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Analiza automata

* Furnizare rapida de rezultate cu nivel ridicat de precizie si acuratete
e Calibrare corecta

« Manevrare corecta

 Proceduri de control al calitatii

Sange cu caracteristici anormale
 Rezultate aberante
« Atentionari / flaggs

Masuri corective

« Operatorul trebuie sa fie familiarizat cu rezultatele aberante la care este
predispus aparatul

* Intelegera modului in care este generat fiecare parametru




Corelatii intre hemoleucograma automata si frotiul de sange periferic, Bucuresti, 1 oct 2011

Corelarea rezultatului automat
cu frotiul de sange colorat panoptic

|deal: pentru fiecare proba

Alternativa: examinarea la MO a probelor ce au generat cel putin un
parametru automat in afara intervalului de referinta

Frotiul se executa imediat dupa recoltare si se coloreaza panoptic la nevoie

The International Consensus Group for Hematology

Review: Suggested Criteria for Action Following Aut omated CBC and WBC
Differential Analysis
PW Barnes, SL McFadden, SJ Machin, E Simson

Laboratory Hematology 2005, 11: 83 — 90
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Sex: Female

Data Nasterii 1966/06/16
Diagnostic:

Diff. Morph.

Count

WBC 11.78 + [10"3/uL]
RBC 452  [10"6/uL]
HGB 13.6  [g/dL]
HCT 406 [%]
MCV 89.8  [fL]
MCH 30.1 [pgl
MCHC 335 [g/dL]
PLT 9 * [10"3/ulL]
RDW-SD 43.3  [fL]
RDW-CV 13.4  [%]
PDW - [fL]

MPV - [fL]
P-LCR — %]

PCT — (%]
NEUT 566  [10°3/ul]
LYMPH 241 [1073/uL]
MONO 0.93 + [10°3/uL]
EO 2.73 + [10°3/uL]
BASO 0.05 [10"3/uL]
IG 0.02  [10%3/uL]
RET [%]

IRF [%]

LFR [%]

MFR [%]

HFR [%]

WBC IP Message(s)
Eosinophilia

TROMBOCITOPENIE

48.0 - [%]

205  [%]

7.9 [%]

232 + [%]

04 [%]

02 [%]
[10%6/uL]

RBC/RET IP Message(s)

( 3.50- 11.00)

( 400- 5.20)

( 12.0- 16.0)

( 36.0- 46.0)

( 80.0 - 100.0)

( 20.0- 34.0)

( 32.0- 36.0)

( 150 - 450)

( 37.0- 54.0)

( 11.0- 16.0)

( 9.0- 17.0)

( 9.0- 13.0)

( 13.0- 43.0)

( 017 - 0.35)
2.00- 7.00) ( 56.0- 68.0)
1.50 - 4.00) ( 20.0- 40.0)
0.20- 0.80) ( 4.0- 10.0)
0.00- 0.45) ( 1.0- 3.0)
0.00- 0.20) ( 00- 1.0)
0.00- 7.00) ( 0.0- 72.0)
0.50- 1.70) (0.0164 - 0.0776)

( 3.0- 15.9)

( 0.0- 100.0)

( 0.0- 100.0)

( 0.0- 100.0)

PLT IP Message(s)
PLT Abn Distribution
Thrombocytopenia
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Frotiu MGG- mijloc
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Frotiu MGG, franjuri
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Frotiu MGG, margine
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Proba recoltata pe citrat
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Frotiu MGG, din proba recoltata pe citrat
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Frotiu MGG din proba recoltata pe citrat, franjuri
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Pseudotrombocitopenie datorata substantel anticoagulan te

Manifestari

e Aglutinare plachetara

« Satelitism leucocitar (rozetare)

« Aglutinate trombocite — leucocite (PMN)

Anticoagulante
e EDTA

o Citrat

o Oxalat

* heparina
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Pseudotrombocitopenia datorata EDTA
Fenomen in vitro

