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Kan Sayiminda Otomasyon Parametreleri

Prof. Dr. Inci Yildiz

Pediatrik hematolojinin tarihgesine baktigimizda ilk yayimmn von Jaksch'mn
"Anemia pseudoleukemica infantum" ile 1889’da basladigin1 goriiriiz. Daha
sonra ayni antiteyi Hayem ve Luzet de tanimlarlar. Jaksch-Hayem-Luzet ane-
misi olarak tanimlanan ve kotii beslenme sonucu gelisen ishal, rahitis ve en-
feksiyonlarin eslik ettigi splenomegali, anemi, 16kositoz ve psodolosemik bir
kan tablosunun eslik ettigi derin kombine karans anemisi olarak bilinen bu an-
tite cocuk hematolojisinin ilk yayimni olusturur.

Bu donemlerde anemileri siniflama sorunu vardir. Hayem bu amagla
1877’de renk indeksi kavramin ortaya atmis ve hipokromazi terimi dogmus-
tur.

Mikroskop Anton von Leeuwenhoek tarafindan 17. yiizyilda icat edildi.
Leeuwenhoek iirettigi bu mikroskop ile her seye bakt1 ve kan hiicrelerini de
ilk kez o tanimladi. Leeuwenhoek'un iirettigi mikroskoplar 270 kez biiytitii-
yordu ve bu istiinliik 19. yiizyila kadar asilamadi. Aslinda bir kumas tiiccar
olan Leeuwenhoek’un tirettigi bu ilkel alet ile baglayan kan hiicrelerinin sayi-
mi 1950’1ere kadar hep mikroskopta yapildi.

1950 yilinda ilk kez Wallace Coulter empedans yontemi ile 16kosit ve erit-
rositlerin sayimini yapmus ve bir alet gelistirmistir. Empedans yonteminde be-
lirli oranda sulandirilmis kan iki duyarh elektrot arasindaki bir delikten gegi-
rilerek her gecen hiicre elektrik vuru olarak sayilir. Her ¢arpmanin biiytiklii-
&0 hiicre biiytikliigii ile dogru orantilidir. Bu dénemdeki aletlerde 16kositleri
saymak icin de Once eritrosit sayilir, sonra bir deterjan ile eritrositler hemolize
ugratilir, 16kositler sayilirdi.

1960’larda tam kan sayimi (Complete Blood Count: CBC) 7 parametreden
olustu; WBC (White Blood Cell: Lokosit), RBC (Red Blood Cell: Eritrosit), Hb
(Hemoglobin), Hct (Hematokrit), MCV (Mean Corpuscular Volume: Ortalama
eritrosit hacmi), MCH (Mean Corpuscular Hemoglobin: Ortalama eritrosit he-
moglobini), MCHC (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration: Ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonu).
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Tablo 1. Bazi kan sayumi cihazlarmda kullamilan yontemler ve parametreler?

Parametre Coulter STKS, Sysmex, Cell-Dyn 3500 Advia 120
MAXM SF-3000
WBC Empedans Optic Laser Empedans ile Optic Laser
scatter Optik scatter scatter
birlikte
RBC Empedans Empedans Empedans Optik Laser
scatter
Hb Modifiye-siyan- Sodyum Lauril- Siyanmethemo-  Siyanmethemo-
methemoglobin silfat Hb globin (540 nm)  globin (546 nm)
(525 mn) yontemi
Het Het: Het: Hct: Hct:
(RBCxMCV) =10 (RBCxMCV)+10 (RBCxMCV)+10  (RBCxMCV) +10
MCV Eritrosit histo- Eritrosit histo- Eritrosit histo- Eritrosit histo-
grami ortalamasi  grami ortalamasi  grami ortalamasi  grami ortalamasi
MCH MCH: MCH: MCH: MCH:
(Hb + RBC)x10 (Hb = RBC)x10 (Hb + RBC)x10 (Hb + RBC)x10
MCHC MCHC: MCHC: MCHC: MCHC:
(Hb=Hct)x100 (Hb=Hct)x100 (Hb=Hct)x100 (Hb=Hct)x100
Pit Empedans Empedans Empedans Empedans
RDW Eritrosit histo- RDW-SD (fl) Eritrosit histo- Eritrosit histo-
gramindan RDW:  RDW-CV (%) gramindan RDW:  gramindan RDW:
(SD+MCV)x100 (SD+MCV)x100 (SD+MCV)x100
Ldkosit Empedans, rad-  Optic Laser Multiangle Optic Laser scat-
Formiilii yo dalgalari. Vo-  Scatter; Bazofil- (0°,90°,10°,90° ter; Iokositler pe-

lume Conducti-
vity Scatter
(VCS)

ler ayri kanalda
degerlendirilir.

depolarize), po-
larized scatter
separation
(MAPSS)

roksidaz ile bo-
yanir; Bazofillerin
ise fitalik asitle
boyanmama
6zelliginden fay-
dalanilir.

