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NOVI POKAZATELJI KRVNIH STANICA - KLINICKA PRIMJENA U
PEDIJATRIJSKOJ HEMATOLOGIJI

BISERKA GETALDIC*

Razvoj tehnologije rezultirao je sve ve¢im brojem novih pokazatelja stanica periferne krvi koji izrazito sporo nalaze svoju
klinicku primjenu. Razlozi za to su heterogenost naziva za pojedini pokazatelj te nedostatak referentnih intervala, Sto je posebno
izrazeno u pedijatrijskoj dijagnostici te u nedostatnim planiranim studijama kojima bi se ispitala dijagnosticka tocnost pojedinog
pokazatelja. Dijagnosticka tocnost pokazatelja (pretrage) najbolje je ispitana za eritrocitne i retikulocitne pokazatelje, pa su Sirina
distribucije eritrocita (RDW - red cell distribution width), udio hipo kromnih eritrocita (% Hypo) i udio nezrelih retikulocita (IRF
- immature reticulocyte fraction) ukljuceni u subspecijalisticke pretrage i klasifikacije anemija. Leukocitni pokazatelji ukazuju na
izmijenjene stanicne subpopulacije na temelju razlike u njihovoj zrelosti, funkcionalnoj aktivnosti i morfoloskim karakteristikama.
Testiranje pouzdanosti podataka koje analiticki sustavi mjere tijekom klasificiranja vise od 8000 stanica leukocitne loze definiralo
je ICSH (International Council for Standardisation in Haematology). Svaki laboratorij treba provesti ispitivanje klinicke osjetlji-
vosti za analiticki sustav na kojem Ce se analizirati pedijatrijski uzorci. Rezultate testiranja potrebno je predstaviti pedijatrima.
Ovakav je pristup kljucan u hitnoj pedijatrijskoj dijagnostici jer ubrzava i racionalizira diferencijalnu dijagnostiku. Istim pristupom
ispitivani su i trombocitni pokazatelji medu kojima udjel retikuliranih trombocita (IPF - immature platelet fraction) iskazuje visoku
diskriminacijsku ucinkovitost u diferencijalnoj dijagnostici trombocitopenija.

Deskriptori: SIRINA DISTRIBUCIJE ERITROCITA, POSTOTAK HIPOKROMNIH ERITROCITA, UDIO NEZERLIH RETIKULOCITA, KLASIFIKACIJA
ANEMIJA, KLINICKA OSJETLJIVOST ANALITICKOG SUSTAVA, RETIKULIRANI TROMBOCITI

Klini¢ka laboratorijska hematologija
je zbog razvoja tehnologija hematoloskih
analizatora kontinuirano izlozena izazo-
vu analiticke 1 klini¢ke provjere pouzda-
nosti novih pokazatelja krvnih stanica.
Istovremeno, usmjerivsi se prema mi-
nimaliziranju uzorka krvi potrebnog za
odredivanja vise od 25 pokazatelja krv-
nih stanica, tehnoloski je razvoj omo-
gucio da kapilarni uzorci krvi budu do-
statni za sveukupnu analizu. S gledista
medicinske biokemije time je zadovoljen
jedan od zahtjeva koju imperativno na-
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mece pedijatrijska dijagnostika. Me-
dutim, novi stani¢ni pokazatelji nalaze
svoju klini¢ku primjenu izrazito sporo.
Razlog je u izrazitoj heterogenosti nazi-
va za iste pokazatelje krvnih stanica koje
rabe razlicite tehnologije te neispitanim
referentnim intervalima za nove pretra-
ge. Neispitani referentni intervali dodat-
na su prepreka ispitivanju dijagnosticke
to¢nosti novih pretraga upravo u pedija-
triji gdje za vecinu ve¢ konvencionalnih
hematoloskih pretraga ima prosje¢no
Sest razlicitih intervala. Podjela stanic¢-
nih pokazatelja slijedi populacije krvnih
stanica u periferiji.

