Hematologie 2

» Zakladni a specialni vysetrovaci
metody v hematologii




Co to je hematologie?

Uloha hematologie je dana samotnou povahou krve, ktera
Jako jediny organ v tele prichazi do bezprostredniho
kontaktu se vsemi tkanemi tela a tedy odrazi jejich zmeny.

Hematologie se sklada ze dvou vyvazenych casti:
klinickeé a
laboratorni hematologie



Obsahové zamereni prednasek:

1. Obsah oboru klinické hematologie
2. Zakladni a specialni vysetrovaci metody v hematologii

3. Krevni transfuze, indikace pro podani transfuze.
Darcovstvi krve. Problematika darcovstvi krve

4. Posttransfuzni reakce a komplikace - hemolyticka
transfuzni reakce, pyreticka reakce, alergicka reakce,
iInfekCni agens, viry, bakterie, dalSi mozna rizika

5. Autologni transfuze (autotransfuze) - indikace
K autotransfuzi, druhy autotransfuzi, kontraindikace
autotransfuzi



Zakladni a specialni vysetrovaci metody
v hematologii

Abychom vedeéli co vysetrovat, musime znat:
al fyziologicke procesy v krvetvorbe:

Vznik a vyvoj krvinek v kosti dreni
vznik a stadia vyvoje (vyzravani) erytrocytu
vznik a vyzravani (stadia) bilych krvinek
— leukocytu
lymfocytu
vznik a vyzravani krevnich destiek — trombocytu



Zakladni a specialni vysetrovaci metody
v hematologii

Abychom védeéli co vysetrovat, musime znat:
b/ patologické procesy v krvetvorbeé:

nedostateCna tvorba /pfedCasny zanik erytrocytu- anémie
Nadmérna tvorba erytrocytl - polycytémie

patologicka zvySena tvorba leukocytu - leukémie
Nedostatecny pocet leukocytu - leukopenie

nedostatecna tvorba / pfedCasny zanik trombocytlu - trombocytopenie
Nadmérna tvorby trombocytu — trombocytémie
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Trombopoéza - vyvoj krevnich desticek

hlavni role v primarni
hemostaze (srazeni krve)

délka zivota 7-10 dni

megakaryocyty prochazeji
endomitotickym delenim

Nasleduje odstepovani
destiCek

Cytoplasmic
granulation

Platelets

1/3 je ve sleziné




Trombopoéza - vyvoj krevnich desticek

megakaryoblast -
- megakaryocyt (mgc) mnohojaderna giganticka bunka
- trombocyty (odstepuji se z mgc)
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Imunokompetentni bunky

Imunokompetentni bunky = krevni bunky, které
zprostredkovavaji imunitni odpoved’

Rozlisujeme dveée skupiny:

bunky nespecifické imunity — granulocyty a makrofagy
bunky specifické imunity — T- a B-lymfocyty

Vznikaji z pluripotentni kmenové bunky kostni drene
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Zakladni a specialni vysetrovaci metody
v hematologii

Po vysetreni krevniho obrazu z periferni krve je
zasadnim ukolem zhodnotit, zda jde o prvotni krevni
chorobu, nebo reaktivni zmény v krevnim obraze pri

jinem zakladnim onemocneéni

K tomu vyuzivame dalsich specialni vysetreni




Vysetrovaci metody v hematologii /1

1/ Rutinni vySetreni krevniho obrazu
- na automatickych analyzatorech - prutokovou cytometrii
- mikroskopicky
2/ Vysetreni kostni drené — metody odbeéru vzorku
al trepanobiopsie - histologické vysetreni kostni drené
b/ aspiracni punkce kostni drené - cytologické vysetreni
3/ Specialni vysetreni
- cytogenetické vysetreni bunék kostni drené
- molekularné biologické vysSetreni bunék kostni drené
a nadorové tkané
- Iimunofenotypizace na prutokovém cytometru (FACS)
- cytochemické vysetreni krevnich bunék
- kultivace hematopoetickych bunék in vitro
4/ Koagulacni vysetreni — zakladni, specialni




Rutinni vysetreni krevniho obrazu

- odber periferni zilni krve, tzv. plné krve do zkumavky
s EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova,
vyvazanim vapniku pomoci této kyseliny se krev stava
nesrazlivou) ... citrat - pseudotrombocytopenie

- k vyhodnoceni krevniho obrazu bezné pouzivano tzv.
strojového krevniho obrazu, t.j. vyhodnoceni
automatickym analyzatorem




Rutinni vysetreni krevniho obrazu
(na automatickych analyzatorech) /1

- Pocty a relativni zastoupeni jednotlivych bunecnych rad
jsou na automatickych analyzatorech analyzovany za

pomoci prutokové cytometrie



Princip prutokové cytometrie

Pritokova cytometrie je technika pro rychlé méfeni
jednotlivych bunek, které prochazeji snimacim mistem —
laserovym paprskem.

