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LPO1

OTAZNIKY OVPTICKE"AGREGDOMETRIE

(LTA)I - VYSE:I'ﬁENI PRI RUZNYCH
KONCENTRACICH INDUKTORU, SPS

Bilkovi J., Kettnerova K., Cechovski E., Kubrichtova
D., Kvasnicka T., Kvasnicka J.

Trombotické centrum ULBLD, 1. LF UK a VEN, Praha

Uvod: Vybér vhodné koncentrace induktoru byva
diskutovanym tématem vySetfeni optické agregomet-
rie. Jednim ze zavérti konsenzu pracovni skupiny vybo-
ru pro fyziologii desticek SSC/ISTH r. 2013 je doporuceni
pouziti urcitych koncentraci induktorti. Nékteré labo-
ratore ale jiz dlouhodobé ve své praxi vySetiuji agregaci
desticek s takovymi, pro které maji stanovené normalni
rozmezi hodnot nebo byly doporucené vyrobcem.

Cil: Zhodnotit agregaci desticek u skupiny zdravych
darct pti pouziti tfi koncentraci induktord (ADP, epi-
nefrin, kolagen, AA, TRAP), zakladni - baze, fedéni
1:1a1:10. Posoudit shodu s koncentracemi doporu-
¢ovanymi vyborem. Vytvofit kontrolni skupinu pro
vySetfeni SPS pfi pouziti snizenych koncentraci ADP
a epinefrinu podle diagnostiky Mammena a Bicka,
zhodnotit mozna askali.

Metody: LTA. Induktory v koncentracich - ADP:
20, 10 a 2 uM (konsenzus), epinefrin: 100, 50 a 10 uM
(kons. 5uM), kolagen: 10, 5a 1 pg/ml (kons. 2 pg/ml),
AA: 500, 250 a 50 pug/ml (kons. 1000 pg/ml), TRAP: 100,
50 a 10 uM (koms.).

Vyhodnoceni: Byla hodnocena max. agregace,
popft. také AUC (epinefrin), dale pfipadna desagregace
a celkovy vzhled kfivek. V pfipadé ADP se uz pfi koncen-
traci 10 pM objevuji dvé agregacni viny ¢i desagregace
kfivky, pfi 5 pM u vétsiny darcli. U epinefrinu a ko-
lagenu se max. agregace vyrazné nelisi (do 5 %). U AA
se po prvnim fedéni objevuje prodlouzena lag-faze,
u druhého pokles az nulova agregace. Max. agregace
TRAP se pti prvnim fedéni neméni, pfi druhém dochazi
ke zméné tvaru kfivky az snizené agregaci. Podle dia-
gnostiky Mammena a Bicka se vétSina darcti jevi majici
suspektni SPS typ II (nedochézi ke sniZeni maximalni
agregace pti vySetfeni se snizenymi koncentracemi
epinefrinu). Dochazi ale ke sniZeni AUC.

Zaveér: Pro optickou agregometrii je vhodné vybirat
koncentraci induktor takovym zptisobem, aby se
max. agregace pohybovala v doporucovaném rozme-
z{ 60-90 %, bez prodlouzené lag-faze a atypického
tvaru kfivek, s ohledem na doporuceni vyrobce. Pfi
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vySetfovani SPS by bylo vhodné;jsi nastavit normalni
rozmezi pro epinefrin podle AUC misto hodnoceni
max. agregace.

Studie byla podporena RVO-VEN 64165/2018.

LPO2

MORFOLOGICKE HODNOCENI TROMBOCYTI?I
JAKO PARAMETER KVALITY - ZAVEDENI
VHODNE MIKROSKOPICKE TECHNIKY
Bohonék M.}, Slouf M.2, Hromadkova J.2, Nevoralova
M.?2, Holada K.}, Landova L.!

'0ddeéleni hematologie a krevni transfuze UVN a VEN, Praha
2Ustav makromolekuldrni chemie AV CR

sUstav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK, Praha

Cile: Posuzovani kvality trombocytti v pribéhu skla-
dovani mikroskopickym hodnocenim jejich tvaru je
v fadé praci hodnoceno pomoci tzv. Kunickiho skére
(Kunicki 1975), resp. modifikovaného Kunickiho skére
(Devine 1999; Labrie 2013). Hodnoceni se provadi na
> 200 trombocytl a morfologické skére je definované
jako soucet procent jednotlivych morfologickych typii
nasobenych fadou libovolnych faktorii: 4krat disky
+ 2krat kuli¢ky + 1krat dendrity + Okrat balény (resp.
>100 trombocytl u modifikovaného skére s mirné od-
liSnymi morfologickymi formami). ProtoZe tento typ
hodnoceni trombocytl dosud nikdo v CR neprovadél
a pres literarni texty jsou s nim i ve svété minimalni
zkuSenosti, provedli jsme analyzu vhodnych mikrosko-
pickych metod, které by toto hodnoceni umoznovaly.
Hlavnim cilem této prace bylo vytvorit vhodny protokol
citlivé mikroskopické techniky, v€etné ptipravy vzorku,
vhodné pro spolehlivé vyhodnoceni morfologickych
zmeén vyrobenych trombocytii.

Metody: Hned zpocatku jsme vyloucili konvencni
svételnou imerzni mikroskopii i mikroskopii ve fazo-
vém kontrastu pro jejich absolutné malou rozliSovaci
schopnost, ackoli praveé tyto dvé jsou v pivodnich pra-
cich popisovany jako pouzité mikroskopické metody.
Na mikroskopickém pracovi§ti UMMCH AV CR v Praze
bylo proto testovano nékolik pokroc¢ilych mikroskopic-
kych technik: Sirokoplo$na svételnd mikroskopie (LM)
v riznych rezimech, laserova skenovaci konfokalni
mikroskopie (LSM), standardni skenovaci elektrono-
va mikroskopie (SEM) a SEM na nizkoenergetickém
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snimacim elektronovém mikroskopu s vysokym roz-
liSenim (FEGSEM). Pro pfipravu a fixaci vzorku, ktera
byla provddéna na OHKT UVN Praha, jsme zavedli
a upravili fixaci ve formaldehydu podle Whita (White
1967) a postupt dle Swatzkeho a Solomonse (Swatzke,
Solomons 1980).

Vvysledky: Ze srovnani jednotlivych obrazovych ma-
teriald je patrné, Ze nejvhodnéjsi metodou je FEGSEM.

Zavér: Mikroskopie FEGSEM je z dostupnych moz-
nosti jedinou technikou, kterd mtiZe spolehlivé rozlisit
mezi morfologickymi typy trombocytl a je tak pouZzi-
telna nejen pro jejich hodnoceni metodou Kunického
skore, aleiilustraci morfologickych zmén trombocytl
v prbéhu skladovani.

LPO3

PI'!'ITIKAZ LUPUS ANTIKOAGULANS NA
LECBE PRIMYMI INHIBITORY FXA A FIIA
Chytra D., Bulikova A., ZavFelova J., Stastna D,
Oddéleni klinické hematologie FN, Brno-Bohunice

Uvod: Priikaz lupus antikoagulans (LA) je nezbyt-
nou soucasti diagnostiky antifosfolipidového syndro-
mu, pficemz tento nalez je nutné potvrdit opakovanym
stanovenim v ¢asovém odstupu 12 a vice tydnfi. Zde
se hemokoagulacni laboratof setkava s problémem,
Ze nemocni maji v ¢ase odbéru jiz zavedenou terapii,
v dnesni dobé velmi Casto pfima oralni antikoagulancia
(DOAC).

Cil: Cilem nasi prace bylo ovéfit moznosti diagnos-
tiky LA za podminek nastavenych v nasi laboratofi,
kdy vSechny stupné priitkazu - tedy testy screeningové,
korekéniikonfirmacéni maji dle doporuceni ISTH nasta-
ven vlastni ,,cut-off“ pozitivniho a negativniho nalezu.
Soucasné jsme zkoumali, zda je stanoveni limitovano
hladinou pfitomného antitrombotika.

Metodika: K priikazu LA pouzivame testy scree-
ningové dRVVT (DVVTEST-BioMEDICA) daPTT (PTT-
LASTAGO), korek¢ni a konfirmacéni (DVVCONFIRM-
BioMEDICA, SILICA CLOTTING TIME-HemosIL, ACTIN
FS-SIEMENS). K vySetfeni hladiny rivaroxabanu, apixa-
banu a dabigatranu byly pouzity sety: LIQUID Anti Xa
(STAGO), HEMOCLOT Thrombin Inhibitors (HYPHEN
BioMed).

