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Abstrakt

Diferencialni rozpocet leukocytl je i v sou¢asné dobé klinicky dulezitym a ¢asto

pozadovanym laboratornim vySetfovanim.

Do nedavné doby bylo mozné provadét toto laboratorni vySetfeni pouze
pomoci svételného mikroskopu, bylo &asové naroéné a vyzadovalo nepretrzitou

pFitomnost specialistll — cytologli na pracovisti.

Nova generace hematologickych analyzatorl umoznuje provadét analyzu
krevnich natérd snadnéji. V praxi je od roku 2004 pouzivan novy digitalni morfologicky

analyzator CellaVision DM96 firmy Sysmex.

V experimentalnim souboru bylo vySetfeno 62 vzork( periferni krve od
dospélych i détskych pacientll. Krevni obrazy byly stanoveny na analyzatoru Sysmex
XE-5000. Diferencialni rozpocty leukocytl byly vySetfeny na automatickém analyzatoru
CellaVision DM96 a nasledné zhodnoceny pomoci svételného mikroskopu Olympus
model BX41TF. Vysledky byly porovnany a statisticky vyhodnoceny. Ziskané vysledky
prokazaly shodu v pfipadé zralych a kvalitativné normalnich elementd u vétSiny
pacientd. Kvalitativné abnormalni vzorky je ovS8em nezbytné prohlédnout
i mikroskopicky, obzvlasté pokud se jedna o prvni zachyt. Klasicky mikroskop je tedy
v souCasné hematologické laboratofi i nadale nepostradatelny pfi analyze

patologickych nalezu.



Abstract

The leukocyte differential count is important and frequently demanded

laboratory examination, even nowadays.

Until recently, there was a posibility to execute this laboratory examination only
using the microscope. It was time-consuming and it required the continuous presence

of specialists — cytologists— in the laboratory.

The new generation of hematological analyzers enables to execute the analysis
of peripheral blood smears easier. In practice, there is being used the new digital
morphological analyzer CellaVision DM96 by Sysmex corp. since the year 2004.

In the experimental file, there was 62 samples of peripheral blood examined
from children and adult patients. Blood counts have been established on Sysmex XE-
5000 analyzer. Differential counts of leukocytes were examined on CellaVision DM96
analyzer and then using the microscope Olympus BX41TF. The results were compared
and statistically evaluated. Gained results proved sameness among the most of the
patients. It is also necessary to check qualitatively abnormal samples under the
microscope, especially when we are talking about the first detection. It implies that

classical microscope is still essential during the analysis of pathological findings.
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SEZNAM ZKRATEK

BE

BTE

KO

LIS

MCV

N/C

NRBC

RBC

PLT

SOP

WBC

blastické elementy

bazofilni te¢kovani erytrocyta
krevni obraz

laboratorni informacni systém
stfedni objem erytrocytu
nukleo-cytoplazmaticky pomér
erytroblasty

erytrocyty

trombocyty

standardni operac¢ni postup

leukocyty



|. UVODNI CAST

1. ZADANi BAKALARSKE PRACE - CiL PRACE

Laboratorni diagnostika se v poslednich letech dynamicky rozviji, a to
predevSim s rozvojem moderni analytické techniky a informacnich technologii.
Laboratorni vySetfovaci metody jsou zakladem spravné diagnézy vétSiny chorob,

vyvijeji se rychle nové a nové, stale citlivéjsi a specifi¢téjSi metody.

Hematologie patfi mezi klasické obory laboratorni diagnostiky. Automatizace pfi
vySetieni krevniho obrazu a diferencialniho rozpo€tu bilych krvinek z periferni krve
.,manualni diferencial®, tj. diferenciace bunék v optickém mikroskopu zkudenym
laborantem. V poslednich desetiletich je vS8ak zaznamenana také snaha o automatizaci

analyzy krevnich natérd.

V praxi je od roku 2004 pouzivan novy automaticky systém CellaVision DM96
firmy Sysmex urCeny k diagnostickému pouziti in vitro. Aplikace pro analyzu periferni
krve je urCena pro diferencialni rozpoCet bilych krvinek, stanoveni morfologie

Cervenych krvinek a odhad poétu krevnich destiCek.

Cilem této bakalafské prace je srovnani patologickych vysledku krevniho natéru
zhodnoceného pomoci automatického analyzatoru CellaVision DM96 a metodou

optické mikroskopie pomoci svételného mikroskopu.



Il. TEORETICKA CAST

1. HEMATOLOGIE

1. 1. Laboratorni diagnostika v hematologii

Hematologie je klinicko-laboratorni obor, u kterého stanoveni pfesné diagndzy
zavisi jak na peclivém klinickém vySetfeni, tak na kvalitnim laboratornim zazemi. Proto
je nutné hodnotit vSechny aspekty vySetfeni, tj. vysledky vstupnich (screeningovych)
laboratornich vySetfeni, vzdy ve vztahu ke klinickému stavu nemocného (véetné
anamnézy). Pokud po komplexnim zhodnoceni vznikne naléhavé podezieni na krevni
onemocnéni, je indikovano podrobné hematologické vySetfeni s vyuzitim celé palety

diagnostickych moznosti (Zima, 2002).

Nedilnou souéasti vysetfovaciho postupu jsou:
e anamnéza a fyzikalni nalez;
¢ laboratorni vySetieni, které délime na:

- rutinni,

- specialni,

- dopliikové (Zima, 2002).

Mezi hematologickd laboratorni vySetfeni patfi krevni obraz (KO)
s diferencialnim rozpoctem leukocytl, stanoveni poctu retikulocytll, hemokoagulaéni

vySetieni a vySetfeni kostni diené.

1.1. 1. Krevni obraz

Krevni obraz patfi mezi zakladni laboratorni vySetieni. Vyuziva se k diagnostice

a ke sledovani lé¢by riznych nemoci (Pecka, 2010).

Analyza krevniho obrazu se provadi na automatickych analyzatorech krevnich
bunék. Hematologické analyzatory zaznamenaly v poslednim desetileti vyrazny rozvoj
v uzitych technologiich. Méfeni na analyzatorech poskytuji informace o poctu, velikosti,
tvaru a slozeni krevnich bunék. Pouziti jednotlivych principl umoznuje kvalitativni
i kvantitativni analyzy vSech proSlych bunéénych elementd. Kombinaci rGznych

detekCnich principd je mozné velmi pfesné stanovit i pétipopulacni diferencialni
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rozpoCet leukocytl, absolutni a relativni pocty retikulocytd a normoblastd z pIné krve
(Pecka, 2010).

Soucasti vySetfeni krevniho obrazu je i morfologické vySetieni krevniho natéru,
které se ov8em neprovadi rutinné, ale pouze v indikovanych pfFipadech. P¥Fi
mikroskopickém vySetfeni krevniho natéru ziskame informaci o morfologii a velikosti
erytrocytd, jejich tvaru, pfitomnosti retikulocytd, o mnozstvi a zastoupeni podtypu
bilych krvinek, v€etné nezralych forem bilé krevni fady, které se v perifernim krevnim
obraze objevuji za chorobnych stavli a morfologickych anomalii vSech krevnich fad
(Zima, 2002).

1. 2. Patofyziologie krve

1. 2. 1. Vyvoj krevnich bunék

Mistem tvorby pfevazné vétsSiny krevnich elementd v dospélosti je kostni dfen,
jejiz celkova hmotnost u dospélého jedince €ini 1600 - 3000 gramu. Mikroskopickou
architekturu krvetvorné tkané tvofi sit’ retikularnich bunék a vlaken, v niz jsou pak
uloZzeny vlastni elementy vyvojovych fad a rozsahly systém krevnich sinust (Klener,
2003).

Krevni burky jsou derivatem mezenchymovych nediferencovanych bunék, ze
kterych se diferencuji hemocytoblasty. Hemocytoblasty jsou totipotentni burnky ve
smyslu hematopoézy, tj. davaji vznik kmenovym burikam vSech krevnich fad,
a pluripotentni ve smyslu obecné diferenciace, tj. davaji vznik jen urCitym, avSak

nékolika rozdilnym buné&nym Ffadam, resp. liniim (Kozak, 2001).

Z genetického hlediska dochazi u nich k derepresi téch genu, které urcuji dalsi
diferenciaci bufiky smérem ke krevnim burikam. Do jisté miry je dokladem toho
specifickd morfologie a sloZzeni bunék jednotlivych krevnich fad, v€etné specifickych

genotypickych markerl na jejich povrchu (Kozak, 2001).

Denni produkce krevnich bunék kostni dfeni je ohromna a dosahuje
u dospélého cClovéka vice nez 215 miliard bunék. Ani tato obrovska aktivita vSak
nepredstavuje plnou silu kostni dfené a za urcitych okolnosti se mize nékolikanasobné
zvysit. Moznost zvySeni produkce je dana tim, Ze kostni dferi obsahuje velkou rezervu

kmenovych krevnich bunék, a to i kmenovych bunék pluripotentnich (Kozak, 2001).
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1. 2. 2. Diferenciace a zrani krevnich bunék

Krevni elementy pochazeji z nediferencované pluripotentni kmenové buriky,

ktera ma schopnost diferenciace a vlastni sebeobnovy (Klener, 2003).

Diferenciaci krevnich bunék a nékteré jejich funkce ovliviiuji etné humoralni
faktory (Klener, 2003), maijici charakter glykoproteind. Z nich je nejvice znamy
erytropoetin vedouci k diferenciaci do ¢ervené fady. GM-CSF (tj. granulo-makrofagove
kolonie stimulujici faktor) podnécuje diferenciaci do granulocytd a monocytové-
makrofagové fady. G-CSF (ij. granulocytové kolonie stimulujici faktor) podnécuje
diferenciaci granulocytd. M-CSF (tj. makrofagové kolonie stimulujici faktor) podnécuje

tvorbu makrofagu a trombopoetin stimuluje tvorbu krevnich desti¢ek (Kozak, 2001).

