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Doporudéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

1. Uvod

Natér periferni krve je zpravidla vySetfovan pfi podezieni na hematologické ¢i hemato-
onkologické onemocnéni. V nékterych ptipadech nam jeho zhodnoceni pomize urcit diagnozu,
¢i ndm pomuize v diagnostickém rozhodovani o dal$im postupu. Vysetreni indikuje osetiujici
lékar na zaklade zjistené anamnézy a klinického stavu pacienta. Ddle je nutné vysetieni doplnit
pri patologickych hodnotdich zdkladniho krevniho obrazu nebo pri patologickém diferencialnim
poctu leukocytit zjistéeném analyzatorem, lze osetrit preddefinovanym textem na zadance, napr.
Pri patologickych hodnotich KO indikuje vysetieni v plném rozsahu. Po konzultaci nalezu
s oSetrujicim lékarem si laborator vyzada zadanku na laboratorni vysetreni. Pti patologickém
nalezu v periferni krvi by mélo v indikovanych ptipadech nasledovat vySetieni kostni diené.

2. Vlastni hodnoceni

K hodnoceni se v soucasnosti pouzivaji dva postupy: manuadlni mikroskopické hodnoceni a
hodnoceni pomoci digitalni morfologie.

Hodnoceni natéru periferni krve se tyka:
1) hodnoceni poctu jadernych buné¢k (kvantitativni):
a. diferencialni pocet leukocytl (procentualni zastoupeni jednotlivych typ
leukocyti)
b. pocet erytroblasti na 100 leukocyti
2) hodnoceni poctu bun¢k na 1000 erytrocytt (relativni):
a. pocet schistocytli na 1000 erytrocyti
b. pocet trombocytti na 1000 erytrocytt
3) popisu morfologickych zmén
a. erytrocytt
b. leukocytl
c. trombocytd
4) popisu eventualné pfitomnych patologickych bunék, parazitt aj.

Hodnoceni se bézné provadi z natéru obarveného panoptickym barvenim dle May-Griinwald
Giemsa.

3. Manualni mikroskopické hodnoceni

Mikroskopické hodnoceni obarveného natéru zacind vzdy piehlednym zhodnocenim natéru pfti
mensim zvétSeni, teprve poté nasleduje vlastni hodnoceni krevnich bun€k (pfi zvétSeni 1000x).

1.1 ZvétSeni 200—400x

Slouzi pro ptehledné zhodnoceni natéru, kdy hodnotime:
a) bunécnost, kvalitu a obarveni natéru,
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Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spolenosti CLS JEP

b) rozlozeni jadernych bungk,

e hodnoti se ptitomnost bun¢k v koncovych a okrajovych ¢astech natéru (zde mohou byt
nahromadény velké a patologické bunky), i v hustych mistech natéru (zde se mohou
nachéazet mikrosrazeniny trombocytt, které v misté s nizs$i bunécnosti miizeme
ptehlédnout).

c) Malé zvétSeni nam také pomuize najit optimalni misto k pocitani leukocytti i k hodnoceni
morfologie vSech bunéénych elementt,

e u tézce leukopenickych vzorkl (napf. u diagnozy akutni promyelocytarni leukemie) se
v natéru periferni krve mohou nachazet leukemické promyelocyty jen zcela ojedinéle a
pfi vy$sim rozliseni by mohlo dojit k jejich prehlédnuti.

1.2 Hodnoceni pri zvétSeni 1000x

K hodnoceni si vybirame ¢ast natéru, ve které jsou bunky rovnomérné rozprostieny (erytrocyty
se neptekryvaji!). Nejéastéji se jedna o misto cca 1 cm od konce natéru (néktefi autori
doporucuji misto v rozsahu 1-3 ¢m od konce natéru).

Natér v mikroskopu hodnotime meandrovitym éi-bajenetovym rovnomeérnym pohybem objektivu
nad podloznim sklem pies vrstvu imerzniho oleje nejlépe na Sitku skla od jednoho okraje
k druhému (viz obr. nize), aby byl ndtér posouzen rovnomérné a reprezentativné. Nové jsou pro
zvetseni 1000 x dostupné i bezimerzni objektivy.

