VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

N
7

jj BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

TECHNOLOGII

S
/f

-/
/ USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

=

DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

ANALYZA DIFERENCIALNIHO ROZPOCTU
LEUKOCYTU V PERIFERNI KRVI RUZNYMI
DIAGNOSTICKYMI METODAMI

METHODS OF BLOODCELLS COUNTING

BAKALARSKA PRACE

BACHELOR’S THESIS

AUTOR PRACE JAN PAVLIK
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Jan Hrube$
SUPERVISOR

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKACNICH

@ FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION

BRNO, 2010


https://www.vutbr.cz/studis/?gm=gm_vizitka&perid=22573

VYSOKE UGENI
TECHNICKE V BRNE

A\
Fakulta elektrotechniky
@ a komunikacnich technologii
\ »
\K Ustav biomedicinského inzenyrstvi

Bakalarska prace

bakalafsky studijni obor
Biomedicinska technika a bioinformatika

Student: Jan Pavlik ID: 106123
Rocénik: 3 Akademicky rok: 2009/10
NAZEV TEMATU:

Analyza diferencialniho rozpoétu leukocytu
v periferni krvi riiznymi diagnostickymi metodami

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

Nasbirejte dostateéné mnoZstv! vysiedki diferencidiniho rozpottu leukocytt z pritokového cytometru.
Analyzujte vzorky pomoc! digitdinf morfologie, srovnejte s vysledky primamiho hodnoceni analyzatoru
digitaini morfologie s korekei laborantky.

Vybrana data zpracujte, zjistéte rozdil mezi primarnim hodnoceni analyzatoru a korekci laborantky.
Zjistéte vztah vysledk( k hodnotam hematokritu.

DCOPCORUGENA LITERATURA:

{1] Kadirkova P., Campr V.: Hematoonkologicky atlas krve a kostni dfens. Grada, 2007, ISBN:
978-80-247-1853-8
[2] Vokurka M., Hugo J. a kol: Prakticky slovnik mediciny. Maxdorf, 2008, ISBN: §78-80-7345-159-2

Termin zadani: 8.2.2010 Termin odevzdani: 31.5.2010

Vedauci prace: Ing. Jan Hrubes
Konzultanti bakalarské prace:

Lo B

prof. Ing. Ive Provaznik, Ph.D.
predseda oborové rady

UPOZORNENI:

Autor bakaléfskeé prace nesml pfi vytvafent bakalafské prace porusit autorska prava tietich osob, zejména nesmi
zasahovat nedovolenym zplisobem do cizich autorskych prav osobnostnich a musi si byt piné védom nasledki
poruseni ustanoven! § 11 a nasledujicich autorského zakona &. 1241/2000 Sb., vietna moznych trestnépravnich
dusledki vyplyvajlcich z ustanaveni éasti druhé, hlavy VI. dil 4 Trestniho zakoniku ¢. 40/2008 Sb.






Abstrakt

V soucasné dob¢ je standardizace morfologického vysetieni cytologickych preparatt
velice obtizné. Digitalizace obrazu a rozvoj vypocetni technologie umoznuje najit vhodné
feSeni k efektivnimu zpracovani cytologickych vzorkl. Firma Cellavision vyvinula ve
spolupréci s prednimi morfology piistroj Cellavision DM96, ktery vyuziva digitalizaci obrazu
krevnich buné¢k pro jejich morfologickou diagnostiku a naslednou archivaci. Je dilezité se na
tento systém zaméfit a provéfit jeho vyuziti v klinické praxi. Vysledky ziskané dvéma
riznymi metodami byly statisticky zpracovany a vyhodnoceny.

Klicova slova
cytologie, leukocyty, krevni natér, hematokrit, digitalni morfologie, prutokova
cytometrie, statistika

Abstract

At present, the standardization of morphological examination of cytological
preparations appears to be very difficult. Digitization and development of computer
technology makes it possible to find a suitable solution for the effective processing of
cytological samples. Company Cellavision, in collaboration with leading morphologist,
developed a device Cellavision DM96, which uses image capture of blood cells for their
morphological diagnosis and subsequent archiving. It is of great importance to focus on this
system and examine its use in clinical practice. The results obtained by two different methods
were statistically processed and evaluated.

Keywords
cytology, white blood cells, blood smear, hematocrit, digital morfology, flow
cytometry, statistics
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1. Uvod

V dnesni laboratorni praxi je vyvijen velky tlak na kvalitu analyzy, rychlost jejiho
provedeni a rychlost ziskani vysledku. Standardizace vystupl z laboratofe vyznamnou mirou
prispiva zkvalitnéni diferencidlni diagnostiky biologického materialu. Kazdd hematologicka
klinickd laboratof provadi hodnoceni kvality a kvantity bunck. Morfologické hodnoceni
cytologického preparatu (krevnich natéra) je zavislé do jisté miry na subjektivnim tsudku a je
podminéno turovni jeho zpracovani. V soucasné dobé je standardizace morfologického
vySetfeni cytologickych preparatii velice obtizné. Digitalizace obrazu a rozvoj vypocetni
technologie umoznuje najit vhodné feSeni k efektivnimu zpracovani cytologickych vzorkd.
Jednou z technickych novinek je tzv. ,,digitalni morfologie*.

Firma Cellavision vyvinula ve spolupraci s pfednimi morfology pfistroj Cellavision
DMO96, ktery vyuziva digitalizaci obrazu krevnich bunék pro jejich morfologickou
diagnostiku a naslednou archivaci. Tato technologie je ur¢ena piedevsim pro laboratote, kde
se provadi diferencialni diagnostika morfologie bunécnych populaci. Ptfinosem tohoto
systému je standardizace a urychleni celého procesu vysetieni krevniho vzorku. Digitalizace
krevnich natérii navic umoznuje zvysit uroven archivace a umoznuje ndsledné zpracovani
potiebné informace a flexibilitu konzultace s dalSimi odborniky.

Digitalni morfologie je zakladnim c¢lankem  systému  Telehematologie.
Telehematologie pomaha zkratit vzdalenost mezi odborniky rozsetymi po celé republice, ale i
po celém svéte. Redukuje se pomalé a rizikové posilani krevnich skel postou a k dispozici je i
online konzultace specialisti pomoci internetu ¢i videokonference. Z hlediska pacienta
digitadlni morfologie umoziuje zkvalitnéni péfe zrychlenim ¢i upfesnénim dilezitych fazi
prediagnostiky a klasifikace onemocnéni.

Teoreticka Cast této prace se zaméfuje na morfologickou stranku bun€k a zakladni
meéfici principy, které jsou dulezité pro pochopeni a orientaci v metodich méfeni
porovndvanych pfistroji. V teoretické casti je také zahrnuta teorie pouzitych statistickych
postupil a testll. Praktickou cast reprezentuje sbér a manipulace se vzorky, statistické
zpracovani zkoumanych metod. VSechna nasbirané data a tabulky jsou umistény Vv piilohach.

2.  Cil prace

Cilem této bakalaiské prace je zjistit jakykoliv vztah ¢i rozdil mezi méfenim
prutokovym cytometrem Sysmex XE-5000 a analyzatorem digitalni morfologie Cellavision
DM96. Mym tkolem je nashromézdit dostatecné mnoZstvi dat z ptistroje digitalni morfologie
Cellavision DM96. Dilezité je zaméfit se na ode€itani dat diferencialniho rozpoctu bilych
krvinek z primarniho rozfazeni analyzatoru Cellavision DM96 bez zasahu personélu
laboratofe a poté zaznamenat ta sama data, ovSem jiz po korekci zdravotnického personalu.
Jako zlaty standard jsou pouZzity hodnoty diferencidlniho rozpoctu bilych krvinek krevnich
obrazi ziskané z prutokového cytometru XE-5000. Ze ziskanych hodnot jsem zjistoval, do
jaké miry se hodnoty mezi sebou lisi, a tyto hodnoty byly podrobeny statistickym analyzam.
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3. Teoreticka cast

3.1 Charakteristika bilych krvinek (dale jen leukocyty)

Leukocyty jsou soucasti bunécné slozky krve. Uplatiuji se zejména pfi
obranyschopnosti organismu. Za fyziologickych podminek se nachazi v lidské Krvi
v koncentraci 4 - 10 x 10%1 bilych krvinek. Leukocyty vznikaji v krvetvornych organech.
Granulocytarni fada dava vznik efektorovym bunikam s obsahem specifickych granul (Obr. 1).
V monocytarni fad¢ vznikaji monocyty. Granulocytarni a monocytarni vyvojova fada maji
spole¢nou prekurzorovou buriku a tim jsou zahrnuty v tzv. myeloidni vyvojové linii (Obr. 1).
Z prekurzorové lymfoidni bunky vznikaji postupnym vyzravanim v jednotlivych
krvetvornych orgénech (kostni dfen, thymus) vSechny formy lymfocyt (lymfocyty T a B, NK
bunky). (Obr. 2). Zralé nebo témét zralé bunky opousti kostni dien, granulocyty a monocyty
prechazeji do krevniho ob&hu, T a B lymfocyty do lymfatickych systémt, kde dozravaji a jsou
pak castecné vyplavovany do obvodové krve. V pribéhu zrani se builkka leukocytu
morfologicky méni. Cytoplazma b&hem vyvoje ztraci svou bazofilii, u nékterych bun¢k
(granulocyty) se objevuji specifickd granula. Jaderny chromatin se zahust'uje a ztraci jemné
uspofadani, u zralych granulocytl mize segmentovat. Buiika postupné zmensuje i sviij objem
a méni tvar. [1]

Myeloidni vyvojova linie
Myeloblast

|

[ | |
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é Hocrom e Myedold dendritic cell *

Obr. 1 myeloidni vyvojova linie (Granulocytarni a monocytarni) [11]
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Obr. 2 lymfoidni vyvojova linie [11]

3.2 Délenileukocytii

KrozliSeni bilych krvinek v natérech periferni krve vyuzivdme nékteré jejich
morfologické charakteristiky. V§imame si zejména tvaru a vzhledu jadra, vyzralosti jaderného
chromatinu, vzhledu a zabarveni cytoplazmy, pfitomnosti granul aj. Polymorfonukleary
(polynukleary) maji lalonaté a ¢lenéné jadro. Radi se k nim efektorové buiiky granulocytarni
fady (viz slovnik pojmi). Naopak mononukleary maji na rozdil od ptedeslé skupiny jadro
jednolité, kulovitého nebo ovalného tvaru. Jiné déleni, které vychazi z toho, zda cytoplazma
obsahuje ¢i neobsahuje granula, rozliSuje granulocyty a agranulocyty. Granulocyty od stadia
zralého myelocytu obsahuji specifickd granula v cytoplazmé a v této fadé rozliSujeme
neutrofilni, eozinofilni a bazofilni granulaci. Agranulocyty nemaji specifickou granulaci,
pouze u nékterych lymfocytli mize byt v cytoplazmé ptitomno malé mnozstvi azurofilnich
granul. [1]
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3.3 Leukocyty hodnocené v barveném natéru periferni krve

Nesegmentovany granulocyt (tyc)

Priumér: 10— 16 um.

Jadro: neni segmentovano, ma tvar podkovy nebo klicky ¢i rovné nebo lehce do oblouku
stocené tyCky. Povrch jadra je pravidelny bez vyraznéjsiho zaskrceni.

Chromatin: hutny, nerovhnomérné rozmistén, ma hrudkovity charakter, tvofi tmavsi a
svétlejsi policka.

Cytoplazma: vétsinou slabé oxyfilni s granulaci. [1]

&

Obr. 3 neutrofilni ty¢ [1]

Segmentovany neutrofilni granulocyt (neutrofilni segment, neutrofil)

Primér: 12 - 15 um.

Jadro: zaskrcené vétSinou rozdélené na 2 - 5 ¢asti (segmentll) spojenych tenkymi nitkovitymi
mustky.

Chromatin: hutny, tmavsi poli¢ka jsou seskupena po obvodu jadra.

Cytoplazma: oxyfilni s ¢etnym zastoupenim specifickych granul, ktera obsahuji enzymy
(neutralni proteazy, kyselé hydrolazy, myeloperoxidazu, esterazy), cytotoxické a
antimikrobni latky, cytoplazmatické membranové receptory. [1]

83

Obr. 4 neutrofilni segment [1]
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Segmentovany eozinofilni granulocyt (eozinofilni segment, eozinofil)

Priumér: 10 - 16 um.

Jadro: vétSinou segmentovano na 2 fragmenty propojené vzajemné chromatinovym
mustkem. Vzhledem pfipominé ¢inku nebo bryle.

Chromatin: hutny, misty prosvétleny.

Cytoplazma: oxyfiln¢ zabarvena s ¢etnym zastoupenim specifickych eozinofilnich granul,
ktera obsahuji napf. bazicky protein, histamindzu, histamin, kysel¢ hydrolazy,
eozinofilni peroxidazu, plazminogen. [1]

& -3

Obr. 5 eozinofilni granulocyt [1]

Segmentovany bazofilni granulocyt (bazofilni segment, bazofil)

Primeér: piiblizné 11 um.

Jadro: lalo¢naté, pfipomina jetelovy list, ¢asto rozdéleno na 3 segmenty, spojené mezi sebou
siln€j$im chromatinovym mustkem. Jadro nemusi byt mnohdy diky vyrazné granulaci
dobfe viditelné. [1]

Chromatin: obsazen v mensi mife nez u neutrofilniho segmentu, tvofi hutna, tmava policka.

Cytoplazma: obsahuje specifickd granula hruba a vétSi nez u ostatnich typt segmentd.
Granula obsahuji histamin, serotonin, prostaglandiny a heparin.

Obr. 6 bazofilni segment [1]
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Monocyt

Primér: piiblizné stejny jako u promonocytu.

Jadro: nepravidelné, ledvinovité.

Chromatin: tidky, vlaknity s tmavsimi policky.

Cytoplazma:

Sedomodra, cCasto s vakuolizaci,

vétSinou s jemnou granulaci,

V bézném barveni piili§ zietelna. [1]

-
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o
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Maly lymfocyt

Primér: 8 — 10 pm.

Obr. 7 monocyt [1]

Jadro: kulaté, vyplnuje velkou c¢ast bunky.
Chromatin: hutny homogenni, jadérko neni viditelné.
Cytoplazma: slab¢ az stfedn¢ bazofilni, tvofi okolo jadra Gzky lem. [1]

0--

Obr. 8 maly lymfocyt [1]
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Velky lymfocyt

Primér: 12— 16 um.

Chromatin: oproti malému lymfocytu fids$i, mohou byt i viditelna jadérka.