Eritrocitni pokazatelji

Anemija kao jedna od najc¢escih bo-
lesti ili stanja dijagnosticira se na dva
temeljna principa. Kinetickim pristupom
klini¢ar nastoji utvrditi mehanizam koji
je doveo da anemije dok morfoloski pri-
stup dijeli anemije s obzirom na veliCi-

nu eritrocita i retikulocitni odgovor (1).
Klasifikacija temeljena na morfoloskim
pokazateljima neizostavno ukljuéuje po-
datke laboratorijske dijagnostike koji se
nadopunjuju klini¢kim podacima. Pre-
ciznost i to¢nost odredivanja srednjeg
volumena eritrocita (MCV-a) postignuta
je na automatskim hematoloskim anali-
zatorima. Odstupanja od te vrijednosti
izrazena kao koeficijent varijacije eritro-
citnog volumena medu prvim je eritro-
citnim pokazateljima kojima je ispitana
dijagnosticka toc¢nost. RDW (red cell
distribution width) - je Sirina distribucije
eritrocita po volumenu ¢iji prihvaéeni re-
ferentni interval je 9,0-13,8%, a stupanj
pouzdanosti za mjerenje anizocitoze
iznosi 98%, dok je za morfoloski pregled
mikroskopom taj stupanj 58%.

lako je spomenuti parametar prije
20 godina primijenjen na hematoloskim
analizatorima, tek je prije deset godina
prihvacen kao klinicki prihvatljivo mje-
rilo anizocitoze (2). U studiji NHANES
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;i;;jgc:o.lv'tiéka znacajnost RDW, transferina i feritina u sideropenicnoj anemiji

Table 1

Diagnostic value of RDW, transferrin and ferritin in iron deficiency anemia

Dipgrosis e/ Doty pcto
RDW >15 71,2-80 40-66

Feritin <12 g/L 65-97 99

Transferin (Fe/TIBC) <16% 95 77-95

IIT (National Health and Nutriton Exa-
mination Survey) ispitani su referentni
intervali koji vrijede za pedijatrijsku po-
pulaciju u rasponu dobi do 14 godina i
drugom intervalu od 14 do 18 god. (3).
Razlog radi kojeg je naveden kao jo$
uvijek "novi" parametar u klinickoj dija-
gnostickoj praksi su ispitivanja dijagno-
sti¢ke to¢nosti u razli¢itim klasifikacija-
ma mikrocitnih anemija, $to potvrduju i
literaturni podaci (4, 5). Dijagnosti¢ka
osjetljivost i specificnost RDW u odnosu
na standardne biokemijske biljege tran-
sporta i rezerve zeljeza u sideropenicnoj
anemiji prikazane su u Tablici 1 (6).

Temeljem ovih podataka RDW
moze se smatrati lako dostupnom labo-
ratorijskom pretragom (sastavni je dio
kompletne krvne slike), s dobrom diskri-
minacijskom sposobnosti probira djece s
latentnom anemijom (latent iron defici-
ency). Pokazatelj je koji ima dovoljnu di-
jagnosticku specificnost za razlikovanje
sideropenije od anemije koja prati kro-
ni¢nu bolest, ali i pretraga pozitivne pre-
diktivne vrijednosti u¢inkovitost terapije
(7). Istrazivanja usmjerena prema lako
dostupnoj laboratorijskoj pretrazi koja ¢e
imati visoku dijagnosticku osjetljivost za
potvrdu predanemijskih stadija manjka
zeljeza znacCajna su upravo u pedijatriji.
Prema podacima Svjetske zdravstvene
organizacije sideropeni¢na anemija ima
priblizno prevalenciju ve¢u od 40% u
djece do pet godina starosti u 69 zemalja.
Medu njima polovina ima razvijene kli-
nicke simptome anemije (8). Mala djeca
predstavljaju posebno "ranjivu" skupinu
jer je u razdoblju intenzivnog rasta po-
treba za zeljezom 10 puta veca po kilo-
gramu tjelesne tezine nego u odraslih
muskaraca (9, 10). Ovaj javnozdravstveni
problem u nasoj zemlji znatno je manji i
prema podacima ispitivanja predskolske

djece zastupljenost sideropeni¢ne anemi-
je je 7-8% kao i u razvijenim zemljama
(11). Uz koncentraciju hemoglobina, u
navedenom ispitivanju RDW je ukljucen
kao pretraga probira. Istovremeno, naj-
veci diferencijalno dijagnosticki problem
u odnosu na sideropeniju (sinonim za
LID) predstavlja anemija koja prati kro-
ni¢nu bolest - sinonim za latentni funkci-
onalni manjak Zeljeza (latent functional
iron deficiency).