Vysledky: Soubor zahrnoval 78 pacienti na DOAC
(rivaroxaban: n = 35, apixaban: n = 40, dabigatran: n =
13). U 12 téchto pacientl byl LA prokazan (1krat na dabi-
gatranu, 3krat na apixabanu a 8krat na rivaroxabanu),
ostatni nalezy byly negativni. U osmi nemocnych byl LA

stanoven i bez zavedené terapie, ve tfech pripadech byl
nalez souhlasné pozitivni, v péti pfipadech souhlasné
negativni. Stanoveni LA bylo provedeno v rozsahu hla-
din 1ékt - dabigatran 21-295 pg/1, apixaban 20-235 pg/l1,
rivaroxaban 23-320 pg/1. Dle hladiny 1éka byly v indi-
vidualnim pfipadé ovlivnény nejcastéji testy screenin-
gové, relativné Casto i testy korekéni - 1ék sam plisobi
jako inhibitor, ale vzadném pripadé nebyly ovlivnény
testy konfirmacni, tedy nebyla prokazana fosfolipi-
dova zavislost inhibitoru. Spravnost nalezu pozitivity
LA byla navic potvrzena vySetfenim nemocného na
hematologické ambulanci a doplnénim ostatnich an-
tifosfolipidovych protilatek.

Zavér: O stanoveni LA na DOAC se v odborné litera-
tufe vedou rozsahlé diskuze. Dle nasich zkusSenosti je

vvvvvv

zitim vlastnich ,,cut-off*“.

LPO4

OTAZNiKY OPTICKE AGREGOMETRIE (LTA) Il
- VLIV PRIPRAVY PRP A POCET PLT NALTA
Kettnerova K., Bilkova]., Syrickova A., Kubrichtova
D., Kvasnicka T., Kvasnicka J.

Trombotické centrum ULBLD, 1. LF UK a VEN, Praha

Uvod: Postup piipravy PRP je klicovym bodem op-
tické agregometrie, ktery je stdle plny tskali, ackoliv
bylo zavérem konsenzu pracovni skupiny vyboru pro
fyziologii desti¢ek SSC/ISTH v roce 2013 urceno nékolik
doporuceni vedoucich ke snaze o standardizaci LTA.
Vliv poctu desticek v PRP na optickou agregometrii
je nesporny. Muze byt ovlivnén jak centrifugaci pfi
ptipravé PRP, tak naslednym fedénim PRP na standar-
dizovanou hodnotu riznymi roztoky. Na kontrolnim
souboru darci jsme se rozhodli ovérit vSechny tyto
moznosti odchylek v pfipravé a nakladanim s PRP od
doporuceného postupu, abychom 1épe porozumeéli mite
vlivu na analyzu LTA.

Cil: U kontrolniho souboru darct jsme se rozhodli
se zamérit na podrobnéjsi testovani nékolika bod
pripravy PRP. Jednak na ovlivnéni poctu PLT rtiznou
silou centrifugace a nasledného ovlivnéni LTA, nebot
dle zavérti konsenzu pracovni skupiny vyboru pro fy-
ziologii destic¢ek SSC/ISTH v roce 2013 je doporucovana
centrifugace pfi 200-250 x g. Pro testovani jsme zvolili
rozmezi 100-300 x g. Uprava poctu PLT v PRP je Casto
diskutovanym tématem u vySetfovani optické agre-
gometrie, a¢ dle zavérti konsenzu pracovni skupiny
vyboru pro fyziologii desti¢ek SSC/ISTH v roce 2013 neni
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doporucovana. Nékteré laboratote presto stale pouzivaji
fedéni PRP, nebot jej maji dlouhodobé zavedené ve své
praxi. Soucasné je dle konsenzu oc¢ekavan nepfesny vy-
sledek LTA u vzorkd s niz§im poc¢tem PLT v PRP nez 150 x
10°/1. Rozhodli jsme se proto otestovat tyto 2 doporuceni
soucasné a podrobit kontrolni soubor opakovanému
méfeni LTA pfi riznych hodnotach poctu PLT v PRP
(80-200 x 10°/1) fedéné rtiznymi druhy roztokd.

Metody: Opticka transmisni agregometrie (LTA).

Vyhodnoceni a zavér: Podle pribézného hodno-
ceni ziskanych dat nedochézi k vyraznym zmeénam
ve vysledcich optické agregometrie u vzorkd s nizsim
poctem PLT v PRP nez 150 x 10%/1, avsak pouze tehdy,
kdy k tipravé poctu PLT byla pouzita PPP. Vyznamné;jsi
roli hraje centrifugace pfi pfipravé PRP a druh roztoku,
kterym je pocet PLT v PRP upravovan, pokud k iipravé
dochazi.

Studie byla podporena RVO-VEN 64165/2018.

LPO5

PRVNI ZK'U§ENOSTI S HEMATOLOGICKYM
ANALYZATOREM ABBOTT ALINITY hq

Klinerova J., Bourkova L., Vytiskova S., Penka M.
Oddeéleni klinické hematologie FN, Brno

Uvod: Po uvedeni nového hematologického analy-
zatoru fady Alinity hq na trh firmou Abbott jsme méli
moznost na nasem pracovisti tento pristroj vyzkouset.
Porovnavali jsme vysledky z analyzator Abbott CD
Sapphire a Sysmex XE-5000, na kterych vySetiujeme fy-
ziologické i patologické vzorky, s hodnotami z analyza-
toru Abbott Alinity hq. Stanoveni parametr@ krevniho
obrazu is diferencialnim poctem leukocytt patii mezi
zakladni laboratorni vySetfeni. Proto je nezbytné, aby
vysledky byly v co nejvyssi kvalité pravdivé, precizni
a porovnatelné, a to i v ramci rtiznych pristroji s roz-
dilnymi principy detekce.

Cile: Nase studie si kladla za cil porovnat parame-
try krevniho obrazu na tfech typech hematologickych
analyzator(i, a to jak pro norméalni, tak i pro patologic-
ké vzorky. Dal§im cilem bylo uvést analyzator Abbott
Alinity hq do rutinniho provozu.

Metoda: Byla provedena porovnatelnost pro kli-
nicky nejvyznamnéjsi parametry krevniho obrazu na
analyzatorech Abbott CD Sapphire, Sysmex XE-5000
a Abbott Alinity hq. Dale byla provedena validac-
ni i verifika¢ni studie pro analyzator Abbott Ali-
nity hq.
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vysledKky: Korelacni méteni bylo provedeno v na-
sledujicim rozmezi hodnot pro jednotlivé parametry
krevniho obrazu: WBC 0,102-575 x 10°/1, RBC 2,00-5,65
x 10%/1, HGB 63,8-170 g/1, PLT 5-543 x 10%/1. Vysledné
korelac¢ni koeficienty pro WBC, RBC, HGB se pohybo-
valy v rozmezi 0,9937-0,9988 a pro hodnoty trombocytti
meéfenych riznymi metodami v rozmezi 0,9578-0,9880.
Bylo zjiSténo, Ze hodnota trombocytli méfena na no-
vém analyzatoru Abbott Alinity hq nejlépe korelovala
s hodnotami nameérenymi imunologickou metodou na
analyzatoru Abbott CD Sapphire (pomoci fluorescenc-
né znacené monoklonalni protilatky anti-CD61), a to
ivextrémnich hodnotach.

Zaveér: Vysledkem naseho méfeni porovnatelnosti
na tfech typech hematologickych analyzatora byla
velmi uspokojiva korelace pro vSechny hodnocené para-
metry krevniho obrazu. Po provedeni vS§ech nezbytnych
verifika¢nich procesti poZadovanych doporu¢enim CHS
CLS JEP byl analyzator Abbott Alinity hq jako prvni
v Ceské republice tispé$né uveden do provozu pravé na
nasem pracovisti.

LPO6

ZAVEDE'NI' DETEKCE SPECIFICK?;H
PROTILATEK PROTI HEPARINOVYM
KOMPLEXUM POMOCI HITAlert KITU

Krilova R., Rihovai L., Sebelova B., Bezdékova R.,
Suska R., Bulikova A., Penka M.

