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Wyzwania zliczania monocytow

Wprowadzenie

Monocyty sg jedng z populacji leukocytéw (biatych krwinek - WBC)
i petnig wazng role w odpowiedzi immunologicznej organizmu.
Jedna z ich funkcji jest niszczenie bakterii w procesie fagocytozy,
z tego powodu w ich cytoplazmie czesto widoczne sg wakuole.

Monocyty produkowane s3 w szpiku kostnym z komérek prekur-
sorowych zwanych monoblastami, ktére z kolei wywodz3 sie

z hematopoetycznych komérek macierzystych. Monocyty kraza
w krwioobiegu od okoto jednego do trzech dni, po czym zazwyczaj
whikaja do tkanek w catym organizmie. W tkankach catego ciata
nastepuje proces dojrzewania monocytéw do réznych typow
makrofagéw. Makrofagi poprzez proces fagocytozy odpowiadaja
za ochrone tkanek przed obcymi ciatami (mikrobami, komdrkami
nowotworowymi, szczatkami komérek). Morfologicznie monocyty
sg najwiekszymi leukocytami o wielkosci od 10 do 20 pm.
Zazwyczaj posiadaja duze jadro i umiarkowang ilo$¢ cytoplazmy,
ktéra w barwieniu Maya-Grunwalda-Giemsy przyjmuje kolor
szaroniebieski. Ich cytoplazma moze zawiera¢ mate, réwnomiernie
roztozone ziarnistosci i czasami wakuole (ryc. 1i2). Zakres
referencyjny dla monocytéw wynosi u mezczyzn: 5,2 - 15,2% lub
0,29 - 0,95 x 10%/1, a u kobiet: 4,2 - 11,8 % lub 0,25 - 0,84 x 10%/1 [1].
Wartosci wykraczajace poza opisany zakres niekoniecznie sg
wyznacznikiem stanu chorobowego. Zaleca sie zawsze sprawdzac

zakresy referencyjne pod wzgledem dopasowania w danej popu-
lacji pacjentéw wedtug metody zalecanej przez Miedzynarodowg
Organizacje Biochemii Klinicznej i Diagnostyki Laboratoryjnej
(International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine) [2].

Ryc. 1 llustracja przedstawiajgca monocyt
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Ryc. 2 Obrazy mikroskopowe monocytéw w wybarwionym rozmazie krwi obwodowej

Funkcja monocytéw

Monocyty a takze makrofagi i komérki dendrytyczne, w ktére sie
réznicuja, petnig trzy gtdwne funkcje w systemie odpornosciowym.

a) Fagocytoza
Drobnoustroje i ciata obce sg pochtaniane przez komérke i nisz-
czone poprzez proces trawienia.

b) Prezentacja antygenéw

Fragmenty biatek drobnoustrojéw, ktére pozostaty po procesie
trawienia moga stuzy¢ jako antygeny. Prezentowane s3 na po-
wierzchni monocytéw co aktywuje limfocyty T, ktére wytwarzaja
swoistg odpowiedZ immunologiczna skierowang przeciw zapre-
zentowanemu antygenowi.

c) Produkcja cytokin

Wiele czynnikéw wytwarzanych przez inne komérki moze regulo-
wac chemotaksje i inne funkcje monocytéw. Dla przyktadu niektére
drobnoustroje moga bezposrednio stymulowa¢ monocyty do
produkcji prozapalnych i przeciwzapalnych cytokin i wspomagac
odpowiedZ immunologiczna.

Zliczanie monocytéw

Liczba monocytéw stanowi cze$¢ wyniku rozdziatu populacji
leukocytéw i moze by¢ wyrazona jako procent wzgledem catkowitej
liczby biatych krwinek lub jako wartos¢ bezwzgledna. Obydwie
wymienione wartosci sa uzyteczne w przypadku stawiania diagnozy.
Wyrézniamy dwa stany nieprawidtowe odnoszace sie do liczby
monocytéw: monocytoze i monocytopenie.

