CESKE VYSOKE
UCENI TECHNICKE
V PRAZE

FAKULTA
BIOMEDICINSKEHO
INZENYRSTVI

BAKALARSKA
PRACE

2019

VERONIKA
ROSKOVA



CESKE VYSOKE UCENI TECHNICKE V PRAZE

Fakulta biomedicinského inZenyrstvi
Katedra zdravotnickych oboriu a ochrany obyvatelstva

Morfologické zmény periferni krve u nedonosenych novorozenci

Morphological changes of peripheral blood in preterm newborn

Bakalarska prace

Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi
Studijni obor: Zdravotni laborant

Vedouci prace: Mgr. Martin Matéjcek

Veronika Roskova

Kladno, kvéten 2019



¢vur ZADAN| BAKALARSKE PRACE

CESRE VTSORE
wlEmi TecHmiCal
v PRAZL

I. OSOBNI A STUDIJNi UDAJE

TN

Pfijmeni Roskova Jméng Veronika Oscbnigislo. 465284
Fakulta: Fakulta biomedicinského inzenyrstvi
Garantujici katedra: Katedra zdravotnickych obort a ochrany obyvatelstva
Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi
Studijni obor: Zdravotni laborant

J

Il. UDAJE K BAKALARSKE PRACI
~

Nazev bakalafské prace:

Morfologické zmény periferni krve u nedonosenych novorozencti
Nazev bakalarské prace anglicky

Morphological Changes of Peripheral Blood in Preterm Newborn
Pokyny pro vypracovani

Pfedmétem bakalarské prace bude hadnoceni morfologickeha nalezu krevnich elementd v periferni krvi u predéasné
narozenych a fyziologickych novorozencd. Obecna ¢ast prace bude zaméfena na vyvo) hematopoézy v prenatainim a
postnatalnim stadiu Zivota lovéka. Popise vyvo krevnich bunék s fyziologickou morfalogi. Nedilnou souéasti cbecné
¢asti budou fyziologicke hadnoty krevniho obrazu a diferencialniho rezpoctu rozhéene podle véku Prakticka ¢ast prace
se zameri na laboratorni nalezy v krevnim obrazu a diferencialnim rozpoctu leukocytl u pfedéasné narozenych a
fyziologickych novorozencl. Prakticka cast bude obsahovat postup pripravy natérl periferni krve, odeéitani
diferencidlnino rozpocétu leukocytd s naslednym hodnocenim morfologie krevnich bunék a digitalizaci morfologickych
nélezl. Praktickou €ast studentka doplni o vybrane kazuistiky s labaratornimi nalezy, ktere u pacienta vysetfil

Seznam doporucene Iteratury
[1] Paramanantham P, Maharaja P., A Study of Peripheral Blood Smear 1n Negnates Mod Appl Bioequiv Availab, £islo
3(4). 2018, ISSN: 2577-2856
[2] Adewoyin A., Nwogoh B.. PERIPHERAL BLOOD FILM - A REVIEW. Annals of Ibadan Postgraduate Medicine, éislo
12(2).71-79. 2014, ISSN 1597-1627
[3] HAFERLACH, Tarsten, Kapesni atlas hematologie, Praha Grada, 2014, ISBN 978-B0-247-4787-3
[4] VYDRA, Jan a Petr CETKOVSKY, Hematologie v kostce, Praha: Miada fronta, 2015, ISBN 978-80-204-2698-6

Jméno a piijmeni vedouci{ho) bakalafske prace
Mgr. Martin Matéjcek

Jméno a pfijmeni konzultanta(ky) bakalafske prace
Lukas Kolarik DiS.

Datum zadani bakalafské prace 28.09.2018
Platnost zadani bakalafské prace: 18.09.2020

prof MUDr Leod Navratl, CSc MB2 drh ¢ prof MUDr-wan Dylevsiy. Drse J

DOTDS 202UCn N ealedry o303 Mraraliy




4

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci s ndzvem Morfologické zmény periferni krve u
nedonoSenych novorozencli vypracovala samostatné pouze s pouzitim prament, které

uvadim v seznamu bibliografickych odkazi.

Nemam zavazny divod proti uziti tohoto Skolniho dila ve smyslu § 60 zakona
¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o

zméné nékterych zdkonl (autorsky zakon), ve znéni pozdéjsich predpist.

V Kladné dne 16.05.2019



Na tomto mist¢ bych rdda podékovala svému vedoucimu prace
Mgr. Martinovi Matéjckovi za cenné rady, co mi dal a za veskery cCas, ktery mi
vénoval. Dale patii muj obrovsky dik konzultantovi
LukasSovi Kolafikovi Dis. za nesmirnou trpélivost, ochotu a odhodlani dovést mou
praci do zdarného konce. Réda bych zde také podékovala svym rodi¢lim, za vSechnu

podporu a oporu, kterou mi celé roky studia poskytuji.



Abstrakt

Bakalarskd prace na téma Morfologické zmény periferni krve nedonosSenych
novorozencu se zabyva krevnim nalezem u novorozenct vzhledem ke gestacnimu tydnu

v dobé narozeni.

V teoretické ¢asti je uvedeno seznameni s jednotlivymi krevnimi elementy
a jejich vyvojovymi stadii od vzniku v kostni dieni az po vykon funkce v periferii.
Popsany jsou také jednotlivé patologické zmény elementl. Je poukazano na rozdily
fyziologickych hodnot novorozencti a dospé€lych. Také je zde nastinéna problematika
nedonoSenych novorozenct, a to nejprve z klinického a nasledné z hematologického

uhlu pohledu.

