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Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

1. Uvod

Text poskytuje doporuceni, jak postupovat pfi ptiprave a barveni natért periferni krve, natéru aspiratu
kostni dfené, preparath télnich tekutin (likvor, ascites, kloubni, pleuralni a perikardialni tekutina a
bronchoalveolarni lavdz) a tkéni (pf. otisk uzliny ¢i trepanobioptického valecku) pii pouziti
Pappenheimovy panoptické barvici techniky. Uveden je také piehled potfebnych kontrol tohoto postupu.

Doporuceni je rozdé€leno dle toho, zda se natéry a barveni provadi manudlné nebo na natérovych a
barvicich automatech.

2. Princip barveni

Pappenheimova panopticka barvici technika je zakladni postup barveni v hematologii, pfi které se

pouziva dvou zékladnich roztokd:

a) roztok May-Griinwald — sloZeni: eozin Y, metylenova modf, metylalkohol, glycerol,

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

Zakladem barviciho mechanismu je pouziti dvou barviv obsazenych v roztocich MGG:

a) aniontové (kyselé) barvivo eozin Y (tetrabromofluorescein), které_se vaze na kationtové Casti
molekul proteinil a barvi oranZovocervené¢ hemoglobin a eozinofilni granula.

b) kationtové (zasadité) barvive azur B (trimethylthionine), které se vaze na aniontové casti
molekul a barvi modrosedé nukleové kyseliny (DNA nebo RNA), nukleoproteiny, granula bazofilt
a sekundarni granula neutrofild.

Pti barveni vznikaji dle struktury bunécné slozky ve vzorku rizné barevné kombinace téchto dvou
zakladnich barviv. Standardni metoda vyuZzivajici Cisté barvy byla navrzena ICSH v roce 1984. Bé&zn¢
laboratorn€ vyuzivané barvy by mély spliiovat takové fyzikalné-chemické vlastnosti, které zarucuji
jejich dostatecnou chemickou Cistotu (pfedevsim dostateCny obsah zakladnich barvicich slozek).

3. Odbérové zkumavky, stabilita, transport a manipulace
s biologickym materialem

Pro barveni 1ze pouZzit mikroskopicky preparat zhotoveny z Cerstvé kapilarni krve bez antikoagulacniho
C¢inidla, vzorek periferni krve ¢i aspiratu kostni dfené odebrany do nadobky se soli EDTA (nejcastéji
K3EDTA), nebo z nativniho aspiratu kostni diené, t€lni tekutiny, otisku uzliny ¢i trepanobioptického
valecku.

Stabilita vzorku periferni krve v soli EDTA do zhotoveni natéru je max. 5 hodin pfi laboratorni
teploté. Optimalné by vSak mél byt zpracovan do 2 hodin a pfed samotnou piipravou dikladné
promichan.

Vzorek aspiratu kostni dfené odebrany Iékafem pti punkeci je nezbytné okamzité po odbéru natiit na
podlozni sklo nebo pfenést do zkumavky se soli EDTA (takovy vzorek je nutno zpracovat co mozna
nejdiive po odbéru).). Pokud se natéry aspiratu kostni diené piipravuji mimo laboratof, je nezbytné je
transportovat v uzavieném boxu.

Vzorek télnich tekutin je stabilni 2 hodiny od odbé&ru; do laboratofe by mél byt dopraven do pul hodiny
od odbéru a nesmi byt transportovan potrubni postou.

Piiprava a barveni niatéru periferni krve, aspiratu kostni direné a télnich tekutin, véetné
kontrolni ¢innosti
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Doporudeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

4. Manualni zhotoveni natéru a barveni

4.1. Zhotoveni natéru

a) Periferni krev

Malé kapka krve se umisti (napf. pomoci kapilary ¢i pipety) do stfedu kratsi hrany podlozniho skla asi
1,5 cm od okraje sklicka. Roztérové sklo je posunovano od stiedu podlozniho skla ke kapce krve, ktera
se po dotyku s nim rozprostte po celé délce jeho hrany. Rovnomérnym tahem roztiraciho skla po
podloznim skle smérem od kapky je rozetfena veskera krev pod uhlem nejcastéji 30-40° (v zavislosti na
hematokritu).

Natér musi byt rovnomérny, pfimétené tenky, s rovnymi okraji a pred koncem podlozniho sklicka
musi prechazet do ztracena. Tloustku natéru Ize ovlivnit zménou tlaku, rychlosti roztéru a zménou tihlu,
pod kterym je roztér provadén. Pro anemické vzorky je vhodné vyuzit $irsi thel, pro polycytemické
naopak osttejsi tihel.