1) Monocytoza

Jest to wzrost liczby monocytéw w krwioobiegu, a doprowadzic¢
do niej moze szeroka gama réznych schorzen. Niektére z nich to
rézne choroby infekcyjne (np. gruZlica, trad czy salmonelloza),
choroby krwi i uktadu odpornosciowego (przewlekta neutropenia
i choroby mieloproliferacyjne), choroby autoimmunologiczne

i zapalenie naczyn, biataczki (np. przewlekta biataczka mielomono-
cytowa - CMML), stan rekonwalescencji po neutropenii lub ostra
infekcja.

2) Monocytopenia

Jest to zmniejszenie liczby monocytéw w krwioobiegu. Izolowana
monocytopenia jest rzadko spotykanym zjawiskiem. Wsréd jej
przyczyn mozemy odnalez¢: ostre infekcje, stres, stosowanie
glikokortykosteroidéw, anemie aplastyczna, biataczke wtochato-
komérkowa, ostra biataczke szpikowa, terapie lekami mielotok-
sycznymi i zespoty genetyczne.

Wyzwania w zliczaniu monocytéw

Gdy poréwnamy manualng i automatyczng metode zliczania
monocytdw nasuwaja sie nastepujace pytania odnosnie liczby
monocytow:

m Dlaczego wyniki otrzymane z manualnego zliczania s
zwykle nizsze od metody automatycznej?

m Dlaczego stosowane s rézne zakresy referencyjne dla
metody manualnej i automatycznej?

Powdd réznicy w liczbie monocytéw moze zostac zidentyfiko-
wany, gdy przyjrzymy sie uwazniej uzywanej metodzie, regutom
statystyki, a takze sposobowi, w jaki monocyty uktadaja sie na
szkietku rozmazowym.
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Metody

Manualne réznicowanie krwinek biatych

Otrzymywane jest poprzez wykonanie rozmazu krwi obwodowej:
cienka warstwa krwi jest rozcierana na szkietku mikroskopowym,
a nastepnie wybarwiana w sposéb umozliwiajacy ocene poszczegdl-
nych komérek krwi. W tym celu nalezy odnalez¢ obszar, w ktérym
krwinki tworza pojedyncza warstwe komérek co pozwoli na ich
dalsze zliczenie i ocene. Poszukiwany obszar jest zlokalizowany
w tzw. ,wasach” rozmazu, ktére powstajg w wyniku rozmazywania
krwi przez szkietko rozmazujgce (ryc. 3). Po wybarwieniu, pojedyn-
cza warstwa komorek jest ogladana pod mikroskopem, poszczegdl-
ne krwinki sg oceniane, a ich morfologia opisywana i zapisywana.

Na jako$¢ rozmazéw (wybarwionych wedtug metody Maya-
Grunwalda-Giemsy lub Wrighta) wptywa wiele znanych czynnikéw,
takich jak odttuszczenie szkietka, jakos¢ szkietka rozmazujacego,
kat rozmazywania i protokét barwienia. Ponadto monocyty sa
szczegolnie przylegajagcymi komdérkami. Zaréwno powierzchnia
szkietka rozmazujacego, jak i szkietka, na ktérym wykonywany jest
rozmaz, stanowia doskonate obszary adhezyjne dla tej populacji
krwinek biatych. W rezultacie monocyty wykazujg tendencje do
zbierania sie na brzegach rozmazu [3]. Z tego powodu pewng
trudnos$¢ moze przysparzac proba odnalezienia ich w pojedynczej
warstwie komdrkowej, ktéra zazwyczaj jest ogladana, co zwieksza
trudnos$¢ uzyskania wiarygodnego wyniku.