Prakticka ¢ast obsahuje metodologii zpracovani vzorku v hematologické laboratofi
od manudlni prace, tedy zhotoveni krevniho natéru, jeho obarveni a nasledné
vySetfovani v mikroskopu, az po ukony automatizované, a to konkrétné
na analyzatorech Sysmex (XE-5000, XN-1000 a XN-3000). Hlavnim bodem této Casti
je zpracovani nalezu u deseti kazuistik novorozencii, a to jak z hlediska morfologickych
zmeén (zv1asté u erytrocytil a leukocytl), tak i z hlediska odchylek v poctu jednotlivych
element. Jednotlivé kazuistiky jsou charakterizovany gestaénim tydnem v dobé
narozeni a porodni hmotnosti, diky témto parametrim jsou roziazeny do kategorii.

Nasleduje jejich komparace s vysledky ocekavanymi dle literatury a odbornych ¢lankd.

Klicova slova

Hematologie; morfologie; morfologické zmény nedonoSeni novorozenci, periferni

krev.



Abstract

In this thesis ,,Morphological changes of peripheral blood in preterm newborn®,
I will outline the blood findings of newborns with regards to their gestational age

at the time of birth.

The theoretical section will cover an introduction to stages of differentiation,
from the creation in blood marrow to the functional stage in peripheral blood, including
the possible pathological changes. The differences of physiological blood count
will be pointed out for newborns as well as adults. Another outlined topic
will be the issue of premature newborns from the clinical as well as the haematological

point of view.

The practical part will contain the methodology of sample processing in the
haematological laboratory from manual work (blood smear, staining of blood smear and
microscopic analysis) to automated tasks done by Sysmex analyzers (XE-5000,
XN-1000 and XN-3000). The main point of this section will be the morphologically
changed forms of elements found in a blood of ten newborns as well as their counts
and other measured parameters. The cases will be classified to categories according
to their gestational age and birth weight. Then will follow their comparison

with the expected results according to literature and scientific articles.

Keywords

Haematology, morphology, morphological changes preterm newborn, peripheral

blood.
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1 UVOD

Morfologie je biologickou védni disciplinou zabyvajici se formou, tvarem a stavbou
organismu. V této bakalatské praci se budu zabyvat morfologii krevnich elementt, ktera

se hodnoti v mikroskopu a ma vysokou informaéni hodnotu.

Nélez morfologicky zménénych krevnich elementii nejcastéji  poukazuje
na hematologickd onemocnéni typu leukemie ¢i anémie. U novorozencd,
na které je tato prace zaméfena, tento nalez ale nemusi vypovidat o zddném zavazném

problému.

Kromé zralych morfologicky pozménénych bun€k v periferni krvi u novorozencii
nachazime mladsi vyvojova stadia jednotlivych elementl, ktera nejsou schopna plné
vykonavat svoji funkci. Jejich vyplaveni do periferie poukazuje na kompenzaci

né&jakého problému.

Pokud uz je krev novorozence do hematologické laboratofe zasldna, jde vzdy
o novorozence nedonoSeného ¢i jinak patologického. VySetiuje se tedy kompletni krevni
obraz a diferencialni rozpocet leukocytl. VeSkeré tyto informace nadm davaji uceleny

obraz o stavu krve pacienta. Proto je i zde budu studovat pohromadé.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Krev a jeji sloZeni

Krev je télni tekutina, proudici vuzavieném krevnim fecisti, skladajici
se z tekuté Casti (plazma) a Casti bunééné (krevnimi elementy). Spolecné s tkanovym
mokem a lymfou propojuje vSechny tkané¢ organismu a zajiStuje jeho stalost
(homeostazu). Krev se pohybuje kontinualné na zaklad¢ podnétl srdce. Zajist'uje piivod
potifebnych latek tkanim a eliminuje latky odpadni. Dale nesmime opomenout funkci
termoregulacni a imunitni. U dosp€lého clovéka odpovida objem krve 8 % celkové

télesné hmotnosti [1,3].

Krevni plazma tvoii 43-67 % krevniho objemu a je az z 92 % tvoiena vodou.
Ziskava se zcentrifugovanim nesrdzlivé krve a najdeme v ni tedy i srazeci faktory
jako je napft. fibrinogen. Dale obsahuje bilkoviny, lipidy, sacharidy, dusikaté latky, ionty
anorganickych soli, vitaminy ahormony. Plazma je fyziologicky svétle Zzluta

a pruhledna.

Zbytek krve tvoii z33-57 % cervené krvinky a posledni procento zbyva
krvinkam bilym s krevnimi destickami. Erytrocyty a trombocyty se né¢kdy nazyvaji

bunikami neuplnymi, jelikoz nemaji jadro a nékteré dalsi organely [1,2,3].

2.1.1 Trombocyty

Trombocyty neboli krevni desticky jsou bezjaderné bunky, jejichz hlavni funkci
je ucast pii zéastavé krvaceni. Shlukovanim trombocytl se vytvaii primarni krevni
zatka. Jejich nejvétsi pool najdeme ve slezing, kde se nachdzi az 1/3 z celkového poctu.
Slezina je taky hlavnim mistem zaniku poSkozenych a starych trombocytt. K destrukei

ale napomahaji 1 jatra a kostni dien. Trombocyty maji Zivotnost 7-10 dni [2].