Kisaltmalar: WBC, I6kosit; RBC, eritrosit; Hb, hemoglobin; Hct, hematokrit; MCV, mean corpuscular volu-
me; MCH, mean corpuscular hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; PIt, trom-
bosit; RDW, red cell distribution width; SD, standart deviation; RDW-SD, red cell distribution width-stan-

dart deviation; RDW-CV, red cell distribution width-coefficient variation.

Not: Tablo A. Kdroglu, Hematoloji Birinci Basamak Kursu Egitim kitabindan (izmir, 2000) izinle alinmistir.
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Trombosit sayimi1 bu otomatik sayima 1970’lerde eklendi. Ancak 1970li
yillarda trombositler icin farkl: bir capta delik iceren aletler vardi. 1970-1980
arast kan sayimina 2 parametre daha eklendi, RDW (Red Cell Distribution
Width: Eritrositlerin biiyiikliiklerine gore dagilim genisligi) ve MPV (Mean
Platelet Volume: Ortalama trombosit hacmi). Bir kisim sayicilarda ise 1984'de
3 parametreli 16kosit formiilii (DLC: Differential Leucocyte Count) bu para-
metrelere eklendi.

Daha gelismis aletlerde 151k sagma teknolojisi (optik scatter) kullanild.

Son yillarda Miles Technicon sayicist CHCM'yi (Cellular Hemoglobin
Concentration Mean: Hiicresel hemoglobin konsantrasyonu ortalamasini,
g/dl) ve HDW’yi (Hemoglobin Distribution Width: Hemogobin dagilim ge-
nisgligi) bu parametrelere ek olarak vermeye basladi. Bunlardan sadece HDW
Klinik pratikte degerlidir. Baz1 sayicilarda verilen PDW (Platelet Distribution
Width: Trombosit dagilim genisligi) ve PCT (Plateletcrit) parametreleri ancak
Ozel arastirmalarda kullanilmaktadir.

Cesitli kan saymmu aletlerinde kullanilan yontem ve parametreler Tablo
1’de verilmistir.

Kan sayim aletlerine son giren parametre retikiilosit saymmudir.

Kan saymmu tetkiki i¢in taze alinmis, vendz, kapiller veya arteriel kan kul-
lanilabilir. 1 ml kan i¢in 1.5 mg EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetat) uygun an-
tikoagiilan miktaridir. EDTA'nin 2 degerlikli veya 3 degerlikli potasyum tuzu
kullanilabilir. EDTA antikoagiilanli kan laboratuvar ortaminda, 4 derece veya
oda 1s1sinda, 24 saat bekletildikten sonra sayilsa da giivenilir sonuglar verir bu
sonuglar WBC, Hb, Hct, RBC ve Plt i¢in gegerlidir. Diger parametrelerde oda
1s1sinda 6 saat sonunda veya 4 derecede 24 saat sonunda istenmeyen sonuglar
almabilir. En az stabl parametre ise MPV’dir; kan alindiktan sonraki ilk 2-6 sa-
at giivenilir sonuglar icin gegerlidir.

Kan alete verilir, tiipten 200 veya 300 mikrolitre kan alet tarafindan aspire
edilir. Cesitli sulandiric1 ve lizatlarla muamele edilir.

Trombosit sayisinin kontroliinde ve eritrosit inkliizyonlarmin (Howell-
Jolly cisimcikleri, bazofil ponktiiasyon ve malarya), filarya, tripanozom gibi
parazitlerin incelenmesinde mikroskop sarttir.

RBC (Eritrosit Sayimi)

En az 10.000 eritrosit sayillarak manuel sayima oranla daha giivenilir so-
nuglara ulagilir.

Sayimlarin yan sira verilen histogramlar da yararli olabilir. Ornegin RBC
normal dagiliminin sol tarafinda goriilen bir tepecik skizositlerin varligina isa-
ret olabilir. Tersine RBC histograminin saginda kuyruk tarafinda bir kiimelen-
me soguk agliitinine bagl eritrosit agliitinasyonunu diistindtiriir. RBC histo-
gramin tiimiyle sola kaymas1 mikrositoza, saga kaymasi da makrositoza
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isarettir. Bimodal RBC histogrami farkli morfolojili 2 eritrosit popiilasyonuna,
kan transfiizyonu sonrasina veya mikrositer ya da makrositer anemide teda-
viye yanitin bagladigina ya da miyelodisplaziye erken bir isaret olabilir.

