Tam Kan Sayim Cihazlarinin
Galisma Prensipleri ve Genel
Ozellikleri
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Tanim

| m Otomatik Kan Sayimi,

Kandaki sekilli elemanlar ile ilgili olarak
bir arada yapilan pekcok olcimun
birlikte degerlendirildigi bir test grubu

Hemogram

Kan Profili

Hematoloji Profili

es anlamli kullanilan terimler



Tablo.1: Kan Sayumnda Siklikla Kullanilan Parametreler, Birim ve Referans Araliklar:

Parametre Kisaltma Birim (5I) Referans Arahg
*)

Lékosit Sayuni (White Blood Cell Count) WBC hiiere 10°/L 4.4-11.3

Eritrosit Sayimi (Red Blood Cell Count) RBC hiiere 1012/ L. E:4.5-5.9
K:4.1-5.1

Trombosit Sayum (Platellet Count) PLT hiiere 10°/ L 150-4350

Hemoglobin HGB oL E: 135-180
K:120-160

Hematokrit HCT % (0.00) E:0.415-0,504
K:0.359-0.446

Ortalama Entrosit Haemi{Mean Corpuseular Volume) OEH, MCV femtolitre (fL) 20-96

Ortalama Eritrosit Hemo globini OEHb , MCH | pikogram (pg)/RBC | 27.5-33.2

Ortalama entrosit hemo globin konsantrasyonu OEHK, %o (0.00) 0.334-0.355

MCHC

Eritrosit Dagilim Genislif (Red Cell Distrubition Width) | RDW % CV (*¥)

Ortalama Trombosit Haerm (Mean Platellet Volume) MPV femtolitre

Nétrofil oram NE (%o) %o 50-7

Monosit oram Mo (%) %o 2-9

Lenfosit oram Ly(%a) %o 20-40

Bazofil oram BA(%0) %o =1

Eozinofil oram EO (%) %o 2-4

Notrofil mutlak degeri NE (#) hiiere 10°/L 1800-7800

Monosit mutlak degeri Mo (#) hiicre 10°/L 0-800

Lenfosit mutlak degeri Ly(#) hiicre 10°/L 1000-4800

Bazofil mutlak degeri BA(#) hilere 10°/L 0-200

Eozinofil mutlak degeri EO (#) hiiere 10°/L 0-450

Retikulosit oram RET (%) % 0.5-1.5

Retikulosit mutlak degeri RET # hiiere 10°/L 24 — 84

Immatiir Retikulosit Fraksiyonu IRF

(*): Degerler erigkin birevler i¢in %693 giiven aralifina gbre vaznlmistir
(**): Ortalama eritrosit hacminden gériilen sapmalarm bir ifadesi olup, varyasyon katsayismin (CV) % olarak ifade

edilmesi ile gosterilir.
1fl=101° L, 1pg=10lg
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Ornekler

o K;TEDTAll Kan ornekleri (arterial, venoz, kapiller)

— Yeterli miktarda kan alinmazsa antikoagulan etkisi daha
carpici olarak gozlenir

m Oda 1sisinda maksimum 6 saat,

+4°C de 24 saat bekleyebilir
(Ozellikle MCV, MPV, DIFF sayiminda bozulmalar)



Analiz Yontemleri (1)

_|_
m Hucrelerin dar bir

araliktan gecerlerken dogru akimda

meydana getirdikleri “empedans” (elektrik
direnci) artislari sinyaller olarak kaydedilir
ve hulcrelerin sayi, buyukltkleri belirlenir.

Sinyallerin frekansi, hicre sayisi ile Sinyalin
“amplittdi”(yuksekligi), hicrenin baylkltgu

ile iliskilidir.