Jejich fyziologické hodnoty viz tabulka €. 1.
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2.1.2 Erytrocyty

Erytrocyty, tedy cervené krvinky, jsou bezjaderné krevni elementy. Jejich funkce
je transport krevnich plynd, a to predevsim kysliku z plic do tkani a oxidu uhli¢itého
ztkdni do plic. Na povrchu erytrocytu je membréana, kterd je elastickd, ale pevna.
Propousti vodu a anionty dovnitf bunky, ale zabranuje uniku kationtd a bilkovin
z buiiky ven. Erytrocyt az z 90 % zaplituje krevni barvivo — hemoglobin, obsahujici dva
pary globinovych fetézci, 4 tetrapyrolové prstence a 4 atomy dvoumocného Zeleza Fe?".
Plyny se vazi pravé na centralni atom Zeleza. V prenatdlnim vyvoji zaznamendvame
2 typy hemoglobinu: embryonélni (do 10. tydne vyvoje) a fetdlni (od 10. tydne
do porodu). Tyto dva typy se od sebe lisi globinovymi fetézci a jsou charakteristické
vysSi afinitou ke kysliku nez hemoglobiny dospélych. Fetadlni hemoglobin pietrvava
v krvinkach novorozence do 5. - 7. mésice, kdy klesa pod 2 % a je nahrazen
hemoglobinem dospélych. Ten je z 97 % tvofen tetramerem HbA; a ze zbyvajicich
3 % typem HbA,. Erytrocyt méa Zivotnost 120 dni, po této dobé je znien a vétSina
obsahu je recyklovdna. Smrt buiiky je zplisobena vyCerpanim enzymu potiebnych pro
spravné fungovani. V disledku toho ztraci bunika svou flexibilitu a tvar, a tim je
rozeznana fagocytujicimi bunkami. Tento proces destrukce erytrocytu se nazyva
hemolyza a d€li se na intravaskularni a extravaskularni. U erytrocytli se méfi znacné
mnozstvi parametrti. Hematokrit (HCT) udavd pomér poctu erytrocytii na celkové
mnozstvi krve, $ite distribuce erytrocytii (RDW) zase variabilitu jejich velikosti. Déle se
méfi stfedni objem erytrocytu (MCV). VSechny tyto parametry se méfi pii zjiStovani

krevniho obrazu a pomahaji odhalit patologické stavy [2,3.,4].

Fyziologické hodnoty vSech parametri 1 poctu erytrocytd jsou obsaZeny

v tabulce ¢. 1.

2.1.3 Leukocyty

Leukocyty, tedy bilé krvinky, jsou jaderné bunky, jejichz hlavnim ukolem je boj
proti cizorodym agens. ZajiStuji jak imunitu specifickou (tvorba protilatek),
tak nespecifickou (fagocytoza). Dle poctu jader delime leukocyty na polynukleary
(granulocyty) a mononukledry (agranulocyty). Polynukleary obsahuji v cytoplazmé

granula (membranové vacky s enzymy, zajiStujici fagocytozu), specificky se barvici
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riznymi typy barviv. Dle toho je délime na neutrofilni, bazofilni a eozinofilni.
Agranulocyty  obsahuji  pouze granula nespecificka, azurofilni. Radime
mezi né¢ monocyty a lymfocyty. U leukocytli se provadi takzvany diferencialni rozpocet
leukocytt, kdy se méti zastoupeni jednotlivych typt v krvi. Toto vySetfeni napomaha
k diagnostice onemocnéni. Kromé& vyskytu v krvi se vyskytuji vrezervnim poolu

v cytoplazmé a v marginalnim poolu ve sleziné [1,6,7].

Celkovy pocet leukocytii viz tabulka ¢. 1. Diferencidlni rozpocet leukocytl

tabulka ¢. 2.

Neutrofily se z krve pfesouvaji do poskozenych tkani a mist infekce, kde tvofi
prvni obrannou linii. Jejich zvySena hodnota poukazuje na bakterialni infekce, zanéty
a tumory organismu. Jsou schopny fagocytovat patologické mikroorganizmy. Zralé
neutrofilni granulocyty obsahuji 500—1 000 specifickych granul, ve kterych najdeme

myeloperoxidazu, esterazu, lipidy, poptipadé alkalickou fosfatazu a lysozym [4, 5].

Zvysend hodnota eozinofilnich granulocytii se vyskytuje pfi parazitarni infekci,
virové infekci, alergiich, ¢i vrozenych chorobdch. Obsahuji kolem 200 granul, kterd
jsou plnda myeloperoxidazy, lipidl, histaminu a plazminogenu. Diky latkam, které

v sob¢ obsahuji, jsou schopni fagocytovat bakterie, kvasinky a prvoky [5].

Bazofilni granulocyty se vyskytuji v podobnych piipadech jako eozinofily.
Jejich hodnoty jsou také zvySeny pii obrané proti parazitim, ale zvlasté pii stavech
hypersenzitivity, jako jsou alergie, anafylaktické Soky, infekce a zanéty. Jejich granula
obsahuji histamin, heparin, serotonin, leukotrieny a cytokiny. Tyto granulocyty nejsou

schopny fagocytézy [4,5]. Bazofily vyplavené do tkani nazyvame mastocyty.