Cytoplazma: oxyfilni nebo lehce bazofilni, v nékterych pfipadech miize obsahovat nékolik
primarnich azurofilnich granul seskupenych vétSinou v jednom misté. [1]

Obr. 9 velky lymfocyt [1]

3.4 Hematokrit

Hematokrit (HCT) patii mezi zakladni parametry Cervené krvinky a udava pomér
objemu erytrocyti k celkovému objemu krve. Fyziologické hodnoty jsou pro muze 0,42-0,52
a pro zeny 0,37-0,47. Hematokrit mizeme zjistit bud’ centrifugaci nesrazlivé krve, nebo
pomoci krevnich analyzatori, kde je pocitan z nékolika krevnich parametrii. Natérovy
automat potrebuje ke své funkci znat hodnotu hematokritu. Proto jsou hodnoty hematokrit
sestaveny do 8 hladin (leveld), (Tabulka 1). Nize popsané hodnoty pochazeji z oddéleni
klinické hematologie Fakultni nemocnice v Brné Bohunicich. Hladina hematokritu muze
ovlivnit umisténi nékterych krvinek v natéru, vzhledem jejich velikosti. V praktické &asti
prace tomuto tématu je vénovana pozornost. Diferencidlni rozpocty leukocytii byly naméfeny
v 0smi hematokritovych hladinach (pfilohy A - H). [2]

Level Hodnota HCT

Level 1 <0,20

Level 2 0,20 - 0,25
Level 3 0,25-0,30
Level 4 0,30-0,35
Level 5 0,35-0,40
Level 6 0,40-0,45
Level 7 0,45-0,50
Level 8 >0,50

Tabulka 1 hematokritové hladiny (levely)

15



3.5 Mérici principy pristroji
Princip hodnoceni diferencialniho rozpoctu leukocytu (diffu)

Jelikoz jsou leukocyty znaéné¢ morfologicky i funkéné rozmanité, je pouhé stanoveni
jejich koncentrace v krvi pro spravnou klinickou diagnostiku nedostacujici. Je nutné provést
hodnoceni barveného krevniho natéru a zjistit pomérné zastoupeni jednotlivych druht
leukocytt. Diferencialni rozpocet bilych krvinek se v bézné laboratorni praxi provadi
zhodnocenim 100 leukocytl a jejich morfologickym rozdélenim do odpovidajicich linii. I pfi
fyziologickém celkovém poctu leukocyti muze byt urcitd linie zmnozena nebo naopak
zastoupena mensi mérou. U nékterych onemocnéni byvéa charakteristickd zména v
procentudlnim zastoupeni urc¢itych typt leukocytli (naptf. zmnozeni neutrofilti, lymfocyt nebo
eozinofili). Z krevniho natéru lze tak odvodit procentuelni pocty mladSich nebo starSich
vyvojovych forem neutrofilnich granulocyti. Pfevaha starSich forem je charakterizovana
jddry s vice segmenty a je svédectvim utlumu jejich produkce. Naopak veétsi vyskyt
neutrofilnich ty¢i svéd¢i o stimulaci leukopoézy (tvorby leukocytit). Dale se hodnoti bazofilni
a eozinofilni segmenty, lymfocyty a monocyty, jejichz pocty a poméry mohou byt spjaty
s riiznymi chorobami. Ciselné vysledky jsou klinikiim vydavané v procentuelni podobg, nebo
Vv absolutnim poctu, ktery je vztazen k celkovému poctu leukocytti. Pro hodnoceni krevnich
natéri je nutné pouzit standardnich postupti pro optimalizaci a moznost porovnatelnosti mezi
subjekty (jednotlivi pracovnici, laboratofe). Kontrola kvality v hematologické laboratofi je
fizena tstavem SEKK (Systém externi kontroly kvality). Tabulka 2 popisuje fyziologické
hodnoty ziskané z protokolu SEKK pro hodnoceni krevnich natéra. [2; 3]

Leukocyty
Neutrofily 47 -70 %
Tyce 0-4%
Lymfocyty 20-45%
Monocyty 2-10%
Eozinofily 0-5%
Bazofily 0-1%

Tabulka 2 fyziologické hodnoty diferencialniho rozpoc¢tu leukocyti [3]

Princip zhotoveni krevniho ndtéru natérovym automatem Sysmex SP-1000i

Aby bylo mozné leukocyty mikroskopicky hodnotit, je potieba krevni vzorek
aplikovat a rozetfit na podlozni mikroskopové sklicko, natér zafixovat pomoci metanolu a
déle ho obarvit potiebnym barvenim. Ru¢ni technika tvorby natérii je nepfipustnad pro dalsi
strojové zpracovani proto i v tomto odvétvi zaplsobila sila automatizace. Natérovy automat
Sysmex SP-1000i zhotovuje precizni barvené krevni natéry. Zhotoveni se provadi na zakladé
krevniho hematokritu, ktery vypovidd o hustoté¢ a viskozité krve a nésledné podle tohoto
parametru se fidi thel roztérového skla a rychlost natirani, pro kazdou z osmi hladin jsou
parametry jin€. Vysledkem jsou natéry o standardni délce a rozprosteni bunék. Skla jsou dale
podle potieby barveny v barvici lince téhoZ automatu. Za standardni barvici techniku se
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Vv hematologické praxi uvadi barveni May Griimwald a Giemsa Romanowski (viz slovnik
pojmti). Témito kroky je docilena unifikace krevnich natérd pfi rtiznych hladinich
hematokritu, z hlediska docileni jedné konstantni a rovnomérné vrstvy bunék (monolayeru) a
jeho probarveni. Tyto podminky jsou idedlni pro standardizaci krevniho natéru, ktery takto
vytvofeny lze pouzit pro naslednou pfistrojovou analyzu pomoci digitalni morfologie. [4]

Princip méreni parametri leukocytii analyzatorem Sysmex XE-5000

Priitokovd cytometrie

Pratokova cytometric je optickd metoda pouzivana K analyze fyzikdlnich a
chemickych vlastnosti bunék. Informuje o velikosti buriky a jeji vnitini stavbé, naptiklad
velikost a hustota jadra a pfitomnost granul v cytoplasmé. Pii analyze prochazi méreny vzorek
pfed samotnym procesem méieni preanalytickou upravou (fedéni, chem. reakce). Bunky jsou
nasledné¢ obarveny fluorescenénim barvivem. Takto pfipravené jsou vstfikované pomoci
hydrodynamické fokusace (viz dale) do pritokové komory (sklenéna kapilara o urcitém
praméru), zde jsou prosviceny laserovym paprskem o vinové délce 633 nm. Dlouhd vinova
délka zaruc€uje fokusaci paprsku na co nejmensi plochu, a tim zarucuje pouze detekci ndmi
pozadovaného elementu. Kazda burnika vykazuje specifické charakteristiky signalt, které jsou
zaznamenany tfemi fotodetektory (Obr. 10). Forward scatter detektor (FSC) zaznamenava
odchylku paprsku od jeho pivodniho sméru pifi dopadu na buiiku, kterd prochazi pritokovou
komorou. Uhel odchylky je pfimo tmérny objemu buiiky. Side scatter detektor (SSC)
zachycuje svételny signal paprsku odrazeného od vnitinich struktur buniky v thlu. Intenzita
signalu z tohoto detektoru vypovidd o kvalit¢ bunécného obsahu, jadru ¢i piitomnosti
specifickych granul. V optické soustavé analyzatoru se nachazi bo¢ni fluorescenéni detektor
(SFL), indikujici mnozstvi fluorescencniho zafeni generovanym obarvenou DNA a RNA
pfitomnou v buiice. Po pouziti specifickych barev a ¢inidel je mozZné buniky selektivné lyzovat
(rozpoustét), barvit a pocitat v danych kanalech. Vystupem jsou ¢iselné hodnoty jednotlivych
typt leukocyti a jejich grafické zobrazeni v rozptylovych grafech (scattergramech). Béhem
analyzy probiha detekce nékolika tisic bunék (az 10000). [4; 5]

SFL
fotondsobié
{fluorescenenl detektor)

polopropustng
zrcado

SSC
fotonésobie

% ] detekce boéniho
c rozptyleného
P svitla (55C side
/

A=5633 nm
scatter detector)

|+

pritokova FSC / .

komora fotodioda
{(Flow cell) detekce pfimého
rozptyleného svétla

Obr. 10 schéma pritokové fluorescenéni cytometrie [4]

17



Hydrodynamicka fokusace

Hydrodynamicka fokusace umoznuje zlepSit u¢innost méfeni pomoci usmérnéni
proudu diluentu (viz slovnik pojmut) S buikami a jejich prichodem méficim kanalem ,,po
jedné®. Suspenze bun¢k je pomoci trysky vhanéna do trubice, ve které proudi okolni kapalina
rychleji, buiiky v diluentu jsou strhavany okolnim proudem, ktery usmérni jejich pohyb,
rovnomérné je rozprostfe a drzi ve vhodné fokusac¢ni vzdalenosti od laseru (Obr. 11).
Hydrodynamicka fokusace zefektiviiuje a zptesnuje celkové méteni. [4; 5]

noozle — tryska

catcher tube — zachytna trubice
orifice — mérny bod DC a RF metody
Front/Bank fluid — rovnobé&zny/bo¢ni
proud diluentu

Catcher
Tube

Orifice

Obr. 11 schéma a princip hydrodynamické fokusace. [4]

DIFF kanal

Do méficiho kandlu DIFF je vstfikovdno spolecné s bunéénou suspenzi cinidlo
Stromatolyser-4DL, které zpisobuje hemolyzu Eervenych krvinek a trombocyti. U bilych
krvinek toto ¢inidlo zptisobi jemnou perforaci bunééné membrany avsak jejich tvar a velikost
zustavaji pro nasledné méfeni zachovany. Nasledn¢ davkované polymethinové fluorescenéni
barvivo Stromatolyser-4DS diky perforované membrané leukocytd snadno pronikne do burnky
a navaze se na DNA, RNA obsazené v jadfe, cytoplasmée a v dalSich bunécnych organelach.
Grafické a ¢iselné hodnoceni leukocytti (Obr. 12) je vysledkem kombinace méteni signalt
boc¢niho fluorescenéniho detektoru (FSC) a Side scatter detektoru (SSC). [4]

Neut + Baso

Obr. 12 scattergram DIFF kanalu se ¢tyimi populacemi bunék [4]
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Kvantitativni hodnoceni jednotlivych typu leukocytli jsou vysledkem pocitani bunck
ve specifickych oblastech shlukii bunék (gate), typickych pro kombinaci signald obou
detektorti (FSC a SSC) nesoucich informace o obsahu nukleovych kyselin a charakteristice
vnitini struktury buiiky urcitych typti bunék. V DIFF kandle jsou kvantitativné i kvalitativné
hodnoceny 4 zékladni populace bilych krvinek: lymfocyty, monocyty, neutrofilni segmenty a
cozinofilni segmenty. [4]

WBC/BASO kandl

Tento méfici kanal slouzi k analyze celkového poctu leukocytli a ke kvalitativnimu a
kvantitativnimu stanoveni bunécné populace bazofilnich segmenti.

Do meéfticiho kanalu WBC/BASO je vstiikovano spole¢né s bunéénou suspenzi ¢inidlo
Stromatolyser-FB, které zpusobi lyzu (rozpad) erytrocytd, trombocytli a rozpousti membranu
leukocytii, dochazi tak ke sniZeni objemu leukocytii na velikost jadra. Uplna lyza membrany
vSak neprobéhne u bazofilnich granulocytli, které timto zistavaji zachovany pro méfeni ve
své puvodni velikosti. Vysledny objemovy rozdil mezi skupinou bazofilnich segmenti a
ostatnimi krevnimi elementy umoziuje pfesnou analyzu jejich po¢tu (Obr. 13). Pro stanoveni
celkového poctu leukocytli a populace bazofilnich segmentli jsou vyuzity signaly z detektori
SSC a FSC — tj. kombinace informaci o vnitini struktuie buriky a jeji velikosti. [4]

Obr. 13 scattergram BASO kanalu s vyskytem zaznamenanych populaci [4]

IMI kanal

IMI kandl slouzi k detekci nezralych forem granulocytid. K selekci mladych forem
bun¢k je vIMI kanalu pouzivano ¢inidlo Stromatolyser IM v kombinaci s detekénimi
metodami DC a RF. Stromatolyser IM reaguje s cholesterolem obsazenym v membrané
vyzralych bun€k. Vlivem této reakce se bunécnd membrana rozpadne. Nezralé bunécné
formy maji oproti zralym formédm cholesterolu méng, ale bunécnd membrana mladSich
leukocytl se také nevyhne poskozeni, avSak prostupujici ¢inidlo bunéény obsah i membranu
samotnou vcas fixuje. Takto pfipravené buniky se dale detekuji pomoci impedanc¢niho
principu (DC) a metodou vysokofrekvenéniho pole (RF). [4]
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Impedancni mérici metoda (DC): buinika v detekéni komtrce, naplnéné vodivym
roztokem prochazi méfici aperturou (orifice, Obr. 11), kterou prochazi stejnosmérny proud
mezi dvéma elektrodami. Buika prichodem pies aperturu zpisobi zménu v odporu mezi
elektrodami, tato zména iniciuje vznik signalu, ktery je pfimo umérny velikosti bunky. [4]

Metoda vysokofrekvenéniho pole (RF): méfeni probiha také v orifice (Obr. 11), ale
na rozdil od stejnosmérného pole, které neprochdzi dovnitf builky, vysokofrekvenéni
elektrické pole pronika dovniti buiiky a jeho charakteristiky se méni tmérné s denzitou bunky
(vliv hustoty jadra, vliv poméru objemu jadra a cytoplasmy). Lze charakterizovat vnitini
strukturu bungk. [4]

V kanale IMI jsou analyzované mladé formy bunék, jejichz vyvojové stadium je
typické vnitini strukturou a objemu (velikosti) buiky. Nejmladsi formy myeloidni fady maji
velmi nizkou denzitu jadra a vysoky pomér objemu jadro/cytoplasma. Na zékladé kombinace
signalt DC a RF lze v rozptylovych grafech (scattergramech) odlisit jednotliva vyvojova
stadia bunék myeloidni linie (blasty — nezralé bunky, myelocyty, metamyelocyty,

promyelocyty, tyce). [4]
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Obr. 14 scattergram IMI kanalu s populacemi nezralych bunék [4]

Princip analyzatoru digitalni morfologie Cellavision DM96

Cellavision DM96 (Obr. 15) slouzi k roziazeni a diagnostice leukocytli v krevnim
natéru barveném metodou May Griimwald a Giemsa Romanowski. K detekci a snimani bun¢k
slouzi kamera pfipojena na upraveny mikroskop uvniti pfistroje. Software dodavany
S analyzatorem umoziiuje spravu naméfenych natérl, hodnoceni cervené krevni fady,
hodnoceni krevnich desticek a hodnoceni leukocyti. Tento software je urcen také pro
hodnoceni patologickych anomalii vySe zminénych frakci bunék. Analyzu obrazu vykonava
uméld neuronova sit. Naslednd korekce, validace vysledku a spojeni s laboratornim
informaénim systémem umoziuji plynuly a rychly vydej vysledkt pfimo ke specialistovi. [6;
7]

20



Postup analyzy:

1. Po vlozeni barveného krevniho preparatu do zasobniku pfistroje Cellavision DM96 je
sklicko automaticky pfemisténo na mikroskopicky stolek pfistroje. Analyzator nejdiiv
hledd na sklicku s prepardtem vhodnou tloustku natéru pro analyzu — pouziva pii tom
zvétSeni 10x. Nejvhodnéjsi oblast pro analyzu je misto, kde se buniky neptekryvaji — tzv.
monolayer. [6; 7]

2. Po nalezeni vhodné oblasti nasleduje vyména objektivu na zvétSeni 50x, na zaklade
optickych signalii jsou vyhledavany jaderné — obarvené builkky a zaznamenavany jejich
soufadnice. Pfi zvétSeni 50x je na zakladé barevnych kontur a dalSich optickych signalt
hodnocena morfologie ¢ervenych krvinek, které maji na rozdil od leukocyti odlisné
Zbarveni. [6; 7]

3. Po ukoncéeni hodnoceni morfologie Cervenych krvinek je vyménén objektiv na 100
nasobné zvétSeni a na sklicko s preparatem je naddvkovan imerzni olej pro dosazeni
vyS§iho zvétSeni. Vyhledani a sniméni jednotlivych leukocyti prob¢hne jiz rychle na
zakladé¢ dfive zaznamenanych soufadnic. Samotné diferencovani, klasifikace a
rozpocitani bun€k probiha v samotném softwaru pocitac¢e pomoci umélé neuronové site.
Kazda bunka je klasifikovana na zékladé zpracovani 300 signald, napt. hodnoti se barva
cytoplazmy, tvar jadra, velikost buiiky, obsah granuli atd. Skladba neuronové sité a dalsi
softwarové prvky vSak zlstdvaji vyrobcem utajeny. Pokud analyzator dostane
Z laboratorniho informaéniho systému informaci o nizkém poctu leukocytl, zvysi
kone¢ny pocet detekovanych bunék ze 100 az na 200 i vice, aby se zvySila pfesnost
detekce. [6; 7]

Obr. 15 Cellavision DM96 [6]
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3.6 Statistické zpracovani

Popisna statistika

Aby byl ziejmy charakter, a rozlozeni naméfenych vzorki je vhodné provést zakladni
popisnou statistiku.

