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1. Uvod

Toto doporuceni se tyka postupu pri pripravé a barveni natéru periferni krve, barveni
aspirati kostni drené a, dle potreby, barveni preparatii dalsich télnich tekutin (napr.
cytospinové preparaty ci otisky (napr. uzliny)) pri pouziti May-Griinwald-Giemsa barvici
techniky. Zahrnuje také potiebné kontroly tohoto postupu.

Je rozdeéleno dle toho, zda se natéry a barveni provadi manualné, ¢i jsou vyuzivany automaty.

2. Princip

Panoptické barvici technika je zdkladni postup barveni v hematologii. Vyuziva k postupnému
barveni natéri:
a) roztok May-Griinwald — slozeni: eozin Y, metylenovd modf, metylalkohol, glycerol,

b) roztoku Giemsa-Romanowsky — sloZzeni: metylenova modi, azur-eozin, azur II,
metylalkohol, glycerol.

Zakladem tohoto postupu je pouziti dvou barviv:
a) Aniontové (kyselé) barvivo eozin Y se vdze na kationtové Casti molekul proteind a
barvi oranZovocervené hemoglobin a eozinofilni granula.
b) Kationtové (zasadité) barvivo azur B se vaze na aniontové casti molekul a barvi
modroSed¢ nukleové kyseliny (DNA nebo RNA), nukleoproteiny, granula bazofila a
sekundarni granula neutrofilt.

Pti barveni vznikaji dle struktury bunécné slozky razné kombinace téchto dvou zékladnich
barviv.

Tzv. ,,rychlé barveni* neni vhodné k barveni ndaterii periferni krve ani aspiratu kostni drené.

3. Odbér a manipulace s biologickym materialem

v’ periferni krev ¢i aspirat kostni diené odebrany do nadobky se soli EDTA (nejastéji
K;3EDTA), nativni aspirat kostni diené
v’ stabilita vzorku periferni krve do zhotoveni natéru: max. 5 hodin (pfi laboratorni teplot&) —
optimaln¢ do dvou hodin
v’ vzorek aspiratu kostni dfené odebrany 1ékafem pii punkci je nezbytné okamzité po odbéru
natfit na podlozni sklo
v’ uchovani natéru na skle do doby vysetieni:
e fixovany nenabarveny natér lze skladovat aZ n€kolik tydni pfed vlastnim barvenim
(pti laboratorni teplot¢)
e fixovany a nabarveny natér vydrzi az nékolik let (pfi laboratorni teplot¢)
e nefixovany natér nelze dlouhodobé skladovat

3.1 Zhotoveni natéru periferni krve a kostni diené
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Mala kapka krve se umisti na stredni c¢are podlozniho skla asi 1,5 cm od jeho uzsi hrany.
Roztiraci sklo je pod urcitym uhlem posunovano od stiedu podlozniho skla ke kapce krve,
ktera se po dotyku s nim rozprostre po celé délce jeho hrany. Velikost uhlu je dana
hematokritem a potrebou spravné hustoty natéru (nejcastéji je uhel asi 30-40°).
Rovnomeérnym tahem roztiraciho skla po podloznim skle smérem od kapky je rozetiena
veskerd krev nebo drenovy aspirat s casteckami kostni drené. Pri spravné provedeném roztéru
nedosahuji okraje nateru v zadném misté hrany podlozniho skla.

Pri natéru aspiratu kostni drené je po rozprostreni kapky (musi to byt prvni nasati vzorku o
maximalnim objemu 0,3ml drené) na hrané roztiraciho skla pouZito cisté podlozni sklicko
nebo je rozprostreni kapky na hranu roztiraciho sklicka provedeno v mirné naklonéné Petriho
misce.

Kapka
krve

/

Foztérova sklo

—

Podlozn skle
30— 40°
UThel sklonu
roztéroveho skla
[
Smér pohybu
-—

Matér
4. Manualni barveni

4.1  Spotiebni material

e celulozova vata — piitezy, ¢tvereCky

e ochranné rukavice

e podlozni skla

e roztérova skla

o Pasteurova pipeta nebo specialni aplikdtory k nandSeni krve z odbérové nadobky na
podlozni sklo

