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Priklady webovych stranek

hematologicky atlas
— http://www.hematocytologie.eu/
— http://www.hematologyatlas.com/
— http://www.grsmu.by/files/file/university/cafedry/klinicheskaya-immynologiya/files/fiu/atlas.pdf

RBC

— https://lwww.google.cz/search?hl=cs&site=imghp&tbm=isch&source=hp&biw=1280&bih=908
&g=erythroblasts&og=erythrob&gs I=img.1.3.0i19110.6606.9583.0.12410.8.8.0.0.0.0.68.208.
8.8.0....0...1ac.1.64.imq..0.8.201.NRloSelUqgdk

— http://www.sekk.cz/infoservis/2006 Morfologie erytrocytu.pdf

wBC
https://www.google.cz/search?hl=cs&site=imghp&tbm=isch&source=hp&biw=1280&bi
h=908&qg=leukocytes&oq=leukocy&ags I=imqg.1.2.013j0i3017.1937.12377.0.15795.7.6.0
.1.1.0.244.565.5i0j1.6.0....0...1ac.1.64.imq..0.7.577.pvdZx9LICHk

PLT
https://www.google.cz/search?hl=cs&site=imghp&tbm=isch&source=hp&biw=1280&bi
h=908&qg=platelets&oqg=platelets&gs 1=imqg.1.0.0i19110.1770.5225.0.7869.9.7.0.2.2.0.
207.325.6j0j1.7.0....0...1ac.1.64.imqg..0.9.349.CiouVVP0aXo0
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Vysetrovani krevnich buneéek v periferni krvi

» nesrazliva periferni krev
» antikoagulacni Cinidlo: KSEDTA, K2ZEDTA nebo NaZ2EDTA
» vysetreni:

hematologické analyzatory

mikroskop
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Hematologicke analyzatory
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Principy méreni hematologickych analyzatort

» hydrodynamickd fokusace
» principy méreni:

impedancni analyza

opticka analyza

kombinace ruznych principt analyzy
» spektrofotometrickd analyza hemoglobinu
Principy méreni umoznuji vysetreni:
» kvantitativni — pocet bunék
» kvalitativni — morfologie bunék

v" tvar bunky

v tvar a velikost jadra
v" obsah cytoplazmy



Hydrodynamicka fokusace

» usmérnéni bunék proudem nosné izotonické kapaliny
(diluent) pfi prichodu méricim kandlem ,,po jedné”
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Impedancni analyza

» rfedéni bunécné suspenze
v" diluent - vodivy o T
v’ krevni burika — nevodiva \\L

v pocet impulzli = poéet bunék
v" velikost impulz( = velikost bunék e

» mozné doplnéni vysokofrekvencni analyzou
v" na bunku superponovano vysokofrekvencni elektrické pole

v" analyza vysokofrekvenéniho napéti bun gie bunky

ky = morfolo
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. Sample
O t o l r 4 I Y 4 Sheath fluid _\ I (stained cells in suspension)
i Hydrodynamic Focusing
Cells pass through in 'single file'
@
@
@

» redéni bunécné suspenze L
v" diluent — opticky inaktivni
v" krevni burika — opticky aktivni
» interakce bunék s monochromatickym
laserovym paprskem —0_

Laser light source

Fluorescence emitted from

/ stained cells detected

I '* Forward and side scattered
light from all cells detected

» po interakci bunky s paprskem se provadi analyza:

90°D 90

v" proslého svétla (0°)
v odrazeného svétla
v’ depolarizovaného svétla e -
v fluorescence

o cytochemické barveni enzymu (peroxiddza) v burikdch, doplrikova analyza absorbce
a rozptylu svétla dle stupné probarveni cytoplazmy (u nékterych typu 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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Direction of cell flow

Impedance o
Amplitudel /\ A\ I
electrode _—

1 pulse = 1 cell

Laser optical

detector

Forward scatter
(low angle)

volume

laser

1 event =1 cell

Side scatter
detector W (high angle) = complexity (hemoglobin, CH)

http://www.eclinpath.com/hematology/tests/hemoglobin/rbc-analysis-2/
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Spektrofotometricka analyza hemoglobinu

» hemolyza vSech erytrocytl lyzacénim (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)
v' méreni cca 8x (dle typu pristroje)

» z rozdilu absorbanci je vypocitdna koncentrace HGB

Pritokova komora
pro HGB ! )

Fesilovad

Pfivod roztoku vzorku,
wyvod 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 rozetrit po podloznim skle

» silu natéru zvazovat — Cim vetsi uhel, tim silngjSi nater

V' uhel se fidi hodnotou HCT: ¢&im tHCT, tim |Ghel; ¢im |HCT, tim tuahel

» natér musi byt: rovnomerny, prfimérene tenky, dlouhé okraje

musi byt rovné, na konci prechazi ,do ztracena”
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Mikroskopovani
» mikroskop

v suchy objektiv: mezi preparatem 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 prostredi, zvysi se index lomu prostredi

mezi preparatem a objektivem
imerzi muZe byt: voda, parafinovy olej, glycerol, cedrovy olej, kanadsky balzam (voda mad vyssiindex lomu neZ vzduch,

ale nizsi neZ imerzni olej)
Objektiv
= f
- n =1 (vzduch)

- Kryci sklitko
= Vzorak

— PodloZni

- sklicko
Systém s imersnim  Suchy systém
olejem

» digitdlni morfologie
noveé generace analyzator( svym softwarovym vybavenim digitalné zpracovavaji
a vyhodnocuji krevni natéry, hovori se o virtudlni mikroskopii (telehematologie), digitalni
analyza vytvari databazi digitalnich fotografii krvinek, které lze i exportovat
e-mailem nebo po internetu odbornikim ke konzultaci
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Barveni natéru periferni krve a aspiratu kostni drené

» Panopticka barvici technika:

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

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

» Zdakladni principy barvent:

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

v' Kationtové (zasadité) barvivo azur B, se vaZe na aniontové ¢éasti molekul a
barvi modrosedé zbarveni nukleové kyseliny (DNA nebo RNA),
nukleoproteiny, granula bazofild a sekunddarni granula neutrofild.

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

preparatu.

Pozndmka: prepardty Ize také pripravovat na natérovych a barvicich automatech.