Podobny ucinek na diferenciaci a produkci bunék jednotlivych krevnich fad jako
ristové faktory maji také nékteré interleukiny a interferony. Z nich je to zejména
interleukin 3, ktery stimuluje progenitorové burky vSech krevnich fad. Dale interleukin 1
(hematopoetin), ktery mj. potencuje odpovéd kmenovych bunék na specifické rastové
faktory. Interleukin 4 (B Stimulating Factor) je rlstovym faktorem pro B-lymfocyty.
Interleukin 5 (B-Cell Growth Factor) stimuluje diferenciaci B-lymfocytd a tvorbu
specifickych protilatek. Pfisuzuje se mu rovnéz stimulaéni efekt na eozinofilni
granulocyty. Podobny efekt na B-lymfocyty ma i interleukin 6. Prostfednictvim téchto
rustovych faktort plsobi na krvetvorbu i dalSi faktory, véetné hormond a autonomniho
nervoveho systému. Za fyziologickych okolnosti faktory ovliviiujici hematopoézu

pusobi ve vzajemné souhfe (Kozak, 2001).

Vyznamnou ulohu pro proliferaci kmenovych bunék maji i vnitini faktory
zakotvené v genetické vybavé kazdé bunky. Znich nejvice jsou predmétem
sou¢asného vyzkumu bunécné protoonkogeny, z nichz nékteré pfimo podmifuji
syntézu rlstovych faktorl nebo receptortl bunék, na které rastové faktory pusobi. PFi
vyCtu faktor(l ucCastnicich se regulace krvetvorby nelze opomenout ani Ulohu latek
nezbytnych pro tvorbu krvinek. Z téchto latek jsou obecné znamy vitaminy, jako je
vitamin C, Bg a By, a dalSi latky, jako je kyselina listova a kovy (z nich zejména Fe, Cu,
Co) atd. (Kozak, 2001).

Pluripotentni kmenova burika se diferencuje na progenitorové kmenové buriky,
které jsou zasvécené — urCené pro dalsi diferenciaci do jedné nebo nékolika krevnich
fad. Sebeobnova progenitorovych kmenovych bunék je velmi mala, na rozdil od
schopnosti dalSi diferenciace. VétSina téchto bunék je také za fyziologickych okolnosti

v cyklu, tj. dale se déli — proliferuje. Tyto buriky vzniklé ucinkem pfisluSnych
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specifickych faktorl se nazyvaji podle toho, jakym smérem jsou diferencovany (Kozak,
2001).

Rozeznavame:
Pluripotentni progenitorové bufky, které jsou schopny diferenciace do vice
krvetvornych fad:
» CFU-GEMM - smiSeny myeloidni progenitor, diferencuje se do
granulocytové, erytroidni, megakaryocytové a makrofagové fady,

» CFU-L — lymfoidni progenitor, dava vznik obéma liniim lymfocytu (T i B)

Determinované progenitorové buriky, které jsou jiz zadany pro vznik jedné
(vyjimecné dvou) bunéénych fad:

» CFU-GM - granulocyto-makrofagovy progenitor,

» CFU-G — granulocytovy progenitor, vice vyzrala bunka neZli predchozi, dava
vznik neutrofildm,
CFU-M — monocytovy progenitor, dava vznik monocytim a makrofagim,
CFU-Eo - eozinofilni progenitor,
CFU-Ba — bazofilni progenitor,
CFU-Meg — progenitor pro megakaryocyty,

BFU-E — méné vyzraly progenitor Cervené krevni fady,

YV V V V V V

CFU-E — erytroidni progenitor, vyzralejSi burfika Cervené fady (Lexova,
2000).

Progenitorové kmenové buriky se dale diferencuji na prekurzorové bunky, které
jsou jiz pomérné pfesné definovatelné mikroskopickymi metodami. DalSi diferenciace a
zrani prekurzorovych bunék jednotlivych krevnich fad ma nékteré spoleCné rysy.
Obecné plati, Ze pro dalSi diferenciaci a zrani prekurzorovych kmenovych bunék, tj.
proerytroblastl, myeloblastd, monoblastli, megakaryoblasti a lymfoblastl, je
charakteristické hrubnuti — kondenzace chromatinové struktury bunécného jadra. Ta je
vlastné morfologickou expresi jeji biosyntetické inaktivace. Terminalni fazi zrani
normoblastl ¢i patologickych megaloblastd dochazi dokonce ke ztraté jadra. DalSim
znakem pokracujici diferenciace a zrani krevnich bunék vSech Ffad je postupné
snizovani aktivity jadérek, tj. transkripce ribozomalni kyseliny ribonukleové. To se
projevuje tim, Ze velka aktivni jadérka se zmensSuji, dochazi k jejich transformaci na
jadérka prstencita, a nakonec az na velmi malé mikronukleoly, které jsou morfologickou
expresi ireverzibilni inhibice transkripce této kyseliny (Kozak, 2001). Zralé krevni

elementy jsou vyplavovany do obvodové krve (Klener, 2003).

13



1. 2. 3. Tvorba a vyvoj Cervenych krvinek - erytropoéza

Diferenciace a zrani c&ervenych krvinek probiha v kostni dfeni a za
fyziologickych stavl jsou v periferni krvi jen zralé erytrocyty a maly pocet retikulocytu.
Vyvoj a zrani erytroblastl v kostni dfeni trva kolem jednoho tydne a doba Zivota

Cervené krvinky v periferni krvi je kolem 120 dni (Kozak, 2001).

Zakladni charakteristikou malo diferencovanych a nezralych lidskych ¢ervenych
krvinek je jejich jadernost. Ke ztraté jadra dochazi po vyhasnuti jeho biosyntetické
aktivity az ve zralych erytrocytech. Soubézné s vyvojem bunék Cervené fady dochazi

ke zmenSovani jejich velikosti (Kozak, 2001).

Normoblastova vyvojova fada
Proerytroblast

Makroblast

Bazofilni normoblast
Polychromatofilni normoblast
Ortochromatofilni normoblast
Retikulocyt

Erytrocyt

V V V V V V V

Normalni erytrocyty (normocyty) jsou bezjaderné neupiné buriky bikonkavniho
diskoidniho tvaru s centralnim projasnénim o praméru 6,7 az 7,7 ym. Vnitfek

Cervenych krvinek je vyplnén hemoglobinem (Pecka, 2002).

Béhem diferenciace a zrani erytroblastd mdze dojit k fadé abnormalit, které
byvaji oznaCovany jako dysplastické a Casto vyustuji v tzv. inefektivni erytropoézu
(Kozak, 2001).

1. 2. 3. 1. Abnormality zralych €ervenych krvinek

Abnormality zralych €ervenych krvinek registrovatelné morfologicky se rozdéluji

na abnormality velikosti, tvaru, struktury a barvitelnosti (Kozak, 2001).

Odchylky velikosti

Mikrocyty - erytrocyty s mensim primérem nez 6,7 um a se stfedni hodnotou objemu
(Mean Corpuscular Volume — MCV) pod 80 fl.

Makrocyty a megalocyty - erytrocyty jejichZz prameér je vétsi nez 7,7 um a MCV vétsi
nez 95 fl (Kozak, 2001).
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Odchylky tvaru

Sférocyty - kulovitého nebo bochnikovitého tvaru.

Ovalocyty - ovalného tvaru.

Eliptocyty - eliptického tvaru, nékdy az tvaru doutniku.

Leptocyty (terCovité erytrocyty) - tenké erytrocyty chudé na hemoglobin, ktery je uloZen
na obvodé a vcentru krvinky - v misté, kde se velkd membrana nedostateCné
vyplnéného erytrocytu mirné vyklenuje (pfipominaji mexicky klobouk).

Drepanocyty - maji uzky mésickovity az srpkovity tvar.

Poikilocyty - rizného, nékdy az bizarniho tvaru, nej¢astéji maji tvar visici vodni kapky
nebo hrusky.

Schistocyty - utrzky erytrocytll, ¢asto tvaru helmice &i prasklé vajeCné skofapky,
vznikajici pfetrzenim erytrocytu na fibrinovych vlaknech.

Akantocyty - erytrocyty s ostnatymi vybézky.

Echinocyty - pfipominaji zdanlivé konfiguraci povrchu jezka.

Stomatocyty - tvaru pootevienych ust.

Dakryocyty - tvaru slzy nebo kapky.

Keratocyty - rohovité erytrocyty, které mohou mit jeden nebo dva vybézky.

Knizocyty - maji most z hemoglobinu pfes své centralni pole, to vede ke dvéma a vice

vpacenim membrany (trikonkavni tvar) (Pecka, 2006).

Strukturni abnormality

Bazofilni teCkovani erytrocytl - jemna, syté tmavomodra zrnka v erytrocytech, jsou
zbytkem bazofilni cytoplazmy erytroblasti.

Heinzova téliska - jsou denaturovanym hemoglobinem, na obvodu Cervené krvinky
tvofi ovalné, modfe se barvici utvary.

Howellova-Jollyho téliska - vznikaji pravdépodobné ze zbytku jadernych chromozomd,
jsou to 1 az 3 Cervenofialova az zafivé Cervené zbarvena kulovita téliska.
Cabotovy-Schleipovy prstence - jsou zbytkem jaderné membrany erytroblasty,
nachazime fialové Cervené az tmavé Cervené tenké krouzky, klicky nebo smycky.
Pappenheimerova téliska - jsou granula obsahujici Zelezo, ktera jsou viditelna
v bézném panoptickém barveni tehdy, je-li zelezo agregovano s mitochondriemi a
ribozomy (Pecka, 2006).

Odchylky barvitelnosti

Pfi spravném panoptickém barveni maji vSechny erytrocyty podobné zbarveni do
rlizova, pfi prebarveni do hnéda. U chorobnych stavl se erytrocyty mohou zbarvit
rizné (Pecka, 2006).
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Hypochromie sv&d&i pro nizky obsah hemoglobinu v erytrocytu (Kozak, 2001),
centralni projasnéni erytrocytu je vyraznéjsi.

Anulocyty jsou erytrocyty velmi chudé na hemoglobin, ktery je ulozen na obvodu
krvinky v podobé prstence (Pecka, 2006).

PFi polychromazii nachazime erytrocyty s modravym nebo Sedofialovym nadechem
(Pecka, 2006), erytrocyty obsahuji stale vétsi mnozZstvi RNA a to svédci pro prekotnou
denukleaci jeSté vne zcela zralém erytroblastu pfi prekotném a urychleném
vyplavovani ¢ervenych krvinek z kostni dfené z nejrliznéjSich pficin (Kozak, 2001).
Anizochromie svédci pro nestejny obsah hemoglobinu v erytrocytech, a to vede k jejich
odlisné barvitelnosti, nachazime erytrocyty, které se barvi normalné i erytrocyty, které
se barvi slabé (Pecka, 2006).