Minimalni sada statistickych veli¢in byva zastoupena:

e pocltem vzorki — Pocet vzork je zna¢en pismenem n. [8]
e prumérem - Znaci se x ¢i W a vypocita se souctem vsech hodnot X; podilem

_ 1
x=—in 1)
n

e medianem — Iépe interpretuje stfedni hodnotu v asymetrickém rozlozeni dat.
Poukazuje na posun v rozdéleni dat. Znaci se X a déli pozorovani na dv¢ stejné
velké skupiny. [8]

rozsahu vybéru n. [8]

e rozptylem — primér &tverci odchylek od priméru. Je znaden s? nebo o2,
délitel (n-1) se nazyva pocet stupnti volnosti rozptylu. [8]

1 n
2 _ . — )2

e smérodatnou odchylkou

s =+/s2 (3)

e minimem, maximem, rozpétim - mohou poukazat na odlehlou nebo extrémni
hodnotu. [8]

Takto vypoctenou statistiku je vhodné doplnit zakladnimi grafy [8]

Histogramy

Histogramy jsou sloupcové grafy, které zndzornuji rozdéleni absolutnich a relativnich
Cetnosti spojitého znaku. Kde na osu X se vynaseji intervalové tfidy méfenych veli¢in a na
osu Y se vynasi Cetnosti jejich vyskytu v populaci. [8]
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Korelace, korelacni grafy

Korelace se pouzivaji pro méfeni sily mezi dvéma spojitymi nahodnymi veli¢inami.
K vyjadreni vztahu téchto dvou skupin se pouziva tzv. Korela¢ni koeficient r pocitany dle
vzorce

Sx
== @
2c2
\SEsZ

Kde s? a Sy2 jsou vybérové rozptyly a s,, je kovariance (stfedni hodnota soucinu
odchylek obou nahodnych veli¢in X, Y). Hodnota korela¢niho koeficientu se pohybuje
v rozmezi od (—1; 1), kdy hodnot +1 dosahuje tehdy, pokud vsechny body [x;, y;]| lezi na
regresni pfimce. Korelacni koeficient mize byt nulovy i v pfipad¢é funkéni zavislosti velicin,
ale jejich zavislost neni byt linearni. Pfi méfeni linedrni zavislosti je znaménko korela¢niho
koeficientu kladn¢, pokud ob¢ veli¢iny X a Y zaroven rostou nebo zaroven klesaji. Korela¢ni
koeficient je zaporny, pokud jedna z veli¢in roste a druhd zaroven klesd. Korela¢ni graf
sestrojime tak, ze na jednotlivé osy vyneseme parové hodnoty obou sledovanych veli¢in.
Jedna se o bodovy graf, kde kazdy bod je reprezentovan dvojici vysledkd. Skupinu
vynesenych bodi je vhodné prolozit regresni pfimkou. Na zaklad¢ vzdélenosti vSech boda od
regresni pfimky se méni i velikost korela¢niho koeficientu, ¢im blize jsou body ke ptimce, tim
je korelacni koeficient bliz§i hodnoté +1. Z korelaéniho grafu mlzeme odhalit pfitomnost
vychylenych (vlivnych) bodi. Bod vychyleny ve sméru obou soufadnic oznacujeme jako
extrém a bod vychyleny z jedné soufadnice jako odlehly. [8]

Test normality

Aby bylo mozné provést formalni analyzu ¢i testovani hypotéz, kde pouzivame ke
zhodnoceni dosazenou hladinu vyznamnosti (p — vaule). Hladina vyznamnosti zavisi na tom,
jakou shodu vykazuji naméfend data s teoretickym normalnim rozdélenim. K tomuto
otestovani slouZi testy normality a jejich grafy. Nejcastéji pouzivanym testem je Shapiro —
Wilkuv test, ktery je urcen pro maly az stfedni rozsah dat (n < 2000). Vystupni hodnotou je
jiz zminéna p — vaule a hodnota W, ktera muize byt interpretovana jako korelace mezi
pozorovanymi hodnotami a jejich normalitni hodnotou. Testova statistika W dosahuje
hodnoty 1, kdyZz jde o perfektni shodu naméfenych hodnot a teoretickym rozdélenim. U
pravdépodobnostniho grafu osa X znazoriiuje namétené hodnoty x; Setazené podle velikosti.
Osa Y predstavuje kvantily modelového normalniho rozdéleni. [9; 8]

Wilcoxontiv parovy test

Vyuziva se pro parové hodnoty x; a y; (i = 1,2,3...n). U tohoto testu se hypotézy
tykaji medianu rozdild. Nasledujici postup je pouze pro teoretickou demonstraci, prakticky
vypocet je proveden pomoci statistického softwaru STATISTICA. Wilcoxonlv parovy test
nelze pouzit pro soubor ¢itajici méné jak 25 jedinci. Pouzijeme nasledujici postup. [8]

e Spocitame rozdily mezi jednotlivymi pary
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nulové hodnoty rozdilii d; nezahrnujeme do dalSich vypocti

zbyvajicim hodnotam rozdili part d; piifadime poradi dle jejich vzajemné
velikosti od nejmensi hodnoty po nejvétsi. (Brano v absolutni hodnot¢)
Nejmensi hodnota ma poradové ¢islo 1, dalsi 2 az nejvétsi hodnota mé poradi
m (m = pocet nenulovych hodnot rozdilu pari d,)

Pokud jsou nékterd d; (j =k, k+1,..,K +1 <m) stejnd, piifadime vSem

prumér poradi, tj. hodnotu
- ' (6)
[+ 1 Z J

Secteme potradi pfislusSnd ke kladnym hodnotdm d; a potradi piisluSna
k zapornym hodnotam d;.

Predpoklad nulové hypotézy je takovy, Zze mame parové hodnoty pochazejici
ze stejného zakladniho souboru. V tomto ptipadé by mély byt soucty kladnych
1 zapornych potadi shodné. To je ovSem idedlni stav, kterého vétSinou neni
dosazeno.

Mensi ze souctli se znac¢i T. Pokud je T < T, tvrdime, Ze soubory nemaji
spole¢ny zaklad

Pro malé€ rozsahy vybéru urCujeme T, podle tabulek, pro velké rozsahy se

pouzivaji vzorce pro normalni rozdéleni, kde

m(m+1) mm+ 1)(m+ 2) @)
=—\,0 =
4 24

Odpovidajici normovana ndhodna velicina
m(m+ 1)
T — T—|———=
u 4

o m(m+ 1)(m + 2)
24

u =

(8)

Ma pro p = 5% hodnoty+1,96 a pro p = 1% hodnoty +2,58. Je-li u mimo
interval, hypotézu zamitame. [8; 9; 10]
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4, Prakticka cast

4.1 Sbér a charakter vzorku

Krevni vzorky byly shromazd’ovany zdravotnickym persondlem na oddéleni klinické
hematologie ve Fakultni nemocnici Brno Bohunice. Vysledky diferencidlnich rozpocta
leukocyti (nazyvano také jako ,,diff“) jsou z morfologického hlediska fyziologického
charakteru, pratokovy cytometr Sysmex XE-5000 neoznamil pii analyze zadné patologické
hlaseni. Celkovy pocet leukocytii a parametry ostatnich elementt fyziologické jiz byt nemusi,
protoze se jednd o parametry, které nemaji vliv na nase sledované hodnoty. Z divodu
variability absolutnich po¢ti u kazdého pacienta (celkovy pocet bun€k na litr krve), je vhodné
tyto odchylky eliminovat pouzitim procentualnich poc¢ti buné€k (v textu i grafech znaceno
jako [%]). Krevni natéry zhotovil natérovy automat Sysmex SP-1000i. Jako zakladni barveni
byla pouzita metoda May Griimwald — Giemsa Romanowski.

Postup sbéru vzorki, zaznam vysledkii

Fyziologické vzorky vybirala obsluha analyzitoru a vysledky ulozila do pofadace
S pfipravenymi deskami. Zméteny vysledek z pritokového cytometru Sysmex XE-5000,
slouzi jako zlaty standard.

1. Pomoci barviciho automatu Sysmex SP-1000i byl zhotoven krevni natér, barveny
metodou May Griimwald — Giemsa Romanowski. Krevni natér jsem oznacil
samolepkou s vygenerovanym ¢arovym kodem nesouci hodnotu levelu hematokritu a
pofadového ¢isla (napt. L1-22).

2. Skla jsem zatadil do zasobnikli pro méfeni analyzatorem Cellavision DM96. Poté
analyzator provedl analyzu diferencidlniho rozpoctu leukocytd. Kompletni analyza
krevnich natéri probihala v eduka¢nim centru firmy Sysmex CZ s.r.0. (Elgartova 4,
Brno). Prenos vysledki do databaze na serveru telehematologie probihal
prostiednictvim internetového spojeni, aby byla zaroven telehematologie testovana.
Vysledky se serveru jsem rucn€ zaznamenal do pfipravenych tabulek. Ru¢ni zdznam
byl nutny, jelikoz se jednalo o nezvalidované vysledky. Po validaci nelze provadét
zmeény a tim by nasledna manipulace s vysledky byla znemoZznéna.

3. Po dohodé¢ s laborantkou na oddéleni klinické hematologie zacala analyza vysledkt
pomoci telehematologického pienosu. Na serveru ji byl zfizen ptistupovy profil
Spravy pro hodnoceni a validaci vysledki vmé databazi. Korekce spocivala
Vv odstranéni ¢i pfevedeni Spatné zatfazenych krvinek do skupin, kam patfi.
Zkorigované vysledky nasledn¢ validovala a odeslala zpét do databaze. Upravené
vysledky diferencialnich rozpocti jsem zaznamenal do pfipravenych tabulek. Tabulky
jsou ulozeny v piilohach této prace (viz priloha A - H).
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Sledované skupiny

e Procentuelni vysledky diffi 5-ti popula¢niho cytometru Sysmex XE-5000

e Procentuelni vysledky diffa digitalni morfologie Cellavision DM96 bez korekce
obsluhy (znaceno jako BK)

e Procentuelni vysledky diffi digitalni morfologie Cellavision DM96 s korekci obsluhy
(znaceno jako SK)

Zakladni soubor proménnych

Zakladna soubor proménnych reprezentuje 5 typti populaci bunék:

e Neutrofilni segmenty (znaceno jako NEU)
e Lymfocyty (znaceno jako LYM)

e Monocyty (znac¢eno jako MONO)

e FEozinofilni segmenty (znaceno jako EO)
e Bazofilni segmenty (znaceno jako BAZO)

4.2 Pouzity software

Pro statistické zpracovani byl pouzit software Statsoft STATISTICA Cz ver. 9. Pro
pomocné Ucely byl pouzit kancelaisky software MS Office 2007.

4.3 Vysledky statistického zpracovani

Nashromdzdil jsem pfiblizné 340 rGznych vysledki diferencidlnich rozpocth
leukocytl. Z diivodu absence vysledkli jednoho méfeni pritokovym cytometrem jsem tento
vzorek vyfadil zanalyzy (netvofil by parové hodnoty). Jeden krevni natér nebyl dle
komentaie laborantky standardné nabarven, proto jsem ho vyfadil také, mohl by ovlivnit
vysledky analyzy. Kone¢ny pocet vzorki je n = 338.

Popisna statistika

Vysledky diffit analyzdtoru Sysmex XE-5000

Zgrafu 1 je ziejmé, ze neutrofilni granulocyty, lymfocyty a monocyty vykazuji
normalni rozdéleni dat, pfi¢emz eozinofilni a bazofilni segmenty nemaji normalni rozdéleni
dat. Pticinou je nizké procentuelni zastoupeni téchto dvou typi bunék v krvi (viz fyziologické
hodnoty na str. 16), u téchto vysledki se proto nachazi spiSe vice nulovych hodnot. Ze
statistického hlediska se proto témito dvéma typy bunék zabyvat jiz nebudu, vysledky by
nemély vypovédni hodnotu. Histogramy zobrazuji 1 odlehlé ¢i extrémni hodnoty, vétSinou se
vsak jedna o ojedinélé piipady

Normalni rozdéleni dat potvrdily i testy normality a sestavené grafy (Graf 2). Dle
Saphiro — Wilkova testu ukazuji hodnoty W u neutrofili, lymfocyti a monocytli vyraznou
shodu s normalnim rozdélenim. Eozinofily a bazofily jsou na hranici normality. Zobrazené
grafy maji pouze informacni funkeci.