Oddéleni klinické hematologie FN, Brno

Uvod: Heparinem indukovana trombocytopenie
(HIT) je zavaznd, potencialné fatalni nezadouci reak-
ce pri terapii heparinovymi preparaty, kterd vznika
v diisledku tvorby protilatek proti komplexu heparinu
(H) a destickového faktoru 4 (PF4). Frekvence vyskytu
je udavana Siroce podle typu pouzitého H a indika-
ce podani u 0,5-5 % léCenych pacientli. Laboratorni
diagnostika je zahajovana imunologickym priikazem
protildtek proti komplexu HPF4. Nasledné je funkénimi
testy nutné prokazat jejich schopnost aktivace trom-
bocyth (PLT). Zlatym standardem je zde 14C-serotonin
uvolniovaci test (SRA), jde vsak o zdlouhavé a narocné
vySetfeni. Stdle vice se zac¢ina k prtikazu - pro diagné-
zu nezbytnych - funkénich protilatek proti komplexu
H-PF4 vyuzivat priitokové cytometrie. Nase pracovisté
tento pristup zavedlo a otestovalo s vyuzitim CE IVD
reagencie - HITAlert Kitu.

Metodika: Bylo provedeno sedm test (s PLT riz-
nych zdravych darct), pficemz 6krat bylo vyuzito HIT
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negativni sérum (HIT-) a 1krat susp. HIT pozitivni
sérum (HIT+), vzdy paralelné spolu s kontrolnim roz-
mrazenym sérem pacienta HIT+. Pfitomnost patogen-
nich protilatek v séru, aktivujicich darcovské PLT, byla
vizualizovana prostfednictvim trombocytarni exprese
AnnexinuV na piistroji FC500 Cytomics (Beckman
Coulter).
(2-3h), nicméné v béznych laboratornich podminkach
funguje. V kitu je natizeno vyuzit darcovské PLT krev-
ni skupiny 0+, avsak test fungoval i pfi vyuziti stejné
krevni skupiny, jakou méla pozitivni kontrola (zde A+).
PLT darce, ktery 24 h pfed odbérem pozil ibuprofen, byly
schopny nespecifické aktivace, ale ve vlastnim testu
selhaly, paracetamol dle ocekavani nebyl prekazkou,
a tedy je potfeba mit k dispozici kvalitni PLT. Exprese
AnnexinuV na PLT odpovidala mife aktivace PLT, za-
timco paralelné testované navysSeni exprese CD62P
(mimo kit) nebylo shledano dostatecné specifickym.
Jedinou nevyhodou je neznalost koncentrace a typu
nékterych reagencii kitu, nicméné i po doplnéni napt.
vlastnich MoAb (ptivodni spotfebovany) test fungoval.
Zavér: Zavedenim HITAlert Kitu jsme ziskali kvalitni
metodu potvrzujici pfitomnost HIT.

Podporeno MZ CR - RVO (FNBr 65269705).

LPO7

EVIDENCE POTRANSFUZNiCI:I REAKCI

NA TRANSFUZNIM ODDELENI KN

LIBEREC V LIS OPENLIMS STAPRO

Kutkova D., Prochizkova R.

Transfuzni oddéleni, Centrum laboratorni mediciny, Krajskd
nemocnice Liberec a.s.

Cile: Zjednoduseni systému dokumentace potrans-
fuznich reakci (PR) s maximalnim vyuzitim moznosti
LIS OpenLims Stapro (LIS).

Metody: Provedli jsme revizi stavajiciho systému
vySetfeni a dokumentace PR - shledan jako nevyho-
vujici (manudlni vySetfeni, opakované prepisy iidajii,
doporuceni pro 1ékate pouze v pisemné formeé bez evi-
dence v LIS). Vysetfeni PR jsme provadéli na analyza-
toru Erytra a vypracovali vlastni postup dokumentace
v LIS OpenLims.

VysledKky: V LIS jsme nastavili dvé skupiny metod
pro vzorky piijemce pfed a po transfuzi, zahrnujici
i pomocné metody pro evidenci mnozstvi a vzhledu

s vz

materialu. Po vytvofeni zadanek v LIS byla laboratorni

vySetfeni PR provadéna na analyzatoru Erytra, s pfeno-
sem vysledkl online do LIS. LIS eviduje dva vysledkové
listy - k vySetfenim provedenym pfed a po transfuzi.
Zavér a doporuceni 1ékafe jsou soucasti vysledkového
listu ke vzorku po transfuzi, text je pfeddefinovan.
Uvolnéni vysledkového listu podléha 1ékarské kontrole.
Protokol o vySetfeni posttransfuzni reakce, ktery obsa-
huje vSechny potfebné tdaje ke konkrétni PR, je tiStén
zkumulativniho nalezu, zahrnuje vysledkové listy pied
a po transfuzi, zavér a doporuceni pro lékare. Protokol
je odesilan zadateli o vySetfeni v tiSténé formé, v LIS je
elektronicky archivovan.

Zavér: Systém dokumentace PR na TO KN Liberec byl
zredukovan na Protokol o nezadouci reakci po transfuzi
(vypliiuje klinické oddéleni) a Zadanky v OpenLims
umoznujici automatické zpracovani vzorkl, prevod
laboratornich vysledkli on-line a elektronickou archi-
vaci vCetné zavéru a doporuceni 1ékafte.

LPO8

AUTOMATIZACE V LABORATORICH -

PRVNI ZKUSENOSTI S AUTOMATICKYM
KOAGULOMETREM COBAS T511

MalikovaI., KruzikovaJ., Tomanova N., Husakova M.
ULBLD Centrdlni hematologické laboratore VFN, Praha

Naroky na akreditaci laboratofi a souc¢asnou auto-
matizaci prace vedou laboratofe ke zprisnéni podmi-
nek pro zatazeni nového koagulometru do rutinniho
provozu. Prvnim cilem na$i studie bylo sezndmit se
s novym typem analyzatoru, ktery vyuziva jiny systém
pripravy reagencii, nez byl dosud v laboratofi pouzi-
van. Druhym cilem bylo porovnat zdkladni koagulacni
testy na novém koagulometru a vSech analyzatorech
v laboratofi a posoudit vhodnost analyzatoru k zatra-
zeni do béZného provozu. Do méfeni byly zahrnuty
vzorky plazmy muzl a Zen bez antikoagulac¢ni 1é¢by,
s antikoagulacni 1é¢bou a kontrolni vzorky se znamou
hladinou analytu. U jednotlivych skupin byla vySetfe-
na kompletni koagulace, byly posuzovany interference
meéteni, byla méfena preciznost v sérii, mezilehla
preciznost a ev. ovlivnéni analyz vkladanim vzorka
s riznou hladinou analytu.

Metoda: Protrombinovy ¢as vyjadieny v sec a INR,
Thromborel S, APTT, Pathromtin SL, trombinovy cas,
Thromboclotin (5 NIH), Antitrombin, Berichrom AT,
Siemens, SRN, Fibrinogen, Fibrinogen Technoclone,
Rakousko, D-dimer, MediRox, Svédsko, aktivita anti-
-Xa, Biophen Heparin, Francie, analyzatory: BCS XP,
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Sysmex CA 7000, Siemens, SRN. Novy analyzator: ka-
zetové reagencie cobas t511, Roche, Svycarsko.

Vysledky: Bylo provedeno 2070 méfeni s vyuzitim
vSech detek¢nich kanaldi. Preciznost v sérii - CV (%) se
pohyboval v rozmezi 0,28-1,08 pro normalni hladiny,
0,19-5,96 pro patologické hladiny. Mezilehla preciznost
- CV (%) se pohyboval v rozmezi 0,87-4,21 pro normalni
hladiny, 0,66-2,89 pro patologické hladiny. Regresni
analyza mezipftistrojového porovnani - R? korela¢ni ko-
eficient se pohyboval v rozmezi 0,997-0,883. Naméfena
data jsou v souladu s idaji uvadénymi vyrobcemis po-
zadavky na IKK a EHK.

Zaveér: Nizké hodnoty variac¢nich koeficientd a vyso-
ki hodnota korela¢nich koeficientdi ziskanych regresni
analyzou ukazuji na vhodnost zafazeni nového analy-
zatoru do laboratorni praxe. Koagulometr cobas t 511
spliiuje pozadavky na kvalitni a pfesné méreni, které
bylo porovnatelné s referencnim analyzatorem a které
1ze z klinického hlediska plné akceptovat.

LPO9

INTERLABORATORNI A INTR@LABOR'ATORNI'
REPRODUKQVATELNOST VYSFTI'!ENI
ZASTOUPENI GPI DEFICIENTNICH BUNEK
Pesek A., Vojtova P., Baliichova K., Marinov I.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Cile: V ramci studie porovnani harmonizovaného
a standardizovaného postupu pro stanoveni zastoupeni
GPI deficientnich bunék ve vzorku byl stanoven cil po-
rovnat intralaboratorni a interlaboratorni reprodukova-
telnost stanoveni zastoupeni GPI deficientnich bunék.

