutné brat pii hodnoceni vysledkil
ohled i na tzv. stabilitu vzorku a teplotu skladovani
vzorku. Stabilita vzorku je definovana jako doba, ktera
uplyne od odbéru primarniho vzorku do jeho vySetfeni
[1], tj. doba po kterou je zaruceno vydani spolehlivého
vysledku. V doporuceni Ceské hematologické spolec-
nosti CLS JEP je stabilita KO a diferencialniho poltu
leukocytli stanovena na 5 hodin pfi teploté skladovani
15-25 °C. V bézné praxi ale miiZe nastat situace, kdy je
zvaznych divod nutné zmérit vzorek i po pfekroceni
doporucené doby stability, nebo je vySetfen vzorek,
u kterého nezname pfesny c¢as odbéru. Pro laborator-
niho i klinického pracovnika je proto nutné, byt si
védom zmén, ke kterym postupné pti delsi dobé od
odbéru dochazi.

Cilem prace proto bylo v prvni fadé zjistit, jaka je
pfi rtizné délce a teploté skladovani vzorku stabilita
zakladnich parametrti krevniho obrazu, diferencialni-
ho poctu leukocytt i tzv. rozsifenych parametri KO,

které je mozné stanovit na automatickém analyzatoru
Sysmex XE 2100. Dale pak bylo nasim cilem popsat,
kjakym zménam v pribéhu ¢asu dochazi, a tojak u jed-
notlivych parametrti ziskanych z automatického ana-
lyzatoru, tak i v pfipadé mikroskopicky stanoveného
diferencialniho poc¢tu leukocytdi, véetné kvalitativnich
zmeén v morfologii jednotlivych bunék.

MATERIAL A METODY
Soubor darcii a pouZity material

Do studie bylo zatfazeno 20 zdravych dobrovolniki
(6 muzii/14 Zen). Zafazeni muzi s vékovym medidnem
33,5 rokd (rozsah 26-45 let) a Zeny s vékovym medianem
35 rokd (rozsah 25-58 let). Dobrovolni darci byli ode-
brani v rannich hodinach a od kazdého byly odebrany
3 zkumavky vendzni krve s protisrazlivym c¢inidlem
K3EDTA. Jedna zkumavka byla zméfena do 20 minut od
odbéru a nasledné byla mérena po1l, 4, 6, 8, 12, 24, 48
a72hodinach; po celou dobu byla zkumavka skladovana
pfi laboratorni teploté (18-25 °C). Druha zkumavka od
kazdého pacienta byla po odbéru ulozena do lednice
(teplota 2-8 °C) a méfena po 24 hod., 48 hod. a72 hod.
od odbéru, pfi kazdém meéteni byl zaroven proveden
inatér vnatérovém a barvicim automatu SP-1000i (tedy
po 24, 48 a72 hod.). Z divodu dostatecného mnozstvi
vzorku byla krev tfeti zkumavky pouzita pouze pro
provedeni natéru v natérovém a barvicim automatu
SP-1000i, natéry krve byly provedeny po 20 minutach
od odbéru a dale po 4, 6, 12, 24, 48, 72 hodinach od
odbéru, krev byla uchovavana pfi laboratorni teploté.
Dobrovolni darci podepsali informovany souhlas pro
ucast ve studii.
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Metody

Vzorky krve byly méfeny na hematologickém analy-
zatoru XE 2100 (TOA Sysmex) ve verzi, kterd umoznuje
provést analyzu krevniho obrazu, populacniho dife-
rencialu (véetné parametru IG), retikulocyt{l a nezra-
lych frakci trombocyth (softwarové programy XE-RET
MASTER a XE-IPF MASTER). Princip méfeni jednotli-
vych parametr(i je uveden v tabulce 1. Natéry periferni
krve byly provedeny na natérovém a barvicim automatu
SP1000i (TOA Sysmex). Manualni diferencial byl analy-
zovan jednou laborantkou na digitalnim mikroskopu
DM96 (Cella Vision), pocet hodnocenych bunék byl 200,
unatérd starsich byla analyza provedena na 100 bunék.
VSechny natéry byly také zhodnoceny stejnym lékafem
s pouzitim svételného mikroskopu Olympus BX43.