26



XES000 NEU

[%]

XE5000 LYM [%]

XE5000 MONO [%]

XE5000 EO [%]

XEE000 BAZO [%]

5 35 8
80
#® o ¥ 30 * ’ #*
a @0 2 L]
o 35 5
. #
2 » # =
" 4
25 15 .
25 o ’ 3 +
= %L o % 2
7 ; .
%r b e N ////é
o2 o e
N: 339 N: 339 N: 339 N: 339 N: 339
Prim: 62,95 Prim: 2482 Prim..  9.415 Prim.. 2,468 Prim.. 0,340
Median: 63,00 Median: 2420 Median: 8,800 Median- 1,800 Median: 0,200
Min: 13,00 Min: 2,000 Min: 0,400 Min: V] Min: 0
Max: 95,20 Max: 84,20 Max: 4560 Max: 30,40 Max: 6,900
Rozptyl: 212 Rozptyl: 162 Rozptyl: 18,90 Rozptyl: 7,941 Rozptyl: 0,283
S0: 14,57 50: 12,73 s0: 4,347 50: 2,818 s0: 0,532
smch: 0791 smcCh- 0691 smCh- 0236 smCh- 07153 smCh: 00289
Spit 0,278 Spit.: 0,955 Spit 2.488 Spie 4,074 Spi 7.870
Sikm.: 0,0941 Sikm.: 1,989 Sikm.: 15,96 Sikm.: 30,98 Sikm.: 83,76
Graf 1 souhrn namérenych dat diffu XE-5000, histogramy
XEB5000 NEU | (SO = smérodatna odchylka, Sm. Ch = smérodatna china) 8469, p = 0.000¢
3 o 3 / o) a o
& / o
K g 2 g 0o®
=4 c [=4
h=] o o
S o =R yV/
Eo g Ee
S S s
c c 4 .
é é E’f s
2 -2 0 2
8 o/OO o o o //
a o) 3 o a [¢]
// /
4 4 "
o m wm m w w @ e w5 m m m w wm e m & "o B 0 2 0 w %

Pozorované hodnoty

Ocek. normal. hodnoty

Pozorované hodnoty

Pozorované hodnoty

XE5000 EQ [%]: SW-W = 0,7022; p = 0.0000|
7

o]

25
Pozorované hodnoty

| XE5000 BAZO [%]: SW-W = 0,4449; p = 0.0000
30 / o
28 / i o
g /
% 20 /
A 4
T o /
E s O//
] o,
2o 7
3 os A
O o} /
/
sy ©
20
=1 0 1 2 3 4 5 1] 7 8

Pozorované hodnoty

Graf 2 grafy testu normality (SW-W = Saphiro — Wilkiiv test, hodnota W (viz str. 23)

27



Vysledky diffit analyzdtoru Cellavision DM96 bez korekce (BK)
Sledované neutrofily, lymfocyty (Graf 3 a 4) a vykazuji obdobné vysledky jako

popisné statistiky cytometru XE-5000. Monocyty maji oproti cytometru niz§i hodnoty.
Eozinofily a bazofily nejsou hodnoceny. Rozptyl u vSech skupin je vyrazné vyss$i nez u

cytometru. Graf 4 zndzorfuje potvrzené testy normality u prvnich tfi populaci bun¢k.
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Vysledky diffit analyzdtoru Cellavision DM96 s korekci (SK)

Graf

5 znézornuje hodnoty popisné statistiky, ktera se vyrazné neli$i od popisné

statistiky DM96 BK. Eozinofily a bazofily nejsou hodnoceny. Testy normality prokazaly
dobrou shodu vysledka s normalnim rozdélenim.
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Vysledky korelac¢ni analyzy

Na Grafu 7 jsou vyobrazeny grafy korelaci vysledkt analyzatoru DM96 bez kontroly
(vlevo) a s kontrolou (vpravo) proti vysledkim z analyzatoru XE5000. Korela¢ni koeficienty
neutrofilti a lymfocytti ukazuji vyraznou shodu, u vysledkl s korekci je korelacni koeficient
piesnéjsi. Problematicky korelacni koeficient projevuji monocyty, kde grafy znaci nizkou
miru shody, pokud se vratime k zakladni statistice, tak zjistime, Ze rozptyly XE-5000 a DM96
BK byly odlisné. Po korekci doslo k mirnému zvyseni korela¢niho koeficientu, ovSem zména
nebyla tak vyraznd, aby se jednalo o zlepSeni. Vysledky eozinofilii a bazofili maji ne¢ekané
vysokou shodu, ovSem z diivodu jejich nizkého zastoupeni v krvi a nepritkaznosti tvrzeni
nejsou uvedeny.
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Vysledky Wilcoxonova parového testu

Pred testovanim bylo potfeba upravit naméfend data, provedl jsem standardizaci dat
(popisné statistiky — piiloha L) dle vzorce

X —p
—.

(9)

Kde x znaéi jednotlivé pozorované hodnoty souboru, u je primér hodnot souboru, o je
smérodatna odchylka souboru. Tato regulerni Uprava zaruci, ze rozptyly testovanych skupin
budou pfevedeny na koeficienty normalniho rozdéleni a tim nebudou do testu vnaSeny
odchylky rozdilnych rozptylti. Moznost standardizace jsem vyuzil, jelikoz vysledky testi
neodpovidaly ocekavanim. Wilcoxoniv parovy test jsem pro kontrolu realizoval krok za
krokem v tabulkovém procesoru MS Excel 2007, abych ovéfil, zda statisticky software
STATISTICA vyuziva tentyZz postup. Po srovnani vysledkii jsem zjistil, ze oba vysledky jsou
shodné. Po standardizaci jsem provedl znovu testovani.

Wilcoxontv parovy test potvrdil, Ze hodnoty sledovanych populaci bunék u cytometru
XE-5000 a analyzatoru DM96 bez korekce (Tabulka 3 - vlevo) jsou parové a ze tedy ze
statistického hlediska mezi nimi neni Zadny podstatny rozdil na hladin¢ vyznamnosti 5%.

Vysledky cytometru XE-5000 a DM96 s korekci potvrdily, Zze se jednd o parové
hodnoty i po zasahu obsluhy (Tabulka 3 - uprostied).

Vysledky testu pro proménné DM96 bez korekce a s korekci laborantky ukazaly, Ze
jeji zasah zménil hodnoty tak, ze hodnoty neutrofilti, lymfocytd, monocytti a bazofilii nejsou
parové (Tabulka 3 — vpravo, znaceno ¢ervené). Klinicky se nemusi jednat o problém.

Hodnoty monocytd zdstaly téméf nezménény, a tim i parové. Vzhledem k zakladni
statistice a korelacni analyze monocyti korekce nebylo potieba, jelikoz analyzator DM96
méfil vSeobecné méné monocytl nez cytometr XE-5000. Vysledky monocytli nebylo moZno
navysit, proto zlstaly hodnoty parové. To znamen4, ze korekce upravila hodnoty analyzatoru
DM96 ale ptitom zachovala parovani s vysledky analyzatoru XE-5000.

Wilcox. Test: XE-5000 [%] & Wilcox. Test: XE-5000 [%] & Wilcox. Test: DM96 BK [%] &
DM96 BK [%] DM96 SK [%] DM96 SK [%]

n T p-hodn. n T p-hodn. n T p-hodn.
NEU 338 | 281230 | 0,771 NEU || 338 | 28004,0 0,357 NEU [ 338 | 7694,0 0,000
LYM 338 | 277280 | 0,610 LYM | 338 | 278820 0,425 LYM | 338 | 3281,0 0,003
MONO | 338 | 28352,0 | 0,870 MONO || 338 | 28194,0 0,251 MONO || 338 | 6311,0 0,194
EO 338 | 28433,0 | 0,906 EO 338 | 28050,00 | 0,331 EO 338 | 9718,0 0,000
BAZO || 338 | 26581,0 | 0,251 BAZO || 338 | 26474,0 1,208 BAZO || 338 | 89110 0,000

Tabulka 3 vysledky Wilcoxonova parového testu
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Hodnoceni vztahu hematokritu

Na zaklad¢ problematiky hodnoceni monocytli jsem se rozhodl zamétit pouze na tuto
bunéénou frakci a provedl zakladni popisnou statistiku (viz Piloha | - K) a korela¢ni analyzu
(viz Graf 8). Grafy korelaci napovidaji, ze horsi vysledky budou ziejmé u nizkych
hematokritli, u ostatnich levela korelace kolisa. Nelze ptesné fici, zdali je vztah prokazatelny,
na analyzu kazdého hematokritového levelu pfipada mélo hodnot pro vysloveni vérohodného
zavéru (hematokrit L8 pouze 14 hodnot, hematokrit L1 hodnot 25). Krajni hodnoty
hematokritu jsou vyskytem vzacné a nejsou fyziologické, je obtizné jich ziskat dostatecny
pocet.
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Graf 8 vysledky korelaci monocytii pro jednotlivé hematokritové hladiny
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5. Zaveér

Pomoci Wilkoxonova parového testu jsem ovéfil, ze metody méfeni pratokovym
cytometrem Sysmex XE-5000 a

1) s analyzatorem digitalni morfologie Cellavision DM96 bez korekce
2) a s naslednou korekci obsluhy

jsou ekvivalentni pii méteni neutrofilnich granulocytti, lymfocyti, eozinofilnich granulocytti
a bazofilnich granulocytt.

Z vysledkii korelacni analyzy je patrné, ze korekce laborantky ma vliv na zpiesnéni
namétenych vysledkit DM96.

Vysledky popisné statistiky a korelaéni analyzy ukézaly, Ze analyzdtor digitalni
morfologie Cellavision DM96 detekuje oproti cytometru Sysmex XE-5000 méné monocyta.
Testovou statistikou jsem domnénku potvrdil. Tyto vysledky potvrzuji i laborantky na
oddéleni klinické hematologie fakultni nemocnici v Brné¢ Bohunicich. Podle jejich ndzoru je
pricinou vétsi velikost monocytd, které pii zhotovovani natéru putuji ke krajim natéru.
Analyzator Cellavision DM96 hleda pouze ve standardizované ¢asti natéru a na kraje natéru
oproti laborantce nenahlizi. Pfiklanim se k tomuto nazoru, jelikoz jsem mél opakované
moznost nahlédnout do mikroskopu a ovéfit si tuto skute¢nost na nasbiranych natérech.

U eozinofilnich a bazofilnich granulocytl je nutno podotknout, Ze jejich procentuelni
zastoupeni v periferni krvi je v fadech jednotek i desetin procent, i pies dobré vysledky
korelaci a testové statistiky nemuseji byt kone¢né vysledky spolehlivé. Bude potieba proveést
dal$i analyzy, které potvrdi ¢i vyvrati tento predpoklad.

Problematika detekce monocyti mne piiméla ke statistickému prizkumu vzhledem
K riznym hladinam hematokritu. Maly pocet vzorkd vSech hematokritovych hladin mi v§ak
nedovolil zpracovat korektni a vérohodnou statistiku. Jelikoz toto téma vyzaduje vice hodnot
a dikladné statistické vyhodnoceni, povazuji ho za otevieny problém pro dalsi zpracovani a
dal jsem se jim v této praci nezabyval.

Prostfednictvim této prace byl mnou a pani laborantkou otestovan systém
telehematologie, ktery by mél v nasledujicich letech v ¢eské republice prochazet dynamickym
vyvojem k cili standardizovat hodnoceni barvené¢ho krevniho nétéru. Poprosil jsem pani
laborantku, kterd se mnou spolupracovala na sbéru a hodnoceni vzorki, aby sepsala kratkou
zpravu o tom, jak probihalo testovani telehematologie (viz pfiloha M).

Z mého hlediska se jedna o perspektivni metodu, ktera diky své digitalizaci umozni
zefektivnit praci laboratofe a zlepsi dostupnost vysledkt specialistim z vice mist bez nutnosti
hodnotit znovu krevni natér.
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Seznam pouzitych zkratek

DIFF diferencialni rozpocet

DNA deoxyribonukleova kyselina
FSC Forward Scatter detektor

HCT Hematokrit

NK Bunky Nature Killer buiiky

RNA ribonukleova kyselina

SFL Side fluorescent detektor

SSC Side Scatter detektor

WBC celkovy pocet leukocyti v Krvi

Slovnik pojmii

Morfologie - v&dni obor biologie, ktery se zabyva vné&jsi stavbou organismu. Od
fyziologie se tedy lisi tim, ze zkouma tvar a nikoliv funkci.

Segmentace jadra — Jadro postupem vyzravani méni sviyj tvar, aZ je tvofeno menSimi
¢astmi spolu spojenymi tenkymi jadernymi mistky.

Bazofilie cytoplazmy — cytoplasma se barvi bazofilnimi barvivy (dofialova)
Eozinofilie cytoplazmy — cytoplazma se barvi oxyfilnimi barvivy (doCervena)
Neutrofilni cytoplazma — cytoplazma zbarvena domodra

cey

Efektorové buiiky - kratce Zijici buiiky, ti€astnici se imunitni reakce, bojujici s danym
antigenem
Barveni May Griimwald — Giemsa Romanowski — Barvici technika:

fixujeme roztokem May Griimwald a barvime roztokem Giemsa-Romanowski.
Zakladem tohoto barveni jsou:

a) Kationtové (zasadité) barvivo azur B: vaze se na aniontové ¢asti molekul a barvi
modroSedé nukleové kyseliny (DNA nebo RNA), nukleoproteiny, granule bazofilt
a sekundérni granula neutrofilt.

b) Aniontové (kyselé) barvivo eozin Y: vaze se na kationtové ¢asti molekul proteint a
barvi oranZovocervené hemoglobin a eozinofilni granula.