Proteine specifice ce reactioneaza cu T doar in sangele anticoagulat cu
EDTA

— Aglutinine: 1gG, IgM, IgA

Tranzitor/anumite circumstante (infectii)

La persoane sanatoase, fara manifestari clinice/diverse afectiuni
— Boli autoimune
— Patologie neoplazica

Poate masca un numar de trombocite N/real /
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Pseudotrombocitopenia indusa de EDTA

Mecanism de aparitie

* in prezenta EDTA, in membrana plachetara se expune situsul de legare a atg din
complexul GP lib/Illa

« EDTA modifica atg din membrana plachetara legarea atc antifosfolipidici
antiplachetari

* Nu este insotita de anomalii plachetare functionale (agregabilitate normala)
* Nu este insotita de semne/simptome hemoragice

e apare in cateva minute dupa contactul sangelui cu EDTA
« este mai evidenta in probele tinute la ttamerei
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Principiul impedantei
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Principiul impedantei

# &
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Metoda de detectie hidrodinamica

A

volum [fl]
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De la puls la histograma
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Histograme

% # .- %
% -9
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Alte modalitati de masurare automata a trombocitelor

Laser: cantitatea de lumina imprastiata ~ volumul particulei

— Histograma de imprastiere: volum 1 — 30 fL
Index de refractie 1.35-1.4

Optic + impedanta + imunologic (CD61)

Numaratoare optica impreuna cu reticulocitele dupa colorarea fluorescenta a
ARN
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Masurarea T in pseudotrombocitopenie

Aglutinate de dimensiuni variabile:

e incanalul de E+T: numarate ca E

iIn canalul de L+FL: numarate ca L

— grupurile de T sunt rezistente la agentii de liza a E

— aparatul nu le recunoaste ca o populatie de L  atentionare

o Aglutinatele de dimensiuni ce depasesc pragul superior pentru identificarea
diverselor tipuri de celule sunt ignorate

* in 10% din cazuri sunt ignorate: histograme normale pentru T si L
* de obicel, ignorate la analizoarele ce nu fac FL
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Pseudotrombocitopenia: masuri corective

Recoltare pe citrat

Recoltare din pulpa degetului si dilutie imediata fara alt anticoagulant
Recoltare cu sistem Unopette cu oxalat de amoniu

Recoltare si prelucrare la 37T

— incalzirea probei ulterior aglutinarii aparute la t°cam nu poate reversa
fenomenul ci il accentueaza
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Hemograma recoltata pe citrat
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Hemograma recoltata a doua oara
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Toroane de fibrina

« Compozitie: fibrile de criofibrinogen sau criofibrinogen + crioglobuline

« Mecanism de aparitie: polimerizarea fibrinei dupa o recoltare dificila ce
Initiaza coagularea in vitro inainte de contactul sangelui cu EDTA

Generarea parametrilor automati in prezenta fibrinei

 Aglomerari de T si/sau L de dimensiuni variabile  numarate ca T si/sau L
 Aglomerari de T si L suficient de mici pentru a nu infunda canalul

» Fibrile de dimensiuni variabile  numarate ca T si/sau L

Masuri corective
— Repetarea recoltarii (de obicei, fenomenul nu reapare daca se repeta recoltarea)
— Incalzirea probei la 37T
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Situatii ce duc la generarea unui numar fals de trombocite

Valori fals scazute

Aglutinare T
Satelitism T in jurul L
Aglutinare T - Ne
T mari
Coagulare in proba
Sange in exces in vacutainer

Valori fals crescute
E fragmentate
(schizocite, A feripriva severa, arsuri)

Fragmente citoplasmatice
(leucemii, limfoame)

Crioglobuline, criofibrinogen
Bacterii, fungi
Lipide
(recoltare postprandiala)