Statisticka analyza

Pro analyzu stability parametra ziskanych na au-
tomatickém analyzatoru XE2100 byla vyuzita metoda
analyzy rozptylu (ANOVA), kterd porovnava velikost
stfednich hodnot ukazatelli. V pfipadé statisticky vy-
znamné odliSnych hodnot byly testovany kontrasty
mezi jednotlivymi ¢asovymi Giseky, vedouci ke zjisté-
ni, v jakych casovych intervalech vznikaji statisticky
vyznamné rozdily [2].

VYSLEDKY

Stanovené parametry byly rozdéleny podle pod-
minek skladovani do dvou skupin. Prvni skupinou
jsou vysledky stabilit jednotlivych parametri vzorki
uchovavanych pri laboratorni teploté, mérenych do 20
minut od odbéru a nasledné pol, 4, 6, 8,12, 24,48a72
hodinach (tab. 2). Parametry WBC, RBC, HGB, MCH,
PLT, NEUT ABS/REL, LYMF ABS/REL, BASO ABS/REL,
EOZ ABS/REL, RET ABS/REL, IRF, LFR, MFR, HFR,
PLT-O a IG ABS/REL lze oznacit jako stabilni (p-hodno-
ta 0,216-0,999). Zkratky vSech zminénych parametr
(viz tab. 1). Vysledky méteni téchto parametri nejsou
ovlivnény dobou od odbéru, pokud je vzorek skladovan
pfi laboratorni teploté a je zpracovan nejpozdéji do 72
hodin. Mezi parametry, u kterych bylo zjiSténo, Ze se
hodnoty statisticky vyznamneé 1i$i v ¢asech od odbéru
po analyzu vzorku, patii HCT, MCV, MCHC, RDW-SD,
RDW-CV, PDW, MPV, P-LCR, PCT, MONO ABS/REL,
RET-He a IPF. Po zhruba 12 hodinach od odbéru vzorku
jiZz nelze vysledné hodnoty téchto parametr brit za
relevantni. Parametry mikroskopicky stanoveného
diferencialniho poctu leukocytl byly stabilni do 12
hodin od odbéru.

Druhou skupinu tvoii vysledky stabilit parametrti
vzorkl skladovanych v lednici pfi teploté (2-8 °C) a mé-
fenych po 24, 48 a 72 hod. od odbéru vzorku (tab. 3).
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Parametry WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, PLT,
PCT, NEUT ABS/REL, LYMF ABS/REL, MONO ABS/REL,
BASO ABS/REL, EOZ ABS/REL, RET ABS/REL, IRF, LFR,
MFR, RET-He a PLT-O jsou stabilni v ¢ase, a ani po 72
hod. od odbéru nemaji vyznamné rozdilné hodnoty.
Naopak parametry MCHC, RDW-SD, RDW-CV, PDW,
MPV, P-LCR, HFR, IPF a IG ABS/REL vzorku skladova-
nych v lednici nelze povaZovat za stabilni.

U parametrii mikroskopicky stanoveného diferen-
cialniho poctu leukocytl vzorkli uchovanych pfi teploté
2-8 °C doslo v celkovém zhodnoceni ke zvySeni stability,
ze ziskanych dat lze vyvodit, Ze parametry mikroskopic-
kého diferencialniho poc¢tu leukocytd jsou stabilni pii
uchovani v lednici maximalné do 24 hodin od odbéru.

Kvalitativni hodnoceni morfologie bunék

Hodnoceni morfologie erytrocytii, trombocyti a leu-
kocytl v natérech vzorkdi uchovanych pfi laboratorni
teploté i pfi teploté 2-8 °C.

Erytrocyty

U vétSiny natéri byla pozorovana zmeéna tvaru ery-
trocytli v tzv. echinocyty. Echinocyty se objevuji v na-
térech vzorkd uchovanych jak pfi laboratorni teploté,
tak v mensi mifte i pfi teploté 2-8 °C pfiblizné 24 hod.
od odbéru vzorku. Se zvySujicim se ¢asem se zvySuje
i mnozstvi echinocytli. V nékterych natérech vzorka
uchovanych pfi laboratorni teploté i vzorkil uchova-
nych vlednici je patrny mirny sklon k tvorbé rouleaux.

Trombocyty

Objektivné nebyly v natérech pozorovany vyrazné
morfologické odliSnosti v zavislosti na case a teploté
skladovani. Ojedinéle jsou ptitomny men$i shluky
trombocyti, které jsou vSak pozorovany pouze u vzorkl
skladovanych pfi teploté 2-8 °C.