Monocyty vyplavené do tkdn€ nazyvame makrofagy. Ve tkanich maji funkci
fagocytozy mikroorganismil, eliminaci a prezentaci antigent. Ucastni se destrukce
nefunk¢nich erytrocyti a remodelace tkéni, jsou totiz schopny produkovat vice
jak 50 proteinti. S makrofagy kooperuji bunky dendritické, které prezentuji antigen
T lymfocytim.
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Lymfocyty se diferencuji v B lymfocyty, T lymfocyty a NK buiiky. B lymfocyty

dozravaji na misté svého vzniku, tedy v kostni dfeni. Poté se dostavaji do lymfatickych

uzlin a ¢ekaji na setkani s antigenem. Ve chvili setkdni se pfeméni na plazmocyty,

které produkuji protilatky, a tedy zajiStuji humordlni imunitu v krvi. T lymfocyty

maturuji v thymu, zajistuji imunitu bunécnou, a dle jejich CD znaku na povrchu

je rozdélujeme na dvé zékladni skupiny. Pomocné T builky (CD4+) a cytotoxické

T bunky (CD8+). Po opusténi primarnich lymfatickych organti, az do setkani

s antigenem oznacujeme lymfocyty za naivni, po setkani jde o pamétové/efektorové

lymfocyty. NK bunky poznavaji nddorové a virem napadené buiky, které okamzité

zabiji [2,3].

Tabulka 1- Parametry KO ¥

Vék nad 15 let
Parametry KO - analyzator Jednatiy Zeny Mui
Leukocyty - poget (WBC) 109 4,0-10,0 4,0-10,0
Erytrocyty - poéet (RBC) 102 3,80-5,20 | 4,00-580
Hemoglobin - koncentrace (HGB) gl 120 - 160 135-175
Hematokrit (HCT) I/l 0,350 - 0,470 | 0,400 - 0,500
Stfedni objem erytrocytd (MCV) f 82,0-98,0 | 82,0-980
Stredni mnoistvi hemoglobinu v erytrocytu (MCH) pg 28-34 28-34
Stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (MCHC) g/l 320 - 360 320 - 360
Site distribuce erytrocytil - smérodatna odchylka (RDW-5D) fi 37,0 - 54,0 37,0 - 54,0
Site distribuce erytrocytd - variafni koeficient (RDW-CV) kS 10,0 - 15,2 10,0 - 15,2
Trombocyty - potet [PLT) 10%) 150- 400 150 - 400
Stredni objem trombocyti (MPY) fi 7.8-110 7,8-11,0
Sife distribuce trombocyti - smérodatnd odchylka (PDW-5D) fi 9,0-17,0 9,0-17,0
Site distribuce trombocytd - variaini koeficient (PDW-CV) % 12,0-18,0 12,0-18,0
Site distribuce trombocytd - variaéni koeficient - ADVIA (PDW-CV) e 25,0- 65,0 25,0 - 65,0
Destickovy hematokrit (PCT) mi/! 1,2-35 1,2-35
Retikulocyty - relativni potet (RET) b3 0,5-2,5 05-25
Retikulocyty - absolutni pofet (RET#) 109 25-100 25 - 100
Normoblasty - relativai pocet (NRBCY%) % o o
Normoblasty - absolutni podet (NRBCH) 17240 o 0
Tabulka 2 - Diferencidlni rozpocet leukocytii (mikroskop) ¥
Parametry DIF - mikroskop Jednotky | Zeny Muii

Neutrofilni segmenty % 47-70 47-70

Neutrofilni tyle % 0-4 0-4

Lymfocyty i 20- 45 20-45

Monocyty % 2-10 2-10

Eozinofily b 0-5 0-5

Bazofily % 0-1 0-1
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2.2 Hemopoéza

Krvetvorba je proces vyvoje vSech krevnich element. Zacinajici

mezi 14. - 19. dnem embryonélniho Zivota.

Pied narozenim dé€lime krvetvorbu do tfi stadii. Mezoblastového,
hepatolienalniho a medulérniho. V mezoblastovém obdobi (3. -10. tyden nitrodélozniho
zivota) se prvni bunky vyviji ve zloutkovém vaku. Jde pfevazn€ o vyvoj erytroidni.
Hepatolinealni obdobi trva od 6. tydne, kdy se zacinaji tvofit bunky v mezenchymu

mezi jaternimi bunikami.

Ve 12. tydnu se k tvorbé ptidavaji 1 zaklady sleziny. Toto obdobi pretrvava
az do narozeni, a od 20. tydne je podpofeno krvetvorbou v kostni dieni, a tedy obdobim

medularnim [3].

==~ primitivni
—— definitivni

narozeni

>
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Obrdazek 1 - Prenatdlni Hemopoéza !

Ve 2. -3. tydnu po narozeni jedince se prestdva projevovat veSkera
extramedularni krvetvorba a za fyziologickych podminek vytvari vSechny krevni
elementy kostni dient sama. Kostni dient délime na aktivni a tukovou. Aktivni je dfen
cervena, ktera vytvaii krevni elementy a po narozeni je ve vSech kostech. Od 4. roku
veéku se nahrazuje inaktivni tukovou a se stafim zastava aktivni forma uz jen v obratlich,
hrudni kosti a horni ¢asti dlouhych kosti (kost pazni ¢ kost stehenni). Cervena kostni
dien za den vytvoii 200 miliard erytrocytti, 70 miliard leukocytd a 100 miliard
trombocytt [1, 3].
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Kostni dfent spole¢né s thymem se oznaCuji za centralni lymfatické organy.
Periferni lymfatické organy jsou lymfatické uzliny, slezina a lymfaticka tkan asociovana

se sliznicemi [6].