Ryc. 3 Tzw. “wgsy” widoczne na koricu rozmazu krwi obwodowej
wybarwionego metodq Wrighta-Giemsy

Automatyczny pomiar komérek

Przy pomocy cytometrii przeptywowej komérki sg znakowane
fluorescencyjnie i mierzone przy uzyciu lasera pétprzewodnikowego.
Cytometr przeptywowy liczy i klasyfikuje komorki poprzez naswie-
tlanie ich monochromatyczng wiazka $wiatta lasera i analize otrzy-
manych sygnatéw. Sg to sygnaty Swiatta: rozproszonego czotowo
(FFS), rozproszonego bocznie (SSC) i bocznego fluorescencyjnego

(SFL). Intensywnosc dwéch pierwszych (FSC i SSC) obrazuje
strukture powierzchni, wielkos$¢ i ksztatt czasteczki, ksztatt jadra,
indeks refrakgji i odblask komérki. Generalnie sygnat FSC rosnie
wraz ze wzrostem rozmiaru komérki, a sygnat SSC jest silniejszy
im bardziej skomplikowane sg struktury wewnetrzne. Z kolei
intensywnos$¢ swiatta fluorescencyjnego odzwierciedla gtéwnie
rodzaj i ilos¢ kwaséw nukleinowych oraz wewnetrzne organelle
komérkowe. To whasnie przy uzyciu wspomnianych wczesniej
technik nastepuje réznicowanie i zliczanie subpopulacji leukocytéw.
Pozwala to takze na wykrywanie komérek nieprawidtowych

i niedojrzatych (ryc. 4).
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Ryc. 4 Zasada pomiaru fluorescencyjnej cytometrii przeptywowej

Technologia analizatoréw XN

Portfolio analizatoréw XN sktada sie z serii XN i XN-L. Przy uzyciu
kanatu WDF seria XN bada cztery populacje komérek (neutrofile,
eozynofile, limfocyty, monocyty (ryc. 5a)), a seria XN-L piec¢
populacji (cztery wcze$niej wymienione plus bazofile (ryc. 5b)).

W obydwu seriach analizatoréw zasada pomiaru bazuje na wyjatko-
wym uktadzie odczynnikéw sktadajacym sie z roztworu lizujgcego

i markera fluorescencyjnego, ktére dodawane sg do prébki krwi.
Podczas tego procesu pierwszy sktadnik, Lysercell WDF, powoduje
hemolize i rozpad czerwonych krwinek i ptytek krwi, natomiast
w krwinkach biatych przyczynia sie jedynie do perforacji btony
komdrkowej. Biate krwinki w wiekszosci pozostajg w stanie niena-
ruszonym, co czyni ten odczynnik tak niezwyktym. Potencjalne
zmiany, wptyw na morfologie komérek, a takze stopien perme-
abilizacji btony zalezy od cech poszczegélnych typéw biatych
krwinek. Réznice te sg widoczne przy uzyciu $wiatta rozproszonego
bocznie. Opisane zmiany moga by¢ zaobserwowane w skaningowym
mikroskopie elektronowym (SEM) (ryc. 6) i przy uzyciu innych
technik [4]. W kolejnym kroku znacznik fluorescencyjny penetruje do
komérek i znakuje ich kwasy nukleinowe oraz organelle komérkowe.
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SFL

Ryc. 5a Skatergram WDF serii XN (TTP)
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Ryc. 5b Skatergram WDF serii XN-L
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Ryc. 6 Obrazy SEM wyizolowanych subpopulacji leukocytéw przed i po zastosowaniu na nich odczynnika Lysercell WDF. Dla poréwnania odcinek dtugosci T um.

Po okresie inkubacji nastepuje analiza SFL, FSC i SSC prébki poprzez
cytometrie przeptywowa, przy uzyciu lasera pétprzewodnikowego.
W dalszym toku analizy zmierzone sygnaty kazdej pojedynczej
komorki sg zapisywane w czasie rzeczywistym i przedstawiane na
skatergramach (ryc. 5a i 5b). Dzieki szczeg6lnej analizie identyfikacji
kazdej populacji oraz elastycznemu bramkowaniu pomiar zapewnia
doskonata doktadnosé zliczania i wysoka czutosc flag. Adhezja
monocytdw nie jest wiec istotna, ze wzgledu na brak szkietka
rozmazowego w procedurze zliczania.

Jak uzyska¢ najdoktadniejsze wyniki zliczania?

Wptyw liczby komérek na wiarygodnos¢ wynikéw jest wyjasniony
poprzez ponizszy przyktad, w ktérym zatozona liczba leukocytow
wynosi 8 000/yl, a populacja monocytéw stanowi 5 %.