Leukocyty
Granulocyty

V natérech vzork uchovanych pfi laboratorni tep-
loté se objevuji zhruba od 48 hod. preapoptotické a apo-
ptotické formy neutrofil@ (obr. 1), je patrna i zména
velikosti, neutrofily se zmensuji, svrastuji se nebo se
rozpadaji (obr. 2). Pro porovnani jsou uvedeny i fyzio-
logické neutrofilni segmenty (obr. 3, 4). V natérech
vzorkl skladovanych pfi2-8 °C je stejné jako pti ucho-
vani vzorkd pfi laboratorni teploté mozné vidét prea-
poptotické neutrofily a také neutrofily polorozpadlé,
ojedinéle se objevuje zhruba od 24-48 hod. vakuolizace
cytoplazmy neutrofil@i. Populaci eozinofilnich a bazo-
filnich segmenti nebylo mozné objektivné zhodnotit
z divodu nizkych pocti bunék v natérech.
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Tab. 1. Prehled stanovovanych parametr, principC stanoveni na analyzatoru XE2100 (TOA Sysmex) a jednotek

Zkratka Ndazev metody Metoda Jednotka
WBC pocet leukocytl (white blood cells) fluorescencni prdtokova cytometrie x 10/
RBC pocet erytrocytt (red blood cells) impedancné x 10"/
HGB koncentrace hemoglobinu v krvi (hemoglobin) fotometricky a/l
HCT hematokrit (hematocrite) integrace napétovych impulzd/impedanéné ratio
MCV stredni objem erytrocytu (mean cell volume) odvozeno-vypocet (HCT/RBC)x1015 fl
MCH stredni mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu (mean corpuscular odvozeno-vypocet (HGB/RBC)x1012 pg
hemoglobin)
MCHC stredni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (mean odvozeno-vypocet (HGB/HCT) a/l
corpuscular hemoglobin concentration)
PLT pocet trombocytd (platelet) impedancné x10%/I
RDW-SD Sife distribuce erytrocytl - smérodatna odchylka (red cell odvozeno - vychazi z hodnot MCV fl
distribution width-standard deviation)
RDW-CV Site distribuce erytrocytd - varia¢ni koeficient (red cell odvozeno - vychazi z hodnot MCV %
distribution width-coefficient of variation)
PDW Site distribuce trombocytl (platelet distribution width) odvozeno - vychdzi z hodnot MPV fl
MPV stredni objem trombocytu (mean platelet volume) odvozeno - vypocet (PCT/ PLT) x103 fl
P-LCR pomér velkych trombocytd (platelet large cell ratio) odvozeno - vychdzi z hodnot MPV %
PCT trombocytarni hematokrit/trombokrit (plateletcrite) integrace napétovych impulzd/impedancné %
NEUT # neutrofily absolutné (neutrophils count/absolute) fluorescencni prdtokova cytometrie x 10/
NEUT % neutrofily relativné (neutrophils/in percent) fluorescencni prdtokova cytometrie %
LYMF # lymfocyt absolutné (lymphocytes count/absolute) fluorescencni prdtokova cytometrie x 10/
LYMF % lymfocyty relativné (lymphocytes in percent) fluorescencni prdtokova cytometrie %
MONO # monocyty absolutné (monocytes count/absolute) fluorescencni prdtokova cytometrie x 10/
MONO % monocyty relativné (monocytes in percent) fluorescencni prdtokova cytometrie %
BASO # bazofily absolutné (basophils count/absolute) fluorescencni prdtokova cytometrie x 10/
BASO % bazofily relativné (basophils in percent) fluorescencni prdtokova cytometrie %
EOZ # eozinofily absolutné (eosinophils count/absolute) fluorescencni prdtokova cytometrie x 10/
EOZ % eozinofily relativné (eosinophils in percent) fluorescencni prdtokova cytometrie %
RET # retikulocyty absolutné (reticulocytes count/absolute) fluorescencni prdtokova cytometrie x 10"/
RET % retikulocyty relativné (reticulocytes in percent) fluorescencni prdtokova cytometrie %
IRF nezrala frakce retikulocytl (immature reticulocyte fraction) odvozeno - vypocet (MFR + HFR) %
LFR nizky pomér fluorescence (low fluorescence ration) fluorescencni prdtokova cytometrie %
MFR stredni pomér fluorescence (medium fluorescence ratio) fluorescencni prdtokova cytometrie %
HFR vysoky pomeér fluorescence (high fluorescence ratio) fluorescencni prdtokova cytometrie %
RET-He obsah hemoglobinu v retikulocytech (reticulocyte hemoglobin fluorescencni prdtokova cytometrie a/l
equivalent)
PLT-O opticky stanoveny pocet trombocytl (platelet - optical) fluorescencni prdtokova cytometrie x 10/
IPF frakce nezralych trombocytl (immature platelet fiction) fluorescencni pratokova cytometrie %
IG # nezralé formy granulocytt absolutné (immature granulocytes/ fluorescencni pratokova cytometrie x 10/
absolute)
IG % nezralé formy granulocytd relativné (immature granulocytes in fluorescencni priitokova cytometrie %
percent)
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Laboratorni teplota (18-25 °C)