Krvetvorbu ovliviiuji hormony. Stimulacni u¢inek ma hormon ristovy,
kortikosteroidy, hormony §titné zlazy a muzské pohlavni hormony. Zenskymi
pohlavnimi hormony se krvetvorba naopak utlumuje. Cely proces je také ovliviiovan
nervovym systémem. Zapotiebi jsou 1 vitaminy: B6, ktery zabudovava Zzelezo
do hemoglobinu, B12 a kyselina listova, které podporuji syntézu nukleovych kyselin
a vitamin C, ktery ovliviluje vyuzivani Zeleza organismem. I minerdly maji
pfi krvetvorbé nezastupitelnou tlohu. Zelezo je w¢inna slozka hemoglobinu, méd’

ovlivituje spravné vstiebavani zeleza a kobalt, je soucésti vitaminu B12 [3].

2.3 Vyvojova stadia

Prvnim vyvojovym stadiem vSech typt krevnich elementd je pluripotentni
(z latinského plus=vice, potens=schopny) kmenovd bunka (dale jen HSC =
Hematopoietic Stem Cell), vznikajici pravé v kostni dieni (dale jen KD). Tato buika
byla poprvé popsana roku 1909 v ¢lanku profesora A. Maximova. Z buiky
mezenchymu vzniké bunka retikularni a ta se pfeménuje na funkéni HSC. Kmenové
bunky jsou schopné sebeobnovy. Pii kazdém déleni totiz vznika jedna bunka identicka
s mateiskou HSC, ktera zstava v poolu (zdsobnim prostoru v KD) a jedna buiika, co se
dale diferencuje do zralejSich stadii krvetvorby. Tomuto déleni se fika asymetrické.
Z pluripotentni bunky se dale diferencuji zdklady dvou fad v podobé takzvanych
CFU (colony forming unit). Pro lymfoidni fadu (CFU-L) a pro fadu myeloidni
(CFU-GEMM), ze kter¢ se dale formuji granulocyty, erytrocyty, monocyty
a megakaryocyty [2,3,6].

Dalsi diferenciace CFU-GEMM je na E/Meg progenitor — tedy prekurzor
pro erytrocyty a megakaryocyty a CFU-GM - prekurzor pro vyvojové fady

granulocytarni a monocytarni.

CFU-L se diferencuje na prekurzor pro B-lymfocyty a prekurzor pro T a NK

lymfocyty [2].
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2.3.1 Trombopoéza

Z jiz zminéného E/Meg progenitoru se tedy vyviji megakaryocytarni fada.
Zacinajici BFU-Meg (Burst forming unit), které se preménuji na CFU-Meg. Funkéni

megakaryocyt ziskavame ve 3 vyvojovych stadiich.

Prvni bunkou viditelnou ve svételném mikroskopu je megakaryoblast.
Megakaryoblast je 6-20 pm velkd buika s jadrem a modrymi jadérky. Cytoplazma

pfedstavuje jen uzky lem, je sttedné bazofilni a bez granulace [2].

Obrdazek 2 — Megakaryoblast ¥

Promegakaryocyt je 15-20 um velky, se zna¢né¢ hrubsim chromatinem a bohatsi,

méne¢ bazofilni cytoplazmou, v které za¢indme pozorovat granula [2].

Obrazek 3 — Promegakaryocyt ¥/
Megakaryocyt dosahuje 40-60 upum a je tak nejvétsi  bunkou
ve fyziologické kostni dfeni. M4é vicelalo¢naté jadro s hutnym chromatinem

a rizovofialovou cytoplazmou s azurofilnimi granuly [2].

17



Obrdazek 4 — Megakaryocyt

Z megakaryocytu se odstépuji funkéni trombocyty, které jsou velké 1-4 pm

\
a®

Obrazek 5 - Shluk trombocytii

a maji modrosedou cytoplazmu s azurofilnimi granuly [2].

> O

Trombopoéza je stimulovana hlavné trombopoetinem, IL-3, IL-6, IL-11 a
G-CSF. Vyvoj jednoho megakaryocytu trva 5-10 dni a vnikne zné&j 1 000-5 000
desticek. Fyziologicky mame hodnoty trombocytl v krvi: 150-400 x 10°/1. Muzi i Zeny
maji standardné destiGek stejné. Zenam se mize podet trombocytdl lehce sniZit
na zacatku menstrua¢niho cyklu. U novorozenct je fyziologické rozmezi také stejné.
Hodnoty byvaji ale vétSinou vysSi a postupné klesaji az do 16. roku Zzivota,

kdy se hodnota stabilizuje [2,5].
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2.3.2 Erytropoéza

Bunka funkéniho erytrocytu vznika postupnymi mitdézami a cely proces se nazyva
erytropoéza. Ze stadia spole¢né bunky s megakaryocyty (= E/Meg progenitor) vznika
erytroidni burst-forming unit (BFU-E), vytvarejici velké kolonie, za stimulace IL-3,
ke kterému se postupné piidava erytropoetin (EPO), tyreoidalni peroxidaza (TPO),
kolonie stimulujici faktory (GM-CSF) a stem cell faktor. Z BFU-E se vyviji, dle stejné
posloupnosti jako u trombocytl, colony forming unit erytrocytd (CFU-E),
které proliferuji diky stimulaci EPO. Od této chvile vede k vyvoji funkéniho erytrocytu
Sest stadii. Erytropoetin je nejvyznamnéj$im stimuldtorem erytropoézy. Jde o hormon
tvotici se témét pouze v ledvinach, dojde-li tedy k jejich poskozeni, mize se projevit
anémie. DalSim stimulatorem je testosteron, ktery je divodem vysSich hodnot

hemoglobinu a erytrocytii u muzi [2,4].