Argonovy laser umoznuje analyzu mnoha bunécnych
parametru na zakladé odklonu laserového paprsku

Urover tohoto odklonu odpovida velikosti a granularité
(denzité) prochazejicich bunék, a tak je od sebe odlisi

Napr. lymfocyty jsou malé a denzni bunky, naopak
granulocyty jsou bunky vetsi s vysSsi denzitou



Princip prutokové cytometrie
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Imunofenotypizace na prutokovém cytometru

vybrane krevni bunky, které chceme vysetrit a odlisit od
ostatnich (leukocyty, lymfocyty, monocyty...) jsou nejprve
oznacené fluorescencni latkou, navazanou na typicky
diferenciacni znak na povrchu té bunky. Diferenciacni znak
(CD) je pro kazdou z krevnich bunék typicky, podobné jako
otisk prstu, a tak Ize krevni bunky identifikovat a odlisit od
jiného typu krevni bunky (napr. lymfocyty od granulocytu).

Zaroven zjistime mnozstvi jednotlivych bunéénych podtypl



Fluorescence
e Protilatky znacené fluorochromy

Fluorochromem Povrchovy antigen =
znacene protilatky diferenciacni znak ( CD)

|:I> Analyza

Inkubace



Imunofenotypizace na prutokovém cytometru

Pri pratoku jednotlivych krevnich bunék uzkou kapilarou
pristroje je kazda z oznacCenych bunék fluorescencni latkou
zaznamenana Vv pocitaci a soucet nam da prehled o
celkovém mnozstvi urcitych bunék a umozni upresnit
diagnézu (napf. u lymfatické leukemie je prevaha (90 %)
lymfocytu, u myeloidni leukemie je pfevaha granulocytu,

resp. jejich nezralych forem.



Automaticky analyzator krvinek Sysmex 2000




Hematologicky analyzator Sysmex XN




Prutokovy cytometr




ad ¥ Krevni obraz + diff — analyzator
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Imunofenotypizace

e |dentifikace bunék pomoci panelu riznych
protilatek znacenych fluorochromy

e CD — , cluster of differentiation

e \/ysetrované vzorky
— PK, KD, lymfatické uzliny, likvor, punktaty...

e Diagnostika

e Prognosticke faktory

e Sledovani po lécbé



Screening lymfoproliferace
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Screening lymfoproliferace
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ad 1/ Rutinni vysSetreni krevniho obrazu
(mikroskopicky)

- V pripade podezreni na pritomnost abnormalnich
bunécnych typu je vSak nutné vyhodnoceni krevniho
nateru pod mikroskopem, tzv. rucni diferencial.

- Krevni nater je mikroskopicky preparat ziskany
rozetrenim kapky krve na sklicku s naslednym
obarvenim




Diferencialni pocet leukocytu (KO + diff)

Diferencialni rozpocCet leukocytu = stanoveni
procentoveého zastoupeni jednotlivych podtypu
bilych krvinek

Krevni analyzator

Mikroskopicky diferencial leukocytu
(= nater)

Manualni

Automaticky (digitalni morfologie)



ad 1/ Mikroskopickeé vysetreni krevniho obrazu

- k vylouceni tzv. falesné trombocytopenie neboli
pseudotrombocytopenie, kdy dojde ke shlukovani
(agregaci) trombocytu v odebrané krvi v EDTA a nalez je
analyzatorem vyhodnocen jako trombocytopenie.

- pomuze - mikroskopické vySetreni krevniho natéru
- novy odber periferni krve s obsahem citratu

(v citratu nedochazi ke shlukovani trombocytu)

- morfologické zmeény Cervenych krvinek



Kdy se vysetruje krevni obraz?

soucast celkoveho vysetreni, které se provadi:

v ramci preventivni prohlidky

v pripadé onemocneéni

ke sledovani jeho prubéhu a reakce na lé¢bu

jako soucast predoperacni pripravy

- pri priznacich chudokrevnosti (snizena vykonnost,
slabost, bledost, dusnost, zrychlena srdecni frekvence),



Kdy se vysetruje krevni obraz?

- rozhodovani o nutnosti podani krevni transfuze a
sledovani jejiho efektu

- pri podezreni na infekci
- pri krvacivych stavech

- ke zjisténi rizika trombotickych stavu (tvorba
Krevnich srazenin v cévach)

- pri podezreni na nadorova onemocneéni, sledovani
krevnich nemoci a jejich reakci na lecbu

- pri uzivani nékterych léku



Jak hodnotit krevni obraz ? - ctyri parametry:
leukocyty, hemoglobin, trombocyty, diferencial

wec WBC 6.8 Jeden parametr
% # ”
v NE  52.6 s.o abnormalni:
0 LY 36.7 2.5
L MO 7.8 0.5 - C v
o EO 2.5 0.2 -vetsinou benigni onemocneni
E e -0 (agranulocytdza, leukemoidni
HGB  16.2 reakce, rizné anémie, ITP)
HCT 47 .0
DF1 MCY 88.8 Y Y
MCH 30.7 .
MeH 307 > 1 parametr abnormailni:
REL# RDW 12.5
| , PLT 179 Vysoka pravdépodobnost
50 100 200 300 fi MPV 8.4

zavazného onemocnéni

Il Kazdy pacient s infekci, ktera nereaguje na antibiotika
prvni linie, by mel mit vysetren minimalné krevni obraz
a sedimentaci !