Tab. 2. Stabilita parametrd vzorkd uchovavanych pfi laboratorni teploté po dobu 72 hodin

Zkratka p-hodnota Vyvoj hodnot v case Median Maximum Minimum

WBC 0,99 bez vyvoje 7,06 10,25 4,5] 180
RBC 0,99 bez vyvoje 4,69 5,86 3,80 180
HGB 0,99 bez vyvoje 139,00 181,00 115,00 180
HCT <0,01 rostouci 0,43 0,60 0,34 180
MCV <0,01 rostoucf 91,75 121,30 82,50 180
MCH 0,99 bez vyvoje 30,10 32,60 28,00 180
MCHC < 0,01 klesajici 329,00 353,00 266,00 180
PLT 0,83 bez vyvoje 263,00 444,00 168,00 180
RDW-SD <0,01 rostoucf 44,80 67,90 38,80 179
RDW-CV < 0,01 rostoucf 13,50 16,90 12,10 179
PDW < 0,01 rostouci 12,90 20,30 9,80 180
MPV < 0,01 rostouci 11,00 14,70 9,30 180
P-LCR < 0,01 rostouci 33,35 64,80 18,70 180
PCT < 0,01 rostouci 0,29 0,54 0,17 180
NEUT ABS 0,99 bez vyvoje 3]0 6,30 1,87 180
NEUT REL 0,75 bez vyvoje 50,20 71,60 35,90 179
LYMF ABS 0,99 bez vyvoje 2,34 4,26 1,04 179
LYMF REL 0,99 bez vyvoje 37,20 52,90 19,90 179
MONO ABS <0,01 klesajicf 0,50 0,96 0,15 180
MONO REL <0,01 klesajicf 8,25 12,70 2,60 180
BASO ABS 0,98 bez vyvoje 0,03 0,07 0,01 180
BASO REL 0,99 bez vyvoje 0,40 1,10 0,10 180
EOZ ABS 0,98 bez vyvoje 0,17 0,46 0,00 180
EOZ REL 0,92 bez vyvoje 2,90 9,40 0,00 180
RET ABS 0,94 bez vyvoje 0,04 0,09 0,02 180
RET REL 0,96 bez vyvoje 0,82 1,78 0,37 180
IRF 0,96 bez vyvoje 4,85 17,30 0,50 180
LFR 0,96 bez vyvoje 95,15 99,50 82,70 180
MFR 0,96 bez vyvoje 4,65 16,00 0,00 180
HFR 0,89 bez vyvoje 0,40 2,90 0,00 180
RET-He 0,01 klesajicf 35,70 38,90 32,00 180
PLT-O 0,87 bez vyvoje 249,00 399,00 170,00 179
IPF < 0,01 rostouci 2,90 11,40 1,20 180
IG ABS 0,27 bez vyvoje 0,02 0,06 0,00 179
IG REL 0,22 bez vyvoje 0,20 0,80 0,00 179
Mikroskopicky stanoveny diferencialni pocet leukocytt Median Maximum Minimum

Neutrofilni segmenty klesajicf 44,25 70,5 1 128
Neutrofilni tyce bez vyvoje 1 5 0 128
Eozinofily klesajici 2 8,5 0 128
Bazofily rostoucf 0,5 7 0 128
Monocyty 1l 6 14 0 128
Lymfocyty rostouci 42,75 92 19 128
LGL bez vyvoje 0,5 1 0 128
Holé jaderné stiny rostouci 10,25 266 128
Apoptotickeé bunky rostouci 0,5 18 121

abs. - absolutné, relat. - relativné, 1| trend nejprve rostouci, nésledné klesajici, n - pocet analyz
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Tab. 3. Stabilita parametr vzorkd uchovavanych pfi teploté (2-8 °C) po dobu 72 hodin