Diluent — fedici, nosny roztok, mize zptuisobovat Iyzu bunék

Lyza bunky — eliminace buiiky za pomoci degradace jeji bunééné membrany a

rozpusténi jejiho obsahu

Gate — misto v grafu fidici vztah pro kazdou populaci bun¢k (Shlukova analyza)
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PRILOHA A - tabulka hematokrit level 1

XE-5000 [%] DM96 BK [%] DM96-SK [%]

5
e @) o o o o (o]
] w S P4 o N = s 4 o N = S z o N
o
2|2 |5 |8 |8 |z 2 % g8 |5 |3 2 |3 |8 |[* |3
3
L1-1

359 | 551 8,6 04 0,0 242 | 683 57 0,0 0,0 254 | 686 59 0,0 0,0
e 554 | 214 | 184 43 0,5 550 | 21,7 | 10,8 | 10,0 0,0 556 | 205 | 12,8 9,4 1,7
L1-4

60,9 | 165 | 16,3 5,0 13 700 | 158 75 5,0 0,0 700 | 158 8,3 5,0 0,0
L15 795 | 151 54 0,0 0,0 84,2 9,2 4,2 0,0 0,0 855 | 10,3 43 0,0 0,0
L1-6 438 | 106 | 456 0,0 0,0 75,8 67 | 117 0,0 0,0 771 68 | 161 0,0 0,0
L1-7

788 | 102 | 108 01 0,1 85,8 75 58 0,0 08 85,8 75 5.8 0,0 08
L1-8

573 | 168 | 238 2,1 0,0 575 | 175 | 19,2 25 0,8 59,1 | 17,4 | 20,0 2,6 09
B 52,7 | 335 | 11,8 2,0 0,0 66,7 | 242 6,7 25 0,0 66,7 | 242 6,7 25 0,0
L1-10

742 | 214 4,0 04 0,0 708 | 21,7 33 08 1,7 703 | 220 3,4 0,8 1,7
L1-11

43,8 | 46,9 9,0 03 0,0 483 | 408 8,3 0,8 0,0 48,7 | 41,0 9,4 0,9 0,0
L1-12

613 | 188 | 17,7 15 0,7 642 | 192 | 142 1,7 0,0 653 | 178 | 153 1,7 0,0
L1-13

69,7 | 223 71 0,6 03 825 | 125 0,8 0,0 08 824 | 126 17 0,0 1,7
L1-14

80,4 9,1 5,2 5,2 0,1 84,2 25 33 1,7 0,8 91,5 2,6 43 0,9 0,0
L1-15

785 | 19,0 25 0,0 0,0 81,7 8,3 1,7 1,7 0,0 89,9 9,2 0.8 0,0 0,0
L1-16

82,4 8,8 8,6 01 0.1 90,0 58 25 0,0 0,8 89,7 6,0 3,4 0,0 0,9
L1-17

237 | 755 04 04 0,0 27,5 | 692 0,0 0,0 0,0 293 | 707 0,0 0,0 0,0
L1-18

628 | 282 8,2 04 04 61,7 | 233 33 08 1,7 69,7 | 244 42 0,8 0,0
L1-19

86,7 8,6 47 0,0 0,0 88,3 5,0 6,7 0,0 0,0 88,3 5,0 6,7 0,0 0,0
L1-20

632 | 21,0 | 150 03 05 725 | 133 6,7 1,7 0,8 730 | 130 | 104 0,9 0,9
L1-21

41,6 | 503 7.6 03 0,2 51,7 | 425 25 0,8 0,0 53,9 | 417 26 0,0 0,0
L1-22

60,9 | 22,7 | 148 08 0,8 67,5 | 208 8,3 0,0 0,0 684 | 21,4 | 103 0,0 0,0
L1-23

61,1 | 273 9,9 1,4 0,3 725 | 158 5,0 25 0,0 748 | 168 8,4 0,0 0,0
L1-24

339 | 528 | 133 0,0 0,0 77,5 83 | 108 25 0,8 350 | 598 43 0,0 0,0
L1-25

64,7 | 286 6,7 0,0 0,0 325 | 342 | 208 4.2 1,7 60,0 | 365 26 0,0 0,0




PRILOHA B - tabulka hematokrit level 2

XE-5000 [%] DM96 BK [%] DM96-SK [%]
5 o o o o o
L2-1 80,2 81 | 109 0,7 01 80,8 50 | 117 0,0 0,0 80,0 50 | 142 0,0 0,8
L2-2 85,2 438 9,1 0,8 01 96,7 0,8 2,5 0,0 0,0 96,7 08 2,5 0,0 0,0
L2-3 676 | 182 | 111 2,9 0,2 80,0 | 11,7 33 17 0,0 814 | 127 42 08 0,8
L2-4 574 | 418 0,8 0,0 0,0 58,3 | 36,7 08 0,0 0,0 605 | 37,8 08 0,0 0,8
L2-5 80,2 | 144 50 0.4 0,0 825 | 125 2,5 0,0 08 846 | 128 2,6 0,0 0,0
L2-6 83,8 71 8,9 01 01 858 58 75 0,0 0,0 8538 58 75 0,0 0,0
L2-7 773 | 146 77 0.3 01 87,5 75 33 0,0 0,0 89,1 6,7 34 0,0 0,0
L2-8 62,1 | 24,7 8,0 43 0,9 708 | 16,7 5,0 4,2 0,8 714 | 168 6,7 3,4 0,8
L2-9 208 | 625 | 167 0,0 0,0 125 | 792 42 0,0 0,0 14,9 | 809 43 0,0 0,0
L2-10 | 443 | 422 | 100 3,0 05 583 | 325 42 25 17 583 | 333 33 25 17
L2-11 | 630 | 275 73 2,0 0,2 683 | 267 33 17 0,0 68,1 | 269 34 17 0,0
L2-12 | 674 | 268 58 0,0 0,0 758 | 200 33 0,0 0,0 765 | 20,2 34 0,0 0,0
L213 | 919 3,5 45 0,1 0,0 92,5 25 3,3 0,0 0,0 94,1 2,5 3,4 0,0 0,0
L2-14 | 772 | 152 7.6 0,0 0,0 825 | 133 3,3 0,0 0,0 839 | 12,7 34 0,0 0,0
L2115 | 656 | 195 | 134 1,2 0,3 742 | 200 5,0 0,8 0,0 742 | 200 5,0 08 0,0
L2-16 | 663 | 17.8 8.6 6,9 0.4 742 | 142 42 58 0,0 742 | 150 50 58 0,0
L2117 | g7.2 6,2 5,7 08 0,1 90,0 42 3,3 0,0 0,0 92,5 4,2 3,3 0,0 0,0
L2-18 | 742 | 128 75 53 0,2 81,7 9.2 33 58 0,0 81,7 9,2 33 58 0,0
L2119 | 748 | 134 | 106 08 04 88,3 25 75 0,0 08 87,5 2,5 9,2 0,0 0,0
L2220 | 745 | 183 6.3 0.8 0.1 85,8 83 0.8 0.8 0,0 88,0 8,5 0,9 0,9 0,0
L2221 | 768 | 188 44 0,0 0,0 93,3 58 08 0,0 0,0 93,3 5,8 0,8 0,0 0,0
L2-22 | g79 5,7 6.4 0,0 0,0 93,3 42 2,5 0,0 0,0 93,3 2,5 42 0,0 0,0
L2-23 | 630 | 195 9,0 8,1 04 742 | 142 5,8 5,8 0,0 742 | 142 5,8 5,8 0,0
L2-24 | 754 | 105 | 128 1.2 01 77,5 83 | 108 2,5 0,8 78,3 83 | 108 17 0,8
L225 | 341 | 316 | 313 2,8 0,2 325 | 342 | 208 42 1,7 358 | 342 | 242 42 1,7
L226 | 914 3,7 3,0 18 01 82,5 0,8 08 2,5 3,3 96,7 0,8 17 08 0,0
L2:27 | g71 7,0 5,6 02 0,1 90,8 42 1,7 0,8 0,0 91,7 42 17 0,8 0,0
L2-28 | 670 | 215 9,4 15 0,6 742 | 192 08 2,5 0,8 763 | 186 17 2,5 08
L2229 | 771 | 123 57 45 0,4 85,0 6,7 2,5 33 0,0 85,6 6.8 34 25 0,0
L2:30 | 360 | 350 76 | 145 6,9 51,7 | 31,7 08 9,2 33 51,7 | 31,1 17 9,2 4,2
L2381 | 427 | 458 | 103 0.8 0,4 475 | 400 6,7 5,0 0,0 470 | 402 7.7 51 0,0
L2:32 | 703 | 21,3 6,1 13 1,0 733 | 200 42 0,0 17 729 | 203 42 0,0 2,5
L233 | 604 | 231 | 129 31 0,5 71,7 | 175 9,2 0,0 08 71,7 | 175 | 100 0,0 0.8
L2:34 | 497 | 315 | 171 1,4 0,3 533 | 258 | 142 2,5 0,0 542 | 258 | 167 2,5 0,0
L2:35 | 497 | 243 86 | 167 0,7 550 | 133 75 | 167 25 60,0 | 142 75 | 167 17
L2:36 | 812 | 175 04 0.9 0,0 86,7 | 125 0,8 0,0 0,0 86,6 | 12,6 0,8 0,0 0,0
L2337 | 561 | 263 | 168 04 0,4 59,2 | 258 8,3 0,0 0,0 61,3 | 261 | 101 0,0 0,0
L2-38 | 816 9,5 7,0 1,7 0,2 83,3 6,7 8,3 0,8 0.8 83,3 6,7 8,3 0,8 0,8
L2339 | 618 | 233 | 126 2,2 01 692 | 192 6,7 25 0,0 703 | 19,5 6,8 2,5 0,0
L2440 | 273 | 57,2 89 6,3 0,3 16,7 | 625 3,3 9,2 2,5 242 | 633 3,3 9,2 0,0
L2441 | 758 | 142 8,1 1,8 0,2 750 | 11,7 75 25 0,0 756 | 11,8 76 25 0,8
L242 | 918 5,9 23 0,0 0,0 93,3 0.8 0.8 0,0 0,0 97,4 17 0,9 0,0 0,0
L243 | 374 | 566 53 0,7 0,0 36,7 | 458 08 0,0 25 521 | 46,2 17 0,0 0,0
L2-44 | g3, 8,5 8,3 0,0 0.1 95,0 17 17 0,0 0,0 95,0 17 33 0,0 0,0
L245 | 577 | 216 | 178 2,9 0,0 69,2 | 200 8,3 17 0,0 69,2 | 200 8,3 17 0,0
L2468 | 627 | 263 8,9 18 0,3 85,0 9,2 58 0,0 0,0 85,0 9,2 58 0,0 0,0
L247 | g31 | 122 47 0,0 0,0 93,3 5,0 0,0 0,0 0,0 95,8 4,2 0,0 0,0 0,0
L248 | 781 | 100 | 109 0,9 01 87,5 58 33 08 0,0 88,3 58 5,0 08 0,0
L2449 | 917 2,3 58 0.1 0,1 96,7 0.8 0,8 0,8 0,0 97,5 0,8 17 0,0 0,0
L250 | 732 | 134 | 132 0,2 0,0 750 | 125 75 17 0,0 765 | 134 | 101 0,0 0,0




PRILOHA C - tabulka hematokrit level 3

XE-5000 [%] DM96 BK [%] DM96-SK [%]
5 o o o o o
L3-1 151 | 84,2 0,7 0,0 0,0 58 | 875 17 33 0,0 60 | 897 17 2,6 0,0
L3-2 755 | 188 5,7 0,0 0,0 80,8 | 142 2,5 0,0 0,0 824 | 143 2,5 0,0 0,0
L33 394 | 528 78 0,0 0,0 525 | 392 2,5 0,0 08 542 | 417 25 0,0 0,8
L3-4 81,7 8,6 75 2,0 0,2 87,5 6,7 0,0 2,5 0,0 88,2 5,9 08 17 0,0
L35 619 | 258 8,3 38 0,2 683 | 192 33 33 0,0 67,5 | 208 8,3 33 0,0
L3-6 51,3 | 255 | 11,5 | 112 0,5 633 | 16,7 58 | 125 0,0 650 | 17,9 60 | 103 0,9
L3-7 752 | 11,9 8.4 44 01 88,3 25 2,5 58 0,0 85,8 2,5 50 58 0,0
L3-8 90,4 6.8 18 1,0 0,0 96,7 33 0,0 0,0 0,0 96,6 3.4 0,0 0,0 0,0
L3-9 839 | 115 45 0,0 01 88,3 50 42 0,0 0,0 90,8 5,0 42 0,0 0,0
L3-10 | 784 | 141 2,5 438 0,2 79,2 58 17 4,2 0,8 84,0 8.4 2,5 3,4 0,8
L3-11 | 489 | 323 | 137 45 0,6 733 | 183 33 42 0,0 742 | 192 25 33 0,8
L3-12 | 577 | 285 | 110 2.4 0.4 525 | 333 | 117 17 0.8 525 | 333 | 117 17 0.8
L3-13 | 664 | 24,9 7.6 09 0,2 833 | 125 2,5 0,8 0,0 84,0 | 126 2,5 08 0,0
L3-14 | 620 | 211 | 126 41 0,2 70,0 6,7 7.5 5,0 1,7 80,8 6,7 7.5 5,0 0,0
L3-15 | 777 94 | 118 1,1 0,0 85,8 33 58 2,5 0,8 86,7 3,3 6,7 2,5 0,8
L3-16 | 693 | 129 | 136 40 0,2 69,2 58 7.5 8,3 25 79,0 6,7 6,7 7,6 0,0
L317 | go2 | 125 54 1,9 0,0 87,5 8,3 17 0,8 0,0 88,2 8,4 17 08 0,0
L3-18 | g4 9,9 59 0,0 0.1 86,7 75 33 0.8 0,0 89,7 7.8 2,6 0,0 0,0
L319 | 545 | 277 | 115 6,3 0,0 90,0 33 2,5 0,8 08 93,2 34 2,5 08 0,0
L3-20 | 605 | 290 9,1 11 03 71,7 | 200 58 0.8 0,0 725 | 208 58 08 0,0
L3-21 | g5 6,7 8,0 0,0 01 88,3 75 3,3 0,0 0,0 88,3 75 9,2 0,0 0,0
L322 | 498 | 368 | 112 1,9 03 483 | 400 9,2 0.8 0,0 51,7 | 383 9,2 08 0,0
L3-23 | 687 | 17,8 9,6 3,5 04 750 | 125 3,3 3,3 1,7 779 | 133 5,3 18 18
L3-24 | 612 | 213 | 106 54 15 758 | 10,8 3,3 8,3 0,0 76,7 | 10,0 5,0 75 0,8
L3-25 | 787 | 120 5,9 3,0 0,4 88,3 5,8 42 1,7 0,0 88,3 5,8 42 17 0,0
L3-26 | 641 | 157 | 187 13 0,2 750 | 150 6,7 0,0 0,0 750 | 150 8,3 0,0 0,0
L3-27 | 922 44 32 0.1 0,1 90,8 3,3 1,7 1,7 0,8 94,2 3,3 17 0,8 0,0
L3-28 | 754 96 | 115 35 0,0 81,7 5,0 75 3,3 0,0 82,4 6,7 7,6 3,4 0,0
L3-29 | 632 | 250 8,0 36 0,2 733 | 217 2,5 17 0,0 727 | 215 33 17 0.8
L3-30 | 727 | 120 [ 117 35 01 85,0 5,0 58 08 17 85,0 5,0 6,7 08 2,5
L331 | 684 | 214 | 101 0,0 0.1 733 | 117 6,7 2,5 0,0 81,7 | 108 75 0,0 0,0
L3-32 | 554 | 262 | 172 1,0 0,2 64,2 | 242 8,3 08 0,0 650 | 250 9,2 08 0,0
L333 | 608 | 242 | 119 3,0 0.1 708 | 208 7.5 0,0 0,0 71,7 | 208 75 0,0 0,0
L334 | 703 | 150 [ 101 42 0,4 725 | 158 8,3 08 0,0 746 | 169 6,8 08 0,0
L335 | 543 | 340 8,1 3,0 0,6 650 | 258 42 33 0,0 650 | 26,7 42 33 0,0
L3-36 | 681 | 161 | 115 41 0,2 76,7 5,8 6,7 6,7 0.8 78,8 5,9 7.6 6,8 0,8
L3-37 | 766 | 161 6,9 03 01 87,5 75 2,5 0,0 0,0 89,2 75 3,3 0,0 0,0
L3-38 | 812 | 130 49 0.8 0,1 84,2 6,7 2,5 1,7 0,0 89,7 6,0 2,6 17 0,0
L339 | 768 | 11,7 | 101 1,4 0,0 87,5 75 25 0,0 0,0 88,1 9,3 2,5 0,0 0,0
L340 | 753 | 104 | 136 05 0,2 850 | 10,0 1,7 2,5 0.8 850 | 10,8 0,8 2,5 0,8
L341 | 678 | 200 55 6,4 0,3 733 | 158 17 6,7 1,7 733 | 158 17 6,7 2,5
L342 | 560 | 334 9,8 05 0.3 708 | 183 8,3 17 0,0 708 | 183 8,3 17 0,0
L343 | 651 | 227 | 102 1,0 1,0 68,3 | 275 3,3 0,0 0,0 68,3 | 27,5 33 0,0 0,8
L3-44 | 792 | 132 74 0,0 0,2 85,8 50 42 0,0 0,0 88,3 5,0 42 0,0 0,0
L3451 671 | 196 | 130 0,0 0,3 56,7 | 333 6,7 0,0 0,0 576 | 331 8,5 0,0 0,0
L346 | 518 | 225 | 218 3.2 0,7 642 | 167 | 117 5,0 0,0 625 | 205 | 116 36 0,0
L3-47 | 488 | 350 | 148 11 0,3 76,7 | 158 3,3 08 0,0 790 | 16,0 3.4 08 0,0
L3-48 | 691 | 165 8,2 6,0 0,2 83,3 75 5,0 3,3 0,0 83,1 7,6 51 3.4 0,8
L349 | 583 | 273 | 111 2,9 04 66,7 | 17,5 9,2 42 0,0 672 | 168 | 101 42 0,8
L350 | 551 | 246 | 121 76 0,6 00 | 658 | 183 8,3 6,7 653 | 18,6 7,6 6,8 17