42 Reagencie

4.2.1  Zékladni reagencie

metanol
roztok May-Griinwald
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- uchovéavat pii laboratorni teploté, pouzivat do data exspirace
e roztok Giemsa-Romanowsky
- uchovavat pfi laboratorni teploté, pouzivat do data exspirace
e fosfatovy pufr pH 6,7 — 6,8
- uchovavat v lednici, pti teploté 2 — 8 °C
- rozpis pro piipravu 5000 ml
127 ml 0,067 mol/l KH,PO4 + 123ml 0,067 mol/l Na,HPO4 + doplnit do 5000 ml
deionizovanou vodou
- zékladni pufry:
- 0,067 mol/l KH,PO4: 9,07 g + doplnit do 1000 ml deionizovanou vodou
- 0,067 mol/l Na,HPOg: 9,45 g + doplnit do 1000 ml deionizovanou vodou

4.2.2  Pracovniroztoky

e roztok 1: pracovni Cisty roztok May-Griinwald - uchovavat v prikryté kyveté pii
laboratorni teploté, prislusny objem dolévat roztokem May-Griinwald dle potteby; cely
objem vymeénovat dle potieby

e promyvaci roztok 2: fosfatovy pufr pH 6,7 — 6,8; vyménovat dle potieby

e roztok 3: fedit 1 dil roztoku Giemsa-Romanowsky (pied pouzitim prefiltrovat) s 9 dily
fostatového pufru pH 6,7 — 6,8; uchovavat v prikryté kyveté pii laboratorni teploté; cely
objem vymeénovat dle potieby

e promyvaci roztok 4: ¢isty fosfatovy pufr pH 6,7 — 6,8; vyménovat dle potieby

e promyvaci roztok 5: ¢isty fosfatovy pufr pH 6,7 — 6,8; vyménovat dle potieby

43 Pracovni postup

4.3.1 Fixace natéril (pro archivaci natéru k dalSimu pouZziti)

Fixace natérii je nezbytnd v ptipadé uchovdvani nenabarvenych skel, pro rutinni barveni
natérl se nevyzaduje.
e Rovnomérné natéry krve na skle je nutné nechat minimalné€ 10 minut dostatecné zaschnout
pii laboratorni teploté, nateéry aspirdatu kostni direné nejlépe 2 hodiny, vyvarovat se vihkého
a prasného prostredi.
- Pokud se natery pripravuji mimo laborator, je nezbytné je transportovat v uzavieném
boxu/krabicce.
o V kyveté¢ fixovat natéry periferni krve 5 minut a aspiratu kostni direné 20 minut metanolem
(metanol nesmi ptijit do kontaktu s vodou).

o Natéry nechat zaschnout.

4.4 Barveni natéra

e V prvni kyveté natéry barvit 10 minut roztokem 1 (fixacni roztok nesmi pfijit do kontaktu
s vodou)

e Ve druhé kyveté natéry oplachovat roztokem 2.

e Ve tieti kyveté natéry barvit 10 minut roztokem 3.

e Ve Ctvrté kyveté natéry oplachnout roztokem 4.

e V paté kyveté natéry oplachnout roztokem 5.

o Natéry fadné oplachnout pod tekouci vodou a nechat zaschnout.
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Poznamka: barveni skel na miizce ¢i na barvicim stolku je méné vhodné, mize zpusobovat
arteficidlni zmény v ndtéru (vysychdni, krystalizace barvy); pri tomto postupu barveni je
vhodna prace v digestori.

5. Natérovy a barvici automat

5.1  Spotiebni material

e celulézova vata — piitezy, Ctverecky
e ochranné rukavice

e specialni podlozni skla pro pouZivany automat
5.2 Reagencie

5.2.1  Zakladni reagencie

metanol
fixacni roztok May-Griinwald
barvici roztok Giemsa-Romanowsky
fosfatovy pufr pH 6,7 — 6,8
pripadné roztoky specifické pro dany automat

5.2.2  Pracovni roztoky

e specifické roztoky pro dany automat

5.3 Zhotoveni natéru automatem

5.3.1  Fixace natért (pro archivaci natéru k dalSimu pouZziti)

e fixace nateru dle platného protokolu pro dany automat

5.4 Barveni natéru

fixace a barveni naterii dle platného protokolu pro dany automat

6. Kontrola kvality

Kvalitn€ nabarvené natéry jsou zasadni pro spravnou diagnostiku. Proto je nutné pfti jejich
piipraveé dodrzovat alespon nasledujici minimalni pozadavky.