Roztérové sklo

—’.

apka
krve

Podlozni sklo
30-40°
Uhel sklonu
roztéroveho skla
[ ]
Smér pohybu
-*—

Natér

b) Aspirat kostni di‘ené
Pro ptipravu mikroskopického preparatu aspiratu kostni diené je nutné vyuZzit prvni porci aspirace o
maximalnim objemu 0,3 az 0,5 mL. Vy8si objem zvySuje riziko natedéni vzorku periferni krvi.

Pii ptipravé natéru je po rozprostieni kapky na hrané roztiraciho skla pouZito ¢isté, mirn€ naklonéné
podlozni sklicko nebo je rozprostieni kapky na hranu roztiraciho sklicka provedeno v mirn€¢ naklonéné
Petriho misce tak, aby odtekla piebytecna krev.

¢) Télni tekutiny

Mikroskopické preparaty t€lnich tekutin o nizsi bunéc¢nosti jsou pfipravovany pomoci cytosedimentace
v cytosedimentacni komurce ¢i pomoci cytocentrifugace v cytocentrifugach se specialnimi kyvetami. U
télnich tekutin s vyssi bunécnosti a s ¢asticemi je mozné provést i natér na podlozni sklo.

Priprava a barveni natéru periferni krve, aspiratu kostni di‘ené a télnich tekutin, véetné
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Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

d) Jiné tkané
Otisky uzliny ¢i trepanobioptického valecku jsou zhotoveny prostym pfitiSténim odebraného materialu
k podloznimu sklicku ze v§ech stran.

Ptipravené natéry periferni krve je nutné nechat minimaln€¢ 10 minut dostatecné zaschnout pfi
laboratorni teploté, natéry aspiratu kostni dfené a otisku tkan¢ nejméné 30 minut (dle mnoZzstvi ¢astic
na skle) a preparaty télnich tekutin minimalné¢ 1 hodinu. Je nutno vyvarovat se vlhkého a prasného
prostiedi.

4.2. Barveni natéru

4.2.1. Zakladni reagencie

a) Metanol
— Fixaéni roztok pro archivaci natéru.

b) roztok May-Griinwald
— Neftedi se.
— Originalni baleni uchovavat pii laboratorni teploté a pouzivat do data exspirace.
— Pracovni roztok uchovavat v piikryté kyveté pti laboratorni teploté a piislusny objem dolévat
dle potieby.

¢) roztok Giemsa-Romanowsky
—  Redi se.
— Originalni baleni uchovavat pii laboratorni teploté a pouzivat do data exspirace.
— Pracovni roztok: 1 dil originalniho roztoku Giemsa-Romanowsky (dle potieby pted pouzitim
prefiltrovat) fedit 9 dily fosfatového pufru / destilované vody a uchovavat v prikryté kyveté pii
laboratorni teploté. Cely objem vyménovat dle potieby.

d) fosfatovy pufr
— Pouziva se prti pripravé pracovniho roztoku Giemsa-Romanowsky a jako oplachovaci roztok.
Poznamka: pH pouzivanych roztokii oviiviuje vysledné obarveni. Alkalické pH zesiluje viiv
azurove slozky barveni na ukor eozinové a naopak. Pro vieobecné pouziti se obvykle doporucuje
pH 6,8.
— rozpis pro ptipravu 5000 mL:

127 mL 0,067 mol/L KH,PO4 + 123 mL 0,067 mol/L Na,HPO4 + doplnit do 5 000 mL
deionizovanou vodou

0,067 mol/L. KH>POy: 9,07 g + doplnit do 1000 mL deionizovanou vodou

0,067 mol/L Na;HPOy: 9,45 g + doplnit do 1000 mL deionizovanou vodou

— Uchovavat v lednici (pii teploté 2 az 8 °C).

— Vymeénovat dle potieby.

— Lze pouzit komeréné€ vyrabény fosfatovy pufr pouzivany v natérovych a barvicich automatech
(vyhoda CE oznacent).

