Histogram ptytek krwi
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Automatyczne zliczanie ptytek krwi od lat zastepuje
metode zliczania w komorze, znacznie utatwiajgc
prace w laboratorium i zwiekszajgc wiarygodnosé
wyniku, ze wzgledu na wiekszg liczbe analizowanych
komérek. Jednakze pomimo  wprowadzenia
automatyzacji, wynik oznaczenia liczby ptytek
niekiedy wymaga dodatkowej uwagi.

Wiekszos¢ analizatoréw hematologicznych w celu
Zliczania  plytek  krwi  wykorzystuje  metode
impedancyjna. Podczas analizy komérki przechodzg
jedna za drugg przez otwdr pomiarowy czyli tzw.
aperture pomiarowg (ryc. 1). W momencie przejscia

nastepuje Zmiana napiecia elektrycznego
w przetworniku, dajgc  sygnat  proporcjonalny
do wielkosci komorki. Po odtozeniu wysokosci

impulséw na osi powstaje krzywa rozktadu objetosci
dla odpowiedniej populacji komoérek. Ta metoda
pomiarowa zostata udoskonalona poprzez
zastosowanie ogniskowania hydrodynamicznego.
Strumien probki jest ,optaszczany” przez strumien
przeptywajgcego rozpuszczalnika, dzieki czemu
komorki przeptywajg doktadnie przez Srodek otworu
pomiarowego w uporzgdkowany sposob (ryc. 2).
Pozwala to na  wyeliminowanie zjawisk
interferujgcych, takich jak podwdjny przeplyw
(koincydencja), recyrkulacja itp. W ten sposob
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Ryc. 1 Pomiar objeto$ci w metodzie impedancyjnej

Ryc. 2 Ogniskowanie hydrodynamiczne — przeptyw ptynu
Lsoptaszczajgcego”
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Krzywa rozkfadu objetosci ptytek krwi — interpretacja, mozliwosci i interferencje

komorki sg zliczane z najwyzszg precyzjg. Pozwala to
takze na zliczanie probek o bardzo wysokiej i bardzo
niskiej liczbie ptytek krwi.

Pomimo rozwigzan technologicznych zapewniajgcych
wtasciwy wynik, nalezy wzig¢ pod uwage, ze
w metodzie impedancyjnej elementy morfotyczne
réznicowane sg jedynie na podstawie ich objetosci.
Poza liczbg plytek, analizatory dostarczajg
dodatkowych informacji w postaci krzywej rozktadu
objetosci ptytek - histogramu, ktéry stanowi graficzne
przedstawienie sumy impulséw komorek o okre$lonej
wielkosci (ryc. 3).
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Ryc. 3 Histogram dla ptytek krwi

Populacje ptytek i erytrocytow sg optymalnie od siebie
oddzielone  dzieki  wykorzystaniu  ruchomych
dyskryminatoréw: dolnego (PL) i goérnego (PU)
(ryc. 3). Fizjologiczne plytki osiggajg wielkos¢ 8-12 fl,
mierzone sg natomiast w przedziale 2-30 fl, przy czym
ruchomy dyskryminator PU ustawiany jest tak, by
zapewni¢ optymalne rozdzielenie ptytek i erytrocytow.
Erytrocyty fizjologicznie osiggajg wielkos¢ 80-100 fl i
sg zliczane w przedziale od 25 fl do 250 fl.
W przypadku obecnosci patologii  wptywajgcej
na zmiane objetosci krwinek czerwonych lub ptytek
krwi, w analizie takich prébek mogg wystapi¢ btedy.
Mate czasteczki (o objetosci ponizej 30 fl), takie jak
fragmenty cytoplazmy, mikrocyty czy fragmentocyty
mogg by¢ nieprawidtowo zliczane jako ptytki, z kolei
ptytki  olbrzymie jako erytrocyty. Przyczyng
interferencji moze by¢ réwniez obecnos$¢ agregatow
ptytkowych. W takich przypadkach roznicowanie
na podstawie = samej  objetosci moze  byc¢
niewystarczajgce dla jednoznacznego ustalenia
liczby komérek i konieczna jest dodatkowa
weryfikacja. Ze wzgledu na swojg zwiekszong
objetosc, obecne we krwi plytki olbrzymie, z ptytkami
niekiedy osiggajgcymi rozmiary krwinek czerwonych,
mogg byc¢ zliczane jako erytrocyty. W przypadku ich
wystepowania w obrazie mikroskopowym

zauwazalna jest znaczna anizocytoza ptytek.
Czasami agregaty ptytkowe réwniez mogg byc¢
niepoprawnie zliczane jako erytrocyty. Odwrotna
sytuacja natomiast wystepuje w przypadku obecnosci
fragmentocytow i mikrocytbw — moga byé
niepoprawnie zliczane jako ptytki krwi