Metoda: Vzorky Cerstvé periferni krve se stfednim,
malym a minoritnim zastoupenim GPI deficientnich
bunék byly zaslany spolupracujicim laboratofim.
VzorKky byly ve vSech laboratotfich zpracovany v soula-
du s nejnovéjsimi ICCS/ESCCA Consensus Guidelines
(2018). K porovnani ziskanych dat byl pouzit varia¢ni
koeficient (CV).

vysledky: Intralaboratorni CV vySetfeni vzorku se
stfednim zastoupenim GPI deficientnich bunék byl pro
RBC typu II + III primérné 1,98 % (rozmezi 0,22-3,70 %),
pro RBC typu 1112,07 % (rozmezi 3,54-33,99 %), pro RBC
typu III 2,30 % (rozmezi 0,63-5,00 %), pro NEUT 1,56
% (rozmezi 0,31-3,48 %) a pro MONO 3,21 % (rozmezi
0,58-5,78 %). Interlaboratorni CV vySetfeni vzorku se
stfednim zastoupenim GPI deficientnich bunék byl
pro RBC typu II + II1 19,57 %, pro RBC typu II 26,93 %,
pro RBC typu III 20,43 %, pro NEUT 4,37 % a pro MONO
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4,81 %. Pro malé a minoritni zastoupeni GPI deficient-
nich bunék ve vzorku byly ziskany podobné hodnoty
u vSech typli GPI deficientnich RBC, se snizujicim se
zastoupenim GPI deficientnich bunék ve vzorku stoupa
intralaboratorniiinterlaboratorni CV vysetfeni u WBC
NEUTi WBC MONO.

Zavér: Vysledky studie prokazaly stalost vysledkil
pifi méfeni GPI deficientnich klont v ramci jednotlivych
laboratofi (priimérné CV < 10 %). Interlaboratorni CV
pro vzorky se stfednim a malym zastoupenim GPI de-
ficientnich bunék je v pfijatelnych mezich (< 20 % pro
RBCa <10 % pro WBC), vysledky u vzorku s minoritnim
zastoupenim GPI deficientnich bunék poukazaly na
zvySeni variacnich koeficientfi. Zidna ze spolupracu-
jicich laboratofi neméla problém s detekci GPI defi-
cientnich bunék.

LP10

STANOVENI FYZIOLOGICK?CI:I MEZi
PARAMETRU IPF NA ANALYZATORECH
SYSMEX XN-10 A XE-5000

Peskova E., Fatorova I., Hrncifova K.

1V. interni hematologickd klinika - laboratof EN, Hradec Krdlové

Uvod: Pomoci parametru IPF (nezrald desti¢kova
frakce) stanovujeme mnozstvi mladych trombocy-
tli. Dostavame tak informaci o aktivité trombopoézy
v kostni dfeni. Ke stanoveni parametru IPF jsme fadu
let pouzivali analyzator XE-5000. Jako fyziologické me-
ze jsme uvadeéli hodnoty doporucené firmou Sysmex.
Po instalaci dvou linek XN-3000 jsme zacali vyuzivat
trombocytarni kandl PLT-F. Zjistili jsme, Ze hodnoty
IPF vydané analyzatorem XN-10 jsou témét dvojnasobné
ve srovnani s hodnotami IPF z analyzatoru XE-5000.
Protoze neexistovaly zadné doporucené hodnoty fyzio-
logickych mezi pro parametr IPF méfeny na analyzato-
rech XN, rozhodli jsme se stanovit fyziologické meze
na souboru zdravych darcti z Transfuzniho oddéleni
FN Hradec Kralové.

Soubor: VysSetfovany soubor tvofilo 57 darcti:
28 muzl ve véku od 24 let do 67 let a 29 Zen ve véku od
22 do 59 let.

Principy méfeni: Analyzatory XN-10 pro stanove-
ni PLT (vCetné IPF) fluorescen¢ni metodou kombinuji
hydrodynamickou fokusaci s pritokovou fluorescencni
cytometrii. Pfi analyze v PLT-F modulu se fluorescenc-
ni znacka specificky navaze na struktury obsahujici
nukleové kyseliny, trombocyty jsou poté hodnoceny na
zakladé objemu a intenzity fluorescence. Jako IPF jsou
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oznaceny velké trombocyty s vysokou fluorescenci. Na
analyzatoru XE-5000 probiha stanoveni IPF v tzv. RET
detek¢énim kanalu, opét je zde kombinovana hydrody-
namicka fokusace s priitokovou fluorescencni cytomet-
rii. Po perforaci bunécné membrany dochazi k obarveni
bunécnych struktur obsahujicich nukleovou kyselinu.
Bunécné populace jsou odseparovany na zakladeé obje-
mu a intenzity fluorescence.

VysledKy: Na analyzatoru XN-10 byly stanoveny fyzi-
ologické meze pro relativni pocet IPF v rozmezi 0,5-11 %,
pro absolutni pocet IPF 2,1-24 x 10°/1. Na analyzatoru
XE-5000 bylo pro relativni pocet IPF stanoveno rozmezi
normalni hodnot 0,1-6,5 %, pro absolutni pocet IPF
1,1-13,6 x 10°/1. Naméfené hodnoty IPF se mezi pohla-
vimi vyznamné neliSily.

Zaveér: Vysledky méfeni hodnot IPF na obou typech
analyzatort fy Sysmex jasné ukazaly, Ze je nutné pro
kazdy typ analyzatoru stanovit specifické fyziologické
meze.

LPT

ZKUSENOSTI S TESTOVANIM NOVE
REAGENCIE STA NeoPTimal PRO
STANOVENI PROTROMBINOVEHO TESTU
Prudkova M., Zavielova J., Chytra D., Stastna D.,
Penka M.

Oddéleniklinické hematologie FN, Brno

Uvod: Protrombinovy test (PT) je zdkladni koagulac-
ni test monitorujici zevni koagulac¢ni systém (faktory
VII, X, V, I a fibrinogen). Je vySetfovan pfi podezieni na
defekt zminénych faktorti a jako zakladni koagula¢ni
test je soucasti pfedoperacniho vySetfeni. DiileZitou
roli sehrava i v monitorovani antikoagulacni terapie
kumariny. K provedeni testu se pouziva Ca%- trombo-
plastin obsahujici tkarovy faktor, ktery by mél dispo-
novat dostatecnou citlivosti k zachytu defekt faktor
a ke kumarinim. Na OKH EN Brno jsme se rozhodli
otestovat novou reagencii STA NeoPTimal (Diagnostica
Stago) obsahujici tromboplastin z krali¢ich mozk s ISI
blizicise 1,0, kterd je urcena pro vySetfeni PT a aktivity
faktorti zevni cesty.

Cil: Ovérit, zda STA NeoPTimal splni nase pozadav-
ky pro rutinni pouzivani.

Metoda: STA NeoPTimal jsme nejdfive podrobili
vnitini kontrole kvality, provedli jsme mezilehlou
preciznost a preciznost méteni v sérii pomoci kontrol
STA Coag Control N + P (Diagnostica Stago). Nasledné
jsme reagencii testovali na souborech pacientd s/bez

kumarind a pfi vySetfovani aktivity faktorti zevni cesty.
Ziskané vysledky jsme srovnavali s vysledky nameéteny-
mi se soucasné pouzivanou reagencii STA Neoplastine
Cl Plus (Diagnostica Stago).

vysledky: Mezilehla preciznost pro Control N s CV
2,20 % a pro Control P s CV 2,61 % splnila poZadavek
CV < 5 %. Preciznost méreni v sérii (10 méfeni) splni-
la rovnéz nase kritéria, CV(N) <1,5% a CV (P) <2 %.
Z korela¢ni analyzy vysledkii STA NeoPTimalu a STA
Neoplastinu vyplynulo, Ze vysledky INR a R dosahuji
hodnot spolehlivosti R? = 0,96 u pacientli s kumariny
a R? = 0,97 u pacienti bez kumarind. Pfi porovnani
vysledk PT a aktivity faktorti bylo zjisténo, Ze pfi po-
uziti STA NeoPTimalu dochazi k vétsimu prodlouzZeni
koagulacniho ¢asu v pripadé patologie.