1. 2. 4. Tvorba a vyvoj bilych krvinek - leukopoéza

1.2.4.1. Vyvoj granulocytu

Vyvoj granulocytt se za normalnich okolnosti odehrava v kostni dieni a trva
déle nez jeden tyden. Doba, po kterou jsou neutrofily — poc€inaje neutrofilni tyckou —
v periferni krvi, je jen nékolik hodin, u eozinofild a bazofill az jeden tyden. Urcité
mnozstvi granulocyta v periferni krvi necirkuluje, ale je pod vnitfnim povrchem cév, kde

vytvari snadno mobilizovatelnou zasobu ozna€ovanou jako marginalni (Kozak, 2001).

Charakteristickym znakem bunék granulocytové fady je tvorba granul v jejich
cytoplazmé, ktera zacina jiz v prekurzorové kmenové burice (Kozak, 2001).
Rozeznavame granulaci primarni — azurofilni a sekundarni — specifickou. Azurofilni
granulaci Ize pozorovat jiz v myeloblastech, pak se jeji mnozstvi zvySuje
v promyelocytech, od stadia myelocytl opét jeji zastoupeni ubyva. V metamyelocytech
jiz jen vzacné najdeme ojedinéla azurofilni granula. Sekundarni — specificka granulace
je trojiho typu — neutrofilni, eozinofilni a bazofilni. Tento typ granulace se objevuje
v myelocytech, nejprve v oblastech cytoplazmy v okoli bunéCného jadra a pretrvava

i ve zralych efektorovych burikach periferni krve (Lexova, 2000).

Vyvojova fada granulocytl

Myeloblast

Promyelocyt

Myelocyt neutrofilni, eozinofilni, bazofilni
Metamyelocyt neutrofilni, eozinofilni, bazofilni

Ty¢ neutrofilni, eozinofilni, bazofilni

V V.V V VYV V

Segment neutrofilni, eozinofilni, bazofilni
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1. 2. 4. 2. Vyvoj monocyto-makrofagove rfady

Buriky monocytové fady vznikaji v kostni dfeni z prekurzorové kmenové buniky
- monoblastu (Kozak, 2001). Nezralé monocyty neboli promonocyty jsou méné
pohyblivé nez monocyty a méné schopné fagocytdzy. V kostni dieni se z promonocytu
stdva monocyt po dvou mitézach v pribéhu 2 az 2,5 dne. Na rozdil od jinych
efektorovych bunék periferni krve je monocyt povazovan za nezraly element.
Z cirkulujici krve, kde prebyva asi 12 hodin, se dostava dale do tkani, kde del§i dobu
preziva a diferencuje se na specifické typy makrofagu v zavislosti na misté vyzravani.
Nevyzralost monocytl je dokumentovana i tim, ze 50 % monocytl periferni krve ma

pritomna jadérka prokazatelna pomoci elektronové mikroskopie (Lexova, 2000).

Vyvojova fada monocytu
» Monoblast

» Promonocyt

» Monocyt

1. 2. 4. 3. Vyvoj lymfocytu

Lymfocyty vznikaji diferenciaci pluripotentni kmenové burfiky na bipotentmi
progenitorové lymfoidni buriky v kostni dfeni, od kterych se odvozuji dvé funkéné
odlisné hlavni fady lymfocytd, tj. lymfocyty B a T se svymi prekurzory — nezralymi
lymfocyty, podle mista vzniku a zrani. Oznaceni B-lymfocyty pochazi od Fabriciovy
burzy u ptakud, ktera ovdem u savcl neni vyvinuta, a B-lymfocyty se prvotné diferencuiji
v kostni dieni. Oznaceni T-lymfocyty je odvozovano od thymu, kde se tato bunécna
fada diferencuje. Primarnimi lymfopoetickymi organy jsou tedy kostni dferi a thymus,
odkud lymfoidni bufiky migruji do sekundarnich lymfatickych tkani a organu, ke kterym
se fadi slezina, lymfatické uzliny a lymfatické tkané ve sliznicich traviciho a dychaciho
ustroji (Kozak, 2001).

VétSina lymfocytu preziva dlouho, obvykle 4 roky. Nékteré vSak mohou prezit
i 10 let, asi 15 % lymfocytl jsou kratce prezivajici, jen 3 - 4 dny. Lymfocyty, které
nachazime v periferni krvi, obvykle putuji z jedné lymfatické tkané do druhé nebo do

mista zanétu (Lexova, 2000).

Antigenni stimulace pfeménuje kratce zijici, necirkulujici lymfocyty na dlouho
zijici, recirkulujici buriky. V prabéhu imunitni odpovédi se mulze zvysSit pratok
lymfatickou uzlinou az c¢tyfnasobné. V pribéhu transformace lymfocyti po jejich
antigenni stimulaci dochazi i k morfologickym zménam v téchto bufkach. Takto

zménéné lymfocyty mohou byt nalezeny v natérech periferni krve u fady infek&nich,
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zvlasté pak virovych onemocnéni. Jsou nazyvany atypické lymfocyty (také virocyty,
variantni lymfocyty, leukemoidni lymfocyty, reaktivni lymfocyty, retikularni lymfocyty,
transformované lymfocyty). Pro pfechodné formy vyvoje B-lymfocytl do bunék
plazmatickych se pouziva popisnych terminl plazmocytoidni Ilymfocyty nebo

lymfocytoidni plazmatické burky (Lexova, 2000).

Plazmatické bunky predstavuji konecné stadium vyvoje B-lymfocytd do
efektorovych bunék. Po antigenni stimulaci pfechazi nejprve B-lymfocyt do blastického
stadia, pak se vyviji do bunky plazmatické. Tyto bunky obsahuji dobfe rozvinuté hrubé
endoplazmatické retikulum, které produkuje imunoglobuliny. Velké mnozstvi ribozomu
se odrazi v bazofili cytoplazmy a za uréitych patologickych stavil muze produkce

imunoglobulind zménit obvykly vzhled plazmatickych bunék (Lexova, 2000).

Vyvojova fada lymfocytu
» Lymfoblast

> Prolymfocyt

» Lymfocyt

1. 2. 4. 4. Vyvoj megakaryocytu a vznik krevnich desti¢ek — trombocytu

DestiCkotvorna megakaryocytova fada hematopoetické kostni dfené je
odvozena od progenitorovych bunék CFU-Meg, ze kterych se diferencuje prekurzorova
burika megakaryoblast. Tato burika s velkym jadrem, jemnou chromatinovou strukturou
a aktivnimi jadérky je nejvétsi z blastd v kostni dfeni. Tato se po endomitéze stane
tetraploidni a naslednym délenim da vznik promegakaryocytu, ve kterém opét muaze
probéhnout endomitéza a ze kterého vznika po dalSim mitotickém déleni zraly
megakaryocyt. Megakaryocyt se pak dale jiz nedéli, avSak dalSi endomitézy vedou
k vytvofeni  obrovského polyploidniho jadra. Pulvodni bazofilie cytoplazmy
megakaryoblastu béhem vyvoje mizi a v cytoplazmé megakaryocytl dojde k vytvareni
jemnych azurofilnich granul. V z6né mezi perinuklearnim prostorem a periférii
megakaryocytu se tvofi demarkacni vacky a tubuly endoplazmatického retikula, které
ohraniCi useky cytoplazmy, z nichz se oddélenim stanou krevni desticky. Doba

diferenciace a maturace megakaryocytu se pohybuje kolem 10 dnu (Kozak, 2001).

Megakaryocyty jsou v kostni dfeni lokalizovany v tésné blizkosti stény
dfenovych sinusu, do nichz jsou uvolfiovany v pribéhu nékolika hodin trombocyty
z jednotlivych megakaryocytu (2000-4000 elementl z kazdé bunky). Trombocyty
prezivaji v periferni krvi 7-11 dni. Dvé tfetiny vzniklych trombocytl cirkuluje v periferni

krvi, zatimco zbyla jedna tfetina tvofi slezinny desti¢kovy pool (Lexova, 2000).
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Vyvojova fada trombocytu
» Megakaryoblast

» Promegakaryocyt

» Megakyryocyt

» Trombocyt

Krevni destiCka je bezjaderny uUtvar o priméru 3 um se stfednim objemem
priblizné 10 fl. Pfi bézném panoptickém barveni je cytoplazma krevnich destiCek lehce

bazofilni (hyaloméra) a obsahuje nékolik jemnych azurofilnich granul (granuloméra)
(Kozak, 2001).
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2. CELLAVISION DM96

2. 1. Pouziti CellaVision DM96

CellaVision DM96 je automaticky systém urCeny k diagnostickému pouziti
in vitro.
e Snima uzivatelem definovanou ¢ast mikroskopického skli¢ka.
e Automaticky vyhleda a prezentuje snimky bunék na natérech periferni krve,
télnich tekutin, kostni dfené a preparat( patologickych laboratofi.
e Je urCeny pro kvalifikovanou obsluhu (Pfiru¢ka uzivatele CellaVision
DM96).

’rhf
M"%!f' |

Obr. 1: Automaticky analyzator CellaVision DM96 (Pfirucka uZivatele CellaVision DM96)
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2. 1. 1. Aplikace pro analyzu periferni krve

Aplikace pro analyzu periferni krve (PB) je urena pro diferencialni rozpocet
bilych krvinek, stanoveni morfologie Cervenych krvinek a odhad poctu krevnich
destiCek. Systém automaticky vyhleda a prezentuje snimky krevnich bunék v natérech
periferni krve na zakladé vice nez 300 charakteristickych parametrd. Obsluha uréi
a ovéfi navrzenou klasifikaci kazdé bunky dle typu (Pfirucka uzivatele CellaVision
DMO96).

Technické parametry analyzatoru:

e Zasobnik pro 96 natéru v 8 stojancich, z nichz kazdy je pro 12 natéru.

o Automatické viloZeni a uchyceni preparatu, pfedbé&zné zhodnoceni bunék (pre-
klasifikace) na minimalné 100 leukocytl (pocet hodnocenych bunék definuje
uzivatel).

e Obijektivy: 10x, 50x, 100x.

o Automatické davkovani imerzniho oleje na natéry.