Meandrovité pohyby:
/ N\

|
.

1.3 Kvantitativni hodnoceni

\ /
/ N
N

a) Prii diferencidlnim poctu leukocytt v periferni krvi bézn¢ hodnotime za sebou jdoucich
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Doporudéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

100 leukocytti (pohyb po skle viz vyse), u patologickych nalezii ¢i pfi hodnoceni kontroly

kvality je v rdmci zptesnéni diagnézy doporucovano hodnoceni 200 i vice leukocytt.

e Ve fyziologickém natéru jsou pfitomny tyto elementy bilé fady: neutrofilni segmenty,
neutrofilni tyce, eozinofilni segmenty, bazofilni segmenty, lymfocyty a monocyty.

o Patologicky mohou byt v natéru periferni krve pfitomna vSechna vyvojova stadia
krevnich elementt, patologické hematologické buriky, vzacné pfi hematogennim
rozsevu 1 nehematopoetické maligni bunky a volné ¢i v krevnich elementech i krevni
paraziti (napf. malaricka plazmodia, Leishmania).

b) Pii pocetnim hodnoceni pfitomnosti erytroblastii je vy¢islime na 100 leukocytd (pocet
erytroblastti/100 WBC)

o Fyziologicky normoblasty nalézdme pouze u novorozencti do 3. dne od porodu.
o Patologicky u hemolytickych anémii, hematologickych i nehematologickych malignit,
pfi infiltraci kostni dfen¢ apod.

Vzorce pro korekci poc¢tu leukocytti vyuzivame v ptipadé ptitomnosti vice nez 5 %
erytroblast (NRBC), pokud princip analyzatoru neumoziuje poc¢et NRBC pfimo zméfit nebo
pokud pocet WBC neni pfistrojoveé pfimo korigovan na pocet NRBC:

1. vzorec z literatury (Dacie and Lewis Practical Haematology, 10" edition)

Korigovany po¢et WBC (x 10°/L)

= Nekorigovany poc¢et WBC (x 10°/L) - (Nekorigovany poget WBC x NRBC (%) /100)

2. v CR pouzivany vzorec (ptivod nedohledatelny)
Nekorigovany po¢et WBC (x 10°/L) x 100

Korigovany poet WBC (x 10°/L) =
Relativni po¢et NRBC (%) + 100

V soucasné dobé moderni hematologické analyzdtory samostatné pocitaji pritomné
erytroblasty (parametr NRBC) a celkovy pocet leukocytii je udavan jiz korigovany, tedy bez
zapocitani erytroblastii.

1.4 Hodnoceni relativniho po¢tu

a) pocet schistocytti (schizocytll) — hodnotime pocet pfitomnych mechanicky poskozenych
erytrocytll (véetné keratocytl, mikrosférocyti, fragmentl erytrocyti) na 1 000 erytrocyti
(zapis: po&et schistocytii/1 000 ery, viz doporu¢eni CHS)

b) pocet trombocytl — orientacni vySetieni, které se vyuziva napft. pfi podezieni na
pseudotrombocytopenii — opét se spocita pocet trombocytl na 1 000 erytrocytt a dle
vzorce (viz dale) se piepocita pocet trombocytl na litr erytrocyti:

zjistény pocet trombocytti X RBC (RBC = pocet erytrocyti/L)
1000

1.5 Hodnoceni morfologickych zmén
provadime po prohlédnuti celého natéru a popisujeme
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Doporudéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

1) Leukocyty:

a) celkova charakteristika bunky — velikost bunék (malé, stfedni, velké); tvar bunek; N/C
(nukleo-cytoplazmaticky pomér)

b) charakteristika jadra — velikost; tvar; ulozeni (uprostied, excentricky); ohraniceni; struktura
chromatinu (jemna, hrubd); jadérka (pfitomnost, pocet)

c) charakteristika cytoplazmy — zbarveni v¢. homogenity; granulace (pfitomnost, pocet,
zbarveni, velikost, distribuce); ptitomnost inkluzi a vakuolizace; ohraniceni cytoplazmy
(pravidelné kontura, vybézky, neohrani¢ené).