Jednakze we wszystkich tych przypadkach mozliwe
jest wykrycie interferencji w pomiarze ze wzgledu na
nieprawidtowy rozktad objetosci krwinek
na histogramie. Krzywa zawsze powinna zaczynac
i koczy¢ sie na linii podstawy (ang. baseline). Jesli
zostajg wykryte odchylenia od linii podstawy, ruchomy
dyskryminator bedzie szukat optymalnego miejsca
do rozdzielenia od siebie dwdch populacji. W takich
przypadkach analizator wygeneruje ostrzezenie, by
zwrécic  uwage uzytkownika na  konieczno$c
sprawdzenia probki — albo przez dokfadniejszg
ocene histogramu, albo przez weryfikacje liczby
ptytek przy uzyciu innej metody np. za pomocg
zliczania w komorze. Jednakze nalezy wzigé pod
uwage, ze liczenie komoérek w komorze moze byc¢
zrédtem wielu btedéw manualnych, a takze wymaga
pewnego doswiadczenia i wprawy.

Drugg mozliwoscig jest pofilosciowe oszacowanie
liczby ptytek przy uzyciu metody Fonio. Pozwala ona
na orientacyjng ocene liczby komoérek. Przy
1000-krotnym powiekszeniu (okular 10x, obiektyw
100x) jedna ptytka krwi w polu widzenia odpowiada
ilosci 20x10%ul w krazgcej krwi. W przypadku
dysproporcji pomiedzy wynikiem z analizatora,
a wartoscig oszacowang, nalezy uzy¢ komory.

Immunologiczne znakowanie ptytek specyficznymi
przeciwciatlami monoklonalnymi jest bardzo dobrym
sposobem ustalenia liczby ptytek. Niestety jest to
metoda bardzo kosztowna i nie odpowiednia
do rutynowej pracy.

Inng alternatywg dla oznaczenia liczby ptytek jest
wybarwienie RNA trombocytéw przy uzyciu barwnika
fluorescencyjnego. Po wybarwieniu nastepuje pomiar
aktywnosci fluorescencyjnej i objetosci komorki.
Nastepnie wiasciwa liczba ptytek, wigcznie z ptytkami
olbrzymimi, zostaje  ustalona  automatycznie.
Wiekszos¢ analizatorow hematologicznych Sysmex
po zainstalowaniu odpowiedniej aplikacji umozliwia
barwienie RNA ptytek, a nastepnie ich pomiar.
Dodatkowo w przypadku wystgpienia interferencji
w pomiarze impedancyjnym analizator moze sam
przetgczy¢ sie na pomiar metodg fluorescencyjng,
dzieki zastosowaniu odpowiedniego algorytmu.
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Krzywa rozkfadu objetosci ptytek krwi — interpretacja, mozliwosci i interferencje

Parametry utatwiajgce interpretacje
histogramu

Oprécz oceny histogramu istniejg jeszcze dodatkowe
parametry, takie jak P-LCR, MPV, PDW i PCT
dostarczajgce przydatnych informacji na temat
morfologii ptytek.

P-LCR (wskaznik obecnosci duzych ptytek)

P-LCR wskazuje procent duzych ptytek, o objetosci
powyzej 12 fl. Oprécz dwoch ruchomych
dyskryminatoréw ograniczajgcych krzywg rozktadu
objetosci piytek, istnieje jeszcze dodatkowy, staty
dyskryminator o wartosci 12 fl (ryc. 4). Wzrost tego
parametru moze wskazywa¢ na obecno$¢ ptytek
olbrzymich, ale takze agregatéw ptytkowych lub
mikrocytow.
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Ryc. 4 Histogram z zaznaczonym dyskryminatorem dla
plytek duzych

PDW (rozpietos¢ rozkladu objetosci ptytek)

PDW oznacza szerokos$¢ rozkladu objetosci ptytek
na poziomie 20%  wysokosci  piku  rozktadu
traktowanego jako 100% (ryc. 5). Podwyzszony PDW
jest wskaznikiem anizocytozy ptytek.
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zakres wartosci referencyjnych: 9-14 fl

Ryc. 3 Histogram z zaznaczonym PDW

MPV (srednia objetosc¢ plytki krwi)

Ten parametr dostarcza informacji o Sredniej
objetosci ptytek pomiedzy dolnym i gérnym
dyskryminatorem, wyliczany jest ze wzoru:

PCT (%)

MPV = —————
v PLT (x103/ul)

PCT (hematokryt pltytkowy)

Hamatokryt ptytkowy jest odpowiednikiem sumy
impulsow plytkowych, ktére pojedynczo sg zliczane
w pomiarze impedancyjnym. W ten sposob jest on
odpowiednikiem hematokrytu krwinek czerwonych.