¢ Rychlost analyzy: 40 natéri/hod.

e Pre-klasifikace bunék na zakladé vice nez 300 charakteristickych parametra.

e Pre-klasifikace leukocytt do 18 bunécnych typa.

¢ Pre-klasifikace morfologického hodnoceni erytrocytdl (www.sysmex.cz).
2. 1. 2. Aplikace pro analyzu télnich tekutin

Aplikace pro analyzu télnich tekutin (BF) je uréena ke stanoveni diferencialniho
rozpoctu bilych krvinek. Systém automaticky vyhleda (pre-klasifikuje) leukocyty do 5
bunéénych typl a prezentuje snimky krevnich bunék v natérech z odstfedénych vzorku
télnich tekutin zpracovanych metodou cytospinu. Obsluha ur€i a ovéfi navrzenou
klasifikaci kazdé bunky dle typu pfi zobrazeni vzorku ve zvétSeni 10x, 50x (Pfirucka

uzivatele CellaVision DM96; www.sysmex.cz).
2. 1. 3. Aplikace skenovani natéru

Aplikace pro skenovani natérG je urCena pro skenovani natéru kostni dfené,
periferni krve a preparaty patologickych laboratofi. Systém neprovadi predbé&znou
klasifikaci bunék. Pro analyzu je vhodné pfedem nadefinovat oblast skenovani, protoze
natér na celém skle by pfistroj skenoval velmi dlouho. Skenovani vybrané oblasti trva

asi 15 az 20 minut (podle bunéénosti natéru). Obsluha na obrazovce prohlizi jednotlivé
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buriky skenu (zvétSeni 10x, 50x), které mulze libovolné zvétsit ¢i zmensit. Zajimava
mista Ize zaaretovat a pfidat k nim komentaf, snadno je pak lze najit a ulozit do
databaze. Tento mod je mozné vyuzit i pro hodnoceni bunéénosti kostni diené
(Juranova, 2010).

2.

—_—

. 4. DalSi moznosti vyuziti

e Moznost definice morfologickych kategorii bunék uzivatelem.

e V38echny snimky bunék a vysledky se ukladaji do databaze.

e Moznost zpétného vyhledani vysledkd a vSech snimku bunék.

e Pomoc pfi edukaci pracovnikl a studentu.

e Centralni databaze pro nékolik pracovnich stanic, pfistup z jakéhokoli mista
prostfednictvim programu dalkové kontroly CellaVisionTM.

e Pristup k intranetu, internetu a e-mailovému serveru — moznost posilani

obrazku bunék e-mailem, telehematologie (www.sysmex).
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2. 2. Popis analyzatoru CellaVision DM96

Systém se sklada z téchto hlavnich jednotek:
e poditaovy systém - obsahuje akviziéni a klasifikaéni software CellaVision® DM
e jednotka snimani sklicek (SSU):

mikroskop ovladany motorem

- digitalni barevny fotoaparat

- jednotka s imerznim olejem

- podavaC sklicek se ¢te¢kou ¢arového kodu
- podavac zasobniku

- Tidici jednotka

- kryt (Pfirucka uzivatele CellaVision DM96).

Ridici

Digitalni
barevny
foloaparat

Kyt

Jednotka
s imerznim
olejem

Kontrolka

‘ / stavu

Kontrolka
zapnuti

Hlavni spihac

Mikfos lu?p \ Podavat
ovladany zasobnikl
motorem

Podzvat sklicek se
étechou carmveého
kodu

Obr. 2: Jednotka snimani skli¢ek (SSU) (PFiru¢ka uzivatele CellaVision DM96)
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3. MATERIAL A METODY

3. 1. Biologicky material

e Zini, kapilarni nebo vendzni krev odebrana do K;EDTA.
e Stabilita vzorku v protisrazlivém ¢inidle je 5 hodin (pfi laboratorni teploté)
(Bourkova, 2006, Pecka, 2010).

3. 2. Pristroje

¢ Hematologicky analyzator Sysmex XE-5000, Sysmex

¢ Natérovy automat Sysmex SP-1000i, Sysmex

e Spojovaci linka Sysmex SPSU, Sysmex

¢ Digitalni morfologicky analyzator CellaVision DM96, Sysmex
e Mikroskop Olympus model BX41TF

3. 3. Reagencie

e May-Grunwald en solution, Reactifs RAL (kat.¢. 320070)

e Colorant de Giemsa R en solution, Reactifs RAL (kat.¢. 320310)
e Metanol

¢ Fosfatovy pufr, pH 6,7-6,8

e Destilovana voda

e Imerzni olej, Olympus

e Benzin

3. 4. Pappenheimova metoda

Princip metody: provadi se zhotoveni, fixace, panoptické barveni a hodnoceni
natéru periferni krve. Pfi diferencovani se zjiStuje pocetni zastoupeni jednotlivych
morfologickych typu bunék bilé krevni fady v obarveném natéru obvodové krve
a soucasné se posuzuje morfologie elementl vSech krevnich fad (Ecole Nationale de

Chimie 1980, pfevzato z Pecka, 2010).
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3. 4. 1. Zhotoveni natéru periferni krve

Zhotoveni kvalitniho natéru periferni krve je velmi dulezité pro jeho dalSi
analyzu. Pokud se hodnoti zejména morfologie voli se spiSe tenké natéry, u leukopenii
se pozaduji spiSe silngjsi natéry. Silu natéru Ize ovlivnit uhlem, ktery svira roztérové
sklicko s podloznim sklickem. Pfi¢emz plati, &im vétsi uhel, tim je natér kratSi a hustsi
(Pecka, 2010). Natéry lze zhotovit bud manualné nebo se ziskavaji na barvicich

automatech.
3.4.1. 1. Manualni zhotoveni natért

Spotiebni material:
e podlozni sklo se zabrouSenymi okraji,
e roztéroveé sklo,
e Pasteurova pipeta nebo specialni pfipravky/aplikatory k nanaseni krve z odbérové
nadobky na podlozni sklo,
e celulézova vata — pfifezy, Ctverecky,

e ochranné rukavice.

Postup: kapka krve se kapne do stfedu podlozniho sklicka asi v ¥4 od okraje
sklicka. Roztérové sklo se pfilozi pod uhlem 30 - 40° pfed kapku (krev se vlivem
vzlinavosti rozprostfe po celém okraji skla) a lehkym, rovhomérnym pohybem smérem
ke kapce a pak k opacnému konci podlozniho sklicka se zhotovi natér. Natér musi byt
rovnomérny, stejnorody a pfimérené tenky, musi mit dlouhé rovné okraje a cca 2 cm
pfed koncem sklicka prechazet do ztracena. Hotovy natér se necha na vzduchu dobfe
zaschnout. Sklicko se oznadi identifikaénimi udaji pacienta (minimalné datem odbéru

a jménem pacienta) (Pecka, 2010).
3. 4. 1. 2. Zhotoveni natéru na barvicim automatu

V sou€asné dobé se nejvhodnéjSi natéry se standardni a srovnatelnou urovni

ziskavaji na barvicich a natérovych automatech (Pecka, 2010).

Po zméfeni krevniho obrazu analyzator automaticky vyhodnoti na zakladé
textovych hladeni ty krevni obrazy, u kterych bude proveden natér. Automaticka
hematologicka natérova jednotka Sysmex SP-1000i pfi zhotoveni natéru pfihlizi pfi
nastaveni sklonu roztérového skla k hodnoté hematokritu (PfiruCka uzZivatele
CellaVision DM96). Zhotoveni natéru lze zadat i dodate¢né manualné zadanim

identifikaénich udaju pacienta a zvolenim hematokritové hodnoty.
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3. 4. 2. Fixace a barveni natéru

Spravné obarveni krevniho natéru je neméné dllezité pro jeho dalSi
diagnostiku. Je proto nutné dodrzovat standardni operacni postupy pro dané

pracoviété a obecna doporuéeni CHS CLS JEP.

Zhotovené a suché natéry periferni krve fixujeme roztokem May-Grinwald
a barvime roztokem Giemsa-Romanowski. Tato barviva pfedstavuji neutralni smési
s velmi charakteristickymi vlastnostmi. Nemaji barvici schopnost v alkoholovém
prostfedi. Ta se projevuje selektivné az po pfidani do vodného roztoku fosfatového
pufru. Pufr vyvola precipitaci neutralnich barviv. Zbytek barviva se vymyva vodou
o neutralnim pH (Pecka, 2010).

Zakladem tohoto barveni jsou:

a) kationtové (zasadité) barvivo azur B: vaze se na aniontové &asti molekul a barvi
modroSedé nukleové kyseliny (DNA nebo RNA), nukleoproteiny, granule bazofilt
a sekundarni granula neutrofilG.

b) aniontové (kyselé) barvivo eozin Y: vaze se na kationtové ¢asti molekul proteind
a barvi oranzovoc€ervené hemoglobin a eozinofilni granula.

PFi barveni vznikaji rizné kombinace téchto dvou zakladnich barviv (Bourkova, 2006,

Pecka, 2010).

3. 4. 2. 1. Barveni manualni

Postup:

1. Rovnomérné natéry krve na skle je nutné nechat minimalné 10 minut zaschnout
pfi laboratorni teploté.
Natéry fixovat 5 minut fixatnim roztokem May-Grunwald.

3. Natéry fixovat 3 minuty fixatnim roztokem May-Grinwald fedénym fosfatovym
pufrem v poméru 1:1.

4, Natéry barvit 30 minut barvicim roztokem Giemsa R Ffedénym fosfatovym
pufrem v poméru 1:10

5. Natéry fadné oplachnout pod tekouci vodou a nechat zaschnout (SOP).
3. 4. 2. 2. Barveni pomoci barviciho automatu Sysmex SP-1000i

Sysmex SP-1000i je plné automatizovana natérova a barvici jednotka pro
hematologické ucely, ktera je urCena k provedeni natéru z aspirované krve az po jeho

obarveni. Timto je natér pfipraven k mikroskopovani (SOP; Manual Sysmex SP-1000i).
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Barveni pro automatickou digitalni morfologii je stejné jako pro mikroskopii.
Pouziva se Pappenheimova metoda panoptického barveni (May-Grinwald a Giemsa
R). Barveni pro automaty museji mit mensi intenzitu nez pro mikroskopovani, aby byly
na fotografich dobfe rozpoznatelné kontury bunétného jadra, cytoplazma a v ni

obsazena granula (Juranova, 2010), proto je proces barveni kratsi.