Piiprava a barveni niatéru periferni krve, aspiratu kostni direné a télnich tekutin, véetné
kontrolni ¢innosti
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Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

4.2.2. Pracovni postup barveni

a) Fixace natéri:
Fixace je nezbytna v pfipadé uchovavani nenabarvenych skel (nefixovany natér nelze dlouhodobé
skladovat). Pro rutinni barveni natéri se nevyzaduje. Fixovany natér lze pfed vlastnim barvenim
skladovat az n€kolik tydni pti laboratorni teplote.
— Natéry periferni krve fixovat v kyveté s metanolem 5 minut, natéry aspiratu kostni diené 20
minut (metanol nesmi pfijit do kontaktu s vodou!)
— Fixované natéry nechat zaschnout na vzduchu.

b) Barveni natéri:
— V prvni kyveté natéry barvit 10-15 minut roztokem May-Griinwald (roztok nesmi pfijit do
kontaktu s vodou.)
— Ve druhé kyveté oplachovat fosfaitovym pufrem.
— Ve tieti kyveté natéry barvit 10-15 minut pracovnim roztokem Giemsa-Romanowsky.
—  2x oplachnout fosfatovym pufrem.
— Natéry fadné oplachnout pod tekouci vodou a nechat zaschnout.

Poznamky:

Uvedeny doporuceny postup je mozné modifikovat (napr. v otizce uvedenych casi barveni, typu
promyvacich roztokii, Cetnosti promyvani) v zavislosti na odlisnostech mezi dodavateli barvicich
roztokut, kvalité mikroskopickych preparatii a podobne.

Barveni skel na miizce ¢i na barvicim stolku je méne vhodné, miize zpiisobovat arteficialni zmény
v natéru (vysychani, krystalizace barvy). Pri tomto postupu barveni je vhodna prace v digestori.

Tzv. ,,rychlé barveni‘ neni vhodné k barveni natérii periferni krve ani aspiratu kostni diené.

5. Zhotoveni a barveni natéru na automatech

V soucasnych hematologickych laboratorich je piedevsim pro periferni krev ¢im dal rozsitengjsi
vyuziti natérovych a barvicich automatt, které vyuzivaji Pappenheimovu barvici metodu, ato s vyhodou
standardizace celého procesu a pouZiti certifikovanych reagencii a barvicich roztokda.

Vzorky aspiratu kostni dfen¢ odebrané do EDTA mohou obsahovat pevné Castice a nejsou proto
vhodné pro tvorbu natéru pomoci automatu (riziko ucpani pipetovaci jehly).

Automaty lze vyuzit rovnéz pro barveni natérti kostni dfené. Vzhledem k velké variabilité nativnich
pro tento typ vzorku univerzalni barvici protokol; kvalita obarveni se tak mutize lisit.

Barvici automaty lze vyuZzit pro barveni natérti a centrifugovanych/sedimentovanych preparatt
télnich tekutin.

5.1. Spotrebni material, reagencie, pracovni roztoky

Nutno pouzivat podlozni a roztérova skla, fixacni i barvici roztoky specidlné urcené pro pouzivany
automat.

Piiprava a barveni niatéru periferni krve, aspiratu kostni direné a télnich tekutin, véetné
kontrolni ¢innosti
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Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

5.2. Zhotoveni a barveni natéru automatem

Zhotoveni, fixace (pro archivaci k dal§imu pouziti) i barveni natéru probiha dle platného protokolu pro
dany automat.

6. Kontrola kvality

Spravné zhotovené a kvalitné nabarvené natéry jsou zasadni pro spravnou diagnostiku. Proto je nutné
pfti jejich ptipraveé dodrzovat nasledujici minimalni pozadavky.

6.1. Preventivni pravidla pro spravné barveni

a) Odbér daného typu biologického materidlu do spravné odbérové zkumavky.

b) Zamezeni kontaminace aspiratu kostni dfené¢ dezinfekénim prostiedkem na oSetfeni kize pred
odbérem

¢) Spravné provedeni natéru (pfimeteny tlak na roztérové sklicko, provedeni roztéru pod spravnym
uhlem.)

d) Dostatecné zaschnuti natéru, zamezeni nadmérné vlhkosti okolniho vzduchu (chladici jednotky
v laboratofich!) a zamezeni usazeni prachovych ¢astic na natéru.

e) Zamezeni vlhkosti vroztocich (jiz 1% piimeés vody v metanolu miize znemoznit spravnou
interpretaci vySetieni, zvlasté je ovlivnéna morfologie erytrocyti).

f) Pl manudlnim barveni je vhodné pracovat v uzavienych kyvetach, predchazi se tim vypatrovani
metanolu a vysrazeni barev na sklickach. Pfi barveni na miizce ¢i barvicim stolku je vhodné
pracovat v digestofi.

g) Pii praci na barvicich automatech je tfeba s ostatnimi zasadami dodrzovat pokyny vyrobce.

h) Vcasna fixace: natéry je idealni barvit okamzité po jejich zaschnuti. Pokud to neni mozné, je vhodné
provést fixaci metanolem nejpozdeji do 5 hodin od zhotoveni a zaschnuti natéru (optimalni je
fixovat do jedné hodiny). Fixované natéry lze nasledné skladovat neomezenou dobu.

i) Pouziti Cerstvé nafedénych barvicich roztokl.. Pouzitelnost roztoku je dana poctem nabarvenych
skel, roztok nema byt pouzivan déle nez 24 hodin. Barvi-li se v prub¢hu dne vétsi pocet skel,
doporucuje se pripravit ¢erstvé roztoky nekolikrat.