Ulozeno v lednici (2-8 °C)

Zkratka p-hodnota Vyvoj hodnot v ¢ase Median Maximum Minimum

WBC 0,99 bez vyvoje 6,96 10,43 4,54 180
RBC 0,99 bez vyvoje 4,70 5,78 3,80 180
HGB 0,99 bez vyvoje 139,00 178,00 114,00 180
HCT 0,98 bez vyvoje 0,42 0,54 0,34 180
MCV 0,12 bez vyvoje 90,40 110,30 82,50 180
MCH 0,99 bez vyvoje 30,10 32,00 27,90 180
MCHC <0,01 klesajicf 333,00 353,00 268,00 180
PLT 0,78 bez vyvoje 253,50 406,00 157,00 180
RDW-SD <0,01 T 42,60 54,40 38,80 179
RDW-CV <0,01 T 13,00 15,40 11,90 179
PDW 0,01 bez vyvoje 12,70 23,50 9,80 180
MPV <0,01 rostouci 10,90 14,90 9,30 180
P-LCR <0,01 rostouci 31,90 64,80 18,70 180
PCT 0,09 bez vyvoje 0,28 0,44 0,17 180
NEUT ABS 0,99 bez vyvoje 3,18 6,63 1,87 180
NEUT REL 0,96 bez vyvoje 49,90 66,50 35,90 180
LYMF ABS 0,97 bez vyvoje 2,36 4,26 0,92 180
LYMF REL 0,98 bez vyvoje 37,45 52,90 19,30 180
MONO ABS 0,99 bez vyvoje 0,55 0,99 0,33 180
MONO REL 0,98 bez vyvoje 8,60 13,10 5,40 180
BASO ABS 0,87 bez vyvoje 0,03 0,07 0,01 180
BASO REL 0,98 bez vyvoje 0,40 1,00 0,10 180
EOZ ABS 0,99 bez vyvoje 0,18 0,49 0,00 180
EOZ REL 0,99 bez vyvoje 2,90 9,40 0,00 180
RET ABS 0,99 bez vyvoje 0,04 0,09 0,02 179
RET REL 0,99 bez vyvoje 0,84 1,78 0,45 179
IRF 0,06 bez vyvoje 5,70 19,90 0,50 179
LFR 0,06 bez vyvoje 94,30 99,50 80,10 179
MFR 0,10 bez vyvoje 510 15,40 0,00 179
HFR 0,01 " 0,50 4,50 0,00 179
RET-He 0,97 bez vyvoje 35,90 38,90 31,50 179
PLT-O 0,98 bez vyvoje 252,00 399,00 167,00 178
IPF <0,01 ) 2,90 14,10 1,20 179
IG ABS < 0,01 rostoucf 0,01 0,35 0,00 180
IG REL < 0,01 rostoucf 0,20 4,20 0,00 180
Mikroskopicky stanoveny diferencialni pocet leukocytt Median Maximum Minimum

Neutrofilni segmenty | < 0,01 klesajici 47,5 70,5 n 128
Neutrofilni tyce < 0,06 rostoucf 1 n 0 128
Eozinofily < 0,01 klesajici 15 9 127
Bazofily 0,04 bez vyvoje 0,5 5 128
Monocyty < 0,01 klesajici 5 11 128
Lymfocyty <0,01 rostoucf 39,25 86 19 128
LGL 0,25 bez vyvoje 0.5 1 128
Holé jaderné stiny <0,01 rostouci 9,5 237 128
Apoptotickeé bunky | < 0,01 rostoucf 0 9 120

abs. - absolutng, relat. - relativné, 1| trend nejprve rostouci, nasledné klesajici, | 1 trend nejprve klesajici, ndsledné rostouci, n - pocet analyz
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Obr. 1. Apoptotickd forma neutrofilniho segmentu (24 hodin po
odbéru, laboratorni teplota)

Obr. 3. Neutrofilni segment (20 minut po odbéru, laboratorni teplota)