Stavy, které mohou falesné ovlivnit pocet krevnich elementu
pri automatickém zpracovani krevniho obrazu:

Bunky

Erytrocyty

Leukocyty

Trombo

Plasma

Patologicky stav,
nemoc

mikrocytdza nebo
schistocyty

polycytemie

Howell-Jolly téliska

leukocytoéza;
nad 50 x 109/

ALL, CLL *
virové infekce

chemoterapie akutni
leukémie

destiCkové aglutininy

chladové aglutininy

kryoglobuliny,
kryofibrinogen

FaleSné ovlivhéni vysledku Pri¢ina, mechanismus

poctu krvinek

nizSi pocet erytrocytd
niz8i pocet erytrocytu
vySSi pocCet trombocytl

nizsi pocCet leukocytd;
vys$Si MCV erytrocytl

nizsi pocet leukocytu
vySSi pocCet trombocytl

niz8i pocet trombo, nékdy
| faleSné vyssSi pocet leuko

nizSi pocet erytrocytl
s makrocytozou

variace poctu desticek

Mikrocyty a schistocyty nedosahuji
objemu dolni hranice detekce ery

scCitani agregovanych erytrocytu

H-J téliska jsou podobné velikosti
jako trombocyty

sCitani agregovanych leukocytu;
néktereé leuko ,precteny” jako ery
zvySena fragilita leukocytu, véetné
jejich nezralych forem

fragmenty leukemickych bb. jsou
scCitany jako trombocyty
agregaty desti€ek, mohou byt
scCitany jako leukocyty

dublety, triplety erytrocytu scitany
jako makrocyty

bilkovinné precipitaty mohou byt
scCitany jako trombocyty
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Vysetrovaci metody v hematologii /2

1) Krevni obraz (KO)
- zakladni vysetreni v hematologqii
- urCuje pocet krevnich bb. a jejich parametru
- na analyzatorech krevnich elementu
- v Indikovanych pripadech mikroskopicky

Krevni obraz - pocet: erytrocytu ( + Hb , Htk...)
leukocytu
destiCek



Vysetrovaci metody v hematologii /
Cerveny krevni obraz (¢ko)

Pocet erytrocytu (ERY) - v jednom litru krve ). & v
fyziologické hodnoty = muzi: 4,3 - 5,7. 10'2/| 00. \
zeny: 3,8 - 4,9. 10%?/| 025" & ¢

fyziologickeé zvySeni pocCtu 1a9:. O¢ \Jf

novorozenci, — -

lide zijici delSi dobu ve vyssich nadmorskych vySkach
patologickeé zvyseni (polyglobulie)

srdecni vady, plicni onemocneni, polycytemia vera

¥

retikulocyty
nejmladsi ery v periferni krvi
vypuzeni jadra.. zbytky organel - ribozomy,ER
relativni zastoupeni: 0, 005 - 0, 015



Vysetrovaci metody v hematologii /
Cerveny krevni obraz (¢ko)

Hemoglobin (Hb)
- cervene krevni barvivo, - vyplnuje zraly erytrocyt
- umoznuje mu plnit funkci prenosu kysliku.

Muzi: 136 — 176 g/l

Zeny: 120 - 168 g /I

Hematokrit (Htk) - pomér mezi objemem erytrocytt a plazmy:
- muzi 40 : 60 %; Zeny 35:65 %

Priklad: Htk 0,40 znamena, ze v 1 litru krve je 400 ml erytrocytu
Muzi: 0,39- 0,49 |/]
Zeny: 0,35- 0,46 |/I

Snizeni Hb, Htk — anémie
Zvyseni Hb, Htk — polyglobulie, zahusténi krve - dehydratace




ANEMIE - definice, rozdéleni

DEFINICE: Snizeni mnozstvi Hb (zpravidla i Htk a poCtu ery) v 1 litru
krve pod dolni hodnotu zdravych jedincu.
muzi < Hb 135¢g/1 (< 0,40 Htk)
zeny < Hb 1159/l (<0,36 Htk)

ROZDELENI : Klasifikace - patofyziologicka
- morfologicka

ANEMIE
A. z nedostatecné krvetvorby (hypoproliferativni)
B. ze zvysenych ztrat

Jan Haber, 2011



VysSetiovaci metody v hematologii / s
Odvozené hodnoty €ko

stredni objem cerveneée krvinky - 80 - 95 fl
(MCV - Mean Cell Volume)
Informace o velikosti krvinky (mikrocyt, normocyt, makrocyt)

prumérna hmotnost Hb v ery 27- 32 pg
(MCH - Mean Corpuscular Hemoglobin)

iInformace, zda je krvinka normochromni Ci hypochromni = zda
ma dostatek Cerveného krevniho barviva, hemoglobinu

barevna koncentrace Hb v ery mase 0,32 - 0,37
(MCHC - Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration)
Informace, zda je erymasa normochromni Ci hypochromni