Prvnim stddiem, viditelnym ve svételném mikroskopu, je proerytroblast. Builka
ovalného tvaru, velikosti 14-20 um, na povrchu s hrbolkovitymi vybézky. Velké jadro
obsahuje jadérka a je ulozeno centricky. Cytoplazma je hrudkovitd a bazofilni

s perinuklearnim projasnénim [2,3].

Obrazek 6 — Proerytroblast I*!

Délenim proerytroblastu ziskdvame bazofilni erytroblast, ktery je celkové o néco
mensi (12-17 pm) s menSim jadrem a bez jasnych jadérek. Cytoplazma je stale bazofilni

bohata na polyribozomy a mitochondrie. Také se zde zaCina syntetizovat hemoglobin

[2].
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Obrazek 7 - Bazofilni erytroblast I”/
Bazofilni erytroblast se pfeméfuje na polychromatofilni erytroblast. Pfi této
pfeméné znovu dochazi ke zmenSeni celé buiiky (12-15 pm) a ptirdstkem hemoglobinu

se snizuje bazofilita plazmy [2].

Obrazek 8 - Polychromatofilni erytroblast
Ctvrtym stadiem je ortochromni erytroblast, ktery uz neni schopen déleni.
Je velky 8-12 um a dochazi u n€j pouze k vypuzeni jadra, které fagocytuji makrofagy
[2].

Obrazek 9 - Ortochromni erytroblast ™!
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V tuto chvili uz jde o retikulocyt, o velikosti 7-9 um. Cytoplazma zacind byt
stejné acidofilni (rGzova) jako u zralého erytrocytu s obsahem ribozomu
a zachovanymi nékterymi metabolickymi procesy. Postupnou ztratou organel se z ngj

bchem 24-48 h vyviji finalni burika [2].

Obrazek 10 - Uvolnéni jadra normoblastu®

Vysledny erytrocyt je bikonkavni, bezjaderny a o velikosti 6,7-7,7 um. Cela
erytropoéza trva 7 dni a pro jeji spravny chod je zapotiebi nejen na zaatku zminénych
hormonti ale také aminokyselin, Zeleza, vitaminu B6, B12 a kyseliny listové.
Pfi nedostatku téchto latek (malnutrice, malabsorpce) vznikaji morfologické odchylky.
Nedostatek Zeleza se projevuje mikrocytdézou, nedostatek B12 a kyseliny listové zase
makrocytozou. Casté zvySeni se objevuje u parametru RDW, které poukazuje
na neefektivni produkci ¢ervenych krvinek, a to vétSinou z diivodu nedostatku Zeleza.
Kazdy den timto procesem vznikd zhruba 5 x 10'% erytrocytii. V periferni krvi je celkové
mnozstvi erytrocyti u muze: 4,0-58 x 10 /I, u zeny: 3.8-52 x 10'%/1L
U novorozeného ditéte je celkovy podet erytrocytli vyssi, a to kolem 5x10'%/1,

od momentu narozeni az do 3. mésice véku tato hodnota klesa [3,4,5,8,10].

Obrazek 11- Erytrocyt !
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2.3.3 Monocytopoéza

Z CFU-GM  vznikd  samostatnd  colony  forming  unit  pouze
pro monocyto-makrofagovou ftadu: CFU-M, z niz pokracuji dvé ,vétvé“. Jedna
pro monocyt a druha pro nezralé elementy dendritické fady. Monocyty maji vyvojova

stadia tf1.

Monoblast je tézké odlisit od myeloblastu. Jde o 14-22 pum velkou, kulatou
jadernou buiikku sjemnym chromatinem a jadérky. Mirn¢ bazofilni a vétSinou

bez granulace [2].

Obrazek 12 — Monoblast

Promonocyt je 14-20 um velkd bunka, nepravidelného tvaru a bez viditelnych
jadérek [2].

Obrdzek 13 — Promonocyt
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Monocyt je 14-22 um, nepravidelného tvaru s podkovitym/ledvinovitym/

lalo¢natym jadrem. Mlzeme pozorovat azurofilni granulaci a obCasny vyskyt vakuol

2].

Obrazek 14 — Monocyt

V krvi monocyt preziva nekolik dni, a jakmile vycestuje do okolnich tkéni,

oznacuje se za makrofag (histiocyt) a plni svou funkei [5].

2.3.4 Granulopoéza

Druhou dcefinou buiikou vznikajici z CFU-GM je CFU-G, coz je bunka
zakladni pro granulopoézu. Tato bunka dava vzniknout neutrofilnimu granulocytu.
Ostatni granulocyty — eozinofilni a bazofilni vznikaji samostatné piimo z HSC, nicméné
stddia tvorby maji vSechny tii typy stejné. Leukopoéza je stimulovana G-CSF
a GM-CSF, interleukiny (IL-3,IL-4, IL-6, IL7) [2,5].