6.2. Kontroly pred barvenim natéru

ViZdy se musi ovérit:
a) Kuvalita skel (nepouzivat poskozend, zaSpinénd, mastna skla apod.).
b) Délka, sitka a sila natéru.
¢) Doba exspirace vsech reagencii (pozor na ptipadné vysrazeni barvicich roztoku).
d) Podminky skladovani reagencii — vedle splnéni pozadavkl vyrobce je vhodné:
— barvici roztoky uchovavat ve tmé,
— pfi skladovani diagnostik dodrzovat pfedepsanou teplotu — zmeéna teploty muize zpuUsobit
vysrazeni barvicich roztokd,
— barvici roztoky nesmi zmrznout, proto pozor na piepravu reagencii v zimnich mésicich,
— reagencie nesmi byt vystaveny vysSim teplotdm — dochazi k odpatovani roztokti (pfedevsim
metanolu).
e) Mnozstvi fixacnich a barvicich roztoki a pufrti v kyvetach.

Piiprava a barveni niatéru periferni krve, aspiratu kostni direné a télnich tekutin, véetné
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Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

f) Kovalita pufru: makroskopicky je pufr bez viditelnych pfimési a barevnych zmén (vysrazené soli,
plise).

6.3. Kontroly po nabarveni natéru

Preventivni kontrolu je vhodné provadeét s kazdou novou sérii ptipravenych fixac¢nich a barvicich
roztokll (1 az 2 skla pfi manualnim barveni; pti pouZiti barvictho automatu 1 az 2 skla u kazdé nové
Sarze pouzivanych diagnostik, pfipadné po vétsi udrzbé automatu). Pro tuto kontrolu pouzivame natér
krve od zdravého jedince, pfipadné od vhodného pacienta. Natér hodnotime makroskopicky a
mikroskopicky.

Makroskopicky ovéfujeme zbarveni:

Krevni natéry a natéry aspiratu kostni dfen€ maji byt zbarveny purpurove,

— je-li zbarveni natéru do modra, pufr ma pfilis vysoké pH nebo je natér piebarveny,

— jeli zbarveni do riZzova, pufr ma piili§ nizké pH nebo je natér nedobarveny,

—  zbarveni natéru je ovlivnéno také typem vzorku (PK, aspirat KD atd.) a jeho vlastnostmi (vysoky ¢i
nizky hematokrit, paraproteinémie, bunécnost).

Poznamka: Jestlize jsou na naterech patrné rozdily v barvitelnosti bunék (viz vyse) ve stejném barvicim
cyklu a ve stejné barvici lazni, potom jsou zmeny v obarveni natéri dany vlastnostmi biologického
materialu (vysledek barveni miize byt ovlivnén i bunécnym slozenim).

Mikroskopicky hodnotime jednotlivé elementy, které maji byt:

— Erytrocyty: ridZzovohnédé, erytroblasty: cytoplazma dle stidia vyvoje (bazofilni,
polychromatofilni, ortochromni/oxyfilni), jadra tmavé fialova s typickou loukotovitou strukturou
chromatinu

— Trombocyty: tmaveé riZzové, megakaryocyty: jadra tmavé fialova, cytoplazma s tmaveé rizovou
granulaci

— Leukocyty: jadra tmavé fialova

— Eozinofily: granula jasn¢ oranzova

— Neutrofily a granulované lymfocyty: granula purpurova

— Bazofily: granula temn¢ purpurova

6.4. Kontrola zarizeni

Pro spravné hodnoceni natérti je potfeba mikroskopy pravidelné Cistit, sefizovat a kontrolovat
mechanické a optické ¢asti (v zahraniéni literatufe se pouZiva pojem kalibrace). Udrzbu mikroskopii je
vhodné provadét 1x ro¢né servisnim technikem, ale tento interval je velmi individudlni a zavisi na
frekvenci pouzivani mikroskopu, jeho stafi a kvalité.

Objektivy mikroskopu je nutné Cistit po kazdém pouziti.

Pro natérové a barvici automaty je nutné dodrzovat pokyny vyrobce a provadét pravidelnou validaci
pfistroje.