MCV (Mean Corpuscular Volume: Ortalama Eritrosit Hacmi)

Erigskinde normal deger 80-90 femtolitre veya mikronkiiptiir. Kan sayimi
aletinin dogrudan olctiigii bir parametredir.

Hb (Hemoglobin)

Siyanmethemoglobin yontemi ile fotometrik olarak okunur.

Hct (Hematokrit)

Kan saymmi cihazlarinda hematokrit 6l¢iilmemekte, MCV ve eritrosit say1-
mindan faydalanarak hesaplanmaktadir.

RBC (102/1) x MCV

Hematokrit Hesaplanmasi: 0

Mikrohematokrit santrifiij yontemi ile 6l¢iilen hematokrit, kan sayimui ciha-
ziyla bulunanlardan biraz daha dustiktiir. Ciinkii, santrifiije edilen eritrosit
siitunu ne denli hizli ¢evrilse de bir miktar plazma igermektedir. Buna ragmen
mikrohematokrit santrifiij yontemi, manuel yontemler i¢inde en giivenilir ola-
nidir.

MCH (Mean Corpuscular Hemoglobin: Ortalama Eritrosit Hemoglobini)

Eritrosit igindeki ortalama Hb miktarini gosterir. Normal degeri 30-34 pi-
kogramdir.

Hb (g/dD x 10
RBC (x10'2/1)

MCHC (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration: Ortalama Eritrosit
Hemoglobin Konsantrasyonu)

Eritrosit i¢indeki hemoglobinin yiizde olarak ifadesidir. Normal degeri
%30-36 arasindadir.

Hb (g/dl) x 10
Hct (%)

Bu nedenle kan sayimi aletlerinde aletin saglikli calisip ¢calismadigini kont-
rol etmeye yarayan bir parametredir.

Herediter sferositozda MCHC ytikselir.
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HDW (Hemoglobin Distribution Width: Hemoglobin Dagilim Genisligi)

HDW anizokromiyi gosterir. Talasemi minorda, normal RDW, yiiksek
HDW bulunurken, demir eksikliginde hem RDW hem de HDW yiiksektir.

Hemolitik anemlilerde de MCV, RDW ve HDW yiiksektir.

RDW (Red Cell Distribution Width: Eritrositlerin Biiyiikliiklerine Gdre Dagilim Genisligi)

Eritrosit histogramlarindan elde edilen istatiksel bir degerdir. Eritrositlerin
biiyiikliiklerine gore dagilim genisligini gostermektedir.

Eritrosit biiyiikligiiniin dagilimini incelemek icin "Red cell distribution
width-coefficient variation” (RDW-CV) ve "Red cell distribution width—standard de-
viation” (RDW-SD) olmak iizere iki istatistiksel yontem kullanilir (Sekil 1).
RDW-CV bir standart deviasyondaki (eritrositlerin %68.26’sinin) histogram
genisliginin MCV‘ye boliiniip, 100 ile carpimiyla hesaplanir. RDW-SD ise erit-
rositlerin %20’sinin bulundugu bolgedeki genisligi gostermektedir. RDW-
CV’nin normal degeri %14, RDW-SD’nin degeri ise 45 fl'dir.

RDW-SD demir eksikligi anemisinin erken dénemi ile talasemi tasiyicilari-
n1 ayirt etmede kullanilir. Talasemi tastyicilarinda eritrositler mikrositiktir, ya-
ni anizositoz demir eksikligindeki kadar belirgin degildir (RDW normaldir).
RDW-SD ¢ok kiigiik mikrositik veya makrositik bir eritrosit popiilasyonunun
varligini gosterebilecek duyarliktadir. RDW’nin %17’den fazla olusuna mikro-
sitoz eslik ederse demir eksikligi diistinmelidir. Anemi belirmeden 6nce en er-
ken belirtinin RDW yiiksekligi oldugu belirtilmektedir.

100
3
S
>
RDW-GV(%)=(SD=MCV )X100
20 / X RDW-SD (iL)

50 150 FL MCcv

Sekil 1. Eritrosit histograminda RDW-CV ve RDW-5D kavramlari2
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Retikiilosit Sayisi (Retic)

Retikiilosit sitoplazmasinda RNA kalintilar1 bulunmaktadir. Krezil mavisi
ile vital boyama yapilarak RNA artiklar1 mikroskopta belirlenebilir. Mikros-
kopta 1.000 eritrosit sayarak retikiilositleri belirleriz; oysa elektronik sayicilar-
da en az 30.000 hiicre sayilmaktadir.