Vysetrovaci metody v hematologii /6
Cerveny krevni obraz (éko)

MCV — stredni objem Cervené krvinky (soc€k)

anemie - mikrocytova - MCV < 80 fl
- normocytova - MCV = 80 - 95 fl
- makrocytova - MCV > 95 fl
MCHC - stredni koncentrace Hb v erytrocytu (bk)
anémie - normochromni 0,32-0,37
- hypochromni <0,32
RDW - sire rozptylu ery 11,5-14,5%

(Red Cell Distribution Width - vyjadfuje variabilitu priméru (velikosti)
¢ervenych krvinek = anizocytozu



Regulace tvorby ¢ervenych krvinek -
erytropoeézy

ﬁ ‘ Erytropoetin ‘ @

Leaviny Kostni dren
Kyslikovy senzor Receptory
Bunky produkujici prekurzort erytrocytt

erytropoetin

@ ‘Erytrocyty (Hb)JlJ &



Co je to erytropetin? ,,EPO*

Vysetrujeme hladinu endogenniho erytropoetinu

 erytropoetin(EPO) je hormon tvoreny predevsim v ledvinach
» stimuluje tvorbu a vyzravani erytrocytl v kostni dreni
 tvorba erytropoetinu stoupa pri nékterych typech anémii
 snizena produkce je u onemocnéni ledvin

« anémie vyvolané nedostatkem EPO provazi zanétliva a
nadorova onemocneéni

e ,vyrobeny" (= rekombinantni) EPO v prisnych indikacich ma
vyborny ucinek na odstranéni anémie

« \lyrobeny EPO se da zneuzit...




MORFOLOGICKE - mikroskopické
HODNOCENI KREVNIHO OBRAZU




ﬁyéeti‘ovaci metody v hematologii /7

Morfologické anomalie Cervenych krvinek
hodnoti se na zakladé krevnich natéru - viz obrazek

normalni krevni obraz anémie z nedostatku
zeleza (sideropenicka )




trovaci metody v hematologii / 6 Ery
Morfologické anomalie cervenych krvinek

sideropenicka anemie
po transfuzi
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dakryocyty

polychromazie

bazofilni
Howell-Jolyho téliska - teckovani






anisocytoza



Vysetrovaci metody v hematologii

- priklady pouziti

sideropenické vanémie
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Priklad: Mikrocytarni hypochromni
sideropenicka anémie (z nedostatku zeleza)

snizené hodnoty Hb, Htk a vétSinou i erytrocytu

= SOCK snizeny - mikrocyty
» BK snizena - hypochromie
= BCK snhizena - hypochromie

snizena hodnota sérového zeleza a feritinu
priciny vzniku:
dlouhodobé chronické krvaceni (gynekologicke, GIT...)

nedostateCny privod zeleza do organismu (stravovaci navyky,
nedostatecné vstrebavani z GIT, poresekCni stavy)

zvySené naroky na zelezo (téhotenstvi, laktace, obdobi ristu, darci
Krve)

* SOCK= stfedni objem &ervené krvinky




leza v organismu

GIT SLIZNICE FUNKCNE VAZANE ZASOBY
Tkané:
Prijem potrava myoglobin, enzymy
10-15/mg/den 500 mg
@
o rlg en | transferin =
Ztraty Fe 5 mg 0
1 mg/den 3 Feritin
4
20 mg 1000 mg
bb. stievniho oy a s
epitelu, kre 20m
pitelu v Erytrocyty J
(+ malé ztraty 2500 mg
o xs - R
kizi a mo¢i)
Celkem cca: 3000 mg




Prijem a resorpce zeleza

Denni prijem : 10 -15 mg
Denni potreba: muzi 1,3 mg/ den
zeny 1,8 mg/den (menzes = ztrata 0,8 mg/den)
Obrana organismu proti sideropenii - 2x zvysi resorpci z GIT
Resorpce z GIT = 10%
HCI v zaludku- redukce Fe ?* (neni nezbytné)
maximum resorpce v duodenu, distalné€ji klesa
V bb. strevniho epitelu :
- aktivni transport do plazmy - vazba na intracelularni protein
- nebo inkorporace Fe do feritinu ve stfevnich bunkach
- transferin plazmy




Erytropoéza — dopinkova vysetreni - zelezo

A4

Muzi Zeny Oba
Fe [ mmol/l] 10,6 - 28,3 6,7 - 26,0
transferin g/l 2,0-3,7
TIBC [mmol/l ] 44,8 - 71,6
cirkulujici transferin. receptory (cTfR) 1,0-3,7 mg/l
Saturace transferinu 20 - 60 %
Feritin v séru [mg/l ] 30-300 12-125
Sideroblasty- dren 20 - 65 %
Resorpce *°Fe z GIT > 25 %
Volny protoporf. v ery (FEP) 350-500mg/I
kys. listova 2 -6 mgll
Vitamin B ;, 200-900 ng /I