Razlikovanje ovih dviju najvecih
skupina anemija nije vazno samo zbog
njihove visoke ucestalosti, ve¢ i zbog
potpuno razli¢itoga terapijskog pristu-
pa. Teznje u istrazivanjima usmjerene
su prema eritrocitnim pokazateljima koji
¢e imati bolju dijagnosticku specificnost
od RDW. Kvantificiranje eritrocita s
smanjenim sadrzajem hemoglobina koje
temeljem krvnog razmaza nije moguce,
postignuto je raznim mjernim principima
implementiranim u tehnologije hemato-
loskih analizatora. Primjenjujuéi opticku
metodu mjerenja hemoglobina po princi-
pu stanica po stanica (optical cell-by-cell
hemoglobin measurement) hematoloski
analizatori egzaktno odreduju sadrzaj
hemoglobina u stanici (cell hemoglobin
content, CH) te s visokom osjetljivoséu
daju podatke o zastupljenosti eritrocita
sa snizenom koli¢inom hemoglobina. 1z
tog je razloga jasno da konvencionalani
parametar MCHC (srednja koncentracija
hemoglobina u eritrocitima) kao rac¢un-
ski pokazatelj ima manju osjetljivost od
CHCM (cell hemoglobin concentration
mean) - srednje stani¢ne koncentracije
hemoglobina (referentni interval 30,4-
35,7 g/dL). Postotak hipokromnih eri-
trocita definira se kao postotak eritrocita
koji imaju koncentraciju hemoglobina
manju od 28 g/dL i izrazava se kao %
Hypo; grani¢na vrijednost za normalnu

populaciju je % Hypo <2% (12). Ukoliko
je % Hypo >10% tada u potpunosti kore-
lira s manjkom Zzeljeza tako da je upravo
ta vrijednost prihvac¢ena kao dijagnostic¢-
ki kriterij za manjak Zeljeza (13). Od svih
eritrocitnih parametara, % Hypo za sada
je jedina pretraga koju je odobrila FDA
(Americka uprava za hranu i lijekove,
Food and Drug Administration) i nalazi
se na popisu subspecijalstickih pretraga
Hrvatske komore medicinskih biokemi-
Cara.

Kako utrka raznih tehnologija he-
matoloski analizatora neprekidno traje,
bilo je za ocekivati da ¢e se pojaviti pa-
rametri koji ¢e biti dijagnosti¢ki analo-
gni pretrazi % Hypo ali pod razli¢itim
nazivima. Prema novijim podacima na
hematoloskom analizatoru Sysmex XE-
2100 srednja vrijednost prednjeg loma
laserske zrake unutar histograma popu-
lacija zrelih eritrocita izrazava se kao
RBC-Y i korelira s % Hypo (14). Klinic¢-
ka evaluacija potvrdila je izuzetno dobru
korelaciju (r=0,84) izmedu RBC-Y i %
Hypo u skupinama zdravih te ispitanika
s manjkom Zeljeza, kao i dobru korelaci-
ju RBC-Y i % Hypo s topljivim transfe-
rinski receptorima TfR (15). Najnovija
istrazivanja na analizatoru Abbott CD
Sapphire koji automatski odreduje udjel
hipokromnih eritrocita pokazuju izu-
zetnu usporedivost s % Hypo (r= 0,87).
Za sada nije uCinjena harmonizacija ove
pretragu pa ova heterogenost naziva pre-
trage ovisno o tehnologiji onemogucava
klinicku interpretaciju. U skoroj budu¢-
nosti ovaj eritrocitni pokazatelj biti ¢e
harmoniziran i sastavni dio nalaza kom-
pletne krvne slike. Kako ne postoje ra-
zlike u postotku hipokromnih eritrocita
uvjetovane zivotnom dobi, tako je ispita-
na velika diskriminacijska uc¢inkovitost
ove pretrage u dijagnostici sideropeni¢ne
anemije doba temelj za klinicku primje-
nu u pedijatrijskoj hematologiji (16).

Retikulocitni pokazatelji

Konvencionalni mikroskopski pre-
gled retikulocita u obojenom razma-
zu ima nisku preciznost jer se rutinski
pregleda 1000 eritrocita. ICSH (Inter-
nalional Council for Standardization in
Haematology) izdao je dokument H44-
A2 koji definira broj eritrocita na 19.500
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Slika 1.

