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VysSetreni retikulocytu

Barveni RNA v erytrocytech:
® mikroskopicky
supravitalni barveni

® analyzatorem
analyza prosleho svetla
analyza fluorescence




Mikroskopicke vysetreni retikulocytu

 V retikulocytech se barvi supravitalneé (jeste

v zijicich bunkach) brillantcresylovou modri
zbytky RNA.

» Pozitivita se hodnoti v 1000 erytrocytech
normalni hodnoty: 0,5 - 2,5 %




Vysetreni retikulocytu na analyzatoru

» analyza prosleho svetla
mereni RNA v retikulocytech obarvenych
brillantcresilovou modri

 fluorescencni analyza
mereni RNA v retikulocytech obarvenych
fluorescencnimi barvami

Normalni hodnoty:
0,5-2,6%
25—-75x 107/L




Retikulocyty




Cytochemické vysetreni zasobniho Fe - |

* Provadi se v KD. Zasobni Fe3* je
vyuzivano pro tvorbu hemoglobinu. Je-li
tvorba hemoglobinu narusena, zustava
zasobni zelezo v RBC nebo NRBC ve
vetsich granulich nebo v jejich vetSim
poctu.

* Princip:
komplexem ferrokyanidu draselneho a
kyseliny chlorovodikove se barvi zasobni
nehemové Fe3*, intra- nebo extracelularné
za vzniku Berlinske modri




Cytochemické vysetreni zasobniho Fe - |l

® Hodnoceni:
zelenomodra granula v erytrocytech (siderocyty),
v NRBC (sideroblasty), v makrofazich
(siderofagy), zrnka v NRBC okolo 4/, jadra
(prstencite sideroblasty)
normalni hodnoty: 20 — 40 % pozitivnich NRBC
® Kilinicky vyznam:
sideroblasticka anemie - zasobni Fe zvysene,
RAS s prstencitymi sideroblasty >15%
sideropenicka anemie - Fe snizené nebo
nepritomne
MDS, leukémii, HA, magalobl. anémie,
alkoholismu, po splenektomii, po transfuzich -
Fe zvysSeneé




Barveni Fe 3*




Barveni Fe 3*




Porucha syntézy hemu

Sideropenicka anémie

« KO: pokles HGB, MCV, vysSi RDW

« nater PK: hypochromni mikrocyty, anulocyty,
poikilocyty, bazofilni teCkovani

« nater KD: lehci reaktivni zmeny, vyssi
erytropoeza, NRBC - opozdéene vyzravani
cytoplazmy, vysetrovani zasobniho Fe (hodnoty
snizeneé nebo nulove)




Porucha syntezy globinu

Thalasemie

o KO: nizSi nebo normal. RBC, nizsi nebo
normal. HGB, vyrazne snizené MCV, vyssi
RDW, lehce vyssi WBC, lehce vyssi PLT

« nater PK: mikrocytoza, hypochromie,
terCovité ery, polychromazie, bazofilni
teckovani, H.J.téliska, bazofilni teckovani,
NRBC, mladsi formy WBC

» nater KD: hyperplazie erytropoéezy, vysetreni
zasobniho Fe (hodnoty zvysene)




Thalasemie




Porucha syntezy DNA

Meqgaloblastové anémie

« KO: MCV >100fl, HGB az pod 50g/L, vyssi RDW,
snizeni WBC, NE, PLT

« natér PK: makroovalocytoza, poikilocytoza, Cabotovy
prstence, bazofilni teCkovani, H.J. teliska, NRBC, NE -
hypersegmentace, vetsi bunky, vetsi laloCnatost jader i u
monocytu, velké az gigantické PLT

« nater KD: bunécne bohata, erytropoeza zmnozena,
posun k mladsim formam, dalsi dysplast. zmeny,
karyorexe, atyp.mitozy, opozdene vyzravani jadra v ery. i
granulocyt. radé (megaloblastova prestavba ve vSech
vyvojovych radach), velke tyCe, metamyelocyty,
hypersegmentace MGK, vysetreni zasobniho Fe
(hodnoty zvysSeneé)




Megaloblastova anémie
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Megaloblastova anémie




Aplasticke anémie

e per.krev:
pancytopenie nebo alespon anemie a trombocytopenie,
mirna makrocytdza a anizocytoza

« KD:
obvykle hypoplasticka az aplasticka, byva zmnozeni
plazm.b. a makrofagu, megaloidni rysy, snizené mnozstvi
magakaryocytu (MGK)