Sérovy erytropoetin (Epo) 4 -26 mU /ml



Sideropenicka anémie

kazuistika

sideropenické anémie normalni ¢ko

Cn X 0 ,
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Sideropenicka anémie
zena 1964
opakovane dyspepticke obtize, pyroza, plynatost, ji malo
masa
Gastroskopie 26.5.04
Za: Bulbitida, mirna antralni gastritida. omeprazol
H. pylori - negativni
stolice na OK - negativni

8/2008: LecCena pro revmatoidni artritidu, anemicka,
revmatolog chce kontrolu KO
= hematol vysetreni =

Lecba: Sorbifer durules 2x1, zapit dzusem



Sideropenicka anémie

Periferni krevni obraz:

Leu: 6,73, Ery: 4,27, HB: 99, HTC: 0,311 MCV: 72,8

Dif.stroj. relat: 2. 0,9

Dif.stroj. absol:

Zaver: mikrocytarni, hypochromni, sideropenicka anémie




Sideropenicka anémie - vyvoj nalezu

08/08 | 11/08 [01/09  |05/09
Leu |6,73 |7,3 5,1 4,6 |10
Ery |4,27 4,60 4,4 4,3  |10n12
Hb 99 123 125 124 |ofl (116-163)
Htk |0,311 |0,370 |0,377  |0,375 |0.33-047
MCV |72,8 |80,4 84,8 88,0 |fl(823-1006)
MCH [23,1 |26,8 28,2 292 | Ppg(28,2-35,6)
MCHC |318 |333 332 332 |9/ (330-363)
RDW [17,8 |20,5 17,4 16,0 | % (11,9-16,3)
TR 421 |310 293 324 | 1079/




Sideropenicka anémie - vyvoj nalezu

08/08 | 11/08 01/09 |05/09
Fe 4,2 6,3 5,2 16,5 umol/l (6,6)
TIBC 69,0 52,5 50,6 |50,7 umol/l (44,8)
Fe satur 6 12 0,1 0,33 %
transfer | 3,61 2,8 2,55 2,53 umol/l (2-3,6)
trf satur| 5,1 9,9 9,0 28,7 % (19- 49) (vypocet)
R- Trf 5,4 mg/ml (1,9-4,4)
feritin 2,6 21,8 20,6 |24,7 ug/l (10-291)




Makrocytova anémie z nedostatku vit. B12

snizené hodnoty Hb, Htk a erytrocytu
= SOCK zvyseny - makrocyty

= BK normalni

= BCK normalni nebo zvysena

snizena sérova hladina vitaminu B12

megaloblastova prestavba kostni drene

atroficka gastritida, achlorhydrie

|éCba:
aplikace vitaminu B12 i.m. — retikulocytova krize, udrzovaci lecba
do konce zivota

kazdy rok kontrolni gastroskopie (atroficka gastritida je
prekanceroza)



Makrocytova anémie z nedostatku vit. B12

Hemoglobin (g/1) 81,0 Leukocyty (10%/1) 4.6

Neutrofilni segment 0,57
Erytrocyty (1012/1) 1,7

Neutrofilni tycC 0,02
Hematokrit 0,229

Eosinofilni segment 0,03
Barevna 0,352
koncentrace Basofilni segment
Objem erytrocytu (fl) | 133,6

(N: do 96 f1) | | Monocyt 0,06

Retikulocyty 0,004

Lymfocyt 0,32

Trombocyty (109/1) 167,0

pozn.. ¢€.0.zna€éna anisomakro-normo-ovalocyt6za
b.o. hypersegmentace jader neutrofilnich segmentu



Makrocytova anemie
perniciozni (zhoubna) - ?

pri avitaminéze B 12

kazuistika
makrocytova anémie normalni ¢ko
| . &

WANE A i




Patologicke stavy spojené s makrocytozou

Deficit kyseliny listové

Deficit vitaminu B 12

Nemoci jater

Chronicky alkoholismus

Sideroblasticka anémie

Selhani kostni drenée

Hypothyreéza

Nadory

Hemolyticka anémie

Leky (azathioprin, cyklofosfamid, zidovudin, hydroxyurea)

Myelodysplazie ( 5q syndrom)



muz 67 let - prijat 6.1.2009 pro tézkou unavu,
slabost, tachykardii s palpitacemi
 pri prijeti velmi bledy + iktericky
* nechutenstvi, za 2 mésice zhubnul 10 kg
* bez noc¢nich potu, pruritu, febrilii
* obstipace (Guttalax), stolice svetle hnéeda,
kasovita, bez patol. primeési (neni melena ani krev)
* laboratorné: pancytopenie, vyrazne
makrocytova, hluboka anémie, vysoke LD



Krevni obraz:

Leu: 1,9, Ery: 1,21, HB: 56, HTC: 0,161, MCV: 132,8; MCH.
45 5: MCHC: 343; RDW: 19.2: PlIt: 43

rtc: 35 (5-25)

Dif.stroj. relativni: Ne:64,0; Ly:19,4, Mo:5,2, E0:0,3, Ba: 0,1

Dif.stroj. absolutni Ne: 1,4, Ly: 0,4, Mo: 0,1, Eo: 0,0, Ba: O;

Diferencial manualni: SEG: 80, Ly: 16, Mo: 4, : poly,

hemolyza, anisocytéza, makrocytoza, schistocyty,

hypersegmentace jader neutrofilu W S,



Jaterni testy: Bili: 50,9, Bili pr.: 7,4, ALT: 0,61, AST: 1,13,
GGT: 0,15, ALP: 0,82, Cholinesteraza: 64
Enzymy:, LD: 49,30

Transferrin: 1,58 '\ Ferritin: 520,4 /

Sérum spec.vysetieni: Vitamin B12: 54
Aktivni B12 (Holo TC): 2
... doporuceno gastroskopicke vysetreni k
vyloucCeni tu zaludku, které ale pacient odmita i
pres podrobne pouceni...
atroficka gastritida = prekanceroza




hypersegmentace neutrofilli , makrocyty

v

€

ovalocyty




VysSetirovaci metody v hematologii / s ery

Hemolytické anémie = rozpad erytrocytu

Vysetreni protilatek proti ery:

- Primy antiglobulinovy test (PAT)
(primy Coombstiv test)

- Neprimy antiglobulinovy test (NAT)
(neprimy Coombstiv test)

- Dalsi test: stanoveni haptoglobinu



PAT, primy Coombstiv test)

k prikazu autoprotilatek
(IgG) navazanych na povrch
erytrocytu.

Sérum proti lidskemu
globulinu (SAG) nebo anti-
C3 pridané do suspenze
testovanych krvinek zptsobi
aglutinaci erytrocytl
senzibilizovanych autoprotilatkou
navazanou na svém povrchu

Primy antiglobulinovy test - PAT




Neprimy antiglobulinovy test - NAT

- NAT, neprimy Coombsiiv test

- slouzi k prtikazu volné cirkulujicich (na krvinky
nenavazanych) autoprotilatek (IgG) v séru nemocného.

- Kompatibilni krvinky zdravého jedince jsou
inkubovany se sérem nemocného, a volné
protilatky se tak navazou na povrch téchto erytrocytd.

- Po vyprani volného séra a po pridani antihumanniho
globulinoveho séra (SAG) nebo anti-C3 do vzorku

dojde k aglutinaci — k

orikazu volnych autoprotilatek.

Step 1

Step 2

(Antiglobulin) |



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCJ-sl-GEn8gCFQa5FAod4bQEwQ&url=http://www.microbiologybook.org/French-immuno/immchapter7.htm&psig=AFQjCNG-KhHnGTt-Jx7PPcvZstJ3O8giIA&ust=1443712041944774
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Hemolyticka
anémie —
spotrebovani
haptoglobinu

haptoglobin
v plasmé

RBC *
lysis ‘

Y
Free hemoglobin (Hgb)

Y
Hgb dimers

Hp/Hgb
complex

. A
Hemoglobinemia (e xcess dime

|

Hemoglobinuria

Polypeptide
chain

B chain.

Unconjugated ;‘
> Heme = bilirubin

v

Fe

Unconjugated
bilirubin
Hepatocyte
Heme + globin —>aa
v
Unconjugated

Porphyrin —> " ilirubin

Conjt‘:gahed
bilirubin

Biliary {% *‘%
system | 4&@



POLYCYTEMIE = zvySeny pocet ery

P

Hemoglobin (g/l) ( 190,0 ) Leukocyty (10%/1) 11,5
— S

Erytrocyty (1012/1) 6.01 Neutrofilni segment 0,62
- || Neutrofilni tyc€

Hematokrit ( 0,58 0,03

Eosinofilni segment

Barevna koncentrace | 0,32

: Basofilni segment
Objem erytrocytu (fl) | 95,3

M
Retikulocyty 0,005 onocyt 0,06

Lymfocyt 0,29

Trombocyty (109/1) 628,0

pozn.: FW 0 za 1 hod



VysSetrovaci metody v hematologii /7
bily krevni obraz - Leu

Leukocyty

Granulocyty
- neutrofilni

- esinofilni

- basofilni
Agranulocyty
- lymfocyty

- Monocyty



Vysetrovaci metody v hematologii /7
Bily krevni obraz - Leu

Pocet leukocytu (White Blood Cells — WBC)
- v jednom litru krve
fyziologické hodnoty dospéli: 4,4 —10,0. 109/

Diferencialni rozpocet bilych krvinek ,,diferencial“
- zastoupeni jednotlivych typu bilych krvinek v periferni krvi

diferencial. granulocyty —  neutrofilni
basofilni
eosinofilni
monocyty
lymfocyty

- mikroskopické hodnoceni obarveného natéru periferni krve:
morfologie leukocytu, erytrocytu i trombocytu.