Lymfocyty

V natérech vzork uloZenych pfi laboratorni teploté
se zhruba po 24 hod. velikost lymfocytt snizuje, blizi
se velikosti erytrocyt, svrastuji se, v jinych natérech
vzorki skladovanych pfi laboratorni teploté dochazi
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Obr. 2. Rozpadajici se neutrofilni segment (24 hodin po odbéru,
laboratorni teplota)

N
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Obr. 4. Neutrofilni segment (6 hodin po odbéru, laboratorni teplota)

k lobulizaci jader (obr. 5), fyziologické lymfocyty (obr.
6,7). Vnatérech vzorki uchovanych pfi teploté 2-8 °C je
po24hod. také patrna lobulizace jader lymfocytt a ve-
likost lymfocyt se zmensuje, svrastuji se, ojedinéle se
objevuje i vakuolizace plazmy lymfocytdi.



Obr. 5. Lymfocyt (24 hodin po odbéru, laboratorni teplota)

Obr. 7. Lymfocyt (6 hodin po odbéru, laboratorni teplota)

Monocyty

U vzorkli uchovavanych pfi laboratorni teploté byly
pozorovany po 24 hod. od odbéru monocyty s vyraz-
néjsi vakuolizaci (obr. 8), v nékterych natérech byly
monocyty svrastélé a mély abnormalné vyrazneé lobuli-

STABILITA KO A DIFERENCIALU LEUKOCYTU

Obr. 6. Lymfocyt (20 minut po odbéru, laboratorni teplota)

zovand jadra, zhruba po 48 hod. je mozné jeSté castéji
pozorovat v natérech men$i monocyty. Ojedinéle
byly u vzorkd uchovanych pfi teploté 2-8 °C cca od 24
hod. pozorovany protruze jaderné hmoty monocytfi.
Pro porovnani jsou uvedeny i fyziologické monocyty
(obr. 9, 10).

DISKUSE A ZAVER

Podle nasich vysledk ziskanych z normalnich vzor-
k periferni krve od zdravych dobrovolniki se zaklad-
ni parametry krevniho obrazu WBC, RBC, HGB, PLT
s casem méfeni a teplotou skladovani (18-25 °Ci2 az
8 °C) statisticky az po dobu 72 hod. vyznamné neméni,
coz je ve shodé s publikovanymi pracemi [3-7]. Pouze
v jedné studii Imeri et al. [6] byl po¢et WBC stabilni pti
uchovani pri laboratorni teploté jen po dobu 24 hod.

Dal§im parametrem zakladniho krevniho obrazu,
ktery je mozné oznacit jako nezavisly na case méreni
a teploté skladovani je MCH. Vysledky se statisticky
vyznamné nemeéni, nicméné pri skladovani vzorku
v lednici je parametr MCH stabilnéjsi, coz ukazuje
iprace Oddoze et al. [4].

Dalsi parametry vzorki uchovanych pfilaboratorni
teploté (HCT, MCV, MCHC, RDW-SD, RDW-CV, PDW,
MPV, P-LCR, PCT) se statisticky vyznamné liSily po-
dle ¢asu zpracovani vzorku. Parametry MCV, MCHC,
RDW-SD a RDW-CV méfené ihned po odbéru a 24 hod.
po odbéru se statisticky vyznamneé liSily, stejné jako
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Obr. 8. Monocyt (24 hodin po odbéru, laboratorni teplota)

Obr. 10. Monocyt (6 hodin po odbéru, laboratorni teplota)

uvadi Lippi et al. [8]. Po 48 hodinach od odbéru vzorku
byly vyznamné odlisné parametry HCT, PDW, MPV,
P-LCR a PCT. Podle nasich vysledkil jsou parametry
HCT a MPV stabilnéjsi, nez uvadi citovana studie [8], ve
které byly pozorovany vyznamné zmeény jiz po 24 hod.
Naopak Lombardi et al. [7] ukazali podobnou stabilitu
parametrit MCV a HCT jako v nasem souboru. Navic
se v nasi praci stabilita parametrii HCT a MCV vyraz-
né zvysila u vzork{ uchovavanych pii teploté 2-8 °C.
Vysledky parametrit MCHC, RDW-SD, RDW-CV, PDW,
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Obr. 9. Monocyt (20 minut po odbéru, laboratorni teplota)