Zavér: Testovanim jsme ovéfili, Ze tuto reagencii
muZeme zafadit do rutinniho provozu a Ze dosahuje
dokonce lepsi citlivosti v zichytu defektti faktori nez
STA Neoplastine Cl Plus.

LP12

KI.'OUZAVY PRI?IME'R JAKO UCINNY
NASTROJ VNITﬁ[lI KONTROLY KVALITY
HEMATOLOGICKYCH ANALYZATORU

Pulcer M., Kolifova S.!, Cerny M.>

'0ddéleni Klinické hematologie, Ustavlaboratorni diagnostiky FN,
Ostrava

?Hematologicko-transfuzni oddéleni, Nemocnice Nové Mésto na
Moravé

Cile: Vnitfni kontrola kvality (VKK) je jeden ze
zakladnich nastroji klinickych laboratofi k zajisténi
spolehlivosti provadénych vysetfeni. Soucasti VKK na
hematologickych analyzatorech je méfeni referen¢niho
materialu s deklarovanou hodnotou, dale opakovatel-
nost méreni v sérii, mezipristrojova kontrola a X-B/X-M
analyza (tzv. klouzavy primér). Cilem sdéleni je ukazat
moznosti, vyuziti a nastaveni X-B/X-M analyzy jako
dtilezitého nastroje VKK hematologickych analyzatorti.

Metody: Hematologické analyzatory automaticky
vypocitavaji klouzavy prameér ze souboru obvykle 20
po sobé métenych pacientskych vzorkdi. X-B analyza
je metoda VKK, kterd pouziva vaZeny klouzavy pra-
mér parametrii MCV, MCH, MCHC a porovnava je se
znamymi cilovymi hodnotami. X-M analyza je taktéz
metoda VKK, kterd ale pouziva exponenciadlni klouzavy
primér parametrd CBC, DIFF, NRBC, RET a porovna-
va je se znamymi cilovymi hodnotami. Vysledky se
zaznamenavaji ¢iselné nebo do Levey-Jennings graft.
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Vyhodnoceni probiha podle Westgardovych pravidel
a do analyzy musi byt zahrnuty vSechny zmérené vzor-
ky. Na nasich pracovistich jsme sledovali a porovnavali
moznosti X-B/X-M analyzy na analyzatorech DxH 800
fy Beckman Coulter, XN-9000 fy Sysmex a Cell-Dyn
Sapphire fy Abbott.

VysledKky: VSechny uvedené hematologické ana-
lyzatory umoznuji vyuzivat systém X-B/X-M analyzy
v ramci VKK. Cilové hodnoty a rozmezi pro jednotlivé
parametry si vSak musi nastavit kazda laboratof indi-
vidualné dle spektra svych vySetfovanych vzorki.

Zavér: X-B/X-M analyza umoznuje kontinualni
automatickou kontrolu s rychlou odezvou odhaleni
analytické chyby. Patfi nepravem mezi opomijené
nastroje systému VKK.

LP13

NORMALNi RpZMEZi NADSTIO\VBOVYC'H

A VYZKUM!IYCH PARA'METRU MERENYCH
NA KREVNIM ANALYZATORU SYSMEX

Ridek M.}, Vasova V.!, Karban J.!, Kuncifova J.},
Kvasnicka J.2, Spaek M.!

'Centrdlni hematologické laboratore ULBLD, 1. LF UK a VEN, Praha
2Trombotické centrum ULBLD, 1. LF UK a VEN, Praha

Cile: Nadstavbové parametry krevniho obrazu, jak
Klinické, tak i vyzkumné, mohou prispét ke zpfesnéni
diagnostiky hematologickych onemocnéni. Parametr
kvantifikujici nezralé granulocyty (IG) m{ize pomoci
v odhaleni ¢asnych infekci novorozenct ¢i bakterial-
nich sepsi u dospélych. Vyzkumny parametr charak-
terizujici granularitu neutrofild (NEUT-SSC) muiZe pri
nizkych hodnotach indikovat dysplazii neutrofil@ pii
myelodysplastickém syndromu (MDS). Vyzkumny pa-
rametr hodnotici vyskyt lymfocytdi s vysokou intenzitou
fluorescence (HFLC) podava informaci o pritomnos-
ti naptiklad plazmatickych bunék. Frakce nezralych
trombocyth (IPF) je ukazatelem trombopoézy a vysoké
hodnoty byvaji zejména u imunitni trombocytopenie
(ITP), naopak nizké hodnoty svédci pro ttlum kostni
dfené. Obsah hemoglobinu v retikulocytech (Ret-He)
informuje o aktudlni biologické dostupnosti Zeleza,
napomaha diagnostice a monitorovani anemie z ne-
dostatku Zeleza. Pro plné uplatnéni téchto parametr
v diagnostice hematologickych onemocnéni je nezbytna
znalost jejich normalnich hodnot, jejichz stanoveni
a komplexni statistické zpracovani bylo cilem této prace.

Metody: Nesrazliva (K3EDTA) periferni krev zdra-
vych darci byla zméfena na krevnim analyzatoru
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Sysmex XN 3000 v plném profilu metod, vCetné nad-
stavbovych a vyzkumnych parametrli, napf. IG (nezralé
granulocyty), Ret-He (hemoglobin v retikulocytech),
IPF (frakce nezralych trombocytti), HFLC (vysoce fluo-
rescenc¢ni lymfocyty), NEUT-SSC (granularita neutro-
filt)), NEUT-SFL (fluorescence neutrofild). Statisticka
analyza byla provedena pomoci programu Statistica 12
(StatSoft CR s.r.0).

vysledky: Stanoveni referencnich hodnot nad-
stavbovych a vyzkumnych parametrti bylo provedeno
na souboru 201 zdravych darcii plné krve, 101 Zen a 100
muzi (medidn véku 39 let, rozmezi véku 27-66 let).
Prezentovano bude komplexni statistické zpracovani
novych metod.

Zavér: Na souboru zdravych darcti krve jsme stano-
vili referen¢ni rozmezi nadstavbovych a vyzkumnych
parametri analyzatoru Sysmex, coz umozni efektiv-
néjsi vyuziti téchto parametrl v diagnostice hemato-
logickych onemocnéni.

Studie byla podporena vyzkumnym zdmeérem RVO VENG64165.

LP14

K HETEROCHROMATINU .

V MYELOBLASTECH NEMOCNYQH
SCML A AML - MIKROSKOPICKA
DENZITOMETRICKA STUDIE

Smetana K., Mikulenkova D., Klamova H.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Uvod: Heterochromatin je expresi lokalizace ,, ml&i-
cich genti“. Jeho morfologie je dlileZitym markrem pro
identifikaci bunék vcetné jejich diferenciace a matu-
race. Vysoka kondenzace heterochromatinu zabranuje
pristupu nezbytnych faktort k DNA pro genovy prenos.
Rozvolnéni chromatinovych vlaken na periferii hete-
rochromatinu je pfedpokladem pro genovou aktivaci.
Myeloblasty chronické faze chronické myeloidni leu-
kemie (CML) maji zachovany diferencia¢ni potencial,
zatimco u myeloblastli akutni myeloblastické leukemie
s vyzravanim (AML) jejich diferenciace je alterovana.

Metoda: Vzhledem k rozdilu téchto biologickych
vlastnosti byla sledoviana kondenzace heterochromati-
nu (KoHCh) v myeloblastech u osmi nemocnych s CML
(> 300 denzitometrickych méteni) a Sesti nemocnych
s AML (> 200 méfeni). Roztéry kostni dfené byly barveny
panoptickou metodou a ,,kyselou methylenovou mod-
Ii“ po hydrolyze bunék pro detekci DNA. Obé metody
umoznily mikroskopické métfeni KoHCh na digitalizo-
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vanych obrazech pocitacovou technikou po konverzi
barevného obrazu na Sedy.

VysledKky a zavéry: Denzitometrickd méfeni ukazala
stabilitu KoHCh v leukemickych myeloblastech, lisila
se vSak v rliznych oblastech bunécného jadra. V mye-
loblastech CML s diferencia¢nim potencidlem je KoHCh
vys§iv centralnich oblastech jadra nezZ na jeho periferii.
Béhem dalsi diferenciace KoHCh na periferii jadra se
zvySuje a ve zralych granulocytech dosahuje podobné
hodnoty jako v jeho centralnich oblastech. Naproti tomu
u vétsiny myeloblastii AML s alteraci dalsi diferenciace
KoHCh v centralni a periferni ¢asti jadra je prakticky
shodna. Je podobnd jako u diferencovanych a zralych
granulocytfi. Takové myeloblasty jsou ve stavu pied-
Casné maturace bez pfedchozi diferenciace. Zajimavou
okolnosti je, Ze nékteré myeloblasty AML maji podobny
stav KoHCh jako myeloblasty CML s diferenciacnim
potenciadlem. Je proto otazkou, zda takové myeloblasty
nepredstavuji progenitory s diferencia¢ni kapacitou, ze
kterych se ,rekrutuji“ zralé granulocyty v periferni krvi
nemocnych s touto AML. ZvySujici se KoHCh na periferii
jadra diferencujicich se myeloblastii u CML by také moh-
la svédcit o moznosti lokalizace a postupné inaktivace
gent Ucastnicich se diferenciace v této oblasti.