Histogram raspodjele krvnih stanica prema volumenu iz kojeg se odvaja skupina nezrelih

retikulocita unutar populacije retikulocita

Figure 1

The histogram profiles of blood cells and separation of immature reticulocytes in histogram

reticulocyte regions

stanica koje treba pregledati za postiza-
nje prihvatljive preciznosti u odnosu na
zastupljenost retikulocita (CV 5% - Rtc
0,2%). Analiticka preciznost i to¢nost
postignute su automatskim metodama na
hematoloskim analizatorima koje osim
broja odreduju i retikulocitne indekse.

Retikulocitni indeksi posebno su
klinicki zanimljivi radi kratkog zivota
retikulocita od 24 do 48 sati u perifernoj
krvi koja zapravo zrcali trenutacnu ka-
snu fazu hemoglobinogeneze -eritropoe-
ze. Retikulociti se u normalnoj eritropo-
ezi otpustaju iz kosStane srzi 18 do 36 sati
prije konacnog sazrijevanja u eritrocite
1 unutar njihove populacije samo 5% su
mladi - nezreli retikulociti (shift, stress
cells). Njih karakterizira ve¢i volumen i
maksimalna kolicina RNA. Ukoliko se
eritropoeza intenzivira, udjel nezrelih
retikulocita je veci. Na Slici 1 prikazan
je histogram klasifikacije retikulocita te-
meljem njihovog volumena koji se moze
se rabiti za evaluaciju skupine mladih re-
tikulucita u ukupnoj populaciji (6).

Davis i sur. predlozili su da se ne-
zavisni parametar pracenja eritropoeze
koji je proporcionalan koli¢ini RNA u
retikulocitima zove IRF (immature reti-
culocyte fraction) ili, najblize hrvatskom
prijevodu, moglo bi se govoriti o udjelu
nezrelih retikulocita. Pretpostavka je da
bi pracenje sazrijevanja retikulocita mo-
glo biti klinicki korisno u kinetic¢koj kla-
sifikaciji i pra¢enju ucinkovitosti terapije
deficitarnih anemija kao i u potvrdivanju
remisije nakon transplantacije autolo-
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gnih mati¢nih hematopeznih stanica,
potvrdila su klinic¢ka ispitivanja (17, 18).
Povecanje udjela mladih retikulocita do-
bar je prediktivni biljeg oporavka nakon
supresivne terapije antineoplastiC¢kim
lijekovima (20). Posebno treba izdvojiti
IRF kao brzo i dostupnu pretragu probi-
ra u nasljednoj sferocitozi i inkompati-
bilnosti ABO u novorodencadi (21). Pod
ovim je nazivom udio nezrelih retikulo-
cita uz dodatne retikulocitne pokazatelje
postavljen na razli¢ite hematoloske ana-
lizatore Ciji se mjerni principi razlikuju.
U Tablici 2 prikazani su hematoloski
analizatori koji svojom tehnologijom po-
drzavaju odredivanja IRF (6).

lako u sferi interesa lije¢nika - pe-
dijatara nije poznavanje laboratorijskih
tehnologija medicinski biokemicari u
klinickim hematoloskim laboratorijima

Tablica 2.

koji su ukljuceni u pedijatrijsku hema-
tologiju trebaju prezentirati hematoloske
analitiCcke sustave jer tek zajednickim
planiranim studijama moguce je odrediti
dijagnosticku tocnost za sve nove stanic-
ne pretrage 1 usporediti rezultate vlastite
analitiCke validacije s definiranim grani-
cama. Rezultati analiticke validacije pet
razli¢itih analiti¢kih sustava definiraju
pozeljnu analiticka preciznost za IRF;
CV - 5,6-11,9% (22). Nastavak ispitiva-
nja referentnog intervala na razliCitim
analitickim sustavima rezultirao je har-
moniziranim intervalom od 0,14-0,35%
kao 1 ispitanim razlikama ovisno o dobi
(23).