Impedans Yontemi |
Bir Kirmizi Kan Hucresinin(RBC) Ilerleyisi

-
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BECKMAN
COULTER



Eritrosit ve Trombositlerin  Olciim
Alanindan Gecmesi

////




Trombositlerin Eritrositlerden Ayrilmasi

_I_

//2“

\ Ana Hat

Trombositler
Degisik Buyuklikte

Eritrositler



Coulter, RBC "Histogram!”

| Eritrositler

Ikili kiimelesmis Eritrositler

RDW (Eritrosit Dagiim Genigligi) vollim

256 kanalll RBC histogramnda
24 - 350fl bayukla gtindeki htcreler gortnttlenir




Coulter, Trombosit Histogrami

_|_
2 and 35 fl bayuklaglindeki partikiller trombosit

olarak kabul edilir
SAYI

BECKMAN PLT histogrami 64 kanallidir

Cou



Coulter, WBC Histogrami

TN

WEZ 20 1010 400 t.

volim
35 -450fl btyuklt gindeki partiktllerin Lokosit(WBC) olabilece gi
varsayilir




Analiz Yontemleri

Hulcrelerin Uzerine gelen
monokromatik 1sik, degisik yonlere yansir.

— Dar aci ile meydana gelen yansimalar hlicre
buylklugu,

— Genis acl ile kirilmalar ise hicre yapisinin
(granularite ve gekirdek yapisi) belirlenmesinde
kullanihirlar.



Analiz Yontemleri

Lokosit Alt Gruplarinin belirlenmesi-1
_|_

— \/olumetrik impedans

— Conductivity (Yuksek frekansli radyo dalgalari
kullanihr, htcre ici kompleks yapi ile iliskili
sinyaller alinir)

— Scattering (Monokromatik 1sik kaynaginin
oninden gecerken hicrelerin 1sik dagiliminda
farkli acilarla yaptiklari sapmalar olcilir



DC, “Direct Current impedance”
referans yontemi ile hicre volimuniln
Olciilmesini saglar

Not: Yanda Goruldigu gibi Laser Igik
kaynaklari ile yapilan dlciimler, sadece
goreceli olarak hiicre volimini
belirleyebilir

Laser

0-3 derece — O —

(relative size)

BECKMAN



C
Intracellular Probe (RF)

_|_

RF , ultrason ile radyografik
goruntileme prensiplerine benzer
sekilde hulcrenin i¢ yapisinin
degerlendirilmesini saglar

Laser
7-10 derece Not: Lazer ile dar acglyla kirilan i1s1gin 6lctilmesi
(complexity) hicrenin kompleks yapisini goreceli olarak

belirleyebilir

BECKMAN




MALS ile daha genis aci
lle kirilan i1sik olctlerek
granuler yapi degerlendirilir
(10-70)

Laser
| Not : Standart 6lcimlerde
90 derece sadece dik acl ile kirillan 1sik

Olculmektedir



VCS Teknolojisi, 3 Boyutlu goruntd

- Neuts



Normal ve Anormal Hucrelerin Dagilimi

E q‘“ﬁéﬁ% "‘Ei}h; @L -

voliim

FEE

......

Dik kirilan 1g1k

1
2
3
4
5
6
7/
8
9
0

Mono-Blasts (MO Blast Flag)
Myelo-Blasts (NE Blast Flag)
Immature Granulocytes

Band Neutrophils
Lympho-Blasts (LY Blast Flag)
Variant Lymphocytes

Low Volume Lymphocytes
Trombosit kiimeleri

Dev Trombositler

RBC Parazitleri (Malaria vb)



Analiz Yontemleri (3)

_|_

O Histokimyasal boyama islemi
uygulanir

(orn: Peroksidaz )Bu enime 6zglin olan boya hiicre
icine alindiktan sonra isik absorbsiyonunda meydana
gelen degisiklige gore hiicre granitillerindeki peroksidaz
aktivitesi saptanir.

Bazi cihazlarda optik sistemle birlikte 5 li I6kosit formulu
olusturulmasi icin kullaniimaktadir.

