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VazZené kolegyné a kolegové,

v dnesnim Cisle laboratornich listd Vam prfindsime podrobné;jsi informace o pfistrojovém stanoveni 5 populacni-
ho diferencialu. Prijemné Cteni.

PRISTROJOVE STANOVENI
5 POPULACNIHO DIFERENCIALU

K rozliseni jednotlivych typl leukocytl se vyuZivaji rizné detekéni metody a jejich kombinace (optické me-
tody, vysokofrekven¢ni elektrické pole, cytochemické metody, imunofluorescenéni metody). Analyzatory
Sysmex vyuZivaji optické metody zaloZené na rozptylu laserového paprsku a principu fluorescenéni cyto-
metrie.

Prvni komercni vyuZiti pratokové cytometrie v hematologii sahd az do 70 let minulého stoleti. Motivaci
k vyvoji pratokové cytometrie byla vysoka statisticka chyba a nepfesnost mikroskopie, ktera za neidedlnich
podminek pocita malo ¢astic ve velmi malém objemu.

Predstaveni pritokové cytometrie

Pojem pritokova cytometrie je definovan jako méreni fyzikalné chemickych vlastnosti bunék pfi jejich pra-
chodu pritokovou kyvetou. Buriky jsou zde ozéfeny laserovym paprskem, nasledné se detekuje rozptyl
svétla zplsobeny prochazejici ¢astici a fluorescencni zafeni vychazejici z bunék po obarveni fluorochromy.

Vyhody pratokové cytometrie oproti mikroskopickym metodam spocivaji ve vyssi presnosti, citlivosti, spe-
cifité, vysoké spolehlivosti vysledkd, vysoké rychlosti méreni a jednoduché nebo vibec Zadné predpfipra-
vé vzorku. Vzhledem k vysokému poctu klasifikovanych &astic je dosaZeno velké presnosti v poctu bunék.

Princip fluorescenéni cytometrie

Vzorek krve je zfedén a aspirovan do velmi uzké mérici kyvety, ve které dojde k rovnomérnému rozdéleni
bunék za pomoci hydrodynamické fokusace. Buriky ve vzorku jsou oznaceny pomoci fluorescenénich bar-
viv, které se specificky vazZi na nukleové kyseliny. Objekty (buniky ve vzorku) jsou osvétleny paprskem
polovodicového laseru, ktery zplsobi, Ze svétlo (paprsek) zméni svou orientaci a dojde k tzv. rozptylu svét-
la. Polovodicovy laser vyzaruje cervené svétlo o vlnové délce 633nm. Vyhodou téchto laser( je hlavné
Zivotnost a nizZsi spotieba energie. Detekce pod rlznymi Ghly poté poskytuje informace o velikostech
a vlastnostech objektu. Svétlo rozptylené pfimo ndm umozZiuje stanovit velikost objektu (forward scatter
light). Bo¢né rozptylené svétlo (side scatter light) poskytuje informace o vnitini struktufe burky. Udava
zpravu o absenci ¢i pFitomnosti granuli. Bo¢ni fluorescence (side fluorescence light) nam podava udaj
o mnoZstvi DNA/RNA, které je pfitomné v burice.

Sang Lab - klinicka laboratof, s. . 0. Hematocentrums. r. o.
Bezrucova 10, 360 01 Karlovy Vary nam. Dr. M. Horékové 1313/8, 360 01 Karlovy Vary
LOb Karlovarské imunologické centrums. r. o. VARAPALO s. 1. 0.
Bezrucova 10, 360 01 Karlovy Vary nam. Dr. M. Horékové 1313/8, 360 01 Karlovy Vary
B ; TECTUM spol. sr. o. ALERGOAMB s. r. 0.
Institut laboratorni Bezruéova 10, 360 01 Karlovy Vary Bezruéova 10, 360 01 Karlovy Vary

mediciny www.labin.cz



Obr.:Princip fluorescencni prutokové cytometrie

Botni fluorescenéni svétlo:
RNA/DNA informace

Laserovy paprsek

(A=633 nm)

KK detekci bo¢né & pfimo rozptyleného svétla se
pouZivaji velmi citlivé fotodiody. Fluorescenéni
barvivo absorbuje svétlo ze svétleného zdroje
o vymezené vlnové délce. Diky absorpci svételné
energie dojde k excitaci elektronl. Po kratkém
Case se elektrony vraci na svou zakladni energe-
tickou hladinu a uvolnéna energie je vyzarena
ve formé fluorescenéniho svétla. MnozZstvi
absorbovaného svétla je pak Umérné koncentraci
latky, kterou stanovujeme. Méfeni intenzity fluo-
rescence poskytuje informace o barvitelnosti
objektu. U obarvenych krevnich bunék tak mu-
Zeme prokazat obsah nukleovych kyselin. V za-
vislosti na pouZitém barvivu mizZeme rozliSovat
DNA a RNA nebo oboji. Fluorescencni svétlo je
vyzafovano vsemi sméry, proto rusivé signaly
vznikajici pfimo dopadajicimi laserovymi paprsky
mZeme eliminovat pomoci detekce na zakladé

Bocni rozptylené svétlo:

Vnitini bunééna struktura

Piimo rozptylené svétlo:

Informace o velikosti buiky
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bocniho Ghlu (napt. 90°). Pomoci dichroického zrcadla provedeme separaci paprski a tak jsme schopni roz-
liSit bo¢ni rozptylené svétlo od bocni fluorescence.

DIFF scattergram Jednotlivé typy bilych krvinek jsou po analyze zaznamenavany
formou plosnych bodovych graf(, tzv. scattergrami. Jednotlivy
bod na scattergramu odpovida kazdé jedné snimané bunce.
Pomoci pocitace a slozitych softwar( stanovujeme jednotlivé

bunééné populace.
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