PRILOHA D - tabulka hematokrit level 4

XE-5000 [%] DM96 BK [%)] DM96-SK [%]

-] o ] o]

L4-1 34,6 57,9 6,3 0,7 0,5 41,7 49,2 4,2 1,7 1,7 42,9 51,3 2,5 1,7 1,7
L4-2 63,3 27,6 8,1 0,8 0,2 60,0 30,8 33 25 0,0 60,8 34,2 2,5 1,7 0,0
L4-3 68,7 21,8 8,2 1,2 0,1 66,7 21,3 1,9 2,8 0,9 71,0 215 5,6 19 0,0
L4-4 58,7 29,2 8,0 3,7 0,4 73,3 20,8 25 1,7 0,0 72,5 20,8 2,5 1,7 25
L4-5 59,7 17,6 18,4 3,5 0,8 73,3 12,5 6,7 33 0,0 78,2 14,3 59 0,8 0,8
L4-6 35,1 52,1 9,8 2,9 0,1 49,2 41,7 25 4,2 0,8 50,0 42,2 2,6 3,4 1,7
L4-7 52,6 28,2 12,2 6,8 0,2 71,7 20,8 4,2 33 0,0 71,1 19,8 4,1 33 1,7
L4-8 70,6 16,6 7,3 52 0,3 75,0 14,2 33 58 0,8 76,9 12,8 3,4 6,0 0,9
L4-9 73,8 15,6 9,1 1,4 0,1 78,3 12,5 6,7 0,8 0,8 78,3 12,5 75 0,0 1,7
L4-10 39,6 43,5 11,6 0,5 4,8 49,2 33,3 75 33 0,8 51,7 37,3 6,8 2,5 0,8
L4-11 70,8 16,9 10,1 2,1 0,1 81,7 8,3 4,2 1,7 0,0 83,2 11,8 3,4 1,7 0,0
L4-12 68,2 25,1 6,0 0,5 0,2 76,7 17,5 1,7 1,7 0,0 78,3 20,0 0,9 0,9 0,0
L4-13 55,8 27,3 12,5 4,0 0,4 71,7 22,5 2,5 2,5 0,8 71,7 22,5 2,5 2,5 0,8
L4-14 71,4 15,4 7,8 52 0,2 77,5 15,8 2,5 33 0,8 77,5 15,8 2,5 35S 0,8
L4-15 34,2 34,0 25,9 51 0,8 38,1 40,0 12,3 57 1,9 38,1 41,9 12,4 4,8 29
L4-16 44,8 43,3 9,0 2,6 0,3 46,7 45,0 5,0 0,8 0,0 47,1 47,9 4,2 0,8 0,0
L4-18 77,3 12,7 7,4 2,1 0,5 74,2 15,8 6,7 0,8 0,0 71,8 16,1 5,6 0,8 5,6
L4-19 43,8 47,6 59 25 0,2 45,0 46,7 4,2 2,5 0,8 44,5 49,6 2,5 2,5 0,8
L4-20 66,8 32,4 0,4 0,4 0,0 68,3 28,3 0,0 25 0,0 70,7 27,6 0,0 1,7 0,0
L4-21 49,9 33,3 10,5 52 11 63,3 9,2 75 14,2 33 65,8 9,6 8,8 11,4 4,4
L4-22 44,5 44,5 8,7 1,8 0,5 49,2 43,3 5,0 0,0 1,7 48,3 45,8 3,3 0,0 25
L4-23 84,5 8,6 6,7 0,1 0,1 87,5 11,7 0,8 0,0 0,0 87,4 11,8 0,8 0,0 0,0
L4-24 60,6 15,8 20,2 0,3 3,1 70,8 17,5 75 0,0 3,3 69,2 17,5 8,3 0,0 5,0
L4-25 59,9 21,8 17,8 0,4 0,1 54,2 33,3 10,0 0,0 0,0 54,2 35,8 9,2 0,0 0,8
L4-26 83,5 6,0 10,5 0,0 0,0 80,0 10,8 75 0,0 0,0 80,5 10,2 9,3 0,0 0,0
L4-27 87,5 4,0 8,2 0,2 0,1 97,5 0,0 25 0,0 0,0 97,4 0,0 2,6 0,0 0,0
L4-28 13,0 74,3 12,3 0,2 0,2 25 88,3 0,8 1,7 0,8 2,6 96,5 0,9 0,0 0,0
L4-29 72,1 19,3 7,4 1,2 0,0 68,3 24,2 6,7 0,0 0,0 68,3 24,2 [5) 0,0 0,0
L4-30 775 10,9 9,7 1,6 0,3 80,0 14,2 0,8 1,7 25 80,0 15,0 0,8 1,7 25
L4-31 65,1 18,4 14,3 2,0 0,2 80,8 45} 6,7 0,0 0,0 81,7 10,8 [5) 0,0 0,0
L4-32 68,3 23,3 54 2,8 0,2 73,3 19,2 33 33 0,0 75,4 18,6 3,4 2,5 0,0
L4-33 71,2 18,7 8,5 1,2 0,4 67,5 24,2 3,3 0,8 1,7 67,8 26,3 3,4 0,8 1,7
L4-34 33,8 49,8 9,3 6,5 0,7 40,8 41,7 75 4,2 25 42,7 42,6 7,7 4,3 1,7
L4-35 72,5 16,9 7,6 2,7 0,3 80,0 11,7 5,0 0,8 1,7 80,0 12,5 5,0 0,8 1,7
L4-36 70,8 16,2 9,5 3,2 0,3 775 9,2 75 33 0,8 77,5 9,2 75 33 0,8
L4-37 80,4 11,5 7,8 0,3 0,0 86,7 10,0 0,8 0,0 0,0 86,7 10,8 0,8 0,0 0,0
L4-38 69,6 15,6 7,2 7,1 0,5 775 10,0 2,5 75 0,8 775 10,0 4,2 75 0,8
L4-39 67,8 16,6 11,8 3,6 0,2 75,8 15,8 5,0 1,7 0,0 76,7 16,7 5,0 1,7 0,0
L4-40 50,8 32,9 7,1 7,8 1,4 59,2 22,5 4,2 12,5 0,8 60,2 22,0 4,2 11,9 1,7
L4-41 45,9 33,0 18,2 2,6 0,3 70,8 18,3 1,7 33 1,7 72,6 18,8 2,6 2,6 1,7
L4-42 72,7 15,2 11,2 0,8 0,1 82,5 9,2 5,0 1,7 0,0 81,7 10,0 5,0 0,8 25
L4-43 78,5 14,4 6,6 0,4 0,1 80,8 11,7 58 0,8 0,0 80,8 11,7 6,7 0,8 0,0
L4-44 63,0 27,4 7,9 1,5 0,2 66,7 26,7 1,7 2,5 0,8 67,2 26,1 2,5 2,5 0,8
L4-45 67,2 18,6 13,6 0,5 0,1 53,3 27,5 14,2 2,5 0,8 54,6 26,9 15,1 2,5 0,8
L4-46 73,2 17,2 75 1,6 0,5 67,5 24,2 33 2,5 1,7 70,1 24,8 2,6 1,7 0,9
L4-47 95,2 2,0 2,8 0,0 0,0 96,7 1,7 0,8 0,8 0,0 97,5 1,7 0,8 0,0 0,0
L4-48 745 20,3 4,2 09 0,1 72,5 22,5 1,7 1,7 0,0 73,9 22,7 1,7 0,8 0,0
L4-49 70,5 20,4 8,1 0,8 0,2 69,2 28,3 0,8 0,8 0,8 69,7 27,7 0,8 0,8 0,8
L4-50 53,9 27,9 16,7 1,1 0,4 33,3 44,9 9,0 0,0 3,8 35,6 53,4 8,2 0,0 2,7




PRILOHA E - tabulka hematokrit level 5

XE-5000 [%] DM96 BK [%)] DM96-SK [%]

1 o o (o)

L5-1 39,0 40,8 16,4 29 0,9 45,8 43,3 5,0 0,8 0,0 45,8 50,0 33 0,8 0,0
L5-2 71,2 17,5 9,5 1,6 0,2 71,7 18,3 5,0 4,2 0,0 71,7 17,5 6,7 4,2 0,0
L5-3 44,8 32,1 10,5 11,9 0,7 27,5 51,7 75 10,8 0,0 27,3 52,9 7,4 9,9 2,5
L5-4 54,4 30,4 13,6 1,5 0,1 56,7 39,2 4,2 0,0 0,0 55,8 39,2 4,2 0,0 0,8
L5-5 61,1 26,7 8,3 3,8 0,1 61,7 25,0 6,7 4,2 0,0 61,0 25,4 6,8 4,2 0,8
L5-6 47,4 43,3 6,6 2,2 0,5 il 7/ 41,7 25 25 0,8 52,1 42,7 2,6 1,7 0,9
L5-7 46,9 38,2 10,6 3,9 0,4 41,7 45,8 6,7 25 0,8 41,7 47,5 58 2,5 1,7
L5-8 73,0 14,5 8,9 8i5) 0,1 75,0 19,2 25 1,7 0,0 74,8 20,2 2,5 1,7 0,8
L5-9 61,5 29,6 7,9 09 0,1 52,5 45,0 2,5 0,0 0,0 52,5 45,0 2,5 0,0 0,0
L5-10 39,2 49,9 8,7 2,0 0,2 24,2 72,5 0,8 0,8 0,8 23,3 72,5 0,0 0,8 33
L5-11 66,4 21,3 10,7 1,6 0,0 59,2 35,8 1,7 0,8 1,7 59,3 37,3 0,8 0,8 1,7
L5-12 45,1 31,3 11,0 12,1 0,5 64,2 26,7 0,0 9,2 0,0 64,3 27,7 0,0 8,0 0,0
L5-13 43,4 15,6 9,8 30,4 0,8 49,2 13,3 4,2 30,8 0,0 50,0 16,4 2,6 31,0 0,0
L5-14 52,6 29,7 14,7 2,4 0,6 55,0 30,0 4,2 5,0 0,0 54,2 36,7 35S 4,2 0,8
L5-15 48,1 35,4 12,1 35 0,9 55,0 40,0 1,7 2,5 0,0 54,2 40,0 1,7 2,5 1,7
L5-16 36,1 47,9 12,5 2,7 0,8 5343 60,8 2,5 33 0,0 333 60,8 1,7 2,5 1,7
L5-17 59,2 25,0 15,6 0,1 0,1 75,0 20,0 4,2 0,0 0,0 74,6 22,0 3,4 0,0 0,0
L5-18 79,6 7,7 11,8 0,8 0,1 80,0 14,2 3'3) 0,0 0,0 80,8 15,0 35S 0,0 0,8
L5-19 55,8 32,3 9,6 2,1 0,2 50,8 40,8 2,5 1,7 4,2 51,3 429 0,8 1,7 3,4
L5-20 63,5 22,0 13,5 09 0,1 69,2 24,2 5,0 0,0 0,0 70,3 24,6 51 0,0 0,0
L5-21 775 72 14,2 0,9 0,2 83,3 5,0 75 0,8 25 84,2 5,0 75 0,8 25
L5-22 43,8 39,2 10,3 6,5 0,2 40,8 442 6,7 5,0 25 41,2 44,5 6,7 5,0 2,5
L5-23 64,8 26,2 7,7 1,1 0,2 60,0 32,5 4,2 0,8 0,8 60,7 33,3 6,0 0,0 0,0
L5-24 67,2 26,0 6,8 0,0 0,0 61,7 35,8 25 0,0 0,0 62,2 35,3 25 0,0 0,0
L5-25 90,8 4,7 4,4 0,0 0,1 92,5 4,2 0,8 0,0 0,8 93,3 4,2 0,8 0,0 0,8
L5-26 86,0 585 8,7 0,0 0,0 77,5 12,5 7,5 0,0 0,0 79,7 11,9 8,5 0,0 0,0
L5-27 76,4 15,6 7,2 0,6 0,2 76,7 17,5 33 0,0 0,0 78,2 16,8 3,4 0,8 0,0
L5-28 62,3 25,9 8,0 3,5 0,3 55,8 37,5 3,3 25 0,0 55,8 375 3,3 2i5) 0,0
L5-29 54,3 31,3 10,9 3,1 0,4 43,3 42,5 10,0 2,5 0,8 44,1 43,2 9,3 2,5 0,8
L5-30 48,9 33,9 12,0 4,7 0,5 5% 38,3 2,5 75 0,0 51,3 38,7 2i5) 7,6 0,0
L5-31 89,8 79 2,2 0,0 0,1 89,2 8,3 2,5 0,0 0,0 89,2 8,3 2,5 0,0 0,0
L5-32 65,3 22,7 10,3 iLf5 0,2 73,6 16,1 8,0 0,0 0,0 74,4 18,6 7,0 0,0 0,0
L5-33 64,8 20,5 9,8 4,8 0,1 68,3 20,8 6,7 2,5 0,8 68,3 20,8 75 2,5 0,8
L5-34 48,3 28,6 11,3 11,5 0,3 48,3 29,2 12,5 8,3 0,8 47,1 30,3 13,4 8,4 0,8
L5-35 68,7 22,2 6,3 2,6 0,2 59,2 28,3 8,3 1,7 25 59,7 27,7 8,4 1,7 25
L5-36 68,3 23,2 75 0,8 0,2 54,2 40,8 1,7 0,8 1,7 5515) 40,3 1,7 0,8 1,7
L5-37 61,2 26,2 11,4 0,8 0,4 56,7 35,8 5,0 0,8 0,0 56,3 37,0 59 0,8 0,0
L5-38 49,8 41,4 75 0,9 0,4 442 49,2 3is) 0,8 1,7 44,2 49,2 4,2 0,8 1,7
L5-39 75,8 16,3 6,1 1,4 0,4 85,8 10,8 1,7 0,8 0,0 85,8 10,8 2,5 0,8 0,0
L5-40 60,8 28,8 7,8 25 0,1 5318) 40,8 2,5 1,7 0,0 52,9 42,0 3,4 1,7 0,0
L5-41 71,0 19,9 7,9 1,1 0,1 51,7 40,8 6,7 0,8 0,0 52,1 41,2 59 0,8 0,0
L5-42 49,6 36,0 8,5 53 0,6 42,5 45,0 3is) 6,7 1,7 42,1 45,5 2,5 6,6 33
L5-43 52,1 315 12,0 3,9 0,5 50,8 35,0 1,7 4,2 2,5 50,8 39,2 1,7 3,3 4,2
L5-44 46,9 41,2 10,3 1,3 0,3 41,7 48,3 75 0,0 0,0 42,0 50,4 7,6 0,0 0,0
L5-45 42,0 35,7 16,3 52 0,8 45,0 35,8 75 6,7 5,0 44,5 36,1 7,6 6,7 5,0
L5-46 84,7 12,5 2,7 0,0 0,1 81,7 15,8 1,7 0,0 0,0 82,4 15,1 1,7 0,0 0,0
L5-47 73,6 17,0 5,6 3,5 0,3 74,2 14,2 4,2 5,0 0,8 73,7 16,1 4,2 51 0,8
L5-48 40,0 46,4 8,7 4,5 0,4 34,2 56,7 4,2 4,2 0,0 33,6 57,1 4,2 4,2 0,0
L5-49 54,0 34,4 9,1 2,1 0,4 48,3 45,8 1,7 1,7 1,7 48,7 45,4 1,7 1,7 2,5
L5-50 52,9 40,8 4,8 1,0 0,5 44,2 52,5 0,8 0,8 0,8 44,2 53,3 0,8 0,8 0,8