7. Uchovani natéru

a) Nenabarvené, nefixované — vhodné zpracovat do 5 hodin,

Piiprava a barveni niatéru periferni krve, aspiratu kostni direné a télnich tekutin, véetné
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Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

b) Nenabarvené, fixované — je mozné uchovavat po neomezenou dobu

¢) Nabarvené — je mozné uchovavat po neomezenou dobu (natéry periferni krve je doporucené
uchovavat minimalné 1 meésic, aspiraty kostnich dfeni po dobu 10 let; nekteré natéry vzacnych
diagnéz je doporucené uchovavat neomezenou dobu).

Pro uchovavani obarvenych natérti je nezbytné zbavit natér imerzniho oleje otérem (Setrny
prostiedek je napt. ether nebo benzin 1ékarsky).

Poznamka:

Zbytky oleje mohou buriky v natéru znehodnotit (dle typu oleje jiz druhy den). Pred zvazovanim nakupu
nového imerzniho oleje je vhodné si jeho kvalitu v praxi otestovat (natéry kontrolovat i nékolik dni po
sobé — nékteré oleje jiz druhy den jakoby bunky prodéravi a nasledné zcela ,,rozpusti*).

Umyvani skel (pokud je nutné) by melo byt provadeéno dle ovérenych postupii a popsano v SOP.

a) Viozit skla na 24 hodin do Cdistictho roztoku (pouziva se bézné naredény sapondt pouzivany
V Umyvarneé).

b) Po vyjmuti z cisticiho roztoku promyvat proudem tekouci vody a potom provest oplach destilovanou
vodou.

¢) Oplachnuta skla namocit do lihobenzinu a potom jedno po druhém osusit a vylestit cistym platnem.

d) Cista skla prikiyt nebo je ulozit do krabicky.

8. Bezpecnostni aspekty

Metanol: toxicky pfi vdechnuti, pii styku s kiizi a pfi poziti.
Bezpecnostni pokyny k reagenciim, které byly pouZzity pfi procesu pfipravy a barveni: viz
Bezpecnostni listy.

9. Dokumentace

Pracovisté musi mit vypracovan vlastni SOP na pfipravu a barveni mikroskopickych preparat vsech
biologickych materialt, které zpracovava, véetn¢€ kontrolnich postupti. O provadénych kontrolach je
nutné vést zdznamy.

10. Pouzité zkratky

EDTA etylendiaminotetraoctova kyselina

ICSH International Council for Standardization in Haematology
KD kostni dfen

MGG May-Griinwald-Giemsa

PK periferni krev

SOP  Standardni Operac¢ni Postup

Piiprava a barveni niatéru periferni krve, aspiratu kostni direné a télnich tekutin, véetné
kontrolni ¢innosti
Verze: 1, revize - Platnost od: 30.6.2026 Strana 9 z 10



14

Ceska hematologicka
spolegnost CLS JEP

11. Literatura

1. BAIN, Barbara J.,, Imelda BATES a Michael A. LAFFAN. Dacie and Lewis Practical
Haematology. 12. vyd. Philadelphia: Elsevier, 2017, s. 50-60. ISBN 978-0-7020-6696-2.

2. BROWN, B. A. Hematology: principles and procedures. London: Lea & Febiger, 1993.

3. CORRONS, J-L. V. et al. Guidelines for blood smear preparation and staining procedure for setting
up an external quality assessment scheme for blood smear interpretation. Part I: Control
material. Clin Chem Lab Med. 2004, ro¢. 42, €. 8, s. 922-926.

4. DOBRY, E. a spol. Hematologie a transfiizni sluzba. Praha: Avicenum, 1987,

5. HOUWEN, B. Blood Film Preparation and Staining Procedures. Laboratory Hematology. 2000, ¢.
6,s. 1-7.

6. ICSH. ICSH guidelines for the standardization of bone marrow specimens and reports. International
Journal of Laboratory Hematology. 2008, ro€. 30, €. 5, s. 349-364. ISSN 1751-5521.

7. ICSH. ICSH reference method for staining of blood and bone marrow films by azure B and eosin
Y. British Journal of Haematology. 1984, ro€. 57, €. 4, s. 707-710. ISSN 0007-1048.

8. LOUGHRAN, T. P. Clonal Diseases of Large Granular Lymphocytes. Blood. 1993, ro¢. 82, ¢. 1, s.
1-14.

9. PECKA, Miroslav a kol. Praktickd hematologie: laboratorni metody. Cesky T&in: Infiniti art,
2010, s. 101-106. ISBN 978-80-903871-3-3.



