Pocitani krevnich bunek

Bourkova L., OKH FN Brno




Burkerova komurka
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Burkerova komurka — poéitani RBC

Cervené krvinky (RBC) se pod&itaji v 80 malych
ctvercich. Ziskany pocet RBC se vynasobi
koeficientem 1019 (koeficient zahrnuje fedéni
krvinek — 200x a objem kvadru pod sklickem, ve
kterych jsou bunky pocitany). Tim se ziska pocCet
erytrocytu v litru krve tedy (RBC x 1014/]).
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Burkerova komurka — poéitani WBC

Bilé krvinky (WBC) se pocitaji v 50 vetsich
ctvercich. Zjisteny pocet WBC se vynasobi
koeficientem 108 (koeficient zahrnuje fedéni
krvinek — 20x a objem kvadru pod sklickem, ve
kterem jsou bunky pocitany). Tim se ziska pocCet
leukocytu v litru krve tedy (WBC x 109/1).

I-_—-I-"l-il==-'_'l"l'-="""

|

|
2 | | |
umuu

7 S O 1 | |




Hematologickeé analyzatory

» kazdy ma sva jedineCna specifika
» dva zakladni principy mereni:
— opticky
— Impedancni
* Z méreni ziskavame informace o:
— poctu bunek
— velikosti, tvaru a slozeni bunky

* principy mereni mohou byt na jednotlivych
analyzatorech ruzne kombinovany

* ruzné kombinace pak umoznuji velmi presnou
kvantitativni | kvalitativni analyzu vsech proslych
bunécnych elementu




Principy mereni

» absorbcCni spektrofotometrie
* mikrohematokritova metoda
* Impedancni analyza
— mozné doplneni vysokofrekvencni analyzou
» opticka analyza
— prosleho svetla

— rozptyleného svétla
— fluorescence




Pouzivana diagnostika

* fedici roztoky
— Impedancni analyza
vodivy roztok + nevodiva bunka
— opticka analyza
opticky inaktivni roztok + opticky aktivni bunka
» |lyzacni roztoky
hemolyza erytrocytu

* barvici roztoky
barveni obsahu bunky (granula, DNA, RNA)

» Cistici roztoky
cisteni mericiho systému




Absorbcni spektrofotometrie

» Metoda slouzi ke stanovovani mnozstvi
hemoglobinu ve vzorku. V dnesni dobe se
Jiz jedna vetsinou o bezkyanidove metody.




Mikrohematokritova metoda

» Centrifugacni metoda
v mikrohematokritovych kapilarach pro
stanoveni PCV — (Packet Cell Volume),

metoda je méne Casta

— vetsinou se vydava pocCitany parametr
HCT=MCVxRBC

Poznamka: hodnoty PCT byvaji obecné lehce nizsi nez HCT




Impedanchni analyza

» Pocty a velikosti krevnich elementu jsou dany mérenim
zmeny elektrického odporu - impedance pfi pruchodu
jednotlivych bunék v prutokové méfici kyveté mezi dvéma
elektrodami. Pouziva se metoda hydrodynamicke fokusace
(unaseni jednotlivych bunek proudem kapaliny) ve vodivem
roztoku. Pfi pruchodu ¢astice mezi elektrodami vznika
impedancni impuls, po jehoz analyze pristroj vydava
kvantitativni (po€et impulsu) a kvalitativni (velikost impulsu)
informace o jednotlivych bunkach.

« Méreni muze byt doplnéno napriklad vysokofrekvencni
analyzou, pri které je na stejnosmerné elektricke pole
superponovano vysokofrekvencni elektricke pole, ktere
pronikne cytoplazmou a zmeri vysokofrekvencni vodivost
bunky, nebo-li jeji fyzikalnechemickou strukturu.




Hydrodynamicka fokusace
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Opticka analyza

* Analyza je zalozena na principu prutokové
cytometrie, pri ktere se po interakci bunky
s laserovym paprskem detekuje rozptylené
svéetlo nebo fluorescence. Prutokova cytometrie
slouzi jako metoda pro analyzu jednotlivych
bunek v bunecnée suspenzi. Bunky prochazi
jedna za druhou prutokovou kyvetou pomoci
hydrodynamicke fokusace a pri tom kazdou
jednotlivou bunkou projde laserovy paprsek,
ktery je po prichudu podroben analyze.

— prosle svetlo
— rozptylené svetlo
— fluorescence




Opticka analyza
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Analyza prosleho svetla

» Detekce paprsku ve smeru 0° udava
hodnoty:

— pocet proslych bunek
— velikosti jednotlivych bunek




Analyza rozptyleného svetla

- Kazda bunka je ozarena proudem
polarizovaneho svetla (laserovy paprsek) a po
projiti paprsku bunkou je provedena analyza
depolarizovaneho (rozptyleneho) paprsku
v ruznych detekCnich uhlech.

* Analyza muze byt u nékterych pristroju doplnéna
cytochemickym barvenim bunek. Jednotlive
bunky jsou po nabarveni také ozareny laserem a
opet se vyhodnocuje vysledne depolarizovane

sveétlo.

» Meéreni slouzi nej .
velikosti bunky, jadra a

k detekci tvaru a
granularity cytop

en k pocCetni analyze, ale i

azmy




Analyza fluorescence

* Bunky jsou nejprve obarveny specialnimi
barvami a potom ozarovany polarizovanym
paprskem svetla (laserovym paprskem).

- Kazda bunka nejprve svetlo absorbuje a potom
svetlo emituje o vyssi vinove délce, které je
detekovano a analyzovano.

- Mereni slozi k detekci DNA a RNA v bunkach

nebo ke specifikaci bunek na zaklade
pritomnych povrchovych antigenu (CD znaky).




Analyza fluorescence