Leukocitni pokazatelji

Cilj laboratorijske hematologije u di-
jagnostici kvantitativnih i kvalitativnih
promjena leukocita usmjeren je na sma-
njenje zahtjeva za mikroskopskim pre-
gledom krvnog razmaza (DKS) nakon
analize na hematoloskim analizatorima.
Postotak provjera nalaza poznat je kao
"review rate "(24). Optimalna vrijednost
je do 15%, ali ako laboratorij obuhvaca
pedijatrijsku hematologiju vrijednost je
do 30%. Diferencijalna krvna slika op-
tickom mikroskopijom konvencionalna
je metoda dijagnostike broja i morfolos-
ki definiranih subpopulacija leukocitne
loze i do unatrag nekoliko godina bila je
sastavni dio pretrage svih pedijatrijskih
uzoraka. Cinjenica da se diferenciranje
temelji na obliku stanica, citoplazmat-
skom sadrzaju i karakteristicnom bo-
jenju kao i da periferna krv predstavlja
samo transportni dio za neutrofilne gra-

Hematoloski analizatori koji podrzavaju odredivanje retikulocitnih indeksa

Table 2

Automated hematology analyzers that measures reticulocyte parameters

Analizator/Analyzers

Udio nezrelih retikulocita /
Immature reticulocyte fraction

Retikulocitni indeksi /
Reticulocyte indices

Abbot Cell Dyn 4000,

Sapphire IRF

ABX Pentra 120 Retic
Bayer ADVIA 120

Beckman Coulter LH 750,

DxH IRF

Sysmex XE 2100

3-populacije/IRF

3-populacije/IRF

3-populacije/IRF

MCVr

MCVr, CHr, CHCr, indeksi
rasprienja

MSRV,MRV,HLR%, HLR#

RET-Y
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1. ANALITICKA VALIDACIJA
Analitical validation

Kvantitativne abnormalnosti
u morfoloski normalnim
populacijama leukocita/
Quantitative abnormalities
in morphological normal
population leukocytes

DKS
(LDC)
]
| |
Kombinacija Identificiranje morfoloskih
1+2+ abnormalnosti krvnih stanica

osnovni demografski
podaci= >3% lano neg/ abnormalities blood cells (flag)

Combination 1+2+ basic

(flag)/Identification morphological

demographic data =>3% K
false neg.
A\{%ﬂical validation
2. KLINICKA VALIDACIJA

Slika 2.

Ispitivanje analiticke i klinicke validacije odredivanja leukocitnih populacija na hematoloskim

analitickim sustavima

Figure 2

Protocols for validation of laboratory-developed analitical and clinical validation of LDC on

automated hematology analyzers

nulocite i monocite te sustav redistribui-
ranja i recirkulacija za limfocite, uz izra-
zitu dinamiku kvantiteta svih populacija
u djece, jedno je od ograniéenja u klini¢-
koj 1 analitickoj osjetljivosti ove pretra-
ge (25). Drugo ograni¢enje je mali broj
(100) rutinski pregledanih stanica kojem
se treba dodati i sve manji broj educira-
nih osoba s znanjem morfologije krvnih
stanica. Razvijena tehnologija hemato-
loskih stani¢nih analizatora opravdano
se smatra prekretnicom u diferenciranju
leukocitnih populacija jer se klasificira
8000-10.000 leukocita.

Za razliku od ostalih krvnih popu-
lacija, leukociti nemaju doslovno neke
nove pokazatelje, a izrazita heterogenost
oznacavanja prisutnosti morfoloski izmi-
jenjenih stanica (opée prihvacen pojam
- FLAG), koje rabe razlicite tehnologije
temeljene na raznim mjernim principima
(VCS; MOA; MAPSS; FCS), dodatno
otezava prihvacanje nalaza klasifikaci-
je leukocita LDC (leucocyte differential
count) od klinicara bez provjere DKS,
S§to je posebno prisutno u pedijatrijskoj
hematologiji. Jedini pravilan pristup ko-
jim svaki pedijatrijski hematoloski labo-
ratorij moze izmijeniti stav pedijatra sa-
stoji se od tri faze. Prve dvije faze imaju
definirane postupke koje je potrebno uéi-
niti s pedijatrijskim (kapilarnim) uzorci-
ma: 1. ispitivanje analiti¢ke osjetljivosti,
preciznosti i usporedivosti hematoloskog

analizatora na kojem e se analizirati pe-
dijatrijski uzorci; 2. ispitivanja klinicke
osjetljivosti ili u¢inkovitosti ¢ije kriterije
je definirao ICSH (26, 27). Na Slici 2 pri-
kazan je pristup ispitivanju analiticke 1
klinicke osjetljivosti (u¢inkovitosti). Pod
1. je oznaéena analiticka validacija; pod
2. klinic¢ka validacija; one obje, ujedinje-
ne s demografskim podacima, rezultira-
ju s manje od 3% lazno normalnih kla-
sifikacija leukocita. Rezultate validacija
medicinski biokemicar treba predstaviti
pedijatrima te se zajednicki postize cilj
smanjenja mikroskopskih DKS (28).