PRILOHA F - tabulka hematokrit level 6

XE-5000 [%] DM96 BK [%)] DM96-SK [%]

-] o ] o]

L6-1 52,6 34,8 10,6 1,5 0,5 58,3 33,3 33 1,7 1,7 58,8 35,3 2,5 1,7 1,7
L6-2 55,3 29,2 10,7 4,6 0,2 50,8 35 4,2 58 0 53,1 36,3 4,4 6,2 0,0
L6-3 86,3 9,2 4,5 0,0 0,0 75,8 22,5 0,8 0,8 0 75,8 22,5 0,8 0,8 0,0
L6-4 64,5 25,0 8,5 1,3 0,7 60 30,8 58 0 0 61,0 33,1 579 0,0 0,0
L6-5 66,1 25,2 7,7 0,8 0,2 47,5 40,8 75 1,7 0 48,3 43,2 6,8 1,7 0,0
L6-6 50,4 28,8 16,8 3,4 0,6 61,7 22,5 8,3 25 2,5 62,2 26,1 6,7 2,5 25
L6-7 54,5 33,5 7,9 3,8 0,3 49,2 40 8,3 0,8 0 49,2 41,5 7,6 0,8 0,0
L6-8 51,5 32,7 10,7 4,7 0,4 57,5 28,3 75 4,2 0 57,6 30,5 579 4,2 1,7
L6-9 79,5 12,8 75 0,2 0,0 81,7 12,5 1,7 0 0 84,0 13,4 1,7 0,0 0,0
L6-10 75,0 16,7 7,3 0,9 0,1 75,8 15 8,3 0,8 0 76,5 15,1 8,4 0,0 0,0
L6-11 54,5 27,8 13,1 4,3 0,3 45 44,2 9,2 0,8 0 43,2 45,8 9,3 0,8 0,8
L6-12 61,9 28,2 7,1 2,4 0,4 50 39,2 58 2,5 0 50,0 40,8 58 2,5 0,8
L6-13 57,1 28,1 8,4 6,1 0,3 55,8 27,5 9,2 4,2 0,8 56,3 29,4 9,2 2,5 25
L6-14 48,0 36,8 10,5 4,5 0,2 40 45,8 8,3 1,7 0 40,5 49,1 6,9 1,7 0,9
L6-15 53,2 33,7 10,8 2,2 0,1 50 45 3,3 0,8 0 49,2 45,8 3,3 0,8 0,8
L6-16 64,1 24,6 7,6 315) 0,2 63,3 28,3 0,8 6,7 0 63,3 29,2 0,8 6,7 0,0
L6-17 50,7 34,9 9,6 4,4 0,4 45,8 32,5 17,5 0,8 0 47,0 359 16,2 0,9 0,0
L6-18 61,3 275 7,8 3,0 0,4 65,8 28,3 5 0,8 0 65,5 29,4 4,2 0,8 0,0
L6-19 68,1 16,3 12,8 25 0,3 75 16,7 3,3 3,3 0 75,0 15,8 4,2 2,5 25
L6-20 65,3 25,6 7.9 1,0 0,2 60,8 34,2 2,5 0,8 0 61,3 35,3 2,5 0,8 0,0
L6-21 45,7 33,6 12,0 8,2 0,5 46,7 45,8 2,5 4,2 0 46,7 46,7 2,5 4,2 0,0
L6-22 56,5 26,5 9,0 78 0,2 56,7 29,2 3'3) 9,2 0 57,1 30,3 2,5 9,2 0,8
L6-23 91,7 6,9 1,3 0,0 0,1 94,2 3,3 0 0 0 95,0 5,0 0,0 0,0 0,0
L6-24 72,1 20,1 6,9 0,6 0,3 49,2 40 7,5 1,7 1,7 48,3 41,5 6,8 1,7 1,7
L6-25 65,2 26,9 7,2 0,6 0,1 62,5 32,5 4,2 0 0 62,5 333 4,2 0,0 0,0
L6-26 58,6 30,1 58 4,9 0,6 50 38,3 25 58 1,7 50,0 39,2 3,3 58 1,7
L6-27 47,9 39,7 8,8 33 0,3 40 52,5 4,2 1,7 0 40,0 54,2 4,2 1,7 0,0
L6-28 66,4 20,5 12,5 0,3 0,3 75,8 19,2 2,5 0,8 0,8 76,7 20,0 1,7 0,8 0,8
L6-29 88,8 3,6 75 0,0 0,1 85,8 9,2 2,5 0 0 87,4 8,4 4,2 0,0 0,0
L6-30 45,3 39,3 12,1 2,9 0,4 27,5 63,3 75 0 1,7 275 66,7 4,2 0,0 1,7
L6-31 68,9 18,8 10,6 1,4 0,3 65,8 25 6,7 0,8 1,7 66,4 25,2 59 0,8 1,7
L6-32 61,1 239 9,6 4,7 0,7 56,7 34,2 3,3 3,3 2 56,7 34,2 3,3 3,3 25
L6-33 54,7 34,0 6,7 4,2 0,4 34,2 55 5 1,7 1,7 34,5 55,5 6,7 1,7 1,7
L6-34 46,2 45,8 57 1,7 0,6 33,3 65 0 0 0,8 33,3 65,0 0,0 0,0 1,7
L6-35 58,4 30,0 7,2 4,2 0,2 55,8 375 33 1,7 0,8 56,8 38,1 2,5 1,7 0,8
L6-36 70,1 21,3 6,4 2,1 0,1 66,7 23,3 4,2 33 0,8 66,7 25,0 4,2 &3 0,8
L6-37 38,4 48,5 11,1 1,5 0,5 34,2 54,2 58 1,7 2,5 33,1 58,5 4,2 1,7 25
L6-38 53,4 345 9,2 2,4 0,5 59,2 29,2 75 2,5 0,8 59,7 33,6 2,5 2,5 0,0
L6-39 50,3 35,7 10,7 2,6 0,7 57,5 34,2 2,5 25 3,3 58,0 33,6 2,5 2,5 3,4
L6-40 68,7 25,5 4,6 1,1 0,1 68,3 25 3is) 2,5 0 68,9 26,1 3,4 1,7 0,0
L6-41 63,3 25,7 7,6 3,2 0,2 53,3 32,5 8,3 5 0 53,3 33,3 8,3 5,0 0,0
L6-42 57,2 30,3 9,6 2,4 0,5 51,7 41,7 4,2 0,8 1,7 51,7 42,5 &3 0,8 1,7
L6-43 54,4 33,9 7,7 3,6 0,4 45,8 44,2 4,2 4,2 0 45,8 45,0 5,0 4,2 0,0
L6-44 53,6 27,9 15,8 3,0 0,2 55,8 36,7 2,5 2,5 1,7 56,3 37,8 2,5 2,5 0,8
L6-45 54,4 34,4 9,1 1,9 0,2 47,5 37,5 11,7 0,8 0,8 49,1 37,1 12,1 0,9 0,9
L6-46 66,9 26,9 6,0 0,2 0,0 62,5 31,7 2,5 0 0,8 63,6 33,1 3,4 0,0 0,0
L6-47 64,6 26,7 6,6 2,0 0,1 57,5 33,3 4,2 1,7 1,7 57,5 35,0 4,2 1,7 1,7
L6-48 52,5 35,3 8,5 33 0,4 50 37,5 2,5 5,8 0,8 49,1 40,7 4,6 4,6 0,0
L6-49 69,8 20,9 8,8 0,4 0,1 75 20,8 0,8 0 0 76,3 21,1 1,8 0,0 0,0
L6-50 69,5 16,9 11,9 1,6 0,1 76,7 16,7 4,2 1,7 0,8 76,7 16,7 4,2 1,7 0,8

VI




PRILOHA G - tabulka hematoKkrit level 7

XE-5000 [%] DM96 BK [%)] DM96-SK [%]

-] o ] o]

L7-1 57,5 31,3 8,2 2,8 0,2 47,5 48,3 1,7 1,7 0,8 46,2 48,7 2,5 1,7 0,0
L7-2 87,3 6,6 59 0,1 0,1 83,3 12,5 25 0,8 0,8 83,3 12,5 2,5 0,8 0,8
L7-3 55,1 32,8 9,4 2,4 0,3 44,2 42,5 8,3 1,7 1,7 44,9 44,9 6,8 1,7 1,7
L7-4 58,7 32,4 6,6 1,9 0,4 50,8 40 5 3,3 0 50,0 41,5 Bl 3,4 0,0
L7-5 77,1 16,6 51 1,0 0,2 65 24,2 9,2 0,8 0,8 64,4 26,3 7,6 0,8 0,8
L7-6 61,5 28,0 7,7 2,3 0,5 46,7 46,7 33 25 0,8 46,2 47,1 3,4 2,5 0,8
L7-7 51,7 38,6 7,2 1,8 0,7 51,7 35 6,7 33 0,8 51,7 38,3 5,0 33 1,7
L7-8 44,9 38,8 10,6 55 0,2 32,5 55 5 3,3 1,7 33,3 58,1 3,4 3,4 1,7
L7-9 75,5 18,5 56 0,3 0,1 85 12,5 1,7 0 0 85,8 12,5 1,7 0,0 0,0
L7-10 56,3 32,1 9,4 1,9 0,3 62,5 30 25 0 1,7 66,4 30,1 2,7 0,0 0,9
L7-11 72,0 16,7 8,9 2,1 0,3 63,3 26,7 4,2 4,2 0,8 65,0 28,2 2,6 3,4 0,9
L7-12 76,6 12,9 9,6 0,7 0,2 67,5 22,5 9,2 0,8 0 66,4 22,1 9,0 0,0 25
L7-13 59,2 30,7 7,2 2,6 0,3 44,2 49,2 3,3 2,5 0 44,2 50,8 2,5 2,5 0,0
L7-14 58,6 29,6 10,3 1,2 0,3 55| 30,8 2,5 0,8 25 54,7 39,3 2,6 0,9 2,6
L7-15 56,7 29,4 11,4 1,9 0,6 45,8 40 58 1,7 0 46,7 46,7 5,0 1,7 0,0
L7-16 60,2 26,9 8,7 4,0 0,2 64,2 233 3'3) 4,2 0,8 63,6 26,3 2,5 4,2 2,5
L7-17 56,7 26,9 10,6 5,6 0,2 55 28,3 10,8 1,7 1,7 55,9 30,5 10,2 1,7 1,7
L7-18 70,5 16,3 11,8 1,1 0,3 60 24,2 10 0 0,8 60,5 28,6 10,1 0,0 0,8
L7-19 58,5 24,8 12,1 4,2 0,4 49,2 38,3 58 4,2 0,8 50,0 39,2 58 4,2 0,8
L7-20 55,1 34,3 8,2 1,9 0,5 55,8 31,7 4,2 1,7 25 57,6 33,1 4,2 1,7 3,4
L7-21 57,6 251 13,5 3,4 0,4 75 6,3 11,3 3,8 1,3 75,9 7,6 10,1 2,5 25
L7-22 63,6 24,0 8,6 315) 0,3 57,5 31,7 6,7 33 0,8 58,5 30,5 6,8 3,4 0,8
L7-23 53,9 37,6 7,1 1,3 0,1 44,2 50,8 0,8 3,3 0 43,3 51,7 1,7 3,3 0,0
L7-24 41,2 46,4 11,5 0,9 0,0 37,5 50 7,5 1,7 0 38,1 53,4 6,8 1,7 0,0
L7-25 79,8 12,4 71 0,6 0,1 66,7 20,8 8,3 2,5 1,7 68,1 21,0 8,4 1,7 0,8
L7-26 67,0 20,7 9,4 1,9 1,0 64,2 26,7 7,5 0 0 64,2 27,5 8,3 0,0 0,0
L7-27 76,5 16,3 6,1 0,8 0,3 72,5 22,5 33 1,7 0 72,3 23,5 25 1,7 0,0
L7-28 56,0 33,6 9,1 1,1 0,2 60 29,2 6,7 1,7 0 60,0 32,5 5,8 1,7 0,0
L7-29 77,3 12,7 9,5 0,3 0,2 75,8 15,3 4,2 0 0,8 76,7 18,3 5,0 0,0 0,0
L7-30 59,9 28,8 7,8 3,3 0,2 44,2 45 8,3 0,8 0 45,4 46,2 7,6 0,8 0,0
L7-31 70,8 17,1 11,0 1,0 0,1 73,3 20 33 0,8 0 74,6 21,2 3,4 0,8 0,0
L7-32 64,2 21,4 5,6 7,8 1,0 49,2 34,2 75 6,7 0 48,7 37,8 5,0 6,7 0,8
L7-33 60,2 239 13,9 1,5 0,5 60 30 5 2,5 1,7 60,3 30,6 5,0 2,5 1,7
L7-34 54,7 31,0 9,9 3,8 0,6 40,8 48,3 3,3 5 0,8 41,2 49,6 3,4 4,2 0,8
L7-35 51,0 36,8 8,8 3,1 0,3 50,8 40,8 33 33 0 50,4 41,2 3,4 3,4 1,7
L7-36 50,7 33,7 9,1 6,0 0,5 45 43,3 4,2 58 1,7 45,0 43,3 &3 58 2,5
L7-37 51,7 36,8 9,7 0,9 0,9 36,7 50 6,7 1,7 1,7 37,4 51,3 7,8 1,7 1,7
L7-38 50,6 41,1 7,1 0,6 0,6 40 51,7 3is) 0 0,8 39,7 56,9 1,7 0,9 0,9
L7-39 71,8 18,5 57 3,3 0,7 55 39,2 1,7 25 0,8 53,8 41,0 1,7 2,6 0,9
L7-40 63,1 26,1 8,7 1,8 0,3 55 38,3 4,2 0,8 0 54,6 41,2 3,4 0,8 0,0
L7-41 49,6 39,2 9,3 1,4 0,5 40 55 3,3 0 0,8 40,3 55,5 3,4 0,0 0,8
L7-42 50,1 36,1 10,0 3,6 0,2 49,2 41,7 4,2 0 0 49,2 46,7 2,5 0,8 0,0
L7-43 52,3 31,1 13,4 2,9 0,3 33 50,4 9,6 3,5 0 32,7 53,1 9,7 2,7 1,8
L7-44 60,6 25,9 8,3 4,9 0,3 55 23,3 9,2 5 1,7 54,7 29,2 9,4 57 0,9
L7-45 50,5 39,5 8,7 1,1 0,2 35 60,8 1,7 0 0 35,0 63,3 1,7 0,0 0,0
L7-46 58,0 331 6,7 2,1 0,1 52,5 38,3 1,7 1,7 1,7 52,9 41,2 2,5 1,7 1,7
L7-47 57,3 30,6 7,9 3,8 0,4 45,8 43,3 75 0,8 1,7 45,4 44,5 7,6 0,8 1,7
L7-48 40,2 47,1 9,4 2,6 0,7 41,7 35,8 8,3 5 1,7 41,1 42,0 9,8 4,6 2,7
L7-49 59,9 28,3 75 3,8 0,5 57,5 31,7 4,2 3,3 1,7 58,1 34,2 2,6 3,4 1,7
L7-50 72,8 15,7 9,7 1,6 0,2 70,8 19,2 8,3 0 0,8 71,7 19,2 8,3 0,0 0,8