Bazi OTKS sistemlerinde histokimyasal boyalar yerine
floresan veren boyalar, antikorlar kullanilarak floresan
Olcimu ile hucrelerin tanimlanmasi mimkun olmaktadir



Peroksidaz YOontemi

h 2

" Sinyallerin sekme
siddeti

hticrelerin hacmini
belirler

Absorbsiyon

’ peroksidaz
aktivitesini Olcer

k2

™%
p —_—p

,Orta de_rece
peroksidaz aktivitesi
——daha az 1s1k absorbe
ederken

[ —F-

b 3

L

Yuksek peroksidaz
—+ aktivitesi olanlar
daha cok absorbe

S ederler



Analiz Yontemleri:
Lokosit Alt Gruplarinin belirlenmesi
Differansiyel Sayim, DIFF)

+- Sitokimyasal ve Akim Sitometrik

prensipler:
Peroksidaz reaksiyonu olculebilir

Nuikleik asitlerle boyanma oOzellikleri
degerlendirilebilir



Analiz Yontemleri (4)
_I_

Hemoglobin miktarlarinin belirlenmesinde
kullantlir. En sik kullanilan yontemler:

a. ile hemoglobinin
hemiglobin siyanide donusmesi
b. ile SLS-HGB

turevleri olusmasi

( Bu yontem, Lipemi, paraprotein, ylkek lokosit sayimlarindan
daha az etkilenir)
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Sonuclarin

degerlendirilmesi



Eritrosit Indeksleri
_|_
= Hematokrit (Hct)
s Ortalama Eritrosit Hacmi (OEH, MCV)

s Ortalama Eritrosit Hemoglobini
(OEHB; MCHB)

= Ortalama Eritrosit Hemoglobin
Konsantrasyonu (OEHK, MCHC)

m Eritrosit Dagilm Genisligi (RDV)



Hematokrit Gﬂk!)l}lﬂ CUMoL
_|_

Kan ornegindeki eritrositlerin hacminin total kan
hacmine olan oranidir (%).

Optik sistemlerde direkt olarak dlctlebilir

Empedans yonteminde indirekt olarak eritrosit sayisi ve
eritrosit hacmi tizerinden hesaplanir.

[OEH (fL) x RBC (10%4/L)]/10

E: % 42-%50 K: % 36-%45
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Ortalama Eritrosit Hacmi (OEH, MCV)
_I_

Bir eritrositin ortalama hacmini gosterir.

Anemilerin siniflandiriilmasinda kullantilir.
Kan sayimi cihazlari tarafindan olcllerek belirlenir

Eriskinlerde normal degeri 80-95 fL (femtolitre= 101> L).



Ortalama Eritrosit Hemoglobini (OEBibHb, MCH)

_|_
Bir Eritrositin ortalama hemoglobin miktarini

gostertr.
[Hgb (g/L) / RBC (101%/L)]x 10

Klucguk eritrositlerin(mikrosit) tasidigi hemoglobin miktari daha az
olacagindan OEHb degeri, OEH ile paralel seyreder.
Klcuk eritrositler(Mikrosit) genelde hipokromiktir

Hipokromi: Hemoglobin miktarinin distk olmasi, hiicrelerin
ortasindaki soluk alan genigler).

Normal degeri 30—34 pg (pikogram=10-12q).
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Ortalama Eritrosit Hemoglobin
Konsantrasyonu (OEHCK, MCHC)

Heml_oglobinin hematokrite bolinmesiyle hesaplanir
[Hgb (g/L) x 100 ]/ Htk (%)

Kan sayimi cihazlarinin kullaniimasiyla 6nem kazanmis bir parametredir.

Agir demir eksikliginde hafif dtsuk, herediter sferositozda hafif
artmis bulunabilir.

NOT: MCHC, kan sayimi cihazlarinda kontrol parametresi olarak
kullanilir. Soguk aglutininlerin varligi durumunda degerler ¢cok
yuksek bulunur

Normal degeri 30-36 g/dL’dir.



Eritrosit Da gilim Geni sligi- (RDW)

Eritrositlerin hacimlerine gore dagiliminin varyasyon
kﬁtsaylsml Ifade eder (CV)

Her!cihazin farkh Uist sinir de@erleri olsa da genelde >%14

olmasi patolojik kabul edilir.

“Anisositoz” (Farkli capta Eritrositlerin bir arada olmasi)
gostergesidir

Talasemi tasiyiciligi ile demir eksikligi anemisi ayirici tanisinda yol
gosterici




Indekslerin Yorumlanmasi

T OEH (MCV), Ref:80-96 fL

klinik ve tanisal yarari en fazla olan eritrosit indeksidir

= OEHB (MCH), Ref: 27.5-33.2pg

genelde OEH (MCV) ile paralellik gosterir ve klinik
yarari kisithdir.