® Réznicowanie manualne: Zazwyczaj w rutynowej ocenie
rozmazu mikroskopowego zliczanych i ocenianych jest 100
pierwszych napotkanych leukocytéw (n =100 komarek).

®m Réznicowanie automatyczne: Dla przyktadu analiza leuko-
cytéw w aparacie serii XN odbywa sie poprzez rozciericzenie
prébki odczynnikiem w stosunku 1: 61. Analizowana objetos¢
to 58,2 pl, a suma zliczonych komérek wynosi wtedy:

8000 komérek/pl
EEE— x 58,2 pl (analizowana objetosc) =7 633 WBC
61 (rozciericzenie)

Powyzszy przyktad pokazuje, ze jesli wyswietlona liczba leuko-
cytéw wynosi 8 000/l to analizie poddano 7 633 komérek na
aparacie serii XN (n =7 633).

Tabela Riimke [5] pokazuje predykcje statystyczna doktadnosci
parametréw zliczania (zobacz tabela 1).
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Tabela 195 % przedziat ufnosci dla rzeczywistej liczby komérek na 100 leukocytéw. A = policzone komdérki na 100 leukocytéw

Rzeczywista liczba komérek na100 WBC

n=200 n=500

0 0-3.6 0-18 0-07 0-04 0-0.1

1 0.0-54 01-3.6 03-23 05-18 0.8-13

5 1.6-11.3 24-90 33 =73 37-65 4.5-55
10 4.9 -17.6 6.2-15.0 75-13.0 8.2-12.0 9.4-10.7
15 8.6-235 10.4 - 20.7 12.0-18.4 12.8-17.4 14.3-15.8
20 12.7-29.2 14.7 - 26.2 16.6 - 23.8 17.6 -22.6 19.2-20.8
30 21.2-40.0 23.7-36.9 26.0 -34.2 27.2-32.9 291-31.0
40 30.3-50.3 33.2-471 357-44.4 36.9 -431 39.0 -41.0
50 39.8-60.2 42.9 - 571 455-545 46.9 - 53.1 49.0 -51.0
70 60.0-78.8 63.1-76.3 65.8-74.0 671-72.8 69.0-70.9
80 70.8 - 87.3 73.8-85.3 76.2-83.4 774 -82.4 79.2-80.8
920 82.4-951 85.0-93.8 87.0-925 88.0-91.8 89.3-90.6
100 96.4-100 98.2-100 99.3-100 99.6 -100 99.9 -100

esli w rozmazie widzimy 5% monocytéw przy zliczeniu n =100
) y o7 ytowprzy m Kawauchi S et al. (2014): ‘Comparison of the Leukocyte

komérek oznacza to, ze prawdziwa wartosc znajduje sig pomiedzy differentiation Scattergrams between the XN-Series and

1,6 a 11,3. Przedziat ufnosci jest bardzo szeroki poniewaz liczba ) ,
o . . i . ) the XE-Series of Hematology Analyzers’ [3].
réznicowanych komérek jest bardzo niska. Dla poréwnania analiza-

tory XN réznicuja tysiace komorek z tej samej probki (wyliczenia
pokazane w powyzszym réwnaniu). Przy takiej liczbie réznico-
wanych komérek wynik monocytéw zawieratby sie maksymalnie Tabela 2 Poréwnanie réznicowania leukocytéw w trybie ‘Low WBC’ serii
miedzy 3,7 a 6,5. Dlatego tez w ujeciu statystycznym wieksza liczba XN i automatycznego zliczania (serii X) z réznicowaniem manualnym,

. j . O L przeprowadzone na oryginalnych prébkach
ocenianych komérek prowadzi do bardziej doktadnych wynikéw.