Agregate T numarate caL L fals
L fals
T numaratecal Lfals

HLG anormala
HLG anormala

Posibil E fals

L fals

L si Hb fals
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sferocitoza
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Aglutinare eritrocitara
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Proba incalzita 30 min la 37C
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Generarea parametrilor automati ce caracterizeaza E

Masurare directa

E: numar si volum sau Ht (E, VEM /Ht)

— Impedanta

— Analiza luminii imprastiate cand E trece prin dreptul unei raze laser
CHCM: Hb masurata direct in fiecare E (cellular haemoglobin concentration mean)
HDW (Hb distribution width)

— E = numar de pulsuri 109/ L

— VEM = media inaltimilor pulsurilor Ht=E x VEM fl

— Ht = suma inaltimilor pulsurilor VEM=HUVE — in sistemele semiautomate %

Hb: cianuri/sodiu lauril sulfat

— Fotometrie — absorbanta

Calcul

— Hb proportionala cu intensitatea culorii hemolizatului g/dL
HEM =Hb/E pPg
CHEM = Hb / Ht sau Hb / (E x VEM) CHEM =CHCM ? gL
RDW-SD fL

RDW-CV  (CV = SD/medie) %
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Surse de eroare in masurarea numarului de E
Aglutinarea eritrocitara: aglutinine la rece/cald
 Mecanism de aparitie:
— Aglutininele la rece agrega E la t<37C
— Aglutinate E de dimensiuni variabile

 Generarea rezultatului fals
— Numararea E individuale si a aglutinatelor mici
— Aglutinatele mari ce depasesc 300 fL sunt ignorate
Numar de E fals , VEM fals , Ht fals
In contrast: Hb N
Regula: CHEM > 36 g/dL
CHEM CHCM

 Masuri corective
— Incalzire probeila 37C
— Lucrul pe analizor ce preincalzeste reactivii
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Surse de eroare in masurarea VEM prin impedanta
1

Calibrare cu particule latex

E umane nefixate: biconcave, flexibile
Volumul masurat = volum aparent

— Volum masurat > volum real
“factor de forma”

- <11 E tinere, flexibile
- 1,1-1,2 E biconcave

— aprox. 1,5 sfere
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Surse de eroare in masurarea VEM prin impedanta
2

Factori ce influenteaza VEM
— Volumul E
— Forma E
— Flexibilitatea E

E normale , biconcave

 forma de tigara la trecerea prin apertura
— deformarea creste cu apropierea de marginile aperturii

subestimarea VEM

E hipocrome

* elongare mai accentuata decat E normale

« factor de forma

* inaltime a pulsului < volumul real al E
subestimarea VEM ~ gradul de hipocromie
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Surse de eroare in masurarea VEM prin impedanta
3

E cu membrana rigida, E cu Hb crescuta

« ex: drepanocite, sferocite, E contractate neregulat

* mai putin deformabile decat E normale
supraestimarea VEM

E in semn de tras la tinta (codocite)

 Doua zone de Hb: centrala si periferica

 Trecerea unui E prin apertura poate genera doua pulsuri de amplitudine
supraestimarea numarului de E si subestimarea VEM
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Posibilitati de corectie in masurarea VEM

Analizoarele ce determina E si VEM prin analiza luminii im prastiate
e pretratarea E cu reactiv ce le modifica izovolumetric (sfere)

o analiza luminii imprastiate inainte si la 90°(E, VEM, C HCM)

o corelarea CHEM — CHCM (< 1.5 g/dL) = control intern al calitatii

Analizoarele cu impedanta
» concentrarea hidrodinamica (directioneaza curgerea particulelor spre centrul aperturii)
» stabilirea de praguri de discriminare

— E mici—T mari

— VEM < 150 — 160 fL

— Analizoarele automate ignora orice particula > 200 — 300 fL
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Situatii ce duc la generarea unui numar fals de eritrocite

