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Vysetreni krevniho obrazu a
diferencialniho rozpoctu leukocytu

jedno ze zakladnich vysetreni pro diagnostiku a
sledovani lécby rady onemocnéni

krevni obraz je komplexni soubor vysledku, které
spolu uzce souvisi

analyza se provadi na hematologickych analyzatorech

vysetreni se provadi z nesrazlivé periferni krve, jako
protisrazlivé Cinidlo se do odbérovych zkumavek
pouziva standardné K3EDTA, K2EDTA nebo NA2EDTA



Hematologické analyzatory

kazdy ma sva jedinecna specifika

zakladni principy méreni:

— Opticka analyza (opticky inaktivni roztok + opticky aktivni bunka)
— Impedancni analyza (vodivy roztok + nevodiva burika)

— Absorbcni spektrofotometrie (stanoveni mnozstvi hemoglobinu)

Zz mereni ziskavame informace o:
— poctu bunék (kvantitativni analyza)
— velikosti, tvaru a slozeni burniky (kvalitativni analyza)

principy méereni mohou byt na jednotlivych analyzatorech
ruzné kombinovany

rizné kombinace pak umoznuji ruzné presnou
kvantitativni i kvalitativni analyzu vsech proslych
bunécnych elementd



Impedancni analyza

je zalozena na méreni zmeény elektrického odporu (impedance)
pri prichodu jednotlivych bunék v pritokové méfrici kyveté mezi
dvéma elektrodami

mezi elektrodami je standardni vodivost , pfi prachodu buriky
aperturou se vodivost zméni — impedancni impulz (odpor)

cetnost impulzu — pocet bunék
velikost impulzu — velikost bunky

vyuziva se hydrodynamicka fokusace:
unaseni jednotlivych bunék proudem kapaliny

méreni mize byt doplnéno napfriklad vysokofrekvenéni
analyzou: na stejnosmerné elektrické pole - superponovano
vysokofrekvencni elektrické pole - pronikne cytoplazmou -
pak se zméri vysokofrekvencni vodivost bunky - ta odpovida
jeji fyzikalnéchemické strukture (kvalitativni analyza bunky)



90°D 90°

Opticka analyza

e vyuziva se prutokova cytometrie: | e *c

(spolu s hydrodynamickou fokusaci)
— kazda bunka je ozarena monochromatickym laserovym paprskem
— po interakci bunky s paprskem se provadi analyza
— analyzuje se samostatné kazda bunka v suspenzi

e detekuje se svétlo:

— proslé (detekce paprsku ve sméru 0° poskytuje informace o poctu
a velikosti jednotlivych proslych bunék)

— odrazené a depolarizované (detekce paprsku v riznych dhlech
slouzi k detekci tvaru a velikosti bunky, jadra a granularity
cytoplazmy)

— fluorescence (barveni bunky specialnimi barvami - ozareni bunky
laserovym paprskem - detekce emitovaného svétla), detekce
DNA, RNA a CD znakd



Fyziologické hodnoty KO (referencni intervaly)

« WBC(10°/) 4,0-10,0
White Blood Cells, leukocyty
 RBC (10*%/1)
zeny 3,8-5,4
muzi 4,0-5,9
Red Blood Cells, erytrocyty
* HGB (g/L)
zeny 120-160
muzi 130-176
Hemoglobin
e HCT(1/1)
zeny 0,35-0,46
muzi 0,39-0,51
Hematocrit
 MCV(fl) 84-96
Mean Cell Volume
 PLT (10°/1) 150 - 400
Platelets, trombocyty

MCH (pg) 28-34
Mean Corpuscular HGB

MCHC (g/I) 320 - 370
Mean Corpuscular HGB
Concentracion

RDW (%CV) 10 - 15,2
RBC distribution width
MPV (fl) 7,8-11,0
Mean PLT Volume
PDW 15,5-17,1

PLT distribution width
RETI (%) 0,5-25
Reticulocyte

RETI (10°/1) 25-75

NRBC (10°/I1, nrBc/100WBC),
normoblasty

Diferencidlni rozpocet leukocytl

neutrofilni lymfocyty eozinofily
segmenty 20 — 45 (%) 0-8 (%)
50 - 70 (%) monocyty bazofily
neutrofilni ty¢e 2 -12 (%) 0-1 (%)

0-5 (%)



Hodnoceni KO

numerické vysledky

grafické vysledky (scatergramy, histogramy)
hlaseni analyzatoru

pripadna kontrola mikroskopem

vySetfeni poprvé / opakované

typ diagnozy

pacient: ambulantni, [GZkové odd., JIP...

vysetreni rutinni, statimové, specialni,
vitalni indikace

vysledky jsou mimo referen¢ni rozmezi
nahlé zmény v KO

interference

patologicka hlaseni

spravny odbér, typ vysSetrovaného materialu
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Kontroly KO

pravidelna kontrola KO i dif
kontrola spravnosti (firemni material)
kontrola presnosti (vitalni krev)
porovnatelnost (metodik, pristroju, laboratori.....)
spravna udrzba pristroje (kontroly po udrzbé)
specificka pravidla pro dany analyzator:
— princip méreni
— rozsah hodnot mérenych parametru (linearita)
— hlaseni pristroje
— méreny / pocitany parametr, grafy



Zhotoveni nateru krve

~ o’ 1 4

fidi se hodnotou hematokritu (vétsi uhel = silngjSi natér)
potreby: podlozni skliCko, roztiraci sklicko

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; poté
rychle krev rozeftrit po podloznim skle

silu nateru zvazovat — Cim vetsi uhel, tim silnejsi nater

nater musi byt: rovhomerny, primerene tenky, dlouhé okraje
musi byt rovné, na konci prechazi ,do ztracena“ (alespon 1 —

F. Fix and stain

Adhasian G. Count a differential




Barveni

« spravné provedeni natéru, zaschnuti, fixovani (metanol +
barviva), barveni natérd (metanol +glycerin +fosfatové pufry
+barviva), pH 6,8 - 7,0

* Nejbeznejsi metoda barveni je Pappenheimova:
May-Griinwald / Giemsa-Romanowski

nejpouzivangjsi metoda, ve vsech smerech zcela uspokojujici

» preparaty lze také pripravovat na natérovych a barvicich

automatech
- e - Kationtove (zasadité) barvy, jako je napf.

