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Vysetrovani krevnich bunék v periferni krvi

» nesrazliva periferni krev

» antikoagulacni Cinidlo: KSEDTA, K2ZEDTA nebo Na2EDTA

» vysSetreni:
hematologicke analyzatory
mikroskop
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Leukocytarni vyvojova stadia - Monocyty

MONOBLASTY

PROMONOCYTY

A
{2\

MONOCYTY

O




Leukocytdrni vyvojova stadia - Lymfocyty




Megakaryocytarni vyvojova rada

MAGAKARYOBLASTY ' MAGAKARYOCYT |

PROMEGAKARYOCYT




PROERYTROBLAST

Erytrocytarni vyvojova rada

-
‘ '

CASNY ERYTROBLAST
(bazofilni normoblast)

////////;7_ST§EDNEZRALY

ERYTROBLAST
(polychromni normoblast)

POZDNI
ERYTROBLAST

(ortochromni/oxyfilni
normoblast)

®s

byvaji lalo¢naté
vybézky cytoplazmy

RETIKULOCIT

ERYTROCYT

specidlni
barveni




||

analyzator

digitalni morfologie



https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi27eWfl9HJAhVDqxoKHcPrD6wQjRwIBw&url=https://www.sysmex.com/us/en/Company/News/Summer2013/Pages/DI-60.aspx&psig=AFQjCNFZlWTcnHSZafi9eu-yw8afQfr0bA&ust=1449833000698953
https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi27eWfl9HJAhVDqxoKHcPrD6wQjRwIBw&url=https://www.sysmex.com/us/en/Company/News/Summer2013/Pages/DI-60.aspx&psig=AFQjCNFZlWTcnHSZafi9eu-yw8afQfr0bA&ust=1449833000698953
https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwimn-v1mdHJAhUShhoKHVCSCYkQjRwIBw&url=https://www.beckmancoulter.com/wsrportal/wsr/diagnostics/clinical-products/hematology/coulter-lh-750-hematology-analyzer/index.htm&psig=AFQjCNGTn1LjYElj5A7QW3W_bi1hdxW08w&ust=1449833711522905
https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwimn-v1mdHJAhUShhoKHVCSCYkQjRwIBw&url=https://www.beckmancoulter.com/wsrportal/wsr/diagnostics/clinical-products/hematology/coulter-lh-750-hematology-analyzer/index.htm&psig=AFQjCNGTn1LjYElj5A7QW3W_bi1hdxW08w&ust=1449833711522905
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjg5c2i-fDmAhVpDWMBHWJxBTcQjRx6BAgBEAQ&url=http://www.medesa.cz/hematologie/&psig=AOvVaw1AfHOzRytt9qF0L7K39G9v&ust=1578467862653381
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjg5c2i-fDmAhVpDWMBHWJxBTcQjRx6BAgBEAQ&url=http://www.medesa.cz/hematologie/&psig=AOvVaw1AfHOzRytt9qF0L7K39G9v&ust=1578467862653381

Principy méreni hematologickych analyzatoru

» principy méreni bunék:
impedancni analyza

opticka analyza " 7

kombinace rtznych principt analyzy ‘/'

hydrodynamickad fokusace: \\\

usmernéni bunék proudem izotonické kapaliny Aperture 1

(diluentem) pri prichodu méricim kandlem ,,po jedné” & Sl el
Diluent

» spektrofotometricka analyza hemoglobinu
Principy méreni umoznuiji vysetreni:
» kvantitativni — pocet bunék

» kvalitativni — morfologie bunék
v" tvar bunky
v" tvar a velikost jadra
v' obsah cytoplazmy



Impedancni analyza

» fedéni bunécné suspenze ll

v diluent - vodivy F
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» pruchod bunék mezi elektrodami (stejnosmérny elektrisky proud) = impulz

-]

v' prochazi vzdy jedina burika
v’ pocet impulzt = pocet bunék
v" velikost impulzt = velikost bunék

> mozné dOplnénll VySOkOfrEkVenénll anaI\I/ZOU(stF/'davy vysokofrekvenéni elektricky proud)
v" na bunku superponovano vysokofrekvenéni elektrické pole
v" analyza vysokofrekvenéniho napéti buriky = morfologie buriky
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Opticka analyza —.N

» rfedéni bunécné suspenze L

Hydrodynamic Focusing
Cells pass through in 'single file'

v" diluent — opticky inaktivni
v" krevni burika — opticky aktivni

» interakce bunék s monochromatickym
laserovym paprskem —=O

Laser light source
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» po interakci bunky s paprskem se provadi analyza:

90°D  90°

v" proslého svétla (0°)
v" odrazeného svétla
v" depolarizovaného svétla ==

v" fluorescence
o cytochemické barveni enzymu (peroxiddza) v burikdach, doplrnikovd analyza absorbce

a rozptylu svétla dle stupné reakce enzymu v cytoplazmé (u nékterych typt pristroji)
» vysetreni:
v" kvantitativni a velikost buriky > detekce ve sméru (0°)

v kvalitativni/morfologie buriky - detekce odrazeného a depolarizovaného
svétla, fluorescence, pripadné kombinace s cytochemickou analyzou
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Spektrofotometricka analyza hemoglobinu

» hemolyza vSech erytrocytl lyzacnim (bezkyanidovym) roztokem

» uvolnény HGB je preveden na chromogenni formu s nejvyssi
hodnotou absorbance pri A =540 nm

v HGB je pfeveden na chromogenni formu reagencii (nap# imidazolem nebo
sodium lauril sulfatem), ktera vytvari hemoglobinovy komplex

» méreni absorbance hemolyzovaného vzorku
a blanku (lyzaéni roztok)

» z rozdilu absorbanci je vypocitdna koncentrace HGB

Pritokova komora
pro HGB il )

\l"
Pfivod roztoku vzorku,
vyvod Blanku




Mikroskopovaci zarizeni
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Zhotoveni nateru krve

» roztiraci skliCko polozit pred kapku krve na podloznim skle pod
uhlem cca 30 - 40° (nikdy ne do kapky krve); po doteku krve a
roztiraciho skla se krev rozlije podél hrany skla; po té rychle
krev rozetfit po podloznim skle

» silu natéru zvazovat — Cim vétsi uhel, tim silnéjsi natér

v' uhel se ridi hodnotou HCT: ¢im tHCT, tim |ahel; ¢im |HCT, tim tahel
v hodnota HCT je urcujici jak pro manualni, tak pristrojové provedeni natéru

» nater musi byt: rovhomerny, primerene tenky, dlouhé okraje

musi byt rovné, na konci pfechazi ,do ztracena”
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Mikroskopovani

» mikroskop
v suchy objektiv: mezi prepardtem a objektivem je vzduch (pfehledné prohlizeni a bunéénost prepardtu)
v imerzni objektiv: mezi preparatem a objektivem je imerzni olej (morfologie bunék)
o imerzni olej ma podobny index lomu jako sklo — vznikne opticky homogenni prosttedi, zvysi se index lomu prostredi
mezi preparatem a objektivem
imerzi miZe byt: voda, parafinovy olej, glycerol, cedrovy olej, kanadsky balzém (voda ma vyssi index lomu neZ vzduch,
ale niZsi neZ imerzni olej)
v’ zvétdeni: :
1000x (morfologie bun&k) N S
200x (prehledny ndhled na preparat) T
v" hodnotit natér komplexné (WBC, RBC, PLT) ™™ : = T
v hodnoceni subpopulaci WBC a obecné jadernych bunék v periferni krvi i KD v % dro] Svétlam
v hodnoceni: periferni krev (minimalné 100 WBC), kostni dferi (minimalné 250 jadernych bunék)

» digitdIni morfologie
nové generace analyzator( svym softwarovym vybavenim digitalné zpracovavaji
a vyhodnocuji krevni natéry, hovoti se o virtualni mikroskopii (telehematologie), digitalni
analyza vytvari databazi digitalnich fotografii krvinek, které Ize i exportovat
e-mailem nebo po internetu odbornlkum ke konzultaC| -
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Barveni natéru periferni krve a aspiratu kostni drené

» Panopticka barvici technika:

v" fixaéni roztok May-Grunwald — sloZeni: eozin Y, metylenova modfr,
metylalkohol, glycerol

v" barvici roztok Giemsa-Romanowsky — slozeni: metylenova modr, azur-
eozin, azur ll, metylalkohol, glycerol, fosfatovy pufr pH 6,8-7,0

» Zakladni principy barveni:

v Aniontové (kyselé) barvivo eosin Y se vaze na kationtové ¢asti molekul
proteinl a barvi oranZzovocervené hemoglobin a eozinofilni granula

v Kationtové (zasadité) barvivo azur B, se vaZe na aniontové &asti molekul a
barvi modrosedé zbarveni nukleové kyseliny (DNA nebo RNA),
nukleoproteiny, granula bazofild a sekundarni granula neutrofil(.

Pro spravné vyhodnoceni prepardtu je nutnd pravidelnd kontrola kvality
panoptického i specidlniho cytochemického barveni.

Celkové obarveni natéru je vysledkem rady rliznych kombinaci téchto
barevnych reakci, které nakonec davaji vysledny vzhled nabarveného

preparatu.

Preparaty lze pripravovat manudlné nebo na natérovych a barvicich automatech.
Princip barveni je vZdy stejny.