6.1 Preventivni zasady pro spravné barveni

a) Odbér vzorku krve do spravného protisrazlivého cinidla (soli EDTA).

b) Spravné provedeni natéru.

c) Dostatecné zaschnuti natéru pii zamezeni nadmérné vlhkosti okolniho vzduchu (chladici
jednotky v laboratotich).

d) Zamezeni vlhkosti v roztocich (jiz 1% pfimés vody v metanolu mize znemoZnit spravnou
interpretaci vysetteni, zvlasté je ovlivnéna morfologie erytrocytil).

e) Pfi manudlnim barveni je vhodné pracovat v uzavienych kyvetach, predchazi se tim
vyparovani metanolu (pozor také na toxické vypary) a vysrazeni barev na sklickach. Pii
barveni na miiZce ¢i barvicim stolku je vhodné pracovat v digestofi (odtah toxickych par
metanolu).
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f) Pfi praci nabarvicich automatech je tfeba s ostatnimi zdsadami dodrzovat pokyny
vyrobce.
g) Vcasna fixace: nejlépe barvit natéry ithned po zaschnuti.

e Pokud toto neni mozné, potom je vhodné natéry nejpozdéji do 5 hodin po natfeni a
zaschnuti fixovat metanolem u periferni krve po dobu 5 minut, u aspiratu kostni
drene 20 minut (optimalni je provést fixaci do jedné hodiny od zhotoveni natéru) —
fixované natéry je mozné skladovat po neomezenou dobu.

h) Pouziti Cerstvé nafedénych barvicich roztok.

e PouzZitelnost roztoku je dana poctem nabarvenych skel, roztok nemé byt pouzivan déle
jak 24 hodin.

e Barvi-li se vpribéhu dne vetsi pocet skel, doporucuje se ptipravit Cerstvé roztoky
nekolikrat.

6.2 Kontroly pfed barvenim natéru
Vzdy se musi ovérit
a) Kvalita skel (nepouzivat poskozend, zaspinénd, mastna skla apod.).
b) Délka, Sifka a sila natéru,
¢) Dodrzovani doby exspirace vSech reagencii (pozor na ptipadné vysrazeni barvicich
roztoki),
d) Skladovani reagencii - vedle splnéni pozadavka vyrobce je vhodné:
e barvici roztoky uchovavat ve tmg,
e pii skladovani diagnostik dodrzovat piedepsanou teplotu — zména teploty muze
zpusobit vysrazeni barvicich roztokd,
e barvici roztoky nesmi zmrznout, proto pozor na piepravu reagencii v zimnich
mesicich,
e reagencie nesmi byt vystaveny vysSSim teplotam — dochazi k odpafovani roztoki
(predevsim metanolu)
e) Mnozstvi fixacnich a barvicich roztoki a pufiti v kyvetach
f) Pufr:
e makroskopicky: pufr je bez viditelnych pfimési a zmén (vysraZené soli, plisen)
e odpovidajici pH

6.3 Kontroly po nabarveni natéru

Preventivni kontrolu je vhodné provadét s kazdou novou sérii pfipravenych fixa¢nich a
barvicich roztokii a v prvni barvené sadé skel.
Pro tuto kontrolu pouzivame natér krve od zdravého jedince, ptipadné od vhodného pacienta.
Natér hodnotime makroskopicky a mikroskopicky.
Makroskopicky ovéfujeme zbarveni:
o Krevni natéry a natéry aspiratu kostni diené maji byt zbarveny purpurove
- je-li zbarveni natéru do modra, pufr ma vyssi hodnotu pH nebo natér je prebarveny
- jeli zbarveni do rtizova, pufr ma niz8i hodnotu pH nebo natér je nedobarveny
- (odstiny zbarveni natérii se mohou v jednotlivych laboratofich lehce liSit)
Mikroskopicky hodnotime jednotlivé elementy, které maji byt:
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e Erytrocyty ruzovoSede¢, erytroblasty — cytoplazma dle stadia vyvoje (bazofilni,
polychromatofilni, ortochromni/oxyfilni), jadra tmavé fialova s typickou loukotovitou
strukturou chromatinu

e Trombocyty tmavé rtizoveé, megakaryocyty - jadra tmavé fialova, cytoplazma — tmave

rizova granulace

Leukocyty — jadra tmave fialova

Eozinofily — granula jasné oranZzova

Neutrofily a granulované lymfocyty — granula purpurova

Bazofilni teckovani erytrocyt ma byt modré.