NejmladSim vyvojovym stadiem pozorovatelnym ve svételném mikroskopu

je myeloblast. Jde o 10-18 pum velkou, kulovitou butiku s velkym jadrem (zabira
az -bunky), které obsahuje 2-4 jadérka, barvici se svétleji nez chromatin jadra.

Cytoplazma je o néco méné bazofilni nez u proerytroblastu [2].
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Obrazek 15 — Myeloblast
Druhym stadiem je promyelocyt. Builkka velkd 12-20 um s hrubSim jadrem,
neZ m¢l myeloblast, které zabira polovinu buiiky. Se zvySujicim se poctem azurofilnich
granul v plazmg. Chromatin je hrub$i nez u pfedchoziho stadia. V cytoplazmé jsou

modro-fialova azurofilni granula [2].

Obrazek 16 — Promyelocyt
Myelocyt mé& primér 12-18 um. ZmenSilo se jadro a jadérka jsou
az neviditelna, také je viditelny jesté hrubsi chromatin. Od tohoto stadia Ize rozeznavat
specifické granulace. Dle barvy granul rozeznavame eozinofilni (oranzova), bazofilni
(tmavé modrofialovd) a neutrofilni (rizova) granulocyt. Cim zralejsi je myelocyt

tim méné bazofilni ma cytoplazmu a méné viditelna jadérka [2].

Eozinofilni Neutrofilni

Obrazek 17 — Myelocyt I’/
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Myelocyty se zmenSuji na 10-18 pm velké metamyelocyty, s menSim
excentricky ulozenym jadrem ve tvaru ledviny a hutnéSim chromatinem.

Op¢t nachazime tfi typy dle barvitelnosti granul [2].

Bazofilni

Obrazek 18 — Metamyelocyt I/

Jadro se postupné protahuje do tvaru ovalu az tyée az vznikne stddium
nesegmentované¢ho granulocytu, kterému se fika ty¢. Toto stadium nasledné své jadro
segmentuje. Segmentované a nesegmentované granulocyty jsou jedind stadia

granulocyti, ktera se za fyziologickych okolnosti objevuji v periferni krvi [2].

Obrazek 19 — Nesegmentovany granulocyt-Ty¢ 7/
U jednotlivych typii segmentl jsou markantni vizualni rozdily, a proto je zde popisi

oddélené.

EhL

Obrazek 20 - Segmenty neutrofilni, eozinofilni, bazofilni
(zleva) ¥/ 25



Neutrofilni segment je velky 9-15 pm. Jeho jadro ma 2-5 segmentt a spoje mezi
segmenty nepfesahuji Sitkou polovinu nejSirStho mista v jadfe. Chromatin
je hrudkovity. Cytoplazma je riZova s neutrofilnimi granuly. Ze vSech leukocytl je 75
% neutrofilnich a jejich tvorba trva 610 dni. V periferni krvi se vyskytuji 6-12 hodin,

poté pokracuji do tkéani, kde ziji jesté 2-4 dny [2, 4, 7].

Eozinofilni segment o velikosti 9-16 pm ma vétSinou dvou segmentové jadro
s hrudkovitym chromatinem. Cytoplazma je svétld s eozinofilnimi granuly. Zralé

segmenty v krvi prezivaji 12-24 hodin a poté se dostavaji mimo ob¢h.

Bazofilni segment je nejmensi. Dosahuje 9-12 um a lalo¢naté jadro byva
piekryto bazofilnimi granuly (tmavé fialovymi). Cytoplazma je rizova az bezbarva.
V periferni krvi ptezivaji 4-7 dnl. Ve chvili, kdy z cirkulace vyplouvaji do tkané,

nazyvame je mastocyty [2,4, 5].

Leukocytli maji v krvi fyziologicky muzi i zeny 4-10 x 10%/1, novorozenci maji

standardné hodnoty az v rozmezi 9-30 x 10°/1 [8].

2.3.5 Lymfopoéza

Z lymfoidniho progenitoru vznikaji lymfoblasty, 10-18 pum velké, obsahujici
kulaté¢ jadro s 1-2 jadérky a jemnym chromatinem. Cytoplazma je bazofilni,

bez granulace. Maji rychlejsi syntézu RNA a proteint.

.

Obrazek 21 - Lymfoblast
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Druhym stadiem je prolymfocyt, 10-18 pm velky, s kulatym jadrem a dobfie
viditelnym centralnim jadérkem. Chromatin je hrubSi nez u pfedchoziho stadia,

cytoplazma zlstava stejna.

—

Obrazek 22- Prolymfocyt
Lymfocyty délime dle velikosti na malé a velké.
Malé lymfocyty dosahuji velikosti 8-12 pm, jejich jadro ma hutny

kondenzovany chromatin a cytoplazma kolem né&j tvoii jen uzky svétle modry lem.

Nékdy ani nebyva viditelna. Tento typ lymfocytu je v krvi z 80-90 %.

Obrazek 23 - Maly lymfocyt I/
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Velké lymfocyty dosahuji 12-16 um. Maji excentricky ulozené jadro s hutnym
chromatinem. Cytoplazma je svétle modrd, bohatd s ob¢asnym vyskytem azurofilnich

granul [2].