VII




PRILOHA H - tabulka hematokrit level 8

XE-5000 [%] DM96 BK [%)] DM96-SK [%]
-1 [©] o [©]
L8-1 71,1 16,8 7,1 3,7 13 65 20 2,5 4,2 0,8 67,6 24,3 2,7 3,6 18
L8-2 65,7 18,8 10,1 4,4 1,0 65 15 58 6,7 25 72,6 14,2 4,7 6,6 19
L8-3 68,1 17,4 9,4 4,3 0,8 60,8 14,2 6,7 15,8 0 73,9 10,9 33 10,9 11
L8-4 69,0 17,3 8,5 4,4 0,8 74,2 16,7 0,8 42 25 76,5 17,4 0,9 3,5 1,7
L8-5 66,7 23,3 8,6 12 0,2 64,2 22,5 12,5 0 0,8 65,5 21,6 12,9 0,0 0,0
L8-6 84,9 7,1 7,1 0,8 0,1 81,7 11,7 58 0 0 81,5 12,6 519 0,0 0,0
L8-7 82,6 10,6 2,7 2,7 14 86,7 6,7 3,3 2,5 0,8 86,7 6,7 33 2,5 0,8
L8-8 61,7 28,0 7,0 3,2 0,1 61,7 29,2 4,2 25 0 60,8 30,8 4,2 3,3 0,8
L8-9 83,5 8,8 7,7 0,0 0,0 85,8 10 3,3 0 0 85,8 10,0 33 0,0 0,0
L8-10 79,2 11,8 5E) 2,4 0,7 79,2 5,8 25 6,7 0 85,6 6,7 11 5,6 11
L8-11 48,3 355 13,6 2,2 0,4 52,5 30,8 8,3 17 0,8 55,2 35,3 78 0,9 0,9
L8-12 37,9 44,6 13,4 3,6 0,5 33,3 40 12,5 6,7 1,7 39,4 43,4 8,1 71 2,0
L8-13 52,8 30,2 10,1 6,6 0,3 54,2 17,5 15 58 1,7 56,0 20,7 155 6,0 1,7
L8-14 59,3 23,1 12,0 5,0 0,6 71,7 14,2 @z 3.3 0 72,9 14,4 9,3 34 0,0
L8-15 50,6 33,9 12,3 2,6 0,6 52,5 34,2 75 0,8 0,8 52,2 36,5 78 0,9 2,6

VI



PRILOHA I - popisné statistiky - monocyty L1 - L3

kategorie=L1
XE5000 MONO [3%] DM3E MONO [%] BK DMIE MONO [%] SK

7

o

SR

S

.y

N: 24,00 N: 24,00 N 24,00

Prim. 11,48 Prim.. 7,075 Prim.:  508%
Medidn: 83800 Median: 8250 Wedidn: 5850
Min: 0,400 Hin: 0 Win: 0

Max: 45,60 fax; 20,80 Max: 20,00
Rozptyl: 83,82 Rozplyl: 28,61 Rozplyl: 26,04
S0 9,158 50: 5,348 S0 5,102
Sm.Ch: 1,869 8m.Ch: 1,002 SmCh: 1042

kategorie=L2

KE5000 MONO [%] DM36 MONO [3] BK DM36 MONO [%] SK

o
.

/////////%‘

M: 50,00 N 50,00 M: 50,00
Prim.. 8,934 Prim 4706 Prim.: 5312
Median: 8,200 Wedian: 3,300 Median: 3,200
Min: 0,400 Win: 0 Min: 0

Max; 31,30 Wax: 20,80 Max: 24,20
Rozptyl: 25,76 Rozptyl: 15,85 Rozptyl: 20,21
50: 5,075 S0 3,981 S0; 4,496
sm.Ch: 0718 Sm.Ch. 0,563 Sm.Ch.: 0,636

kategorie=L3

KE5000 MONO [%] DM36 MONO [3] BK DM MONO [3] Sk

4
/////%'

N: 50,00 M: 50,00 M 50,00
Prim.. 9552 Prim.. 4,918 Prim. 5,200
Median: 9,950 Median: 3,750 Medidn: 5,000
Min: 0,700 Min 0 Win: 0

Max: 21,80 Mas 18,30 Max: 1,70
Rozptyl: 16,79 Rozptyl: 11,65 Rozptyl: 8,896
S0 4,098 1o 3413 S0 2,983
Sm.Ch.. 0580 Sm.Ch.. 0483 Sm.Ch. 0422



PRILOHA ] - popisné statistiky - monocyty L4 - L6

kategorie=L4

W36 MONO [%] BK

&

N: 49,00 N 49,00 N: 49,00
Prim.: 9822 Prim.. 4,506 Prim.. 4563
Median: 8,500 Wedian: 4,200 Median: 3400
Min: 0,400 Min 0 Min: 0

Max: 2590 Max: 14,20 Max: 1510
Rozptyl: 21,03 Rozptyl: 9,557 Rozptyl: 10,40
S0, 4,586 S0 3,091 50: 3,226
Sm.Ch.. 0,655 Sm.Ch.: 0442 8m.Ch.. 0,461

kategorie=L5
O [3:] BK

DM36 MONO [3%] 5K

\ uh\:

i 7
////////L,
Y
:

‘\

N: 50,00 N: 50,00 N: 50,00
Pram.. 9572 Pram. 4250 Pram 4,188
Median: 9,550 Median: 3,750 Wedidn: 3,350
Min: 2,200 Min: o Win: 0

Max: 16,40 Max 12,50 Max: 13,40
Rozptyl: 1010 Rozptyl: 7,103 Rozptyl: 7,978
80 3,179 30 2,665 S0: 2825
8m.Ch.: 0,450 8m.Ch: 0,377 Sm.Ch: 0,399

kategorie=L6

5000 MONO [%] DMSE MONO [36] BK DMSE MONO [%] 5K

N 50,00 N 50,00 N: 50,00

Prim. 8,876 Prim.: 4,880 Prim. 4,626
WMedidn: 8,500 Medidn: 4,200 Medidn: 4,200
Min: 1,300 Min 0 Min o

Max 16,80 Max  17.50 Max: 16,20
Rozptyl 7,672 Rozptyl: 10,65 Rozptyl: 9,062
50 2770 S0 3,263 so: 3,010
Sm.Ch. 0,392 Sm.Ch. 0,461 Sm.Ch. 0,428



PRILOHA K - popisné statistiky - monocyty L7 - L8

kategorie=L7

KE5000 MONO [%] DM36 MONO [%] BK DM35 MONO [3%] 5K

L 12

////

//////

//////////////4
.

N

R
o

~ o

mN‘J
.
[

M 50,00 N: 50,00 N: 50,00
Prim 8,692 Prim.. 5402 Prim.: 5,078
Median: 8,850 Median: 4,600 Median: 4,600
Min: 5,100 Min 0,200 Min: 1,700
Max: 13,90 fax; 11,30 Max: 10,20

Rozptyl: 4,324 Rozplyl: 7,712 Rozptyl: 7,632

80 2,080 80 2777 50 2763
Sm.Ch: 0,294 8m.Ch.: 0,393 Sm.Ch: 033

kategorie=L8
XES000 MONO [%] DM9E MONO [%] BK DMSE MONO [%] SK

e

7

T

/‘////

_

N\

L

s

N 15,00 N: 15,00 N 15,00
Prim: 9,033 prim: 6,660 Prim: 6,053
Median: 8600 Wedidn: 5,800 Median: 4,700
Min: 2,700 Min: 0,800 Min 0,900
Max: 13,60 Iax: 15,00 Max: 15,50
Rozptyl 8,571 Rozptyl 17,62 Rozptyl: 17 67

50 2,885 50: 4188 50: 4203
SmCh: 0773 Sm.Ch: 1,084 Sm.Ch: 1,085

Xl



PRILOHA L - popisné statistiky standardizovanych dat

XE5000 NEU [%]

XE5000 LYM [%] XE5000 MONO [%] XE5000 EO [%]

XE5000 BAZO [%]

i

N

]

%% é A
Lo ]

3 2
I

M: 338 M: 338 M: 338 N: 338 N: 338
Prim.: -4.47e-016 Prim.: -1.78e-015 Prim.: 1.60e-015 Pram.: 5.66e-017 Pram.: 1.85e-016
Median-  0,00237 Median-  -0,0556 Median-  -0,142 Medidn-  -0,236 Medidn-  -0.263
Min: 3,425 Min: -1,790 Min: 2,072 Min: -0.874 Min: -0.638
Max: 2,210 Max: 4,660 Max: 8,312 Max: 9,898 Max: 12,30
Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000

S0: 1.000 S0: 1.000 S0: 1.000 S0: 1,000 S0: 1.000
SmCh.: 00544 SmCh: 00544 SmCh: 00544 SmCh: 00544 SmCh: 00544

Popisna statistika standardizovanych dat analyzatoru XE-5000

DMS6 NEU [%] 5K DM96 LYM [%] 5K DM96 MONO [%] SK DM96 EO [%] SK

DM96 BAZO [%] SK

0 .
,, ]

g

7

5 #

4

af &

i &

H 2

i BN

o

N @
M: 338 M: 338 M: 338 N: 338 M: 338
Prim.: 7.10e-016 Prim.: -3.32e-016 Prim.: -8,67e-019 Pram.: -4 ,57e-016 Pram.: 7.41e-016
Median:  0,0914 Median-  -0,197 Median: -0.238 Medidn-  -0.157 Median:  -0.370
Min: -3.492 Min: -1,540 Min: -1.435 Min: 0,735 Min: 0,760
Max: 1,792 Max: 4.071 Max: 5462 Max: 9,794 Max: 4,692
Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000
S0: 1,000 S0: 1,000 S0: 1,000 S0: 1,000 S0 1,000
Sm.Ch.:  0.0544 Sm.Ch.: 0,0844 Sm.Ch.:  0.0544 Sm.Ch.: 0,0544 Sm.Ch.: 0,054

Popisna statistika standardizovanych dat analyzatoru DM96 bez korekce

DM96 NEU [%] BK DM96 LYM [%] BK DM95 MONO [%] BK DMS6 EO [%] BK

DMS6 BAZO [%] BK

Popisna statistika standardizovanych dat analyzatoru DM96 s korekei

X1

N: 338 N: 338 N: 338 N: 338 N: 338
Prim.: 2282015 Prim.: 1,25e-016 Prim.: 513e-016 Prim.: 1,52e-018 Prim.: -3,16e-016
Median: 0,111 Median: -0,183 Median: -0,235 Median: 0,222 Median: -0,688
Min: -3,555 Min: -1,637 Min: -1.431 Min: 0,774 Min: -0,688
Max: 1,841 Max: 3,776 Max: 4,492 Max: 9.238 Max: 6,369
Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000 Rozptyl: 1,000

S0 1,000 S0: 1,000 S0: 1,000 S0: 1,000 S0 1,000
Sm.Ch.:  0.0544 Sm.Ch.: 0.0544 Sm.Ch.: 0.0544 Sm.Ch.: 0.0544 Sm.Ch.:  0.0544




PRILOHA M - hodnoceni prace s telehematologii

»Byla jsem oslovena pro spolupraci na bakalafské praci, kterd vyuziva rozséhly
projekt telehematologie. Z pohodli nasi domovské laboratofe jsem hodnotila asi 400 natéra
periferni krve, které byly v nasi laboratofi zhotoveny a poskytnuty pro tuto studii. Aby nebyl
zatizen chod oddé¢leni klinické hematologie, byla vyuzita pro zdznam vysledkli skenovaci
jednotka DM96 v sidle firmy Sysmex. Tato skenovaci jednotka je stejné jako nase napojena
na spole¢ny server telehematologie. Az byly natéry naskenovany, dala jsem se do hodnoceni,
které probihalo pomoci internetového pfipojeni, jako bych hodnotila vzorky namétené u nas.
dochazelo k mensi Casové prodlevé (asi 2min.), ale pak uz samostatna prace nebyla nic¢im
ovlivnéna. Co zavérem, snad jen Ze projekt telehematologie pracoval bez potizi a potvrdil i to,
ze prace s DM96 je rychlejsi nez prace s klasickym mikroskopem. S DM96 se dostava do
laboratofti urcity komfort a urychluje praci.

X1