MPV nejsou pii uchovavani vzorkd v lednici stabilni.
U parametri automaticky stanoveného diferencial-
niho poctu leukocytdi (neutrofily absolutné/relativné,
lymfocyty absolutné/relativné, eozinofily absolutné/
relativné, bazofily absolutné/relativné) nebylo pro-
kazano, Ze by byly parametry statisticky vyznamné
ovlivnény ¢asem méteni a teplotou skladovani po celou
dobu sledovani. Shodné vysledky uvadi Lippi et al. [8],
naopak dalsi prace [6] oznacuje parametry eozinofily
a lymfocyty jako nestabilni v ¢ase. Podle nasi studie
se parametr monocyty absolutné/ relativneé statisticky
vyznamneé 1isi v ¢ase od odbéru vzorku po jeho zpra-
covani pri skladovani za laboratorni teploty, naopak
pfi uchovani za teploty 2-8 °C se parametr monocyty
absolutné/ relativné jevi jako stabilni v case.

U ostatnich parametri (RET absolutné/relativneé,
IRF, LFR, MFR, HFR, PLT-O a IG absolutné/relativné)
nebylo prokazano, Ze by se hodnoty parametrt statistic-
ky vyznamneé liSily v ¢ase pfilaboratorni teploté, a to az
po dobu 72 hodin od odbéru. Parametry RET-He a IPF se
statisticky vyznamneé li§i v ¢ase od odbéru vzorku po jeho
zpracovani pfi uchovani vzorku za laboratorni teploty.

Pokud jsou vzorky uchovavany v lednici a zméreny
po 24, 48 a72 hodinach, je u vétsiny parametrti patrné
zvySeni stability, nicméné u parametri PLT, lymfo-
cyty absolutné/relativné, bazofily absolutné/relativné
aulRF, LFR, MFR, HFR, IG absolutné/relativné naopak
doslo k snizeni stability vzorki.

Na zakladé na$ich vysledku 1ze tvrdit, Ze parametry
mikroskopicky stanoveného diferencialniho poctu leu-
kocytll nejsou stabilni déle nez 12 hod. od provedeného
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odbéru. Z kvalitativniho hodnoceni zmén v morfologii
erytrocytil vyplyva, Ze s pribyvajicim ¢asem od odbéru
vzorkll se méni erytrocyty v echinocyty [9]. V naSich
vysledcich bylo u vzorkli uchovanych pfi teploté 2-8 °C
echinocytli v natérech pfitomno méné. V morfologii
trombocyti nebyly pozorovany vyrazné zmeény v za-
vislosti na ¢ase odbéru vzorku, pouze u vzorka skla-
dovanych pfti teploté 2-8 °C byly ojedinéle pozorovany
shluky trombocyti.

Morfologicky popis zmén leukocytli se pfevazné
shoduje jak u vzork@ uchovavanych pfi laboratorni
teploté, tak u vzorkli uchovavanych v lednici.

Nase prace ukazala, Ze validni vysledky vétSiny
zakladnich i rozsifenych parametri krevniho obrazu
a diferencialniho poctu leukocytd 1ze ziskat az 12 hod.
od odbéru vzorku, a to bez ohledu na teplotu sklado-
WBC, HGB, PLT, RET a dalsi) byly stabilni az 72 hod.
od odbéru. V ptipadé mikroskopického hodnoceni di-
ferencialniho poc¢tu leukocytti i morfologie leukocytt,
erytrocytl a trombocytl dochizelo k vyznamnym zmé-
nam po 12 hod. od odbéru vzorku.

Ke zménam v nékterych parametrech KO a diferen-
cialniho poctu leukocytti ale dochazelo jiz v krat$im
Case od odbéru. Je proto jisté opodstatnéné a dilezité
se fidit doporu¢enim Ceské hematologické spole¢nosti
CLS JEP, které stanovi stabilitu KO a diferencidlniho
poctu leukocytdl na 5 hod. pfi teploté 15-25 °C.

Nicméné v bézné klinické a laboratorni praxi miize
vyjimecné nastat situace, kdy je z vaZnych dtivodt ne-
zbytné vySetfit KO ¢i provést natér k mikroskopickému
hodnocenti ze starsiho vzorku (klinicky zavazna situace
pfi nemoznosti odbéru nového vzorku, forenzni davody
apod.). V tom pfipadé je pro laboratorniho i klinické-
ho pracovnika diilezité védét, k jakym zménam muize
v priibéhu ¢asu dochazet.
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