LP15

LABORATORNI DIAGNOSTIKA NOAC -
TEORIE A PRAXE VE FN PLZEN

Sigutova P., Korelusova I., Bultasova L., Palitova
J., HajSmanova Z,

Ustav Klinické biochemie a hematologie LF UK a FN, Plzefi

Cil: Prace predklada vlastni Sestileté zkusSenosti
s monitoraci 1é¢by novych ordlnich antitrombotik
(NOAC) a hodnoti situace, za kterych je tfeba 1écbu
kontrolovat (invazivni neodkladné vykony, krvaceni,
moznost pfedavkovani, podani antidota, pfipadné
1é¢ba pii porusenych ledvinnych funkcich).

Metody: V hematologické laboratoti UKBH FN Plzeri
se od bfezna 2012 stanovuje ucinnost 1é¢by pfimym
inhibitorem trombinu dabigatranem pomoci diluto-
vaného trombinového testu (dTT). Stanovenim akti-
vity anti-Xa vyjadfené koncentraci pfislusného léku
je urovana ucinnost 1écby primymi inhibitory FXa
- v ptipadé rivaroxabanu od dubna 2013 a apixabanu
od kvétna 2015. Pripravuje se vySetfovani icinnosti
edoxabanu, i kdyZ na toto stanoveni vzhledem k men-
simu rozsiteni podavani 1éku v populaci zatim nebyl
klinicky pozadavek.

vysledKky: V praci se autorky zamysleji nad indi-
kacemi jednotlivych laboratornich testi k posouzeni
16¢by NOAC, posuzuji dobu odezvy (TAT) od pozadavku
k vydani vysledku a zabyvaji se klinickou interpretaci
laboratornich hodnot. Hodnoti i i¢ast hematologa
konziliafe na indikaci a interpretaci laboratorniho
vySetfeni vCetné upozornéni na vyskyt nezadoucich
acinkd pti uzivani NOAC.

Zavér: Nezbytnou soucasti prace laboratorniho
tymu je neustaly kontakt s klinickymi pracovniky (1é-
kafi a sestrami) v preanalytické i postanalytické fazi
laboratorni diagnostiky 1é¢by NOAC.

LP16

NASE SKUSENOSTI S VYUZITIM
PREANALYTICKEJ KONTROLY VZORKY
POMOCOU KOAGULOMETRA

Skortiova 1!, Agricolova L.}, Bernitova J.2, Stasko
J.1, Kubisz P!

'Ndrodné centrum hemostdzy a trombdzy, Klinika hematoldgie
a transfuziolégie JLF UK a UNM, Martin, SR

’Beckman Coulter, SR

Uvod: ACL TOP 550 je plne automatizovany koagu-
la¢ny analyzator s moznostou preanalytickej kontroly
pacientskej vzorky. Preanalytickd kontrola integrity
pacientskej vzorky na koagulometri je automatizova-
nou Standardizovanou kontrolou a nemeni analyticky
proces testovania vzoriek. Koagula¢ny analyzator hod-
noti spravne plnenie skiimaviek, pritomnost interfe-
rujucich latok v plazme (hemoglobinémia, ikterita,
lipémia - HIL) a pritomnost zrazeniny.

Ciel: 1. Porovnanie Standardizovanej preanalytickej
kontroly pomocou koagulometra s vizualnou kontrolou
na pocet prijatych a odmietnutych vzoriek. 2. UrCenie
Casovej uspory pri pouziti preanalytickej kontroly vzor-
ky pomocou koagulometra.

Metodda: Centrifugované vzorky krvi odobraté do
3,2 % citrénanu sodného sme vizualne kontrolovali
anasledne sme vzorky analyzovali na koagulometri ACL
TOP 550. Automatizovana kontrola integrity vzorky na
ACLTOP 550 zahfriala: kontrolu plnenia skiimaviek pri
prvej aspiracii vzorky, detekciu pritomnosti zrazeniny
na zaklade abnormalneho tlaku pocas aspiracie, tzv.
kontrolu HIL. Limity pre HIL st §pecifické pre dany test/
analyt a validované vyrobcom pristroja a pouzivanych
diagnostik (Instrumentation Laboratory). Abnormality
integrity vzorky boli zaznamenané pre nasledujtce
parametre: pritomnost zrazenin, nedostatocny objem
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vzorky, hemolyticka vzorka, iktericka vzorka a chy-
lézna vzorka. Vzorky potom boli klasifikované ako
»zamietnuta“ vzhladom na preanalytické problémy,
alebo ako ,,prijata“. Vo vSetkych vzorkach vhodnych na
dalsie testovanie boli vykonané nasledujtce testy - PT,
APTT, TT, Fibrinogén a DD. Porovnanie: Pristroj ACL TOP
550 identifikoval a priznakom oznacil vzorky, ktoré
nepresli preanalytickou kontrolou. Takto ziskané data
boli porovnané s datami, ktoré sme ziskali vizudlnou
kontrolou vzorky. Nasledne sa vyhodnotili pocty ne-
spravne odmietnutych a nespravne prijatych vzoriek.

Zaver: Preanalyticka kontrola vzorky pomocou ko-
agulometra je automatizovanou standardizovanou
kontrolou, pricom vyrazne Setri ¢as, ma pozitivny vplyv
na kvalitu laboratérnej diagnostiky, minimalizuje vy-
kazovanie chybnych vysledkov, zabezpecuje splnenie
kritérii spravnej laboratérnej praxe a aj znizuje naklady
oddelenia.

Prdca bola podporend projektami APVV 16-0020, Vegal/0168/16,
Vegal/0187/17 a Centra excelentnosti pre perinatologicky vyskum
(CEPV II, ITMS26220120036) a Centra excelentnosti pre vyskum
v personalizovanej terapii (CEVYPET).

LP17

STANDARDIZACE VYgET?ENi

AGREGACE TROMBOCYTU

Stépafova A., Chytra D., ZavFelova J., Smejkal P.,
Penka M.

Oddéleniklinické hematologie FN, Brno

Uvod: Hlavni pfekaZkou metody vySetfeni induko-
vané agregace (LTA) je obtizna standardizace. Jednim
z doporuceni standardizacniho vyboru ISTH je fedéni
plazmy bohaté na destic¢ky (PRP) az v pifipadé, Ze po-
cet trombocytl (PLT) pfesahne 600 x 10°/1. Vzhledem
k odlisné citlivosti riznych typti agregometra je dile
doporucovano, aby kazda laboratof méla individualné
stanovena normalni rozmezi.

Cile: 1. Stanoveni referen¢nich rozmezi pro vysetfe-
ni LTA po 9 induktorech réiznych koncentraci: kolagen,
adenosin difosfat (ADP), epinefrin, ristocetin, kyselina
arachidonova a trombin. 2. Vyhodnoceni vlivu tpravy
poctu PLT v PRP pomoci PPP na vySetfeni LTA po 9
induktorech.

Metody: 1. vySetfeni LTA (Zeny: n = 23, muzi: n =
26) po zminénych induktorech. Vzorky citratové plazmy
pochazely od ,,zdravych” dobrovolnych darcti krve z TTO
FN Brno. 2. vySetfeni LTA (Zeny: n =18, muzi: n =12) po
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zminénych induktorech v PRP s upravenym a neuprave-
nym poctem PLT. Vzorky plazmy pochazely od pacientti
s diagnézou myeloproliferativniho onemocnéni z OKH
FN Brno. K testovani LTA v PRP byl pouzit Agregometr
APACT 4004, ktery pracuje na principu optické analyzy.

