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Sledovani vysetreni

Sledovat:

* hloubku anémie v KO

* morfologické zmény erytrocytu v periferni krvi
(barevné, tvarove, inkluze)

* morfologické a mnozstevni zmeny erytrocytarni
populace v KD

soucasné posuzovat pocetni i morfologické zmeny WBC
aPLT
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Priklady vysetfeni RBC v krevnim obraze
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VySetreni retikulocytu

Barveni RNA v erytrocytech:
® mikroskopicky

supravitalni barveni (bez fixace preparatu)
® analyzatorem

analyza proslého a odrazeného svetla
analyza fluorescence

‘:‘Hodnoty retikulocytu v periferni krvi
odrazi schopnost erytropoézy v kostni
dreni.



Mikroskopicke vysetreni retikulocytu

 V retikulocytech se barvi supravitalne (bez fixace)
brillantcresylovou modri zbytky RNA.

* Pozitivita se hodnoti v 1000 erytrocytech
normalni hodnoty: 0,5 — 2,5 %




Vysetreni retikulocytu na analyzatoru

« analyza prosleho a odrazeneho svétla
probiha v retikulocytech na precipitovanych, obarvenych
sitovych strukturach RNA

* fluorescencni analyza
vilakna RNA jsou obarvena fluorescencnimi barvami,
mnozstvi RNA je umeérné intenzité fluorescence

Normalni hodnoty:
0,5-2,5%
25 — 100 x 10%9/L




Cytochemickeé vysetreni zasobniho Fe

Zasobni (nehemové) zelezo ve formé FeJ3* (feritin, hemosiderin)
Vv erytrocytech
NRBC
makrofazich
Princip:
Fes* tvofi s ferrokyanidem draselnym a kyselinou
chlorovodikovou barevny komplex — berlinskou modfr
Hodnoceni:
zelenomodra granula
Vv erytrocytech (siderocyty)
v NRBC (sideroblasty)
" zrnka v NRBC okolo 2/, jadra (prstencité sideroblasty)
v makrofazich (siderofagy)
Normalni hodnoty:
20 — 60 % pozitivnich NRBC
2 - 4 siderofagy ze 6 nalezenych makrofagu
Klinicky vyznam:
anemie
napf.: sideropenické (nizké hodnoty)
sideroblastické (pritomné prstencité sideroblasty,
zvySené zasobni Fe)
hemolytické anémie (vysoké hodnoty)
refrakterni anémie (vysoké hodnoty)




Barveni Fe 3*

prstencity
sideroblast

siderofagy




Barveni Fe 3*




Porucha syntezy hemu
Sideropenicka anémie
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Porucha syntéezy globinu

Thalasemie Mo aw e
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Porucha syntezy DNA

Meqgaloblastové anémie

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

« natér PK: makroovalocyt6za, 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: bunecne bohata, erytropoéza zmnozena,
posun k mladSim formam, (megaloblastova prestavba ve
vsech vyvojovych radach), velkeé tyCe, metamyelocyty,
hypersegmentace MGK, vysSetreni zasobniho Fe
(hodnoty zvySene)




Priklad KO s makrocytarni anemii pri MDS
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Megaloblastova aneémie




Aplastické anemie - drenovy utlum
« porucha kmenove (materske) burky
 periferni krev:
pancytopenie nebo alespon anemie
a trombocytopenie, muze byt mirna
makrocytoza a anizocytoza

Aplastic Anemia

White bloed cell

» kostni dFeri: s o P
obvykle hypoplasticka aZ aplasticka ol
ey g & A

BC 0.00 Oet H .00
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Dysplasticke anemie

» dysplazie erytropoézy: porucha vyzravani,
morfologicke abnormality
periferni krev: makrocytoza, anizocytoza,poikilocytoza,

kostni dren: Casto megaloidni rysy, vicejaderné NRBC,
karyorexe, interplazmatické mustky, mitozy, byvaji
zvySene zasoby Fe

karyorexe — Stépeni jader NRBC interplazma}icky muistek




Anemie ze zvysené ztraty erytrocytu

Sledovat:

« KO a morfologické zmeny v periferni krvi
* zmeny v KD

» vySetreni na HA



krvacivy stav

riklady krevnich obrazu pri ztrate erytrocytii

schistocyty - 5
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Vysetreni na hemolyticke anémie Ha)

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

Specialni vysetreni:

e osmoticka rezistence
 hemosiderin v moci
* hemoglobin F
 Heinzova téeliska

* autohemolyza




Princip zakladni metodiky

* Volny hemoglobin v plazme
Volny hemoglobin Hb(Fe2+) v plazmé je
stanoven fotometricky po jeho oxidaci na
hemiglobin (Fe3+) a ten se potom pomoci
kyanidu (CN-) draselného premeni na
barevny komplex hemiglobinkyanidu,
stanovitelny fotometricky.




Osmoticka rezistence

Princip

Stanoveni odolnosti erytrocytu vuci rizné
koncentrovanym hypotonickym roztokum NaCl

v koncentracich od 0,70 % do 0,22 %
(odstupnovanée po 0,02 %). Jestlize jsou erytrocyty
v isotonickém 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
hypotonickeho roztoku (0,70 - 0,22 % NacCl) tak
budto prasknou a dojde k hemolyze nebo se
vytvori na membrané rovnovaha.

Klinicky vyznam
snizena rezistence — dedicni sferocytoza
zvysena rezistence — talasémie, polycytémie




Osmoticka rezistence
fyziologicky

roztok — kontrola
(bez hemolyzy)

voda — kontrola
(absolutni hemolyza)
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patologicky vysledek inkubace




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 moci

normalni nalez: negativni
pozitivni nalez: + az +++




Hemoglobin F

Princip

Nafixované, zaschlé natery se ponori do pufru pH
3.3. Hemoglobin A (adult hemoglobin) je v bunce
rozpusten a vyplaven, hemoglobin F (fetalni
hemoglobin) je ke kyselému prostredi rezistentni a v
erytrocytu zustava. Zbyly hemoglobin F se potom
barvi a odecita mikroskopicky.

Hodnoceni

procentuelni hodnoceni syté zbarvenych erytrocytu
novorozenci: 50 - 90 % HbF
vek < 2roky: 0 -4 % HbF
vek > 2 roky: 0 -2 % HbF




Helinzova téliska

* Princip
Heinzova teliska znazornuji vysrazeny degenerovany
hemoglobin v pripade, ze glykolytické enzymy
erytrocytu nejsou schopny zabranit oxidaci
hemoglobinove molekuly. Precipitaty se jevi jako
jedno nebo vice ovalnych télisek v erytrocytech.
Objevuji se tésné u bunécné membrany, ke které
prilehaji, barvi se supravitalne brillantcresylovou
modfri.

* Hodnoceni
normalni erytrocyty jsou negativni

 Kilinicky vyznam
enzymove defekty (napf.G-6-PDH),
hemoglobinopatie, toxicke HA, po splenektomii




Heinzova téliska

bite cells

Red blood cell

'/3" with a Heinz body
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Autohemolyza

* Fotometricke vysetreni na principu stanoveni volneho
hemoglobinu v plazme.

« Hodnoceni spontanni hemolyzy ve trech prostredich
po inkubaci 48 hodin:
fyziologicky roztok — 0,9% NaCl (hemolyza)
fyziolog. roztok + glukdza (| hemolyza u fyziologického vzorku)

fyziolog. roztok + ATP (| hemolyza u fyziologického vzorku)

Ke korekci hemolyzy nedochazi pri nekterych enzymopatiich a
poruchach erytrocytarni membrany.

po 48 hodinach — fyziologicky vzorek 9 48 o — stEleae s

0,9 % NacCl
+

RBC

Podporeno MZ CR — RVO (FNBr, 65269705)