Retikiilositlerin normal degeri %1-2'dir. Fakat hematokriti diisiik hastalar-
da saglikli degere ulasmak icin diizeltilmis retikiilosit sayisim1 vermek daha
dogrudur.

Hasta retikiilositi (%) x Hasta hematokriti
Normal Hct (%45)

Mutlak retikiilosit sayis1 bir mm3 kandaki retikiilosit sayisini gosterir. Nor-
mal degeri 40-80 bin/mm? diir.

Diizeltilmis Retikiilosit:

PIt (Trombositler)

Trombositlerin hacimleri normalde 7-11 fl, caplar1 1-3 mikrondur. Ug mik-
rondan biiyiik capli trombositlere makrotrombosit adi verilir. Normal bir
bireyde trombositlerin %3ti normalden daha biiyiiktiir. Trombositlerde ani-
zositoz ve makrositoz asir1 tiikketime bagh olarak trombosit yapiminin arttig:
durumlarda (6rnegin idyopatik trombositopenik purpura) goriliir. Aplastik
anemi ve hipersplenizmde trombositler kiigiiktiir. Antikoagiilan olarak kulla-
nilan EDTA, kalsiyum iyonlar ile kelat olusturmas: sirasinda trombosit
membranindaki glikoprotein IIb-IIla molekiiliinii etkileyerek glikoprotein IIb
epitopunu ortaya ¢ikarir. Bazi kisilerin kaninda bulunan otoantikorlar trom-
bositlerin yiizeyindeki bu epitopa baglanarak trombositlerin agliitinasyon
yapmasina neden olurlar. Agliitine olan trombositler kiime olustururlar ve bu
kiimeler 16kosit olarak algilandiklarindan empedans ile 6l¢iim yapan kan sa-
yimu1 cihazlarinda 16kosit olarak sayilir, trombosit sayis1 normalden diisiik
olur. Bu nedenle yaymada trombositlerin kontrolii uygundur. Dev trombosit-
ler ayrica bes parametreli formiil veren cihazlarda eritroblastlarla karistirila-
bilmektedir.

Kan 6rneginin uygun alinmadig1 durumlarda (piht1 olugsmasi, kan alindik-
tan sonra tiipiin iyi karistirillmamasi) trombositlerin kiimelesme sonucu distik
sayilacagl unutulmamalidir.

Eritrosit parcaciklar1 veya ¢ok kiigiik eritrositler, mikrosferositler trombo-
sit say1isini yiiksek cikarabilir.

ITP’de Plt diisiitk, MPV yiiksek bulunmus, reaktif trombositozda ise tersi-
ne Plt yiiksek, MPV diisiik bulunmustur.

Plt histograminda solda bir pik goriilmesi sitoplazmik kalintilara isarettir,
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Tablo 2. Kan saymmi cihazlarim etkileyen durumlar, sebep ve ¢oziimler

Durum Etkilenen Aciklama Goziim
Parametre
Soguk agliiti- RBCL McvT RBC histogramda iki Kan isitilarak (37 °C) tekrar
ninler MCHCT farkli eritrosit popiilasyonu, — sayilir.
ozellikle saga kayma.
Lipemik veya HbT MCHT  Bulanikiik fotometrede Kan santrifiij edilerek plaz-
ikterik kan MCHCT Hb degerinin yiiksek mas! degistirilir, sonra sa-
okunmasina neden olur. yim yapilir.
Hemolizlikan  RBC! Hctl  Hemoliz olan eritrositler kan  Tekrar ornek alinir.
MCHCT sayimi cihazinda sayiimaz.
Litik ajanlara ~ WBCT HbT  HB'S, C, F tasiyan eritrosit-  Litik ajanla manuel
direngli eritro- ler litik ajanlara direngli diliisyon yapilarak, lizis igin
sitler (Anormal olabilir. Bu durumda yeterince beklenir.
hemoglobinler) I6kosit olarak sayilirlar.
Mikrositler ve  RBCY Kiicik eritrositler normal Eritrosit popiilasyonunda
Tistositler eritrosit popiilasyonu sola kayma veya uyari
icine dahil edilmezler. mesajl gorilir. Periferik
yayma incelenir.
Eritroblastlar, WBCT Eritroblastlar ve Her 100 I6kosit basina
megakaryosit megakaryosit pargalari, diigen eritroblast veya
parcalari I6kosit olarak sayilirlar. megakaryosit pargasi peri-
ferik yaymada sayilarak,
I6kositler hesapla diizeltilir.
Trombosit pity wacT Bilylik trombosit kiimeleri,  Periferik yayma incelenir.
kiimeleri ve I6kosit olarak sayilir. sitratli kan alinarak tekrar
trombosit Lékositlerin etrafina dizilen  sayim yapilir.
satellitizmi trombositler I6kositlerle
birlikte sayilirlar.
WBC > 50 HbT RBCT  Bulanikliktan dolayr Hb Mikrohematokrit bakilir.
bin/uL Hatali Het fotometrede yiiksek okunur. Manuel hemoglobin bakilir-
ve anormal  Lokosit sayisi fazla oldugu  ken sipernatan kullanilir.
indeksler icin eritrosit histograminda  Eritrosit sayimi diizeltilir,
gordliirler. indeksler hesaplanir.
Bekletilmis kan Moy T Eritrositler bekledikce Kanlarin sayim igin bek-
ornegi MpvT pitd sisebilir, trombositler letilebilecedi maksimum