VvysledKy: 1. Pro stanoveni referen¢nich rozmezi byl
vzhledem k nerovnomeérnému rozlozeni souboru zvo-
len vysledek 97,5. percentilu bez rozdéleni na pohlavi.
V testovaném souboru byly zjistény vysledky: kolagen
2: maximalni amplituda (ma; %) = 74-87; kolagen5: ma
=74-89; ADP5: ma = 57-86; ADP10: ma = 66-91; ristoce-
tinl,5: ma = 77-97; ristocetin 0,5: ma = 0-5; epinefrin:
ma = 60-85; ARA: ma = 73-90; trombin: ma = 76-92.
2. Vysledky méfeni byly statisticky vyhodnoceny po-
moci Wilcoxonova neparametrického parového testu.
Nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny rozdil mezi
vysledky LTA v plazmé s upravenym a neupravenym
poctem PLT pro vSechny testované induktory kromé
ristocetinu.

Zavér: 1. Vysledna rozmezi jsou vyssi nez dosud
pouzivané hodnoty na nasem oddéleni a hodnoty uva-
déné v nékterych literaturach. V klinické praxi to mai-
Ze znamenat zvySeni faleSné patologickych vysledkt
vySetfeni. 2. Z vyhodnocenych dat vyplyva, Ze iprava
poctu PLT v PRP nema vliv na vysledky vySetfeni LTA
a neposkytuje zadnou vyhodu.

Podporeno grante m MZ CR - RVO (ENBr 65269705).

LP18

DETEKCE PRESTAVEB GENU PRO oL
IMUNOGLOBULINY (IG) A T:BUNECNE
RECEPTORY (TR) U AKUTNI
LYMFOBLASTICKE LEUKEMIE (ALL)

POMOCI SEKVENOVANI NOVE GENERACE
USNAD!'!UJE SLEDOVANI MINIMALNI
REZIDUALNI NEMOCI (MRN)

Svenkrtova A.!, Svatoni M.}, Kotrova M.2, Rezkova
Rezni¢kova L., Streitova E.}, Valova T.!, Bedfichova
V.}, Grecova V.!, Honsova D.!, Stary J.!, Trka J.},
Fromkova E.!

'CLIP, Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol,
Praha

‘Department of Hematology, University Hospital Schleswig-
-Holstein, Kiel, Nemecko

Cile: Sekvenovani nové generace (NGS) umoznilo vel-
ky posun v moznostech detekce prestaveb genti pro Ig/TR,
jak v oblasti klonality a detekce MRN, tak pro studium
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fyziologického antigenniho repertodru. V ramci mezina-
rodni skupiny EuroClonality-NGS vyvijime sady primerc
a metodicky postup pro rychlou a pfesnou detekci téchto
prestaveb (Briiggemann, rukopis v pfiprave).

Metody: Sekvenacni knihovny byly vytvofeny s po-
uzitim dvoukolové PCR zahrnujici osm multiplexnich
systémt (kompletni a nekompletni IGH, TRD a TRB,
kompletni TRG a ICGK). Sekvenace byla provedena s mini-
malnim pokrytim 10 000 reads na knihovnu na pfistrojich
Ion Torrent (ThermoFisher) a Miseq (Illumina). Vysledky
byly vyhodnoceny pomoci nastrojti Vidjil (Duez, Plos One
2016) a ARResT/Interrogate (Bystry, Bioinformatics 2017).

vysledKky: V pilotni fazi jsme porovnali prestavby Ig/
TR nalezené pomoci Sangerovské sekvenace s vysledky
NGS u deseti pacientli s ALL na dvou riznych pfistrojich.
Celkem jsme nalezli 68 klonalnich cild, z toho 35 obéma
metodami, 30 pouze pomoci NGS a tfi pouze pomoci
Sangerovské sekvenace. Vysledky ziskané na ptistrojich
Ion Torrent a MiSeq byly témér totoZné. Na zakladé pilot-
nich datjsme od ¢ervna 2017 zacali pouzivat NGS ve scree-
ningu prestaveb Ig/TR u détskych a dospélych pacientl
s ALL. U142 vySetfenych pacientdi jsme nalezli v priméru
5,5 klondlnich prfestaveb na pacienta. Na zakladé jejich
sekvenci jsme zavedli cile pro sledovani MRN pomoci
gPCR. Pouze u dvou (1,4 %) pacient nebylo mozZné zavést
cil pro sledovani MRN, u osmi (6 %) pacientl jsme nasli
pouze jeden cil a u 132 pacientti (93 %) jsme zavedli dva
cile s minimalni citlivosti 10-4.

Zavér: NGS v detekci klonality zvysilo procento pa-
cientdi, u kterych je mozné sledovat MRN pomoci qPCR.
Narostlo predevsim zastoupeni pacientii se dvéma ne-
zavislymi Ig/TR cili, které slouzi jako prevence falesné
negativity vySetfeni. Méfeni MRN pomoci NGS v soucas-
nosti testujeme ve 22 centrech skupiny EuroMRD v ramci
kontroly kvality organizované nasi laboratoti.

Podporeno granty AZV 16-32568A, PRIMUS/17/MED/11.

LP19

MOZNOSTI LABORATQRNEJ

DIAGNOSTIKY HEPARINOM .
INDUKOVANEJ TROMBOCYTOPENIE
Vazanova A., Skortiova 1., Stasko J.

Ndrodné centrum hemostdzy a trombézy, Klinika hematolégie
a transfuziolégie JLF UK a UNM, Martin, SR

Ciel: Cielom tohto prispevku je uviest prehlad sicas-
nych laboratérnych metéd pouzivanych pti potvrdeni
diagnoézy HIT a poukazat na doélezitost jednotlivych
krokov pocas diagnostiky.

Uvod: Heparinom indukovand trombocytopénia
(HIT) je imunologicka komplikacia, ktora mdzZe na-
stat u pacientov lieCenych nefrakcionovanym, ale aj
nizkomolekularnym heparinom. Tento stav vznika
po tom, ako sa vytvoria IgG protilatky voci cirkuluj-
tcemu komplexu PF4-heparin. Cely imuno-komplex
IgG-PF4-heparin sa nasledne viaze na Fc receptor na
povrchu trombocytov, uvolni sa PF4 z a-granil, ¢im
sa spusta aktivacia trombocytov a tvorba protrombo-
tickych trombocytarnych mikropartikal. Trombocyty
pokryté tymito imunokomplexami st nasledne z obehu
odstranené retikuloendotelidlnym systémom, ¢o vedie
k spominanej trombocytopénii. V sticasnosti existuje
dobré povedomie o tomto syndréme, ¢o vSak ostava
vyzvou, je spravny postup pri diagnostike, riziko ,nad-
-diagnostikovanych*“ pacientov a vhodny postup pri
liecbe. Laboratérna diagnostika stavia na zodpovedne
urcenom 4T-skére a nasledne vyuziva rychle, tzv. imu-
nologické stanovenie HIT detekciou pritomnosti IgG
protilatok. Specificita tychto testov je relativne nizka,
a to 30-70 %, preto je finalnu diagnézu potrebné vyslo-
vit v kontexte celkového klinického stavu pacienta az
na zaklade pozitivneho, tzv. funkéného testu, ktorého
Specificita je 90-100%.

vysledky: Medzi imunologické testy patria: ELISA
test, imunoesej s gélovymi casticami (PaGIA), laterdlna
prietokova esej (STiC), automaticka esej s latexovymi
Casticami (HemosIL HIT Ab), automaticka esej zalozena
na chemiluminiscencii (HemosIL AcuStar HIT-1gG).
Medzi funkéné testy patria: serotonin-uvolniujtca esej
(SRA), test heparinom indukovanej agregacie trombocy-
tov (HIPA), opticka agregometria, agregometria z plnej
krvi, prietokova cytometria.

Zaver: V nasom laboratériu vyuzivame na diagnos-
tiku HIT imunologicky test PaGIA a pri jeho pozitivnom
vysledku vzorku, dalej testujeme funkénym testom na
prietokovom cytometri pomocou HITAlert kitu.