Dysplastické anémie

Dysplazie erytropoézy - porucha vyzravani, morf. abnormality
* Vrozené (kongenitalni dyserytropoetické anémie - KDA)
- KDA |. typ: per.krev - makrocytoza, anizocytoza,
poikilocytoza; KD - megalo. rysy, vicejaderne NRBC,
interpl.mustky, nejsou mitdzy, vyssi zasoby Fe
- KDA |l. typ: per.krev - normocytdza, anizocytoza,
poikilocytoza; KD - Cetné vicejaderneé NRBC, karyorexe,
pritomny mitozy, zasoby Fe nejsou zvyseny
- KDA llI. typ: per.krev - mirna makrocytoza, anizocytoza,
poikilocytoza; KD - gigantické mnohojaderné NRBC,
karyorexe, mitozy, vyssi zasoby Fe
« Ziskane (radi se mezi MDS)




Anemie ze zvyseneé ztraty erytrocytu

Sledovat: vysetreni na HA, hloubku anémie v KO,
zmeny ery (barevne, tvarove, inkluze), zmeny
mnozstvi ery. populace v KD

Korpuskularni

« porucha membrany (hereditarni sférocytéza, eliptocytéza, stomatocytédza,
akantocytoza)

e porucha metabolismu
* hemoglobinopatie

Extrakorpuskularni

e Imunitni
e neimunitni




Vysetreni na hemolyticke anémie Ha)

napr.:
* volny hemoglobin v plazme
zakladni metodika pro vysetrovani hemolyzy v plazme
v" haptoglobin
v’ feritin
v' elektroforéza hemoglobinu

Specialni vysetreni:
 oSmoticka rezistence
 hemosiderin v moci
* hemoglobin F
 Heinzova téliska

* autohemolyza

* pink test




Princip zakladni metodiky

* Volny hemoglobin v plazme
VVolny hemoglobin Hb(Fe2+) v plazme je
stanoven fotometricky po jeho oxidaci
roztokem, ktery obsahuje ferrikyanid
draselny. Hemoglobin se oxiduje na
hemiglobin (Fe3+) a ten se potom pomoci
kyanidu (CN-) draselneho premeéni na
barevny komplex hemiglobinkyanidu,
stanovitelny fotometricky.




Osmoticka rezistence

* Princip
Stanoveni odolnosti erytrocytu vuci ruzné
koncentrovanym hypotonickym roztokum NaCl
v koncentracich od 0,70 % do 0,22 %
(odstupnovane po 0,02 %). Jestlize jsou erytrocyty
v isotonickem roztoku 0,9% NaCl, dochazi na
membrane bunky k rovhovaznemu stavu a
kapalina se nedostava ani z bunky ani do bunky.
Jestlize jsou erytrocyty umisteny v prostredi
hypotonickéeho roztoku (0,70 - 0,22 % NaCl) tak
budto prasknou a dojde k hemolyze nebo se
vytvori na membrane rovnovaha.




Osmoticka rezistence

priprava

patologie



Hemosiderin v moci

* Princip
Fe3+ v hemosiderinu reaguje s kyselym
roztokem ferrokyanidu draselneho na
ferrokyanid zelezity, ktery vytvari krystalky
berlinske modri.
* Hodnoceni
pritomnost modrych krystalu v modi
normalni nalez: negativni
pozitivni nalez: + az +++




Hemosiderin v moci




Hemoglobin F

e Princip
Nafixované natery se ponori do pufru pH 3.3.
Hemoglobin A (adult hemoglobin) je v bunce
rozpustén a vyplaven, hemoglobin F (fetalni
hemoglobin) je ke kyselemu prostredi rezistentni a v
erytrocytu zustava. Zbyly hemoglobin F se potom
barvi a odecCita mikroskopicky.

 Hodnoceni
novorozenci: 50 - 90 % HbF
vék <2 roky: 0-4 % HbF
vek > 2 roky: 0-2 % HbF




Hemoglobin F




Helnzova téliska

* Princip
Heinzova teliska znazornuji vysrazeny hemoglobin v
pripadé, zZe glykolytické enzymy erytrocytu nejsou
schopny zabranit oxidaci hemoglobinové molekuly.
Precipitaty se jevi jako jedno nebo vice ovalnymi
telisek v erytrocytech. Objevuji se tésné u bunécne
membrany, ke ktere priléhaji, barvi se supravitalne
brillantcresylovou modri.

* Hodnoceni
normalni erytrocyty jsou negativni




Heilnzova teliska




VySetieni HA

Fotometricka vysetreni na principu stanoveni
volneho hemoglobinu v plazme.

* Autohemolyza
Hodnoceni spontanni hemolyzy v prostredi
fyziologického roztoku, glukozy a ATP po
dobu 48 hodin.

* Pink test
Hodnoceni hemolyzy Cervenych krvinek

v kyselém prostredi glycerolu.