dejenere olurlar. Lokositler
uzun stire EDTA’da
beklediginde bozulurlar.
Lokosit histograminda
anormal hiicre popiilasyon-
lari ortaya cikar.

sire her laboratuvar
tarafindan tespit edilme-
lidir. Bu sire 3 saati
gegmemelidir. Periferik
yaymalar 1 saat iginde
yayiimahdir.

Kisaltmalar: WBC, lokosit; RBC, eritrosit; Hb, hemoglobin; Hct, hematokrit; MCV, mean corpuscular volu-
me; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; Plt, trombosit; MPV, mean platelet volume; ED-

TA, etilen diamin-tetraasetik asit.

Not: Tablo A. Koroglu, Hematoloji Birinci Basamak Kursu Egitim kitabindan (izmir, 2000) izinle alinmistir.
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sagda bir pik ise skizositlere veya ¢ok mikrositik eritrositlere ya da dev trom-
bositlere isarettir.

Bimodal egri sitoplazmik kalintilar1 diisiindiiriir.

WBC (Ldkosit Sayisi)

Eritrositten biiyiik dev trombositlerin ¢ok sayida olmas1 da 16kosit sayisin1
yanlis olarak yiiksek gosterebilir.

Lokosit histograminin en solunda 50-100 fl arasinda lenfositler, 100-200
arasimnda monosit, eozinofil ve bazofiller, 200-400 arasinda ise notrofiller yer
alir. Lenfosit pikinin sola kaymas: normoblastlarin varligini diistindiiriir.

Tiim bu parametrelerin giivenlikle sayilabilecegi sinirlar sunlardir:

WBC 0.1-99 (x 109/1)

RBC 0.4-80x1012/1
Hb 2-25g/dl
pIt 10 - 999 x 109/1

Genellikle normalden %2’lik bir sapma ug degerlerde gozlenebilir ama
trombosit sayimlarinda 50 bin ve altindaki degerlerde bu sapma %5 kadar
olur.

Baz1 patolojik durumlarda da hatali sonuglara ulasilabilir:
Hiperlipidemi, Hb, MCH ve MCHCyi yanlis olarak yiiksek ¢ikarabilir.
Kriyoproteinemi, psddolokositoza ve psddotrombositoza neden olabilir.

Soguk agliitininler eritrositlerde otoagliitinasyona neden olarak, eritrosit sa-
yisint ve Het'i diisiik, MCV'yi yiiksek ¢ikarabilirler. Kan sayimlarini etkileyen
durumlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 3. Periferik yayma inceleme kriterleri

Mcv <70 fL, >100 fL (yenidoganlar haric)
PIt <100 bin/uL, >700 bin/pL

WBC <2.5 bin/uL, >20 bin/pL

RDW >18%

Eozinofil >25%

Bazofil >3.5%

* Lokosit formiliinde; blast, eritroblast, trombosit kiimesi, immatir granilosit, atipik lenf gibi uyarilarin
bulunmasi

* Cihazin I6kosit formiilii vermedigi durumda
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SONUC

Kan sayimu cihazlari, iyi bakim yapildig: ve kalite kontrolii dikkatle uygu-
land1g; siirece giivenilir sonuglar vermektedir.

Her laboratuvar kendi kullandig1 kan sayimi cihazinin ozelliklerine ve
sartlarina gore periferik yayma inceleme kriterleri olusturmalidir (Tablo 3).
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