Kontrolovat je nutné
o [ —2skla v kazdé noveé pripravené sérii barvicich roztokii pri manudlnim barveni;

e pri uzivani barviciho automatu 1- 2 skla u kazdé nové Sarze pouzivanych diagnostik,
pripadné po vétsi udrzbé automatu.

6.3.1 Zbarveni natéri je dano:

e Vlastnim barvenim a barvicimi roztoky,

e Typem biologického materidlu (periferni krev, kostni dren, atd.)

e Vlastnostmi biologického materidlu (vysoky ¢i nizky hematokrit, paraproteinémie,
bunécnost).

Poznamka: Jestlize jsou na natérech patrné rozdily v barvitelnosti bunék (viz vyse) ve

stejném barvicim cyklu a ve stejné barvici lazni, potom je barveni v poradku a zmény

v obarveni jednotlivych nateri jsou dany typem odebraného biologického materialu (vysledek

barveni muze byt ovlivnén i bunécnym slozenim).

6.4 Kontrola zarizeni

a) Pro spravné hodnoceni natérii je potfeba mikroskopy pravidelné cistit, sefizovat a
kontrolovat mechanické a optické Casti (v zahrani¢ni literatufe se pouziva pojem
kalibrace). Udrzbu mikroskopt je vhodné provadét 1x roéné servisnim technikem, ale
tento interval je velmi individudlni a zavisi na frekvenci pouzivani mikroskopu, jeho stari
a kvalité.

b) Objektivy je nutné Cistit po kazdém pouziti.

c¢) Pro natérovée a barvici automaty je nutné dodrzovat pokyny vyrobce a provadet
pravidelnou validaci pristroje.

7. Zdroje chyb

7.1 PFi provadéni natéru krve €i aspiratu kostni dfené na sklo
a) Silny natér po celé délce skla.
b) Sklo nebylo fadn¢ odmasténé (v natéru jsou mastna oka).
c) Sklo nebylo ptikryté, je pokryté prachovymi Casticemi (natér je strakaty).
d) Natér je ukoncen silnou vrstvou a nepiechazi ,,do ztracena® (roztérové sklo bylo pti
ukonceni natéru prudce zvednuto).

e) Natér s nerovnomérné rozlozenymi jadernymi bunikami (na roztérové sklo se ptilis
tlacilo, natér byl proveden pod tlakem, ptip. bylo nekvalitni roztérové sklo).

Strana 7 (celkem 10)




Dokument: Platnost od: 1. 1. 2014

0 Ptiprava a barveni natéru periferni krve a Vydani: 2013

aspiratu kostni diené
Ceské hematologické
spolecnost CLS JEP

f) Nespravny sklon roztérového skla (mize napt. dojit k rozdrceni bunék).

7.2 Zdroje chyb pri barveni
a) Kyselé pH zplsobi rizové zbarveni natért, zasadité pH modré zbarveni natéra.
b) Dojde-li pfi oplachovani natéru k jeho ,,smyti“, znamena to, ze natér nebyl dostatecné
zaschly nebo fixovany.
c) Staré krevni natéry ¢i natery aspiratu KD byvaji Casto piebarvené.
d) Modré pozadi nateru (mimo buiky) miize byt zpiisobeno
- nedostatecnou fixaci,
- nedostatecnym oplachem,
- dlouhodobym skladovanim nefixovaného natéru,
- pritomnosti patologickych imunoglobulinii ve vzorku.

8. Uchovani natéra

a) Nenabarven¢, nefixované — vhodné zpracovat do 5 hodin,
b) Nenabarvené, fixované — je moZné uchovavat po neomezenou dobu (natéry periferni
krve nejlépe po dobu 1 mésice, aspiraty kostnich dieni po dobu 10 let),
c) Nabarvené — je mozn¢ uchovavat po neomezenou dobu (natéry periferni krve nejlépe po
dobu 1 mésice, aspiraty kostnich dfeni po dobu 10 let).
Pro uchovéavani obarvenych natérti je nezbytné zbavit natér imerzniho oleje oplachem nebo
otérem (Setrny prostredek je napt. ether nebo benzin lékarsky).
Poznamka: Zbytky oleje mohou buiiky znehodnotit (dle typu oleje jiz druhy den) a natéry se
stavaji nehodnotitelnymi. Pred zvazovanim ndkupu nového imerzniho oleje je vhodné si jeho
kvalitu v praxi otestovat (natéery kontrolovat i nékolik dni po sobé — nékteré oleje jiz druhy den
Jjakoby bunky prodeéravi a ndsledné zcela ,, rozpusti).