U hitnoj pedijatrijskoj dijagnostici
ovakvim se pristupom ubrzava diferen-
cijalna dijagnostika., posebno u stanjima
virusnih infekata Cesto prisutnih u djece.
Provjera morfologije limfocita, za koje
analizatori izdaju oznaku - flag, - radi
prisutnosti reaktivnih limfocita (viro-
cita) uz mogucénost odredivanja omjera
CD4/CDS8 na hematoloskim analizatori-
ma, omogucava hitnu dijagnostiku viru-
snih bolesti (EBV i CMV) (29). Klinic-
ka znacajnost odredivanja udjela nese-
gmentiranih neutrofilnih granulocita ve¢
se dugo razmatra (30). Referentni inter-
vali u djece su 18 do 11%, $to je bitno pri
interpretaciji nalaza jer je sve nizi indeks
pouzdanosti Sto je veci broj nesegmenti-
ranih granulocita. Budu¢i da se rutinski
gotovo nikada ne pregleda 400 leukoci-
ta, pouzdanost analizatora koji temeljem

koli¢ine DNA kvantificiraju broj tih sta-
nica (band) je daleko veca - CI 95% (31).

Trombocitni pokazatelji

Brzina aktiviranja trombocita koji
u nekoliko stotinki milisekunde mije-
njaju oblik, a koja im omogucava da is-
punjavaju svoju bioloSku funkciju kroz
adheziju na druge stanice, istovremeno
je ogromna, trajno prisutna prepreka u
kvantitativnim 1 kvalitativnim ispiti-
vanjima trombocita in vitro. Doda 1i se
ovome i vrlo Cesto teSko uzimanje uzor-
ka krvi u djece, ove su stanice najcesci
uzrok ponavljanja vadenja krvi u pedi-
jatrijskoj populaciji. Brojne se metode
danas koriste u ispitivanju trombocita,
a ukljucuju odredivanje njihova broja
u cirkulirajuéoj krvi, veli¢ine, mjere-
nje heterogenosti veli¢ine, zastupljenost
mladih trombocita, te metode ispitiva-
nja funkcionalne aktivnosti, ponajprije
agregacije te aktivacije. Srednji volumen
trombocita - MPV (mean platelet vo-
lume) 1 raspodjela po volumenu - PDW
(platelet distribution width) ve¢ su dobro
ispitani pokazatelji, dok udio mladih, re-
tikuliranih trombocita tek nalazi svoju
klinicku primjenu (32, 33).

Retikulirane trombocite prvi je opi-
sao Ingram 1969. godine promatrajuci ih
svjetlosnim mikroskopom u pripravcima
obojenim novim metilenskim plavilom,
pri cemu je kao i u retikulocitima zapa-
zio karakteristi¢ne ostatke nukleinskih
kiselina - pretezito citoplazmatske RNK,
te ih je nazvao retikulirani trombociti
radi slicnosti s dugo poznatim retiku-
locitima eritrocitne loze. Ispitivanja na
modelu zivotinja pokazala su da retiku-
lirani trombociti ostaju u krvotoku 24 do
36 sati te da se nakon toga progresivno
smanjuje kolicina DNK i njihov volumen
(34). Uporaba fluorescentne boje tiazol-
narancaste - TO (thiazoleorange) koja
boji DNK i RNK te metodom protocne
citometrije omogucila je analiziranje sta-
nica bez jezgre. Smatra se da je njihova
diferencijalno dijagnosti¢ki vrijednost
u razjasnjenju uzroka trombocitopenija
(35). Trombocitopenija ima tri osnovna
razloga nastanka: 1. nedovoljno stvara-
nje u kostanoj srzi; 2. pojacana razgrad-
nja; 3. abnormalno skladistenje u slezeni.
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Slika 3.