Princip: Po zméfeni krevniho obrazu na analyzatoru XE-5000 firmy Sysmex
analyzator automaticky vyhodnoti ty krevni obrazy, u kterych bude proveden natér.
Stojan se zkumavkou je posouvan smérem k natérovému a barvicimu automatu.
Provedeni natéru, panoptické barveni i suseni natéru probiha v SP-1000i automaticky.
Vysledkem procesu je nabarvené podlozni sklicko opatfené koédem se jménem
pacienta a Cislem vzorku. Je mozno provadét také barveni manualné pfipraveného
natéru. Takto zhotoveny natér se oznaci ¢arovym koddem pacienta a viozi se do barvici
kyvety barviciho automatu a manualné se zada maéd barveni (SOP; Manual Sysmex
SP-1000i).

Postup barveni:
1. 3 minuty May-Grinwald koncentrovany.
3 minuty May-Grinwald fedény.

7 minut Giemsa R fedény.
3. 4. 3. Hodnoceni natéru periferni krve

Hodnoceni krevnich natérd je nejrozSifenéjSi morfologické vySetfeni. Slouzi
k vyhledavani, diagnostice a monitorovani fady onemocnéni. Analyza natéru periferni
krve spocliva ve stanoveni procentualniho zastoupeni (rozpoctu) jednotlivych
subpopulaci leukocytll a ve zhodnoceni morfologickych vlastnosti krvinek bilé, ervené
i destickové fady (MatySkova, 2006).

Postup: Hodnoceni natéru periferni krve se tyka:

1. hodnoceni kvantitativnich

e nejcastégji diferencialni rozpocet leukocytl

e pocet erytroblastu na 100 leukocytu
2. hodnoceni relativniho po¢tu — na 1000 erytrocyt(

e pocet schistocytu

e pocet trombocytu
3. hodnoceni morfologickych zmén (v€etné jejich semikvantitativniho pfipadné
i kvantitativniho hodnoceni)

e erytrocytd (RBC)
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e leukocytl (WBC)
e trombocytu (PLT) (MatySkova, 2006).

Obarvené krevni natéry lze hodnotit opticky pomoci svételného mikroskopu

a nebo pomoci digitalniho morfologického analyzatoru CellaVision DM96.
3. 4. 3. 1. Mikroskopické hodnoceni krevniho natéru

Obarvené a osusené natéry se hodnoti pod mikroskopem a to bud za pouziti
imerznich objektivi nebo objektivi bez imerze (Pecka, 2010). Vlastni hodnoceni
zacina vzdy pfehlednym zhodnocenim natéru pfi zvétSeni 200 — 400x kdy hodnotime:

e bunécénost, kvalitu a obarveni natéru,
e rozloZzeni bunék — hodnoti se pfitomnost bunék v koncovych a okrajovych

Castech natéru (zde mohou byt nahromadény velké a patologické buriky) a také

v hustych mistech natéru (zde se mohou nachazet mikrosrazeniny trombocyt(,

které v misté s nizkou buné&nosti nemusime najit) (MatySkova, 2006).

Teprve pak nasleduje hodnoceni krevnich bunék pfi zvétSeni 1000x.
K hodnoceni si vybirame Cast natéru, ve které jsou buriky rovhomérné rozprostieny.
NejCastéji se jedna o misto cca 1 cm od konce natéru. Natér v mikroskopu hodnotime
meandrovitym ¢i bajonetovym rovnomérnym pohybem objektivu na podloZnim skle
pfes vrstvu imerzniho oleje — nejlépe na Sitku skla od jednoho okraje k druhému (viz
obr.3 a 4) k ziskani objektivniho vysledku (Matyskova, 2006).

Obr.3: Meandrovity pohyb (MatySkova, 2006)

Obr.4: Bajonetovy pohyb (MatySkova, 2006)

3. 4. 3. 1. 1. Kvantitativni hodnoceni
> Diferenciadlni pocCet leukocytd v periferni krvi pocitame na 100 leukocyt(,
u patologickych nalezt ¢&i pfi hodnoceni externi kontroly kvality je v ramci

zpfesnéni doporu€ovano hodnoceni na 200 i vice elementu.
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Ve fyziologickém natéru nalézame tyto elementy bilé fady: neutrofilni
segmenty, neutrofilni tyCe, eozinofilni segmenty, bazofilni segmenty,
lymfocyty a monocyty.

Patologicky mohou byt v natéru periferni krve pfitomna vSechna vyvojova
stadia krevnich elementd a vzacné pfi hematogennim rozsevu i ne-

hematopoetické maligni bunky a krevni paraziti.

» V natéru pfitomné erytroblasty vycislime pocetné na 100 leukocytl — (pocet
erytroblasti/100 WBC)

e Fyziologicky normoblasty nalézame pouze u novorozencd.
o Patologicky u hemolytickych anémii, hematologickych malignit apod.
(MatysSkova, 2006).

3. 4. 3. 1. 2. Hodnoceni relativniho poc&tu

» pocty schistocytl — vztahuje se na 1000 erytrocyt(

» pocty trombocytll — orientaéni vySetfeni, vyuziva se napf. pfi podezieni na

pseudotrombocytopenii — spocita se po€et trombocytll na 1000 erytrocytli a dle

vzorce se prepocita pocet trombocytl na litr:

zjistény pocet trombocytll . RBC
1000

3. 4. 3. 1. 3. Hodnoceni morfologickych zmén

Provadi se popisem z celého natéru:

» Leukocyty — posuzuje se:

celkova charakteristika bufky - velikost bunék (malé, stfedni, velké); tvar

bunék; N/C (= nukleo-cytoplazmaticky pomér)

charakteristika jadra - velikost; tvar; uloZeni (centricky, excentricky);

ohraniCeni; struktura chromatinu (jemna, hruba); jadérka (pfitomnost,

pocet)

charakteristika cytoplazmy — zbarveni vC. homogenity; granulace

(pFitomnost, pocet, zbarveni, velikost, distribuce); inkluze; vakuolizace;,

ohrani€eni cytoplazmy (pravidelné, vybézky, neohranitené).

Takto muzeme popsat napfr.:

e u granulocytll hypersegmentaci (posun doprava) €i hyposegmentaci
neutrofild, Pelgerovu-Huétovu anomalii i jeji pseudoformu, megaloidni

(obrovské) segmenty, ty¢e ¢i metamyelocyty, rizné poruchy granulaci
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(hypo-, hypergranularitu, toxickou granulaci), Déhleho inkluze, Auerovy
tyce;

e u lymfocytd LGL (large granular lymphocytes), reaktivni, atypické (nebo
variantni) formy lymfocytu, ,vlasaté” &i ,vilézni“ lymfocyty, prolymfocyty
apod.

e také si v§imame holych jader a jadernych stint (MatySkova, 2006).

» Erytrocyty — hodnotime:

velikost erytrocytll — normocyty, mikrocyty, makrocyty, anizocytéza,

e barvu cytoplazmy — normochromni, hypochromni, polychromazie a jiné

e zmény tvaru — poikilocytéza, sférocyty, terCovité erytrocyty, dakrocyty,
anulocyty,  schistocyty, ovalocyty nebo eliptocyty, akantocyty,
echinocyty, drepanocyty, stomatocyty, keratocyty a dalsi,

e pfFitomnost inkluzi — bazofilni teCkovani, Howell-Jollyho téliska, Cabotovy

prstence, Pappenheimerova téliska,

e penizkovaténi (rouleaux) (MatySkova, 2006).

» Trombocyty — hodnotime:
e orientacné pocet,
e velikost — normalni, mikrotrombocyty, makrotrombocyty, anizocytdéza
trombocytd,
e pfFitomnost granulaci — hypogranularni trombocyty,
e uloZeni vnatéru — shlukovani — trombocytarni agregaty, destiCkovy

satelitismus (MatySkova, 2006).
3. 4. 3. 2. Hodnoceni krevniho natéru pomoci CellaVision DM96

Hodnoceni krevniho natéru se provadi v médu — periferni krev.

Postup: Obarvena skla oznacena ¢arovymi kody se vlozi do zasobniku ¢arovym
kodem sméfujicim nahoru a k obsluze. Do zasobniku lze vlozit 12 skel. Pozice skel
v zasobniku jsou ocislovany 1-12 zdola nahoru. Po otevieni vstupnich dvifek se
zasobnik vloZi do podavace. Carovy kod zasobnik(i musi sméFovat nahoru a otevieny
konec zasobnikd dovnitf. PFistroj po vlozeni zasobniku a zavieni vstupnich dvifek sam
spusti analyzu, ruéné se musi spustit zpracovani pokud byl systém zastaven,
restartovan nebo pokud doSlo k chybé (PFirucka uzivatele CellaVision DM96). Pfistroj
pfijima pozadavky vySetfeni z laboratorniho informaéniho systému (LIS). PFi pfedbézné
klasifikaci pfistroj skenuje a uklada do databaze fotografie nalezenych bunék, provadi
klasifikaci diferencialniho rozpocétu leukocytl (WBC), charakterizaci morfologie
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erytrocytd (RBC) a odhad poctu trombocyta (PLT). Uzivatel pfed zacatkem analyzy
navoli poCet hodnocenych bunék. PFistroj si vybere optimalni misto (monovrstvu), kde
analyzu provede. Automat poté malym zvétSenim (10x) pofidi zaznam sourfadnic
jadernych bunék a pfepne na objektiv s vétSim zvétSenim (50x), kterym vyhodnoti
morfologii Cervené fady a odhadne pocet krevnich destic¢ek (Juranova, 2010).