NALEZY V BILEM KREVNIM OBRAZE



NORMALNI HODNOTY DIFERENCIALNIHO
KREVNIHO OBRAZU

Leukocyty (10°/1) 3,6 —-9,6

Neutrofilni segment 0,50 - 0,75

Neutrofilni ty¢ 0,01 - 0,05

Eosinofilni segment 0,0-0,04

Basofilni segment 0,0-0,01

Monocyt 0,03-0,10

Lymfocyt 0,20 — 0,40




EAKTIVNiIi ZMENY

V DIFERENCIALNIM KREVNIM OBRAZE

Myeloblast

Vyzravani granulocytt

mw. \ 8

1

Promyelocyt Myelocyt ~ Metamyelocyt Neutrofilni Neutrofilni

tycka
=

segment




REAKTIVNI ZMENY
V DIFERENCIALNIM KREVNIM OBRAZE
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Myelocyte

Metamyelocyte

tycka )

Segmented
neutrophil

posun doleva = reakce na bakterialni infekci
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REAKTIVNI ZMENY
V DIFERENCIALNIM KREVNIM OBRAZE

Posun doleva vyplaveni mladSich forem neutrofilnich
Ieukocytu tycky, MC a MMC

O©@© @@@

Leukemoidni reakce: posun doleva az k myeloblastum




REAKTIVNI ZMENY
V DIFERENCIALNIM KREVNIM OBRAZE

lymfocytéza / polyklonalni / virové infekce
monocytoza — viroveé infekce

eosinofilie — alergické onem., parazitarni onem.



Priklady zmeén v bilé radé

Hemoglobin (g/1) 136
Erytrocyty (1012/1) 4,42
Barevna koncentrace | 0,35
Hematokrit 0,39
Objem erytrocytu (fl) | 88
Retikulocyty 0,003
Trombocyty (109/1) 654,0

Chronicka myeloidni leukemie

CO: mirna anisocytéza
alkalicka fosfazaza v leuko: O

Leukocyty (109/1) 2340
Neutrofilni segment 0,17
Neutrofilni ty¢ 0,23
Myeloblast 0,02
Promyelocyt 0,04
Neutrofilni myelocyt 0,28
Neutrofilni metamyelocyt 0,14
Eosinofilni segment 0,03
Basofilni segment 0,06
Monocyt 0,02
Lymfocyt 0,01
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Priklady zmeén v bilé radé

Hemoglobin (g/l) 109,0 Leukocyty (10°1) 129,0
Erytrocyty (1012/1) 3.95 Neutrofilni segment 0,03

_ Neutrofilni ty¢
Hematokrit 0,34

Eosinofilni segment
Barevna koncentrace | 0,32

Objem erytrocytu (fl) | 86,0 Basofilni segment
Retikulocyty 0,005 Monocyt 0,01
Trombocyty (109/1) 152,0 Lymiocyt 0,96

Chronicka lymfocytarni leukemie

pozn.: Gumprechtovy stiny 23/100



: ~  Burkittovy
. bunky "¢

lymfomové bunky
(MCL)

myelomova bunka




Slozeni a funkce krve: trombocyty destigky

— nejmensi z pevnych soucasti krve
- zasadni postaveni ve srazeni krve
- UCastni se na vzniku trombd6z a embolii

- nejsou bunkami, pouze {#
fragmenty cytoplasmy
obrovskych bunék,

megakaryocyttl (mgc). &
- mgc ]sou v kostni dreni g8

oy Trombgcyty agregafby

Flbrln




megakaryoblast—> promegakaryocyt —>  megakaryocyt

trombocyty | .
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Odber vzorku kostni drené

a/ Trepanobiopsie - histologické vysetreni

b/ Aspiracni punkce - cytologické vysetreni

1/ pri trepanobiopsii
2/ aspirace ze sternalni kosti



obiopsie - histologické vysetreni kostni dre
racni punkce kostni drené - cytologické vysetren

- Bone Marrow Aspiration and Biopsy

S Jamshidi
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http://www.cancer.gov/PublishedContent/MediaLinks/761729.html
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W82/ Vysetieni kostni dFer
O ’—J"’ : ybc \._rc_ s _'\_‘\/‘\\_\/\._ 58 S48 C‘_W_C

a/ Trepanobiopsie - histologickeé vysetreni

b/ Aspiracni punkce - cytologické vysetreni
b/ 1 pri b/2 aspirace ze

trepanobiopsii sternalni kosti

(. A
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Punkcni a sternalni jehla

| |




Trepanobioptické jehly




3/ Specialni vysetreni
- cytochemické vysetreni krevnich bunek
- cytogeneticke vysetreni bunék kostni drené

- molekularné biologické (cytogenetické) vysetreni

bunék kostni dfené a nadorové tkané
- imunofenotypizace (FACS)

- kultivace hematopoetickych bunék in vitro



Cytochemickeé vysetrovaci metody

— pomoci barevnych reakci prokazuji pritomnost
nékterych substanci, nebo enzymd, a tim umozni prokazat
prislusnost krevnich elementd k urcité vyvojové radeé.
Napriklad:

Reakce na zelezo - Ize prokazat pritomnost zeleza v
erytrocytech nebo erytroblastech.