= OEHY (MCHC), Ref: %33.4 - 35.5

Demir ek5|kI|E| anemisinde diger mikrositer anemilere
gore daha sik olarak dusuk bulunmaktadir fakat bu
deglslkllk gec donemlerde ortaya cikar.

Artmig OEHY siklikla herediter sferositozda gozlenir.
Asini yiiksek degerler soguk aglutininlere bagh goriiliir




Kirmizi Kiire Dagilim Genisligi  (RDW)

_I_
= RDW, RBC hacim dagiliminin varyasyon katsayisidir (CV)

{[Standart Sapma]/ MCH (MCV)}x100
= % 14'Un Uzerinde olmasi patolojik kabul edilir.

= “Anisositoz” konusunda bilgi verir . Periferik yaymanin
mikroskobik incelemesi dahi RBC'lerin anormal alt
gruplarinin saptanmasinda RDW kadar bilgi verici
olamamaktadir.

= Bu parametrenin artisinin, nitrisyonel eksikliklere bagli
gelisen anemilerde ve 6zellikle de demir eksikligi
anemisinde ilk bulgu !! olduguna dair yayinlar vardir.

= Talasemi tasiyiciligi ile demir eksikligi anemisi ayirici
tanisinda kullanilmaktadir



Sonuglari Etkileyebeilecek Faktorler
Analiz Oncesi(Pre analitik) Donem

_|_

Hastanin fizyolojik durumundan kaynaklanan
degiskenleri, kanin alinmasi ve alinan kan érneginin
laboratuvara ulasip cihazda analiz edilinceye kadar
gecen ddénemi icine almaktadir.

Sonuclari etkileyebilen bazi faktorler:
nFizyolojik (yas, ylkseklik, gebelik, sigara)

=Ornek alinmasi (bekleme siiresi, antikoagiilanlarin
etkileri ve endojen interferans)

sEDTA'ya bagli psédotrombositopeni
= [rombosit satellitizmi




Olcum Hatal YUksek Hatali Dusuk
Lokosit Kriyoproteinler Pihtilasma
Heparin Ezilmis hlcreler (basket
Paraproteinler hicreleri)
+ Cekirdekli Eritrositler* Uremi _
Trombosit Kiimelesmesi Immun baskilayici ilaglar
Eritrosit Kriyoproteinler Oto aglutinasyon
Dev trombositler Pihtilasma
In vitro hemoliz
Mikrositer RBC
Hemoglobin | Karboksihemoglobin>%10 | Pihtilasma
Kriyoproteinler Sulfhemoglobinemi (?)
In vivo hemoliz
Heparin
WBC> 50x10e9/L
Hiperbilirubinemi
Lipemi
Paraproteinemi
Hematokrit | Kriyoproteinler Oto aglutinasyon

Dev trombositler
WBC> 50x10e9/L
Hiperglisemi (>600mg/dl)

In vitro hemoliz




Olcum Hatal Yuksek Hatali Dusuk

OEH Otoaglutinasyon Kriyoproteinler

(MCV) WBC> 50x10e9/L Dev trombositler

+ Hiperglisemi In vitro hemoliz

Mikrositer RBC

OEH Otoaglutinasyon WBC> 50x10e9/L

(MCHC) Pihtilasma Yalanci dustk hemoglobin
In vitro ve in vivo hemoliz | 6lgimi
Yalanci hemog|0b|n Hatall YUksek hematokrit
yuksekligi Olgimu
Hatali diisik hematokrit
olcimu

Trombosit | Kriyoproteinler Pihtilasma

Sayimi Hemoliz Dev trombositler
Mikrositer RBC Heparin

Eritrositlerde inklGzyon
cisimcikleri

L Okositlerde
fragmentasyon

Jrombosit kimelesmesi
“clumping”

Trombosit satellitizmi







Retikllosit Sayimi (1)

s Otomatik Kan sayim Cihazlarinda metilen mavisi
veya floresan RNA baglayici boyalarla retikilosit
-+ sayisinin mutlak degeri saptanabilmektedir

= Manuel yontemin yetersiz kaldigi distk-normal
retikiilosit degerleri belirlenebilmektedir.

s Mutlak retikllosit sayisi” (=%retikilosit x RBC)
eldesi, duzeltilmis retiktlosit ylzdesi (= %Ret x Htk /
45) kavramina gereksinimi ortadan kaldirmaktadir.