Mini mapa Modré body  Aktualni

Panel pro zvétseni/ ~ Pfidat poznamku Panel Oblast zajmu  Navigacni tiacitka
zmenseni ke snimani

Obr. 5: Pfehledovy snimek snimani (Pfirucka uzivatele CelaVision DM96)

Nakonec automat zvoli velké zvétSeni (100x), kdy jednotka s imerznim olejem
automaticky aplikuje kapky imerzniho oleje na skli¢ko. Automat s vyuzitim zaznamu
soufadnic pofizuje snimky jednotlivych jadernych bunék a provadi jejich pre-klasifikaci.
Ziskané parametry bunék jsou automaticky srovnavany se standardnimi parametry
referenCnich bunék, které jsou ulozeny v databazi pfistroje. Prostfednictvim
specialniho softwaru jsou pak nalezené bunky pfifazovany k jednotlivym bunénym
podtypdm. Analyza jednoho sklicka trva asi 90 sekund (Juranova, 2010, PFirucka
uzivatele CellaVision DM96).
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Systém dokaze pfedbézné vyhodnotit tyto tfidy WBC:
tyCky, segmenty, eozinofily, bazofily, lymfocyty, monocyty, promyelocyty, myelocyty,
metamyelocyty, blasty, variantni formy lymfocytd a plazmatické burky (Pfirucka
uzZivatele CellaVision DM96).

Systém dokaze prfedbézné vyhodnotit tyto tfidy mimo WBC (non-WBC):
erytroblasty (NRBC), velké trombocyty, shluky trombocytl, rozpadlé buriky a artefakty.
Objekty non-WBC se uvadéji v poctu bunék nebo objektll na 100 WBC (Pfirucka
uzivatele CellaVision DM96).

Neidentifikovana zlstava tfida bunék a objektd, které systém vyhodnotil

s nizkou hladinou spolehlivosti (Pfirucka uzivatele CellaVision DM96).

Systém na obrazovce prezentuje snimek kazdé nalezené bunky nebo objektu
a uzivatel poté provede reklasifikaci zafazenych bunék, pfi které je mozno jednotlivé
buriky rozkliknutim zvétsit a v pfipadé potfeby provést zménu pretazenim bunky
zjedné galerie do druhé. Systém umoznuje identifikovat, potvrdit nebo upravit
navrhované hodnoceni bilych krvinek. Timto zpUsobem uzivatel validuje jednotlivé

snimky leukocytl (Pfirucka uzivatele CellaVision DM96).

Kromé& bunécnych tfid uvedenych vySe muze obsluha buriky reklasifikovat do
téchto tfid: nezralé erytrocyty, nezralé bazofily, promonocyty, prolymfocyty, velké
granularni lymfocyty, vlasaté bunky, Sézaryho buhky, jiné, megakaryocyty,
neklasifikovano a 15 bunéénych tfid vytvofenych uzivatelem (Pfiru¢ka uZivatele
CellaVision DM96).
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Obr. 6: Klasifikace WBC (Pfirucka uzivatele CellaVision DM96)

Pro charakterizaci morfologie RBC a PLT se pouziva panel RBC. Jsou zde
uvedeny veSkeré morfologie zpracované systémem. Morfologie pfedem zpracované
systémem jsou oznaceny malou teckou. Prehledovy snimek RBC odpovida oblasti 8
mikroskopickych poli s velkym zvétSenim (100x objektiv a 22 mm okular) (Pfirucka
uzivatele CellaVision DM96). Erytrocyty se hodnoti semikvantitativné podle intenzity

poruchy v rozmezi 0 az 3+ nebo jako pozitivni/negativni nalez (viz. pfiloha &. 3)

Na pfehledovém snimku systém pfedbézné stanovi morfologii RBC:
polychromasie, hypochromie, anizocytéza, mikrocytdza, makrocytéza a poikilocytoza.

Obsluha pfi reklasifikaci muze také stanovit leptocyty, schistocyty, drepanocyty,
sférocyty, eliptocyty, ovalocyty, kapkovité burky, stomatocyty, akantocyty, echinocyty.
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Howel-Jollyho téliska, Pappenheimerova téliska, bazofilni teCkovani, parazity a 10

uzivatelem definovanych charakteristik (PFirucka uzivatele CellaVision DM96).
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Obr. 7: Pfehledovy snimek RBC — patologie RBC

Systém umozniuje také provadét odhad pocCtu krevnich destiCek na
pfehledovém snimku PLT (jedna se o stejny snimek jako pro RBC) (Pfirucka uzivatele

CellaVision DM96).

K jednotlivym bunéénym tfidam a bunkam mulze obsluha pfidavat poznamky
v textovém okné& Comment. Po skonleni analyzy uzivatel podepiSe sklo a odesle
vysledky vy$etteni elektronickou cestou do LIS. Udaje skla nelze po podepsani ménit.
Poznamky mohou byt nadale pfidavany. Systém uklada snimky a vysledky do
databéaze.

Po zpracovani vSech skli¢ek v zasobniku je zasobnik automaticky vysunut do
vystupniho podavace, kde jej obsluha vyjme a sklicka ocisti od imerzniho oleje
(Prirucka uzivatele CellaVision DM96).
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3. 5. Metoda regresni a korelaéni analyzy

Princip: Pomoci Passing/Bablok regrese se zjistuje smérnice regresni pfimky.
V pfipadé, Ze 95% interval spolehlivosti jejiho uréeni pokryva hodnotu 1,0, pak Ize
usuzovat na shodu metod. Korelacni koeficient (r) vyjadfuje miru rozptylu bodl kolem
regresni pfimky. Maximalni hodnota korelaéniho koeficientu je 1,0; v tom pfipadé
vSechny body lezi na pfimce dané rovnici regresni pfimky. PFi zvySujicim se rozptylu
bodu hodnota korelaéniho koeficientu klesa. Korelace je méfitkem tésnosti asociace
mezi ob&ma metodami (Racek, 2006). Cim mensi uhel regresni piimky sviraji, tim je

tésnost dat vétsi.

35



IIl. PRAKTICKA CAST

1. CHARAKTERISTIKA VYSETROVANEHO SOUBORU

Pro tuto bakalarskou praci jsem pouzila vysledky pacientu, ktefi byli vySetfeni
v laboratofi Ustavu klinické hematologie (UKH) Fakultni nemocnice Ostrava. Pro tyto
pacienty jsou spole¢né patologické vysledky ve vySetfeni KO a poté také patologické
nalezy v diferencialnim rozpoctu leukocytll. Ve vétSiné pfipadl se jedna o posun
doleva v neutrofilni fadé nékdy az k blastickym elementim (BE) a nalez reaktivnich

lymfocytd €i lymfocytoz.

Posuzovany soubor se sklada z patologickych vysledkd diferencialniho
rozpoctu leukocytl u 62 pacientu. Vékova struktura pacientl je 2 az 85 let a jedna se
029 Zen a 33 muzl. Vybér diagnéz je nahodny a hlavnim kritériem pro zafazeni do
souboru byly patologické vysledky diferencialniho rozpoctu leukocytll pfi analyze KO.

PFevaznou vétsinu tvofi pacienti ambulance UKH FN Ostrava.

2. METODIKA VYZKUMU

Soubor patologickych vysledk(l jsem vytvofila v obdobi od zafi do prosince
2010. Do souboru byli zafazovani pacienti vy$etfovani v laboratofi UKH FN Ostrava,
u nichz byl pozadavek vysetfeni KO s pétipopulacnim diferencialnim rozpoc¢tem
leukocytu. KO s pétipopulacnim diferencialnim rozpoctem leukocytl vSech pacientd
souboru byl vySetfen na analyzatoru XE-5000 firmy Sysmex. Analyzatorem byly
vysledky vyhodnoceny jako patologické a byl indikovan krevni natér. Pozadavky byly
odeslany do natérového a barviciho automatu SP-1000i, kde byly zhotoveny
a nabarveny natéry. Vysledné natéry byly opatfeny specialnim &arovym kodem

s Cislem a identifikaci pacienta.

Poté nasledovala analyza krevnich natérd na automatickém analyzatoru
CellaVision DM96 firmy Sysmex (metoda A), kdy pfistroj pfi pre-klasifikaci v modu —
periferni krev zafadil WBC do jednotlivych bunéénych tfid (systém jsem nastavila na
vyhodnoceni 110 WBC, nasleduje pfepocet na 100 WBC), zhodnotil morfologii RBC
a PLT.
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Obr. 9 :Reklasifikace WBC — reaktivni lymfocyty
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Analyza potvrdila patologické nalezy. Nasledné jsem na monitoru analyzatoru
prekontrolovala vSechny pre-klasifikované buriky, zda jsou spravné zafazeny do
jednotlivych bunéénych tfid, na pfehledovém snimku vyhodnotila morfologii RBC a PLT
a Spatné zarazené bunky reklasifikovala pfetazenim z jedné galerie do druhé. Po

skonc€eni analyzy metodou A jsem vysledky zapsala do pravodniho listu.

Tytéz krevni natéry jsem zhodnotila mikroskopicky pomoci svételného
mikroskopu firmy Olympus model BX41TF (metoda B). Natéry jsem prohlizela nejdfive
malym zvétSenim 400x pro prehled o bunécénosti a rozlozeni bunék a poté jsem pouzila
imerzni objektiv, zvétseni 1000x, pro kvantitativni i kvalitativni zhodnoceni WBC, RBC
a PLT. Krevni natéry jsem prohlizela meandrovitym pohybem od jednoho okraje
k druhému v oblasti, kde jsou erytrocyty rovnomérné rozprostieny a neprekryvaji se.
Natéry jsem hodnotila ha 100 WBC. Po skon&eni analyzy metodou B jsem vysledky

zapsala do privodniho listu.

Po zhodnoceni vS8ech natéri jsem srovnala vysledky analyz, provedenych
obéma metodami, metodou regresni a korelacni analyzy. Vysledky klasifikace
jadernych elementt jsem zapsala do tabulky a vytvofila grafy, kde nova metoda A je na
ose x a puvodni metoda B je na ose y, za pouziti programi EVAPAK for Windows firmy

Roche Diagnostics 1999, Excel Microsoft.

Graficky jsem vyhodnotila také morfologii RBC a WBC za pouziti programu
Excel Microsoft.
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3. VYSLEDKY

3.1. Metoda regresni a korela€ni analyzy

Na zakladé zjisténych vysledkl klasifikace jadernych elementt obou metod (viz.

pfiloha €. 1), byly vytvofeny nasledujici grafy. Nova metoda A je na ose x a plUvodni

metoda B na ose y.
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Grafy 1 - 13: Korelace klasifikace jadernych elementl stanovenych na CellaVision DM96 a

pfimou mikroskopii
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3. 2. Hodnoceni morfologie erytrocytu a leukocytu

Porovnani vysledkd morfologie RBC a WBC zjisténych metodou B (pfima

mikroskopie) s vysledky metody A (CellaVision DM96).