Takto popisujeme napf.:

a) u granulocytl:

e hypersegmentaci neutrofilti (pfi posunu doprava),
e Pelgerovu-Huétovu anomalii ¢i jeji pseudoformu,
o megaloidni (obrovské) tyCe ¢i metamyelocyty,
e pfitomnost polykaryocytt,
e ruzné poruchy granulaci (hypo-, hypergranularita, toxicka granulace),
e pfitomnost Dohleho inkluzi, Auerovych ty¢i,
e intracelularnich pfitomnost parazitt

b) u lymfocyti:

e pocet a aktivitu LGL (mohou fyziologicky tvofit 10—15 % z celkového poctu lymfocytt
v periferni krvi),
« reaktivni lymfocyty,
 atypické/patologické formy lymfocyti (napf. ,,vlasaté* ¢ili ,,vilozni“ lymfocyty,
prolymfocyty, lymfomové buiky apod.),
c) také si vSimame ptitomnosti holych jader a jadernych stind.
2) Trombocyty:
a) orientacné odhadujeme pocet,
b) popisujeme velikost (normalni, mikro — ¢i makroformy), ¢i anizocytdza trombocytu,
c) popisujeme granulaci — hypo/agranularni trombocyty, centralizace granul,

d) rozlozeni v natéru — shlukovani — trombocytarni agregaty, satelitismus trombocytt
(trombocyty adheruji nejcastéji na neutrofilni segmenty).

3) Erytrocyty:

a) velikost erytrocytli — normocyty, mikrocyty, makrocyty a jejich izo — ¢i anizocytoza,

b) zbarveni erytrocytti — normochromni, hypo — ¢i hyperchromni, polychromazie;

¢) zmény tvaru — piehledn€ uniformita ¢i naopak poikilocytéza (smés riznych tvart
erytrocytl), dale sférocyty, teréovité erytrocyty (target cells), dakryocyty (erytrocyty tvaru
kapky), anulocyty, schistocyty (fragmenty erytrocytil), ovalocyty, eliptocyty, akantocyty
(erytrocyty s ostrymi, nepravidelnymi vybézky plazmy), echinocyty (erytrocyty
spravidelnymi, krat§imi a zaoblenymi vybé&zky), drepanocyty (srpkovité erytrocyty),
stomatocyty (projasnéni ve stiedu erytrocytu tvaru ust), keratocyty (horned cells = ,,rohaté*
buiiky) a dalsi,
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Doporudéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

d) pfitomnost inkluzi — bazofilni teckovani, Howellova-Jollyho téliska, Cabotovy prstence,
Pappenheimerova téliska,

e) pritomnost parazitli — napi. malaricka plazmodia,
f) penizkovaténi (rouleaux — nelze hodnotit v hustém natéru), aglutinace.

Pro pfesnéjsi hodnoceni a napt. porovnavani nalezti u jednotlivych pacienti, lze vyuzit
nasledujici tabulku:
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Doporudéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

Morfologie erytrocytii — urceni stupné poruchy

Morfologie Semikvantitativni hodnoceni
Polychromazie

1+ = 1az5/zorné pole
Dakryocyty 2+ = 6az 10/ zorné pole
Akantocyty 3+ = >10/zorné pole
Stérocyty
Ovalocyty/eliptocyty
Erytrocyty bizarnich tvarti 1+ = 3az10/zorné pole
Tercovité erytrocyty 2+ = 11 az20/ zorné pole
Stomatocyty 3+ = > 20/ zorné pole

1+ = agregaty 3 — 4 erytrocytd
Penizkovaténi — rouleaux * 2+ = agregaty 5 — 10 erytrocytl

3+ = Cetné agregdty s 0j. volnymi erytrocyty
Schistocyty (schizocyty) > 1 na 1000 erytrocytti

Drepanocyty (kvantitativng)

Drepanocyty (nekvantifikované) Semikvantitativni hodnoceni se neuziva (hodnoti
se jako pozitivni nebo negativni nalez).