J

Ty — —

Cekirdekli Eritrosit Polikromatofilik Eritrosit Eritrosit, KK
NRBC Retikiulosit RBC

Rﬁlc



Retikulosit Sayimi

1 Retic -Trombosit esigi

2 Retic Ko-insidans esigi

3 Retic threshold

4 “Low/Medium” Retic esigi

5 “Medium/High” Retic esigi
A Eritrosit(olgun)

B Dusuk absorbsiyon retics
C Orta absorbsiyon retics

D Yuksek absorbsiyon retics
E Trombositler

F Koinsidan olaylar




Retikulosit Sayimi (2)

_|_

m Retikulosit olgunlasma indeksi (ROI, RMI), genc retikulositlerin
(yuksek parlaklik veya i1sik yansimasi gosteren) olgun olanlara
orani (Immatur retikilosit fraksiyonu, ZRF) ve bu degerin 0,4 U
gecmesi eritroid engrafmanin habercisi olarak kullaniimaktadir.

m Retikulosit Sayisi <80x10e9/L rejeneratif olmayan anemi
m Retikulosit Sayisi >120x10e9/L rejeneratif anemi

s 80x10e9/L < Retikilosit Sayisi <120x10e9/L= gri zon
eger (?) :IRF>0.40= rejenerasyon baslangici

Retikiilosit Hb Icerigi (CHr): CHr< 28pg, ®nemli DEA
parametresi, pediatrik ve eriskin HD hastalarinin rhEPO sonrasi
ortaya cikan fonksiyonel DEA takibinde kullaniimaktadir.



m FDA tarafindan kabul edilen
parametreler

— MRV (Mean Reticulocyte
Volume)

— IRF (Immature Reticulocyte
Fraction)

= Laboratuvarda kullanilan
Parametrelr
— HLR % and # (High Light
Scatter Retics)

— MSCV (Mean Sphered Cell
Volume)




SONUC

Ta Raporda bulunan grafikler dikkatle incelenerek Yalanci
pozitif/negatif nedeni olabilecek stipheli durumlar
degerlendiriimeli (6r: NRBC; parcalanmamis
eritrositler, PLT dagihm grafiginin anormal olmasi...)

m Platellet Clumbs” mesaji varsa sayimlar heparinli kan
ile tekrarlanmali veya periferik yaymada
degerlendirilmeli

= Suphe bildirir mesajlar okunmali
— “Suspect”, “Definitive” mesajlar
m Supheli (Suspect) mesajlar varsa periferik yayma ile
degerlendiriimesi 6nerilir
ANCAK!!!



SONUC

_|_
s Hastanede yatan hastalara yapilan DIFF sayimlarinda %30
oranlarinda anormal sonuc alinabilir

DIFF sayiminin sadece potansiyel bir anomali aranmasi /
suphesi durumunda kullanilmasina dikkat edilmel

s DIFF sayimlari degerlendirilirken mutlak sayim degerleri
dikkate alinmali

m Daha onceden yapilmis dlcimler varsa hastalara ait ardisik
veriler takip edilmeli

s Parcalanmaya direnc gosteren eritrositler varsa PY ile
degerlendirilmeli




Prensipler, Ozet

Abbott CELL- |Bayer ADVIA | Coulter LH Sysmex XE- 2100
| DYN 4000 2120 750
WBC Optik Optik Impedans Optik/floresans
RBC Impedans/ Impedans Impedans Impedans
optik
PLT Optik, Optik Impedans Impedans,
impedans, optik/floresans
immunolojik
HGB Imidazol- SLS- Siyanmethe- | SLS-hemoglobin
hemoglobin hemoglobin moglobin
DIFF MAPSS Sitokimya, 151k | VCS DC, RF, Isik
saciimi sacilimi, floresans
Retikulosit | Floresan boya | Floresan boya | Yeni metilen | Floresan boya
(Oxanine) mavisi (Auramine O)

(CD4K530)