3. 2. 1. Hodnoceni celého souboru

Do srovnani byly zahrnuty vysledky vSech analyzovanych vzorkd souboru:

Anisocytosa erytrocytt Mikrocytosa erytrocytu
o-1
Bshoda
Bshoda
O+1
O+1
Makrocytosa erytrocytt Hypochromie erytrocytt
o-1 o-1
Bshoda Bshoda
o+1 o+1
Polychromazie erytrocytt Poikilocyty
1
o-1 o-1
Bshoda Bshoda
o-+1 o+1
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Dakryocyty Schistocyty
1
a-1 o-1
Bshoda Bshoda
0O+1 o+1
Bazofilni teckovani Eliptocyty
erytrocytu
1

Bshoda
Bshoda

0O+1
0O+1

o+2

Vakuolizace cytoplasmy Hruba granulace neutrofill
neutrofild

o-1

o-1
Bshoda

Bshoda
O+1

Grafy 14 - 25: Srovnani vysledkd morfologie RBC a WBC vyhodnocené pomoci automatického

analyzatoru CellaVision DM96 a svételné mikroskopie — vSechny vzorky souboru
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3. 2. 2. Hodnoceni patologickych nalezu

Do srovnani byly zahrnuty pouze vysledky analyzovanych vzorkd souboru
s patologickymi nalezy morfologie RBC a WBC. Graficky jsou znazornény pouze
nalezy, které byly vyhodnoceny jednou ¢&i druhou metodou jako patologické, tudiz se

pocet udanych vzork( u graft jednotlivych odchylek lisi.

Anisocytosa erytrocytu Mikrocytosa erytrocytu
o-1
Bshoda
Bshoda
O+1
o+1
Makrocytosa erytrocyt Hypochromie erytrocytti
o-1 o-1
Bshoda Bshoda
ao+1 O+1
Polychromazie erytrocyti Poikilocyty
o-1 o-1
Bshoda Bshoda
o+1 o+1
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Dakryocyty Schistocyty
o-1 o-1
Bshoda Bshoda
O+1 o+1
Bazofilni teCkovani Eliptocyty
erytrocytu

Bshoda
Bshoda

O+1
o+1

0+2

Vakuolizace cytoplasmy Hruba granulace neutrofilt
neutrofild

o-1

o-1
Bshoda

Bshoda
O+1

Grafy 26 - 37: Srovnani vysledkd morfologie RBC a WBC vyhodnocené pomoci automatického

analyzatoru CellaVision DM96 a svételné mikroskopie — jen s patologickymi nalezy vzork
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4. DISKUSE

Cilem této prace bylo srovnani dvou metod (CellaVision DM96, pfima
mikroskopie) pouzitych pfi analyze patologickych nalezt v diferencialniho rozpoctu

leukocytu.

V posuzovaném souboru byly metodou regresni a korelaCni analyzy zjistény
mezi finalnimi vysledky vydanymi CellaVision DM96 a vysledky ziskanymi pfimou
mikroskopii tyto korelacni koeficienty:

0,968 (neutrofilni segmenty),

0,921 (neutrdfilni ty€e)

0,957 (lymfocyty)

0,916 (monocyty)

0,966 (eozinofily)

0,952 (bazofily)

0,809 (plazmatické bunky)

0,883 (metamyelocyty)

0,842 (myelocyty)

0,859 (promyelocyty)

0,983 (blastické elementy)

0,894 (reaktivni lymfocyty )

0,837 (erytroblasty).

PFfi analyze souboru nebyl prokazan vyznamny rozdil mezi vysledky obou
metod. U vétSiny parametrli nachazime nevyznamnou odchylku od linearity, Ize tedy
usuzovat na shodu metod. Zralé a kvalitativné normalni elementy vykazuji vétsi tésnost

dat, regresni pfimky sviraji maly uhel.

Vyznamna je shoda pfi hodnoceni blastickych elementu, jejichz nalez je

diagnosticky i klinicky velmi zavazny.

Mlad$i vyvojova stadia neutrofild (tye, metamyelocyty a myelocyty) -
v nékterych pfipadech byly zaznamenany odliSnosti vyslednych pocetnich hodnot.
PfiCinou pocetni diference by jednak mohla byt skuteCnost, Zze CellaVision hodnoti
predem definovanou ¢ast skla a to pfedevsim uprostfed natéru, mikroskopicky se natér
prohlizi obvykle v konci natéru meandrovitym pohybem od kraje ke kraji natéru.
K rozloZzeni bunék pfi zhotoveni natéru dochazi podle jejich velikosti. Neutrofily se
nachazeji pfi okraji natéru, lymfocyty blize ke stfedu, velké buriky jako monocyty,

nadorové buriky a shluky trombocytd na okrajich natéru. Dalsi moznou pfi¢inou by
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mohla byt pfitomnost morfologickych abnormalit, jako je hypogranularita az
agranularita Ci pretrvavajici bazofilie cytoplazmy, kdy je mozna zaména napf.
S monocyty.

Bunécné populace vyskytujici se v posuzovaném souboru u nizkého poétu
vzorkl (plazmocyty, reaktivni lymfocyty, bazofily, promyelocyty, NRBC) nejsou pro
hodnoceni regresni metodou vhodné, soubor je maly a pro statistické srovnani maze
slouzit pouze jako orientac¢ni. Mezi jednotlivymi hodnotami posuzovaného souboru neni

vyznamna diskrepance.

Pfi hodnoceni morfologie RBC z celého souboru, tzn. zahrnujici i fyziologické
vysledky, je shoda u: dakryocytd (94%), poikilocytd (92%), eliptocytd (90%),
anizocytozy (87%), mikrocytozy (87%), makrocytézy (85%), bazofilniho teckovani
erytrocytd (BTE) (85%), schistocytu (82%), polychromazie (76%) a hypochromie
(56%). V ptipadé neshody se jedna o odchylky jen o 1+ (-1, +1), pouze u eliptocytl se

v jednom pfipadé jednalo o odchylku o 2+.

Pokud vezmeme v Uvahu pouze patologické vysledky zjisténé jednou &i druhou
metodou, vysledky se vyrazné zméni a zaznamenavame shodu u: anizocytézy (86%),
poikilocytll (81%), dakryocytl (75%), makrocytézy (74%), mikrocytézy (64%), eliptocytu
(60%), schistocyt (50%), hypochromie (46%), BTE (25%) a polychromazie (21%).

PFi hodnoceni morfologie RBC z celého souboru nachazime vyraznéjsi neshody
v hodnoceni polychromazie, hypochromie a BTE. U polychromazie byla u 15 vzorku
neshoda, z toho 13x byl vysledek mikroskopu +1. U hypochromie byla u 27 vzorku
neshoda, z toho 24x mikroskopicky neshoda +1. BTE vykazuje mikroskopicky neshodu
ox (+1).

PFi hodnoceni pouze patologickych nalezll se rovnéz jevi nejzavaznéji vysledky
hodnoceni v pfipadé polychromazie (21%), hypochromie (46%) a BTE (25%). Shoda
u polychromazie byla prokazana pouze ve 4 pfipadech z 19. U 13 vzorkl byl vysledek
analyzatoru 0 a mikroskopu 1+, ve 2 pfipadech byl vysledek analyzatoru 1+
a mikroskopu 2+. U hypochromie byla prokazana shoda ve 23 pfipadech z 50. U BTE

analyzator vykazuje pozitivitu pouze ve 3 vzorcich z 12 mikroskopicky pozitivnich.
PFicinou téchto neshod je zfejmé& nemoznost prohlédnuti vétsSi ¢asti natéru, nez
pouze definovaného Useku. Prehledovy snimek RBC odpovida oblasti 8

mikroskopickych poli s velkym zvétSenim. Dale také obCasna nedostateCna ostrost

snimkl a sou€asné nemoznost dostate€ného proostfeni bunécnych elementa.
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Z dalSich morfologickych abnormalit erytrocytd byly u malého poctu vzorkl
nalezeny knizocyty (1x), ovalocyty (2x), sférocyty (3x) a jejich vysledky vykazovaly
shodu.

Pfi hodnoceni morfologickych odchylek neutrofill z celého souboru byla
nalezena vakuolizace cytoplazmy neutrofild (shoda 90%) a hruba granulace neutrofilt
(shoda 82%).

Pokud vezmeme v uvahu pouze patologické vysledky, byla nalezena
vakuolizace cytoplazmy neutrofilll (shoda 68%) a hruba granulace neutrofili (shoda
66%).

U hrubé granulace neutrofild byla 11x neshoda z 32 patologickych nalezu
(mikroskopicky negativni oproti analyzatoru). Barveni pro analyzatory museji mit mensi
intenzitu nez pro mikroskopy. Pfi mikroskopickém hodnoceni je granulace méné
intenzivni nez na fotografiich pofizenych automatem, na monitoru analyzatoru se muze

jevit jako hruba.

V souboru byly v nizkém poc¢tu nalezeny také jaderné stiny (2x)

a hypersegmentace jader neutrofilt (2x), jejichz vysledky vykazovaly shodu.

48



5. ZAVER

Diferencialni rozpocet leukocytl poprvé predstavil pred vice nez 100 lety Paul
Ehrlich. Do dnes$nich dob zUlstal klinicky dulezitym a ¢asto poZzadovanym laboratornim
vySetfenim. Pokrok ve vyvoji laboratornich pfistroji ma snahu nahradit mikroskop
automatizovanym pocitacem bunék jako nastrojem volby pro vétSinu diferencialnich

rozpocta vétsiny laboratofi.

V praktické Casti jsem se zaméfila na srovnani dvou metod z hlediska jejich

shody pfi zachytu patologickych nalezu v diferencialnim rozpoctu leukocyta.

Vyhody a nevyhody obou metod:

Mikroskop
Vyhody - moznost dostate¢ného proostieni abnormalnich a nezralych bunék,

- moznost prohlédnuti celého natéru.
Nevyhody -  vySetfeni je Casové narocné,
- vysledek je ovlivnén statistickou chybou z divodu pfili§ malého poctu

hodnocenych bunék i zkusenosti hodnoticiho pracovnika.