9. Bezpecnostni aspekty

e Roztok May-Griinwald: obsahuje metanol, ktery je toxicky pfi vdechnuti, pii styku s kiizi
a pri poZiti.
e Roztok Giemsa-Romanowsky: obsahuje metanol, toxicky pti vdechnuti, pfi styku s kiizi a
pii poZiti.
e Metanol: toxicky pti vdechnuti, pfi styku s kiizi a pfi poziti.
Poskytnuti prvni pomoci u téchto latek véetné zasazeni oci: viz prislusny bezpecnostni list.
Likvidace biologického odpadu a nebezpecnych latek, skladovani nebezpecnych latek a
horlavin — viz prislusna legislativa, normy a smérnice zdravotnickych zarizeni.
Pozn.: u vsech latek, které jsou oznaceny nebezpecnostnimi symboly, je nutné dodrzovat
pokyny pro praci s chemickymi latkami (viz. Bezpecnostni listy).

o Fosfatovy pufr: neni nebezpecna latka
10. Poznamky

10.1 Umyvani skel
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Umyvani skel (pokud je nutné) by mélo byt provadéno dle ovétenych postupti a popsano
v SOP.

a)
b)
©)

d)

11.

Vlozit skla na 24 hodin do Ccisticiho roztoku (pouziva se b&ézn€¢ natfedény sapondt
pouzivany v umyvarn¢ na oddéleni).

Po vyjmuti z Cisticiho roztoku promyvat proudem tekouci vody a potom provést oplach
deionizovanou vodou.

Oplachnuta skla namocit do lihobenzinu a potom jedno po druhém osuSit a vylestit
Cistym platnem.

Cista skla prikryt nebo je uloZit do krabicky.

Dokumentace

Pracovisté by mélo mit vypracovan SOP na barveni a kontroly. O provadénych kontrolach je
nutné vést zaznamy.

12.

Legislativa a normy

Pro orientaci jsou uvedeny priklady nékterych zakladnich norem, které maji vztah
k laboratorni prdci a ke kontrolni cinnosti.

1.

13.

CSN EN ISO/IEC 17025:2005 Vseobecné pozadavky na zpiisobilost zkusebnich a
kalibracnich laboratori. UNMZ Praha 2005.

CSN EN ISO 15189:2007 Zdravotnické laboratore — Zvldstni pozadavky na kvalitu a
zpusobilost. UNMZ Praha 2007.

CSN EN ISO 17511:2004 Zdravotnické prostiedky pro diagnostiku in vitro — Méreni
velicin v biologickych vzorcich — Metrologicka sledovatelnost hodnot prirazenych
kalibratorum a kontrolnim materialiim. UNMZ Praha 2004.

Webové adresy souvisejici s problematikou barveni

V nasledujicim textu jsou uvedeny priklady webovych adres, kde lze nalézt podrobnéjsi
informace o kontrole kvality v klinickych laboratorich.

v

v

14.

CAP — College of American Pathologists, nejvéetsi kontrolni program USA
http.://www.cap.org/apps/cap.portal? nfpb=true& pageLabel=accreditation

CLSI — Clinical and laboratory standards institute (USA — Ustav pro tvorbu pokynii a
norem v laboratorni mediciné) — http://www.clsi.org/

ICSH — International Council for Standardization in Haematology (Mezindrodni vybor
pro standardizaci v hematologii) — http://www.icsh.org

ISO — International Organization for Standardization;, Mezindrodni organizace pro
normalizaci — vydava mezinarodni normy: http://www.iso.org

Laboratory hematology — laboratorni hematologie
http.//www.laboratoryhematology.com/

WHO — World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)
http://www.who.org./

Pouzité zkratky
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EDTA etylendiaminotetraoctova kyselina

ISO Mezinarodni organizace pro normalizaci (International Organization for
Standartization)

MGG May-Griinwald-Giemsa

SOP Standardni Operacni Postup

VKK Vnitini kontrola kvality

WHO World Health Organization (Svétova zdravotnické organizace)
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