Réznicowanie Réznicowanie
automatyczne R? manualne R?
Publikacje Neutrofile % 0.98 0.87
Badania, ktére poréwnuja ze sobg rézne metody (zliczanie manualne, Lymfocyty % 0.97 0.86
fluorescencyjna cytometrie przeptywowa i/lub automatyczne Monocyty % 0.92 0.84
réznicowanie przy uzyciu aparatéw serii X i XN) pokazujg wyniki Eozynofile % 0.84 067
doskonatej doktadnosci w przypadku automatycznego zliczania Bazofile % 010 0.00
dokonanego przez analizatory.
m Seo Y et al. (2015): ‘Performance evaluation of the new
hematology analyzer Sysmex XN-Series’ [6]. Tabela 3 Korelacja wynikéw morfologii krwi otrzymanych z aparatéw
serii XN i XE-2100
Ponizsza tabela (tabela 2) zaczerpnieta z wyzej wymienionej Warto€ R? e T —
publikacji pokazuje wspotczynniki korelacji, poréwnujace rézni-
cowanie leukocytéw w trybie ‘Low WBC’ serii XN i automatyczne wec 0.99 107 076
zliczanie (serii X) z r6znicowaniem manualnym. Neutrofile 0.99 1.00 -0.02
Limfocyty 0.99 114 -03
m Briggs C et al. (2012): ‘Performance evaluation of the Sysmex Monocyty 0.91 0.90 +0.09
haematology XN modular system’ [7]. Eozynofile 0.99 0.98 0.00
Bazofile 0.76 115 +0.01

Ponizsza tabela (tabela 3) pokazuje korelacje pomiedzy wynikami
réznicowania serii XN i XE-2100; dane pokazane na przyktadzie WBC. IG 0.94 114 +0.02
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Artykut wyjasnia réznice w dziataniu odczynnikéw WDF i DIFF na
leukocyty. Dodatkowo ttumaczy dlaczego skatergram WDF serii
XN pokazuje lepsze rozdzielenie réznych populacji komérek, szcze-
gélnie jesli chodzi o limfocyty i monocyty.

Podsumowujac, wyniki cytowanych publikacji pokazuja precyzje
wynikéw automatycznego réznicowania XN w poréwnaniu do serii X
i manualnego zliczania. Wspomniane poréwnania oraz tabela Riimke
powalajg na wyciagniecie wnioskéw, ze automatyczne zliczanie
powinno by¢ metoda z wyboru dla ustalenia komérkowosci prébki.
Jednakze w przypadku wystapienia patologicznych wynikéw
rozdziatu automatycznego, wraz z flagami ‘Blasts/Abn Lympho?’
ocena réznicowania komérek powinna byc oparta o zliczanie

w rozmazie mikroskopowym. Analizator pomimo zdolnosci do
wykrycia nieprawidtowych komérek i zaraportowania tego faktu,
nie jest w stanie ,zobaczy¢” szczegétowej morfologii komérek
w ten sam sposéb co ludzkie oko. Z tego powodu weryfikacja
obrazu komérek (np. mikroskopowo) przez wykwalifikowany
personel laboratorium jest niezbedna w opisanych sytuacjach.

Wspdtczesnie weryfikacja mikroskopowa moze byc¢ znaczaco
utatwiona dzieki systemom obrazowania automatycznego takim
jak DI-60* (ryc. 7).

Automatyczne réznicowanie mikroskopowe

DI-60 firmy Sysmex to system automatycznej lokalizacji i analizy
obrazu komérek, ktéry moze byc¢ zintegrowany z linig hematolo-
giczna.

Samo urzadzenie sktada sie z ruchomych obiektywdw, wysokiej
jakosci kamery i systemu komputerowego, ktéry gromadzi i wstepnie
analizuje komérki z rozmazu krwi obwodowej. Odbywa sie to poprzez
automatyczna lokalizacje komérek na szkietku mikroskopowym,
ktdre zostajg uchwycone na zdjeciu przez zaawansowany uktad
optyczny kamery, ktére nastepnie sg analizowane i poddawane
wstepnej klasyfikacji przez czotowy system analizy obrazu. Analizator
jest wyposazony w system sztucznej sieci neuronalnej, ktéry zapro-
gramowano do rozpoznawania i réznicowania cech komaérek krwi.
Uktad ten analizuje okoto 300 cech kazdej komérki i poréwnuje
je z posiadang baza danych.