Analyzator
Vyhody - Vvétsi poCet analyzovanych bunék,
- vysSi citlivost pfistroje (analyzator hodnoti i rozpadlé nebo poSkozené
buriky na zakladé jejich obarveného jaderného obalu),
- metoda je rychla a validovana (analyza jednoho natéru trva pfiblizné 90
sekund),
- automatizace, ktera zvySuje kvalitu a usnadnuje organizaci prace.
Nevyhody -  prohlédnuti jen omezené definované Casti natéru (nékteré patologie
zejména v Cervené fadé Casto nezachyti napf. Howell — Jollyho téliska,
BTE),
- nemoznost proostieni jednotlivych bunék a v pfipadé patologického

nalezu je nutné prohlédnout natér mikroskopicky.

Automaticky analyzator CellaVision DM96 je nesporné velkym pfinosem pro
rutinni diagnostiku natér periferni krve. Zejména ve velkych laboratofich, kde je
analyzovano velké mnozstvi krevnich natérl denné se jedna o velkou Usporu Casu,
malé naroky na obsluhu a specialista — cytolog dokaze diky specialnimu softwaru
prohlizet a hodnotit cytologicky nalez ze vzdaleného pocitaCe zapojeného v siti a
konzultovat nalez nejen s lékafem indikujicim vySetfeni, ale i s odborniky z jinych
vzdalenych pracovist Ci s experty ze zahranici.
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Ze zavéru sledovani vyplynulo, Zze v pfipadé zralych a kvalitativné normalnich
elementll, anebo vykazuji-li vzorky jen kvantitativni abnormality, analyzator umi
poskytovat spolehlivé WBC diferencialni poCty, které vykazuji velkou shodu s vysledky
optické mikroskopie. Kvalitativn€ abnormalni vzorky je nutné prohlédnout
i mikroskopicky, nezbytné v pfipadé prvniho zachytu. PrestoZze tyto patologické
diferencialy, tzn. obsahujici nezralé ¢i abnormalni buriky, mohou byt relativné vzacnym
jevem v mnoha klinickych laboratofich, nicméné podstatny klinicky dopad Spatné
diagndzy vyzaduje, aby klasicky mikroskop byl v sou¢asné hematologické laboratofi

i nadale nepostradatelny pfi analyze patologickych nalez(.
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1. Tab.1: Zjisténé hodnoty obou metod

Neutrofilni segmenty

Neutrofilni tyce

Lymfocyty

Monocyty

Eozinofily

Pacient | metoda A metoda B | metoda A metoda B | metodaA metodaB | metodaA metoda B | metoda A metoda B
1 37 29 21 24 10 12 1 3 5 3
2 1 2 2 9 41 41 5 4 0 0
3 65 54 16 30 4 2 5 4 1 2
4 28 20 16 8 28 21 10 5 0 0
5 5 3 9 15 42 40 36 30 5 6
6 1 0 0 0 56 38 5 0 0
7 25 15 0 3 15 9 1 1 54 62
8 38 20 6 2 20 20 3 7 31 51
9 16 20 1 4 78 68 1 4 0 0
10 43 35 6 3 37 42 10 14 0 1
11 43 40 29 36 7 5 1 3 0 0
12 9 3 44 60 15 10 14 6 0 3
13 15 11 27 20 36 40 18 22 0 0
14 53 44 5 14 31 34 11 8 0 0
15 31 36 30 25 5 4 5 4 0 0
16 29 22 50 50 4 13 4 4 0 0
17 44 42 41 48 6 4 4 3 1
18 56 49 21 28 7 7 4 4 0 0
19 33 33 3 6 21 17 1 1 0 0
20 80 81 4 5 7 7 3 3 3 3
21 32 34 12 8 27 34 10 12 1 0
22 24 24 2 0 57 71 13 2 3 2
23 0 0 1 0 51 46 3 12 0 0
24 42 45 8 7 8 4 13 15 0 0
25 13 13 1 1 77 78 2 3 0 0
26 61 53 3 7 3 4 22 23 1 1
27 6 6 11 6 37 37 5 7 1 0
28 57 53 11 15 22 24 2 2 0 1
29 43 40 25 21 16 20 3 2 1 0
30 44 40 16 15 5 8 29 29 0 0
31 40 37 9 21 17 14 4 4 9 4
32 38 38 5 2 36 40 1 0 0 0
33 79 70 5 7 7 9 8 10 0 3
34 61 60 24 31 1 2 1 1 0 0
35 0 0 0 0 47 41 4 5 1 0
36 25 21 11 6 23 29 7 10 0 2
37 45 39 11 22 15 12 22 18 0 0
38 39 36 5 6 20 22 3 0 0 1
39 44 42 5 11 45 40 0 1 0 1
40 44 43 7 5 11 15 20 28 9 2
41 21 19 28 32 36 29 6 10 1 2
42 1 2 0 1 51 47 7 3 0 1
43 24 25 27 21 26 32 0 2 4 1
44 48 40 37 42 7 9 7 8 0 0
45 57 49 16 14 10 20 5 7 0 0
46 60 44 30 37 6 13 3 3 0 0
47 21 14 27 27 25 26 22 25 2 0
48 1 2 1 2 21 18 4 1 0 1
49 25 9 22 23 8 9 28 34 1 2
50 18 16 9 4 28 43 15 9 1 1
51 16 13 17 24 17 28 3 2 0 0
52 41 33 40 48 2 2 6 6 0 0
53 33 40 11 10 50 45 1 1 0 0
54 0 2 1 0 45 47 1 0 1 1
55 57 60 18 16 16 17 5 2 1 1
56 12 7 22 19 19 13 7 8 1 0
57 9 10 0 2 76 72 10 9 0 0
58 54 49 12 14 7 11 1 0 1 3
59 31 35 37 23 25 27 6 10 1 4
60 36 28 14 15 13 10 5 5 4 6
61 49 47 18 28 9 12 9 8 0 0
62 23 14 8 7 41 48 22 23 4 4
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Promyelocyty

Myelocyty

12

16

12

15

11

25

13

Metamyelocyty

13
13

10

13

15

21

18

Plazmatické buriky

Bazofily

metoda A metoda B | metoda A metoda B | metoda A metoda B | metodaA metoda B | metoda A metoda B

20

22

23

18

12

15

Pacient

10
11

12
13
14
15

16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50
51

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62
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2. Tab. 2: Doporucena referen¢ni rozmezi krevniho obrazu a diferencialniho rozpoctu

leukocytt dospélych (www.hematology.cz)

Veék 15 - 100 let

Parametry KO - analyzator Jednotky Zeny Muzi
Leukocyty - pocet (WBC) 10 4,0-10,0 4,0-10,0
Erytrocyty - pocet (RBC) 10 3,80-5,20 4,00 - 5,80
Hemoglobin - koncentrace (HGB) gll 120 - 160 135-175
Hematokrit (HCT) I 0,350 - 0,470 0,400 - 0,500
Stiredni objem erytrocyta (MCV) fl 82,0-98,0 82,0 - 98,0
Stfedni mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu (MCH) Pg 28-34 28-34
Stiredni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (MCHC) kgll 0,320 - 0,360 0,320 - 0,360
Site distribuce erytrocytti — smérodatna odchylka(RDW-SD) fl 37,0-54,0 37,0 -54,0
Site distribuce erytrocytu - variaéni koeficient (RDW-CV) % 10,0 - 15,2 10,0 - 15,2
Trombocyty - pocet (PLT) 10/ 150 - 400 150 - 400
Stiedni objem trombocytt (MPV) fl 7,8-11,0 7,8-11,0
Site distribuce trombocyti — smérodatna odchylka (PDW-SD) fl 9,0-17,0 9,0-17,0
Site distribuce trombocyt( - variaéni koeficient (PDW-CV) % 12,0-18,0 12,0-18,0
Sie distribuce trombocytt — variaé. koef.- ADVIA (PDW-CV) % 25,0-65,0 25,0 - 65,0
Destickovy hematokrit (PCT) ml/| 1,2-35 1,2-35
Retikulocyty - relativni pocet (RET) % 05-25 05-25
Retikulocyty - absolutni pocet (RET#) 10/ 25-100 25-100
Vék 15 - 100 let
Parametry DIF - analyzator Jednotky Zeny Muzi
Neutrofily % 45,0-70,0 45,0-70,0
Lymfocyty % 20,0 - 45,0 20,0 - 45,0
Monocyty % 2,0-12,0 2,0-12,0
Eozinofily % 0,0-5,0 0,0-5,0
Bazofily % 0,0-2,0 0,0-2,0
Neutrofily 10%/1 2,00 - 7,00 2,00 - 7,00
Lymfocyty 10% 0,80 - 4,00 0,80 - 4,00
Monocyty 10% 0,08 - 1,20 0,08-1,20
Eozinofily 10%/ 0,00 - 0,50 0,00 - 0,50
Bazofily 10%/ 0,00 - 0,20 0,00 - 0,20
Vé&k 15 - 100 let
Parametry DIF - mikroskop Jednotky Zeny Muzi
Neutrofilni segmenty % 47 -70 47 -70
Neutrofilni tyce % 0-4 0-4
Lymfocyty % 20-45 20-45
Monocyty % 2-10 2-10
Eozinofily % 0-5 0-5
Bazofily % 0-1 0-1
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3. Tab. 3: Morfologie erytrocytu - uréeni stupné poruchy (MatySkova, 2006)

Morfologie

Semikvantitativni hodnoceni

Polychromazie

Hypochromie 1+ = 1az5/zorné pole
Slzi¢kovité erytrocyty (dakryocyty) |2+ = 6 az10/zorné pole
Akantocyty 3+ = >10/zorné pole
Sfeérocyty
Ovalocyty/eliptocyty
Erytrocyty bizarnich tvard 1+ = 3 az 10/ zorné pole
TercCovité erytrocyty 2+ = 11 az 20/ zorné pole
Stomatocyty 3+ = > 20/ zorné pole
1+ = agregaty 3 — 4 erytrocytl
Penizkovaténi — rouleaux 2+ = agregaty 5 — 10 erytrocytl
3+ = Cetné agregaty s oj. volnymi erytrocyty
Schizocyty (schistocyty) > 1 na 1000 erytrocytu
Drepanocyty Semikvantitativni hodnoceni se neuziva (hodnoti

Bazofilni te¢kovani

Pappenheimerova téliska

Howell - Jollyho téliska

se jako pozitivni nebo negativni nalez).

58