Dostepnosc¢ parametrow ptytkowych

Jesli wysokos¢ krzywej rozktadu objetosci w dolnym
lub gérnym dyskryminatorze odbiega od normy, jeden
lub kilka parametréw moze by¢ niedostepnych. Wynik
bedzie wtedy zastgpiony znakami ,----". Ponadto
wartos¢ liczbowa ptytek krwi zostanie oflagowana,
a analizator wygeneruje ostrzezenie. W takiej sytuacji
nalezy zweryfikowaé poprawnosé wyniku przez
sprawdzenie histogramu. Aby dokfadniej ocenic
histogram dla ptytek, krzywe mozna podzieli¢ na 3
rézne kategorie nazwane tutaj jako: A, Bi C.

»Krzywa A”

Krzywa zaczyna sie na linii podstawy, ale sie na niej
nie konczy. Prawdopodobng przyczyng mogg byc¢
interferencje ze strony mikrocytéw. W przypadku
skrajnie matych erytrocytow prawidtowy rozdziat
pomiedzy dwoma populacjami komoérek czasami
moze by¢ niemozliwy. Poniewaz nakladanie sie
obydwu populacji jest w przyblizeniu takie samo
po obu stronach dyskryminatora, uzyskana liczba
plytek moze by¢ uznana za wiarygodna, jesli MCV
miesci sie w przedziale wartosci referencyjnych. W
takim przypadku zliczanie komorowe statystycznie
bytoby mniej precyzyjne.
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Ryc. 6 Ksztatt ,krzywej A”
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»Krzywa B”

W tym przypadku krzywa rowniez nie konczy sie
na linii podstawy histogramu. Odlegtos¢ od linii
podstawy jest duza i nie ma rozdzialu pomiedzy
dwoma populacjami. Populacje catkowicie na siebie
nachodzg. Mozliwg przyczyng takiego rozktadu mogg
by¢ fragmentocyty, ktére nachodzg na populacje
ptytek i uniemozliwiajg prawidtowy rozdziat. Taki 209, -
wynik jest watpliwy i za kazdym razem wymaga

weryfikacji. 10fL 20fL 30fL 40fL
»Krzywa C”
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W tym przypadku réwniez wymagana jest weryfikacja
liczby ptytek. Ruchomy gorny dyskryminator (PU)
zawsze prébuje ustawi¢ sie w miejscu optymalnego
rozdziatu populacji. Jednakze, w zwigzku z brakiem
widocznego przewezenia, spowodowang obecnoscig
ptytek olbrzymich lub agregatéw, miejsce rozdziatu
nie moze by¢ znalezione, dlatego liczba ptytek
powinna by¢ zweryfikowana przy uzyciu innej metody.
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Nieprawidtowy  rozktad  krwinek w  dolnym 0% 1
dyskryminatorze zdarza sie raczej rzadko. Moze by¢ S jooanomnoanas
spowodowany przez czgsteczki o objetosci ponizej ﬁ) fL
2 fl. Przyczyng interferencji moze by¢ zwiekszona
wartosc¢ tta, bakterie, grzyby lub resztki komorkowe.
W takim przypadku nalezy sprawdzi¢ wartos¢ tta i jesli
to konieczne wymieni¢ odczynniki.

20fL  30fL 40fL

Ryc. 8 Ksztatt .krzywej C”

Tabela 1 Czynniki moggce interferowac w zliczaniu ptytek metodg impedancyjng

Czynniki mogace interferowa¢ w Proponowany sposéb postepowania

oznaczenie ptytek metoda impedancyjng

= ocena histogramu
. . PLT i = jesli konieczne, weryfikacja liczby ptytek metodg Fonio lub zliczenie w
Ptytki olbrzymie komorze
= pomiar ptytek metodg optyczng lub fluorescencyjnie, w miare dostepnosci
= ocena histogramu
PLT l = w przypadku niskiego prawdopodobienstwa trombocytopenii nalezy
TR [P wykluczy¢ pseudotrombocytopenie EDTA-zalezng poprzez analize liczby
ptytek w materiale pobranym na cytrynian
ocena histogramu
mikrocyty i ptytki mogg nie by¢ doktadnie rozdzielone na podstawie
Mikrocyty PLT T objetosci L . N
= jesli konieczne, weryfikacja liczby ptytek metodg Fonio lub zliczenie w
komorze
= pomiar ptytek metodg optyczng lub fluorescencyjnie, w miare dostepnosci
ocena histogramu
fragmentocyty i ptytki moga nie by¢ doktadnie rozdzielone na podstawie
Fragmentocyty PLT T .Ob,J gtoscl L . o
= jesli konieczne, weryfikacja liczby ptytek metodg Fonio lub zliczenie w
komorze
= pomiar ptytek metodg optyczng lub fluorescencyjnie, w miare dostepnosci
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