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Hematologické analyzatory

kazdy ma sva jedinecCna specifika

dva zakladni principy mereni:

— opticky

— Impedancni

Z mereni ziskavame informace o:

— poctu bunék (kvantitativni analyza)

— velikosti, tvaru a slozeni bunky (kvalitativni analyza)
principy mereni mohou byt na jednotlivych
analyzatorech ruzné kombinovany

ruzné kombinace pak umoZznuji rtzné presnou
kvantitativni | kvalitativni analyzu vsech proslych
bunéénych elementu



Principy mereni

* absorbcni spektrofotometrie
* Impedancni analyza
 opticka analyza

Poznamka: dle typu analyzatoru Ize pocitat i vice jak 10.000 bunek a
ziskavat vice jak 40.000 informaci



Pouzivana diagnostika

analyza nesrazlive periferni krve
— odber krve do soli EDTA (K, Na)

redici roztoky
— Impedancni analyza
vodivy roztok + nevodiva bunka
— opticka analyza
opticky inaktivni roztok + opticky aktivni bunka
lyzaCni roztoky

hemolyza erytrocytu a dle typu analyzatoru mize byt
I destrukce jinych krevnich elementt

barvici roztoky

barveni obsahu buriky (granula/enzymy, DNA, RNA)
Cistici roztoky

cisteni mericiho systému



Absorbcni spektrofotometrie

 Metoda slouzi ke stanovovani mnozstvi

hemoglobinu ve vzorku (cca. A = 540 nm)
V dnesni dobe se jiz jedna vétsinou o bezkyanidové

metody.



Impedancni analyza - |

mezi elektrodami je v aperture standardni vodivost

(vodivost zajistuje diluentu)

bunky jsou v jedné kyveté suspendovany diluentem (s katodou) —
pomoci vakua jsou nasavany malym otvorem (aperturou)

do druhé kyvetky s diluentem (s anodou)

obé kyvety jsou pres aperturu propojeny vodivym diluentem

pfi prichodu bunky aperturou se vodivost narusi/zméni: vznika
impedancni impulz
cetnost impulzu

velikost impulzu ‘

Cet bunék
likost bunky
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Impedancni analyza - |

méreni muze byt doplnéno vysokofrekvencni analyzou:

— na stejnosmerneé elektrické pole

— je superponovano vysokofrekvencni elektricke pole
— to pronikne cytoplazmou

— pak se zmeri vysokofrekvencni vodivost bunky

— ta odpovida jeji fyzikalnéchemické strukture
(kvalitativni analyza buriky)
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Hydrodynamicka fokusace

* vyuziva unaseni jednotlivych bunek proudem kapaliny
* pro impedancni i optickou analyzu

Aperture

Hydrodynamic
Focusing with
Diluent Sheath




Opticka analyza

vyuziva se prutokova cytometrie:

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

Flow Cytometry

detekuje se svetlo:
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Analyza prosleho sveétla

* Detekce paprsku ve sméru 0° udava
hodnoty:

— pocet proslych bunek
— velikosti jednotlivych bunek



Analyza odrazeneho a depolarizovaneho svetla

* Detekce paprsku v riznych uhlech (dle typu analyzatoru).
* Analyza muze byt doplnéna cytochemickym
barvenim bunek.

— Roztok se substratem (napr. 4-chlor-1-naftol) barvi v
leukocytech enzym peroxidazu.

* Reakci enzymu se substratem vznikaji v burice barevné
intracelularni srazeniny, které ovlivnuji ubytek svétla a rozptyl
paprsku.

« Mereni slouzi k detekci tvaru a velikosti bunky, jadra
a granularity cytoplazmy



Analyza fluorescence

* Obarveni bunky specialnimi barvami — ozareni
bunky laserovym paprskem.

* Absorbce svetla bunkou — emise svetla o vyssi
vinové délce — detekce emitovaného svétla

- Detekce: DNA, RNA nebo povrchove antigeny
(CD znaky).



Analyza fluorescence