Liczba leukocytéw, ktéra bedzie poddana analizie jest mozliwa do
ustalenia przez uzytkownika. Po znalezieniu i wstepnej klasyfikacji
komérek przez DI-60 nastepuje weryfikacja danych przez operatora.
W razie potrzeby mozliwa jest modyfikacja klasyfikacji kazdej
pojedynczej komdrki. Operator posiada takze mozliwo$¢ wpisania
dodatkowych uwag i komentarzy. Tabe Y i wsp. [8] wykazali bardzo
dobrg doktadnos¢ i zgodnos$¢ pomiedzy wynikami otrzymanymi

z DI-60 a manualnym réznicowaniem komérek. Ogélna doktadnos¢
analityczna wstepnej klasyfikacji dokonywanej przez DI-60, wliczajac
w to patologiczne populacje krwinek biatych, wynosi 88,4 %. Dodat-
kowo blasty byty klasyfikowane z 95% czutoscia i 99 % swoistoscia.

Wstepna klasyfikacja komérek przez DI-60 pozwala na zaklasyfi-
kowanie ich do nastepujacych grup:

m WBC: neutrofile segmentowane, patki, eozynofile, bazofile,
monocyty, limfocyty, limfocyty atypowe, komérki plazmatyczne,
promielocyty, mielocyty, metamielocyty, blasty.

® Inne komorki: cienie komérkowe, artefakty, ptytki olbrzymie,
agregaty ptytek, erytroblasty.

Urzadzenie w toku analizy wyniku prezentuje takze obraz
uktadu czerwonokrwinkowego, na podstawie ktérego mozna
opisa¢ morfologie komoérek i oszacowac liczbe ptytek krwi.

Wyniki analizy, a takze obrazy komérek z automatycznej oceny
rozmazu krwi sg wyswietlane na ekranie (ryc. 8), tak aby mozliwa
byta koricowa ocena wyniku przez operatora. Po dokonaniu akcep-
tacji, w kolejnym kroku, wyniki rozdziatu komérek sg przesytane
do laboratoryjnego systemu informatycznego (LIS).

Ryc. 7 System cyfrowej analizy obrazu DI-60* firmy Sysmex
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Ryc. 8 Obrazy komérek otrzymane w toku analizy DI-60%,
zaprezentowane w widoku wyniku

*DI-60 jest produkowane przez CellaVision AB - www.cellavision.com
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Whioski

Monocyty pomimo tego, ze sa najwiekszymi sposréd WBC
moga przysporzyc¢ probleméw w zliczaniu z powodu ich silnej
adhezji do szkietka mikroskopowego. Jednak nawet w takich
przypadkach nalezy ustali¢ ich wiarygodng liczbe, aby méc
oceni¢ stan pacjenta, na przyktad ze wzgledu na monocytoze,
ktéra moze byc wskaznikiem réznych choréb.

Technologia fluorescencyjnej cytometrii przeptywowej pozwala
na uzyskanie wiarygodnych wynikéw liczby monocytéw.
Automatyczne analizatory hematologiczne, ktére wykorzystujg
te technologie podczas pomiaru, zliczajg bardzo duze ilosci
komérek, co sprawia, ze wynik statystycznie jest bardziej
doktadny. Co wiecej jesli morfologia monocytéw wymaga
weryfikacji mikroskopowej mozliwe jest wykonanie jej poprzez
zintegrowany, automatyczny analizator, ktéry pozwoli takze
na ocene i wstepna klasyfikacje pozostatych komérek. Takie
zastosowanie pozwoli na zmniejszenie czasu potrzebnego na
wydanie wyniku i zwiekszy stopien standaryzacji wykonywa-
nego badania, a takze doktadnos¢ wynikéw.

Powyzszy materiat pokazuje, ze automatyczne i manualne
réznicowanie komérek réznia sie pod kilkoma wzgledami.
Dla prawidtowej interpretacji wyniku zakresy referencyjne,
szczegdlnie dla liczby monocytéw otrzymanej z automatycznego
i recznego rozdziatu, powinny by¢ dostosowane indywidualnie
w kazdym laboratorium.
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