Alkalicka fosfataza v leukocytech — pritomna v plazme
zralych neutrofilnich leukocytd.

Kysela nespecificka esteraza - u lymfocytl reakce
teckovita, u monocytt difuzni

PAS (Periodic Acid Schiff) — identifikace lymfoblasticke
populace, pozitivni i v erytroblastech erytroleukémii.




Cytogenetickeé
| molekularné biologické metody

- cytogenetické metody - priikaz translokaci gend

« U hematologickych onemocnéni je nalez klonu s
patologickym karyotypem dlikazem probihajiciho
maligniho procesu - napr. Philadelphia chromosom
u chronické myeloidni leukemie.

 Pri opakovanych vysetrenich v prtbéhu IéCby leukémii
umozni vysledek cytogenetického vysetreni
e posoudit uspésnost lecby
« potvrdit remisi choroby
« nebo odhalit blizici se relaps onemocnéni
U pacientl po transplantaci kostni dfené se pomoci

cytogenetickych metod sleduje uspesnost lecby.




Philadelphia chromosom
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Imunologické markery

 Slouzi k presne diagnostice typu zhoubnych krevnich
chorob

« CD (Cluster of Differention) klasifikacni systém

« pomoci pratokové cytometrie jsou urcovany
populace lymfocytl (T a B)

 jsou stanovovany antigeny, jejichz kombinace jsou
typické pro rtizné typy leukocytl a rlizna stadia zralosti

e napr. CD3 - T lymfocyty
. CD19, CD20, CD21, CD22 - B lymfocyty.



Onkologické markery

- vyznam pro sledovani a prognozu nadoroveho
onemocneni napr.

- Beta2 — mikroglobulin — pouziva se pro
monitorovani pacientl s mnohocetnym myelomem a
nadory lymfatického systému

- LD

- Ferritin — signifikantni pro lymfomy a leukémie



4/ Koagulacni vysetreni

Hemokoagulaé€ni testy

A. Globalni, skupinové, vyhledavaci:
1. parcialni tromboplastinovy ¢as (PTT), resp. aPTT,
2. tromboplastinovy test — Quickuv test (INR),
3. trombinovy Cas (TT),
4. konzumpcCni protrombinovy test,
5. retrakce koagula.
B. Specifické:
1. izolované urceni faktoru (1, Il, V, VII, VI, IX, X, XI, XII, XIII),
2. tromboplastinovy generacni test,
3. urceni antitrombinu lll.



4/ Koagulacni vysetreni - zakladni

Hemokoagulaé€ni testy
A. Globalni, skupinové, vyhledavaci:
1. parcialni tromboplastinovy cas (PTT), resp. aPTT

2. tromboplastinovy test — Quickiiv test (INR)



Koagulacni vysetreni
aPTT

Postaveni testu: pouziva se rutinn€, standardné pri predoperacnim
vysetreni, pri kontrole IéCby heparinem, dava se mu prednost pred TT

aPTT je zavisly predevsim na Cinitelich pocatecnich obdobi koagulace —
na faktorech XII, XI, IX, VIII a teprve ve druhé rade jsou zachyceny
faktory X, V, II, I.
Prod/louzeni:

- hemofilie A, B (nedostatek faktor( VIII, IX), vzacné XII, XI,

- DIC, hyperfibrinolyza (= konzumpce faktor(),

- ziskany (vetsinou prechodny) nedostatek f. VIII pri masivni krevni

transfuzi, po PNC,

- nedostatek faktord I, II, V, X,

- inhibitory krevniho srazeni = heparin,

- fyziologicky u kojencll



Koagulacni vysetreni
Prodlouzeni Quickova testu (INR):

- Vyznam spocCiva zejmeéna v kontrole lécby dikumariny (warfarin),
kdy se hodnoty udrzuji podle zakladni indikace:

- profylaxe (riziko trombozy, operace): INR = 1,5 az 2,5; (pfi nizSich
hodnotach INR (mezi 1,5-2,0) se uplatiuje spiSe antitromboticky nez
antikoagulacni efekt warfarinu);

- terapie trombdzy, profylaxe (ortopedické) operace: INR=2,0-3,0
- recidivujici trombdzy a embolie: INR = 3,0-4,0;

- nedostatek a chybéni faktoru Il, VII, X, V;

- pri poskozeni jaterniho parenchymu;

- DIC v pfitomnosti stépnych produktu fibrinogen//fibrin (= FDP);

- trombolyticka lé€ba;

- pfi léCbé heparinem, je-li koncentrace vysSi nez 1 IU/1 ml plazmy
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