Prdcabola podporend projektom APVV 16-0020 a Vega 1/0168/16.
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LP20

PROCESEQ 16S - GRAFICKA APLIKACE

PRO ANALYZU 16S RIBOZOMALNI

RNA POMOCI DADA2

Vrbacky F.}, Bolehovski R.2, Hrochova K.2, Zik P.}
'IV. intern{ hematologickd klinika LF UK a FN, Hradec Krdlové
2Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF UK a FN, Hradec Krdlové

Mikrobiom, soubor veskerych mikroorganismt oby-
vajicich urcité prostfedi, je nedilnou soucasti kazdého
lidského organismu a jeho slozeni ma velmi vyznamny
vlivna déje, které se v lidském téle odehravaji. Analyza
slozeni mikrobiomu byla s ohledem na jeho komplexitu
velmi komplikovand. Az rozmach masivné paralelniho
sekvenovani znamenal vyznamny pokrok v moznostech
studia jeho sloZeni. Pro ziskani spravnych vysledka je
vSak nezbytnd kvalitni bioinformaticka analyza sekve-
nacnich dat, pro kterou lze vyuzit komercni i zdarma
dostupné nastroje, jejichz paleta se v poslednich letech
vyznamneé rozrostla. Zakladni problém, se kterym se
tyto aplikace potykaji, je odstranéni chyb vzniklych pti
amplifikaci a nasledné sekvenaci. Metody zaloZzené na
tvorbé tzv. operacnich taxonomickych jednotek sjed-
nocujicich sekvence s vysokou homologii neumoznuji
dostatecné odliSeni organismu s vysokou mirou sekvenc-
nipodobnosti (napt. rozliSeni na irovenl druhu). V nasi
laboratofti jsme proto zvolili metodu, ktera opravuje chy-
by odhalené v jednotlivych sekvencich na zakladeé jejich
statistické predpovédi a umoznuje tak odliSeni i mno-
hem drobnéjsich zmén. Jedna se o zdarma dostupny
otevieny software DADA2, ktery funguje jako knihovna
pro prostfedi R. Ne zcela spolehlivé automatické ptifazo-
vani taxonomie z jednoho zdroje jsme nahradili casové
vysledki z vice zdroji. Implementace DADA2 pochopi-
telné vyzaduje dostate¢nou znalost prace v prostfedi R.
Pro béZné pouziti jsme v nasi laboratofi tento problém
odstranili vytvofenim aplikace s grafickym rozhranim
Proceseq 16S, ktera umoznuje velmi jednoduché pro-
vedeni kontroly kvality a nasledné analyzy sekvenac-
nich dat véetné nastaveni dlleZitych parametrt, které
zvladne i personal se zakladni znalosti prace s osobnim
pocitacem. VSechny kroky jsou zaroven uloZeny ve formeé
textovych souboril a v pfipadé problémd je tak mozné
analyzu zopakovat, popf. optimalizovat. Program lze
ovladat iz prikazového radku, popf. lze jeho jednotlivé
¢asti zapojit do jinych projektti pomoci jednoduchého
rozhrani pro programovani aplikaci (API).

Podpofeno programem Progres-Q40/08 a MZ CR - RVO (FNHK
00179906).
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LP21

BIOINFORMA:I'IC'KI'\ ANAOI.YZA SEKVENACI
IGHV POMOCI NASTROJU PRESTO A VIDJIL
Vrbacky F.!, Hrochova K.2, Petrova L.2, Zik P.!

'IV. intern{ hematologickd Klinika LF UK a FN, Hradec Krdlové
?Ustav Klinické biochemie a diagnostiky LF UK a EN, Hradec Krdlové

Nedilnou soucasti diagnostiky a nasledného sledo-
vani nemocnych s nadorovym onemocnénim je analy-
za nadorové tkané pomoci molekularné biologickych
metod. Velky rozmach v této oblasti byl zaznamenan
s pfichodem masivné paralelniho sekvenovani, kte-
ré umoznuje citlivou a cenové dostupnou analyzu
téchto vzorkill. Jednim z pristupil, ktery lze vyuzit pro
sledovani onemocnéni pochazejicich z B-lymfocyth
je sledovani specifické prestavby gentl kédujicich
tézky, resp. lehky fetézec imunoglobulinu. Nedilnou
soucasti sekvenacéni analyzy, kterd je v nasi laboratofi
provadéna pomoci primerti publikovanych ve stu-
dii BIOMED-2 prodlouzenych o adaptory umoznujici
pripojeni identifikitorl, je bioinformaticka analyza
ziskanych dat. V soucasné dobé existuje rada metod
a nastroj ovladanych z grafického rozhrani i prika-
zového fadku. V na$i laboratofi jsme zvolili kombi-
naci dvou nastrojii, z nichZ prvni, pRESTO toolkit,
pouzivame pro filtrovani vstupnich dat, abychom
odstranili data s nedostatecnou kvalitou a pro spojeni
vysledkd z parového sekvenovani. Naslednou anota-
ci provadime pomoci on-line nastroje Vidjil, ktery
zaroven uklada jiz analyzovana data a umoznuje sle-
dovani vyvoje jednotlivych klont v ¢ase. Cely postup
probiha na bézné dostupném PC velmi rychle a takto
ziskané vysledky je mozné pouzit pro monitorovani
malignich B-lymfocytii pomoci pfestaveb imunoglo-
bulinového genu. Metodu pouzivame i pro stanoveni
mutacniho stavu téZkého fetézce imunoglobulinu.
Timto postupem ziskané vysledky prezentujeme na
vybranych kazuistikdch: 1. Sledovani minimalni ne-
moci u nemocného s diagnostikovanou akutni lym-
foblastikou leukemii, ktery ma dvé klonalni prestav-
by imunoglobulinovych receptori. Jeden klon nese
i translokaci t(9;22)(q34;ql1)BCR/ABLI ela2. 2. Urceni
mutacniho stavu prestavby imunoglobulinového re-
ceptoru u pacienta s lymfomem z plastovych bunék na
polyklondlnim pozadi. 3. Sledovani minimalni nemoci
u nemocného s akutni lymfoblastikou leukemii, za-
chyceni nastupujiciho relapsu.

Podpofeno programem Progres-Q40/08 a MZ CR - RVO (FNHK
00179906). LP 22
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CYTOMORFOLOGIE V DIAGNOSTICE
SOLIDNICH TUMORU

Antosova L.', Tuzova E.', KissovaJ. 12, Bulikova A."?
Penka M.'?

'0ddéleni klinické hematologie FN, Brno

?Lékarskd fakulta MU, Brno

Uvod: Cytologické vySetfeni kostni dfené je jednou
z diagnostickych metod v hematologii, méné je uzivano
v diagnostice solidnich tumori. Na infiltraci kostni
dfené solidnim tumorem je nutné pomyslet pfi boles-
tech kosti, patologickych frakturach, lytickych 1ézich
na RTG, pii hyperkalcemii, zvySené hladiné alkalické
fosfatazy a pfi nevysvétlitelnych hematologickych
abnormalitach (cytopenie nebo napf. leukoerytroblas-
ticky obraz). Zachytnost infiltrace stoupa s poctem
provedenych natérdi aspiratu. Pri vySetfeni aspiratu
je nutné prohliZet okraje natéru. Nehematopoetické
nadorové bunky tvofi v aspiratu shluky a/nebo jsou
jednotlivé rozptylené, ¢asto byvaji fragilni a nalézame
jejich rozpadajici se formy. Relativné ¢asto miiZeme
nalézt osteoblasty a osteoklasty jako zndmku zvySeného
kostniho obratu.

Cile: Poukazat na pfinos cytomorfologie kostni
drené v diagnostice solidnich tumori.

Metody: Autofi prezentuji kazuistiky pfipadd po-
stizeni kostni dfené solidnimi tumory zachycenymi

nahodné prii vySetfeni kostni dfené v ramci diferen-
cidlni diagnézy periferni cytopenie.

vysledky: Souhrn kazuistik: 1. pacient rocnik 1947
- vySetfovan pro nejasnou pancytopenii a loziska ve
skeletu - karcinom mocového méchyfte; 2. pacientka
rocnik 1939 - chronickd myeloidni leukemie v 1é¢bé
od roku 2010, pacientka 1é¢ena pro karcinom prsu
(kompletni remise 2001) - infiltrace kostni dfené v roce
2012; 3. pacient ro¢nik 1949 - pacient s difuznim vel-
kobunéénym lymfomem varlete, soucasné s infiltraci
kostni dfené pfi karcinomu mocového méchyfte; 4. pa-
cient rocnik 1947 - pancytopenie, podezieni na akutni
leukemii - infiltrace kostni dfené pfi adenokarcinomu
prostaty.

Zavér: Cytologické hodnoceni kostni dfené mize
upozornit na infiltraci nadorovym onemocnénim.
Nedokaze stanovit diagnézu, ale mtze byt prvnim za-
chytem maligniho procesu a mtiZe prispét ke zjisténi
jejiho rozsahu.
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2. Kacirkova P, Campr V. Hematoonkologicky atlas krve a kostni drené.
Praha: Grada Publishing 2007.

Prdce byla podpofena MZ CR - RVO (FNBr 65269705).
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