\,—} azur B, se vazi na aniontovou slozku a
davaji modroSeda zbarveni nukleovych
kyselin (DNA nebo RNA), nukleoproteinu,
granuli bazofilt a slabé barvi granula
neutrofily.

- Aniontové (kyselé) barvy, jako je napfr.
eosin Y, se vazi na kationtovou slozku
proteinU a davaji oranzovocervena
zbarveni hemoglobinu a eozinofilnim
granulim




Hodnoceni PLT

velikost (MPV, PDW, distribuc¢ni krivka)
kontrola mikroskopicky pfi poCetnich a morfologickych anomaliich

hodnoceni granulace, shluku (satelitozy), pritomnost MGK, hola
jadra MGK

specialni odbér (faleSné trombocytopenie — vliv EDTA, satelitdza
PLT) - odbér do horciku Mg?* Tromboexact (nebo citratu)

opticky (vylouci netrombocytarni elementy)
Imunologické vysetreni (CD61)

Interference PLT: mikro RBC, makro PLT (srazeniny),
bunééné/nebunécné fragmenty —
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Hodnoceni RBC

meérené parametry: RBC, HGB, MCV (HCT)

pocitané parametry: HCT (MCV), MCH, MCHC, RDW + distribucni kfivka (Sirka,
vrcholy)

z mérenych parametru nelze jasné sledovat morfologii
v vypocitanych parametrud a distribucnich krivek Ize sledovat
- MCV: normocyty, mikrocyty, makrocyty (izocytdza,
anizocytoza)
- MCH, MCHC: normochromie, hypochromie, hyperchromie
- RDW+krivka: homogenita, heterogenita populace
interference RBC: srazeniny/mikrosrazeniny PLT, aglutinace

mikroskopické hodnoceni RBC: tvarové odchylky, bunécné inkluze, shluky;,
rozlozeni, jaderné elementy (NRBC)

Dipedance RBC Dupedance RBC Inpedance RBC
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Poikilocyty —
tvarové odchylky erytrocytu

akantocyty
echinocyty
tercovité
knizocyty
stomatocyty
sférocyty

eliptocyty

slzickovité

schistocyty - fragmenty erytrocytd
keratocyty

srpkovité



Inkluze v erytrocytech

Bazofilni teCkovani (degradované zbytky RNA v
organelach)

Howell-Jollyho téliska (jaderné fragmenty

obsahuji DNA)

Cabotovy prstence (mikrotubuly z mitotického
vieténka nebo zbytky jaderné membrany)

Pappenheimerova téliska (granula obsahuiji
zasobni zelezo, agreguiji
s mitochondriemi a ribozomy)



Penizkovaténi (rouleax)

- erytrocyty tvori ,retizky”

(tfi a vice bunék)
Pricina

zvysené mnozstvi
plazmatickych proteint
navazanych na povrchu
erytrocytu

Aglutinace

seskupené erytrocyty do
vétsich, ¢i mensich shluk
Pricina

pritomnost protilatek
(nejcastéji chladové)




Hodnoceni leukocytu

» \elikost bunék: malé, stfedni, velké

« Charakteristika jadra: jaderne stiny, hola jadra, pomer
jadra k cytoplazme, jaderny chromatin, jadéerka
(pritomnost, nepritomnost, pocCet, velikost), Clenitost a tvar
jadra (variantni lymfocyty, reaktivni lymfocyty), velikost
jadra (tyCe, metamyelocyty), hypo-,hyper segmentace NE

« Charakteristika cytoplazmy: granulace, bez granulace,
specificka, nespecificka, toxicka granulace, barevny odstin
cytoplazmy (zralost bunky, reaktivni lymfocyty),
vakuolizace, barevné inkluze, Auerovy tyCe, okraje
cytoplazmy (Clenité, hladke, viasaté)
Velkeé granulované lymfocyty — LGL (large granular
lymphocytes)




Cytochemicka reakce

hodnoceni:

intenzita zbarveni granuli
Jje umérna mnozstvi enzymu




Cytochemie

 Myeloperoxidaza — myeloidni bunky, Auerovy tyce

* Nespecificka esteraza — zeslabeni pozitivity po pridani
NaF u monocytarnich bunéek

e PAS — prukaz sacharidu, vzhled pozitivity

Cytochemicka vysetreni hodnotit v souvislosti s:

e ostatnim cytochemickym vysetrenim

* morfologickym hodnocenim a rozpoctem kostni drené
* stadiem vyzravani bunék



Sledovani bunécnych morfologickych zmen

zbarveni, obsah
cytoplazmy

velikost, tvar
jadra

struktura chromatinu,
jadérka

komplexni hodnoceni
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Bazofily

.t

*;’4




Monocyty
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