Primjeri razdiobe udjela mladih trombocita (IPF) prema volumenu (Cell volume) i intenzitetu
fluorescencije (Fluorescence intensity). A - zdrava osoba; B - autoimuna trobocitopenija; C -
aplazija. http:// dx.doi.org/10.3343/kjlm.2010.30.5.451

Figure 3

Immature platelet fraction (IPF) quantified by using fluorescent dyes and cell volume. A - healthy
individuals; B - patients with ITP; C - patients with aplastic anemia. http:// dx.doi.org/10.3343/

kjlm.2010.30.5.451

Aspiracijska punkcija i biopsija ko-
Stane srzi bila je metoda koja se smatra-
la zlatnim standardom u diferencijalnoj
dijagnostici. Pojava svake neinvazivne
metode posebno je znaCajna u pedija-
triji pa je primjena protocne citometrije
koja omogucava jednostavniju i to¢niju
dijagnostiku etiologije trombocitopenija
potaknula brojna ispitivanja. Rezultati
radova pokazali su da je broj retikulira-
nih trombocita znacajno povisen (>40%)
kod trombocitopenija uzrokovanih peri-
fernim razaranjem ITP (36). Iskorak u
dostupnosti ovoga stani¢nog pokazatelja
ucinjen je razvojem tehnologije hemato-
loskih analizatora koji unazad nekoliko
godina imaju moguénost da iz uzorka
krvi, uporabom boje koja se rabi u pro-
tocnoj citometriji, odrede trombocite s
ostatkom citoplazmatske rPl. Razvijena
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je tehnologija (Abbott, Sysmex) koja vrlo
brzo daje podatak o udjelu retikuliranih
trombocita ili IPF (immature platelet
fraction). Na Slici 3 prikazana je razdi-
oba mladih trombocita prema volumenu
i intenzitetu fluorescencije u razli¢itim
stanjima trombocitopeze.

Postoje i dalje problemi oko stan-
dardiziranja ove metode jer nema kon-
trolnog materijala i referentne metode, a
raspon vrijednosti koji se smatra normal-
nim varira ovisno o tehnologiji tako da
su literaturni podaci u rasponu od <1%
do 6,1% za odrasle osobe. Ispitivanja
Yasunari Abe i suradnika potvrdila su
rezultate ispitivanja drugim tehnologija-
ma, te time istodobno potvrdila da nema
razlike u razli¢itim etnickim skupinama
i da bi se kao grani¢na vrijednost akti-

viranja trombopoeze mogla uzeti 7,7%,
pri kojoj je najveca osjetljivost i specific-
nost uz indeks pouzdanosti od 95% (37).
Ispitivanja u Laboratoriju za hematolo-
giju Klinickog zavoda za kemiju "KBC
Sestre milosrdnice" rezultirala su defi-
niranjem referentnog intervala za udjel
mladih trombocita - rP1 = 0,45-4,56%
(CI 95%).
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Summary
NEW BLOOD CELL PARAMETERS - CLINICAL APPLICATION IN PEDIATRIC HEMATOLOGY

B. Getaldi¢

Advancements in technology have resulted in an increasing number of new peripheral blood cell parameters whose clinical
application is remarkably slow. This may be due to heterogeneous names of individual parameters and lack of reference intervals
which is particularly pronounced in pediatric diagnostics, and also to insufficient number of studies designed to test diagnostic
accuracy of individual parameters. The diagnostic accuracy of a parameter (test) has best been investigated for erythrocyte and
reticulocyte parameters so that RDW (red cell distribution width), % Hypo (hypochromic erythrocytes) and IRF (immature reticu-
locyte fraction) have been included in subspecialist tests and classifications of anemia. Leukocyte parameters indicate altered cell
subpopulations on the basis of difference in maturity, functional activity and morphological characteristics. ICSH (International
Council for Standardisation in Haematology) has defined how to test the reliability of data measured by analytical systems during
classification of more than 8000 leukocyte lineage cells. Each laboratory should test the clinical sensitivity of an analytical system
that is to be used for analysis of pediatric samples. Results of this test should be presented to pediatricians. Such an approach is
essential in emergency pediatric diagnostics as it makes differential diagnostics faster and more rational. The same approach has
been applied also to test platelet parameters, among which IPF (immature platelet fraction) shows high discriminatory efficiency
in differential diagnostics of thrombocytopenias.

Descriptors: RDW, PERCENTAGE HYPOCHROMIC ERYTROCYTES, IRF, CLASSIFICATIONS OF ANEMIA, CLINICAL SENSITIVITY OF ANALYTICAL
SYSTEM, IPF
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