Valori fals scazute

Aglutinine la rece/cald VEM , CHEM
E foarte mici T
Crioglobuline Hb ,L , T
(vascozitate , aspirare inadecvata)
Hemoliza in vitro Hb , CHEM
Coagulare

Valori fals crescute

L (>50—100 x 10%/L) VEM ,Ht ,Hb , CHEM

T gigante T
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Situatii ce duc la generarea unui VEM fals

Valori fals crescute

Aglutinine la rece/cald MCHC ,E |, T
L E
Hiperglicemia severa CHEM
K,EDTA in exces CHEM , CHCM
hipernatremia CHEM

Valori fals scazute

hiponatremia CHEM
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Situatii ce duc la generarea unei CHEM anormale

CHEM > 36 g/dL (real: E “deshidratate”)

Sferocitoza ereditara

Hemoglobinopatii (CC, SC, C -tal)

Xerocitoza

Anemii hemolitice imune cu sferocite

CHEM fals crescut > 36 g/dL
Aglutinine la rece/cald
Lipide
Imunoglobuline
Hemoliza in vivo/in vitro
CarboxiHb (> 10 — 20%)
Bilirubina (300 mg/L)
Medicamente imunosupresoare
CHEM fals scazut < 32 g/dL
Hiperglicemie

E ,VEM
L ,Hb
Hb
Hb, Ht - modificate

VEM
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Utilitatea parametrilor eritrocitari automati
In diferentierea anemiilor microcitare

sindroame talasemice / anemie feripriva

[ talasemiile homozigote
 manifestari clinice si modificari de laborator caracteristice

[ talasemiile heterozigote

« Talasemia intermediara

« Talasemia clinic asimptomatica
— talasemia minora
— purtatori silentiosi
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Importanta diagnosticului tarei talasemice

» Mutatia precisa are semnificatie clinica neglijabila

« EXCEPTIE: + diagnostic prenatal
— analiza mutatiei pentru evaluarea riscului fetal
— consiliere genetica

— Screening
* toti pacientiicu HEM <27 pg [} talasemie

* toti pacientii cu HEM < 25 pg daca apartin unui grup etnic in care e
prevalenta talasemia talasemie
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Modificari hematologice

Parametru Tara talasemica Anemie feripriva
automat (caz clasic)
E N /
VEM 50 -70 fL
HEM 20 — 22 pg
CHEM N
RDW - SD N /
Hb, Ht N / usor

Alte investigatii

HbA2
Frotiul de sange microcitoza anizocitoza + usoara
colorat MGG poikilocite, codocite, E ovalocitoza

contractate neregulat, PB microcitoza, hipocromie
hipocromie redusa + codocite, eliptocite
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anizocitoza, E contractate neregulat, anizocromie,
E policromatice, punctatii bazofile
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E contractate neregulat, codocite
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Indici eritrocitari si formule matematice pentru diferent

talasemiei minore de anemia feripriva

formula autori A.
talasemie | feripriva

VEM/E

VEM — E — (Hbx5) — 3.4
HEM / E

VEM2 x HEM / 100

RDW

(VEM2 x HEM) / (Hb x 100)

% microcite / % celule hipocrome

(VEM2 x RDW) / (Hb x 100)
RDWI = (RDW x VEM) / E
VEM — 10xE

RDW / E

VEM - E — 3 x Hb

% microcite - % celule hipocrome

Mentzer, 1973

England, Fraser, 1973
Srivastava, 1973

Shine, Lal, 1977

index Bessman, 1979

Coulter / Sysmex E5000
Technicon H.1, Sysmex XE5000

Green, King , 1989
Ricerca, 1987
Ehsani, 2005
Ricerca, 1987
Sirdah, 2007
Urrechaga, 2010

lerea

<13

<0
<3.8
<1530
<17
<65/73
>0.9

<72
<220
<15
<3.3
< 27
>11.5

> 13

>0

> 3.8

> 1530
> 17
>65/73
<0.9

> 72
> 220
>15
> 3.3
> 27
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