Bazofilni te¢kovani

Pappenheimerova téliska
Howell — Jollyho téliska

* nutné odlisit od aglutinace!!

4. Mikroskopické hodnoceni pomoci digitalni morfologie

Pristroje urcené k digitalnimu hodnoceni morfologie krevnich bunék maji zabudované
mikroskopické jednotky a software s rozsahlou databazi obrazkii bunek. Snimaji urcenou cast
skla, vyhledavaji jaderné bunky, porovnavaji je s databazi a predbézné je zarazuji do
Jjednotlivych bunecnych kategorii; zaroven hodnoti i morfologii erytrocytit a trombocytii v
samostatnych oknech. Laboratorni persondl poté vSechny buiiky vizualné overi, pripadné upravi
jejich zarazeni a provede konecné morfologické hodnoceni. V digitalni morfologii se pouziva
stejné hodnoceni bunéek jako u manudlni mikroskopické analyzy.

5. Zdroje chyb v hodnoceni

a) Spatné provedeny natér
- velmi silny, husty,
- velmi tidky, tenky,
- bez ,,koncu*,
- s aglutinaci erytrocytd ptfi nedostate¢ném nahtati vzorku a podloZniho skla pti pfitomnosti
chladovych aglutining,
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- natér z vysrazen¢ho vzorku.
b) Nekvalitni barveni
- star¢ barvy,
- §patné pH,
- Spatna/nedostatecna fixace,
- barveni nedostate¢né zaschlého natéru,
- ,rychlé barveni®.
¢) Nevhodné misto k diferenciaci
- natér nebyl ptehlédnut na malém zvétSeni.
d) Nedostatecné zvétseni pii hodnoceni morfologie.
e) Nekvalitni imerzni olej s nedostate¢nym otfenim skla po hodnoceni a nasledné hodnoceni po
delsim case.

6. Zapis a archivace vysledku

Vysledek hodnoceni natéru periferni krve vzdy zahrnuje ¢iselné hodnoty jednotlivych typt
leukocytl a popis morfologie leukocytil, erytrocytil, trombocyti, ptipadné dalSich nalezenych
bunck.

Papirove a elektronické vysledky se archivuji 5 let od vysSetient (dle vyhl. 444/2024 Sb.).

7. Legislativa a normy

Pro orientaci jsou uvedeny piiklady ne¢kterych zakladnich norem, které maji vztah ke kontrolni

¢innosti.

1. CSN ENISO/IEC 17043: Posuzovani shody — Vieobecné pozadavky na zkouseni zpiisobilosti

2. CSNENISO 15189 ed. 3:2023 Zdravotnické laboratore — Pozadavky na kvalitu a
kompetenci

3. Zima T., Kratochvila J., Budina M.: Klin. Biochem. Metab., 28 (49), 2020, No. I, p. 35-36:
Doporuceni: Systém externitho hodnocent kvality (EHK)

4. Vyhlaska 444/2024 Sb. o zdravotnické dokumentaci

8. Webové adresy souvisejici s hodnocenim natéri

o http://www.sekk.cz — zalozka: Infoservis (Text prednasky: Morfologie erytrocytu,
morfologické kvizy).

e http://telemedicina.med.muni.cz/telehematologie/index.php

e http://pathy.med.nagoya-u.ac.jp/atlas/doc/

e http://image.bloodline.net/category.html

o http://library.med.utah.edu/WebPath/ HEMEHTML/HEMEIDX.html

e http://www.siumed.edu/~dking2/intro/bldsmear.htm

9. Pouzité zkratky
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large granular lymphocytes

NRBC normoblasty

RBC
WBC

red blood cells (erytrocyty)
white blood cells (leukocyty)
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