Obrazek 24- Velky lymfocyt

Hotové B lymfocyty a NK-buiiky vycestovavaji rovnou do sekundarnich
lymfatickych orgént, T lymfocyty jesté putuji do thymu, kde dozravaji. V sekundarnich
lymfatickych organech se lymfocyty setkdvaji s antigeny. B lymfocyty jsou pii setkani
s antigenem aktivovany a pfeméfuji se na funkéni buiiku produkujici imunoglobuliny.
Jejich zivotnost v krvi je nékolik dnti az tydnl, pokud se ale pieméni na bunky

pamét'ové, zivotnost se zvysuje az na desetileti [2].

Prvnim stadiem pfemény po setkdni s antigenem je plazmoblast. Plazmoblast je
18-25 um velka burka s kulovitym jadrem, jadérky a jemnym chromatinem, bez granul
a vakuol, s ruzovo-Sedou cytoplazmou. Plazmoblast se dale diferencuje
na proplazmocyt, tedy 15-25 um velkou bunku, ktera ma jadro s 2-4 jadérky, vyraznym

chromatinem a Sedomodrou cytoplazmu s vakuolami a bez granulace [2].
Finadlnim stadiem je plazmocyt, tedy 8-20 pum velkd buika s jadrem

bez viditelnych jadérek, hutnéji kondenzovanym chromatinem atmavé modrou

cytoplazmou bez granulace, s projasnénim kolem jadra [2].
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2.4 Morfologické zmény krevnich elementii

Jde o zmény, kterymi se vyznacuji jednotlivé elementy, a mizeme dle nich urcit typ
onemocnéni Cloveéka. Tyto zmény se hodnoti na sklicku, z obarveného krevniho natéru
a aspiratu kostni dfené. VétSina krevnich elementi se lisi velikosti, vyskytem inkluzi,

tvarem Ci barvitelnosti [2].

2.4.1 Trombocyty

U trombocytu jsou vyznamné zmeény velikosti. Makrotrombocyty dosahuji
az velikosti erytrocytu a vyskytuji se pii vrozenych trombocytopatiich. Pokud
se vnatéru vyskytuji rizn¢ velké trombocyty, oznaCujeme to za anizocytozu
trombocytl. U myelodysplastického syndromu, chronického myeloproliferativniho
onemocnéni ¢i akutni leukemie se setkdme s hypogranularnimi trombocyty, které maji

snizeny pocet granul [2].

2.4.2 Erytrocyty

U erytrocytii mizeme pozorovat zmény na nékolika urovnich. Velikostné mensi jsou
mikrocyty (MCV <82 fl, primér <6,5 um), tyto bunky se vyskytuji u anémii
sideropenickych, sideroblastickych i u anémii, které provazeji chronickd onemocnéni.
Dale u mikroangiopatickych hemolytickych anémii, u hemoglobinopatii a talasémii.
Naopak vétsi makrocyty (MCV> 98 fl, primér 7,8 um) nalézame v krvi pfi nedostatku
B12 a kyseliny listové, u akutnich ztrat krve, onemocnéni jater a v disledku
chemoterapii. Také poukazuji na aplastickou anémii a myelodysplasticky syndrom

(MDS) [2].

Velikostn€¢ porovnavame i jednotlivé bunky mezi sebou a dle toho mluvime
bud’ o izocytéoze (vSechny buiiky v natéru jsou stejné velké) nebo o anizocytdze

(v natéru se objevuji rizné velké erytrocyty) [2].

Barvitelnost erytrocytu zalezi na mnoZstvi obsazeného hemoglobinu. Normochromni
erytrocyty (normalné¢ barvitelné) maji hodnoty MCH (hmotnost hemoglobinu
v erytrocytu) 28-34 pg a MCHC (koncentrace hemoglobinu v erytrocytu) 310-370 g/1.

Od nich tedy odliSujeme hypochromni erytrocyty, které maji men$i mnozstvi
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hemoglobinu, ktery je uloZen prstencové po obvodu. Projasnéni uprostied zabira vice
jak tretinu bunky. Jde o artefakt, ktery nachdzime u anémie sideropenické,
sideroblastické, talasemie a MDS. Anizochromie je riiznorodd koncentrace
hemoglobinu v erytrocytech, poukazujici na nedostatek zeleza, megaloblastovou
¢i refrakterni anemii. Polychromazie, kdy v disledku zbytkii RNA miizeme v erytrocytu
pozorovat modravy az naSedly nédech je vyznamnd u anémii hemolytickych,
megaloblastovych, kongenitalnich dyserytropoetickych, u anémii chronickych chorob

a u novorozencu [2].

Dle zmén tvaru odliSujeme nejvétsi mnozstvi typu cervenych krvinek. Pokud
je v krevnim natéru piitomno typta vice najednou oznacujeme to za poikilocytézu. Mezi
nejznaméjsi poikylocyty patii naptiklad akantocyty, coZ jsou erytrocyty s ostny
po obvodu bunky v disledku nedostatku B-lipoproteinli v erytrocytarni membrané.
Vykytuji se pii jaternich onemocnénich, novorozeneckych zloutenkéach, poruchach
metabolismu lipidl ¢i po poddvani heparinu. Echinocyty erytrocyty s tupymi vybézky
po obvodu buiiky z diivodu poruch lipida v erytrocytdrni membrané, asto se vyskytuji
ve star§i krvi. U novorozencl se vyskytuji vlivem salicylati a barbituratl, jinak
v disledku deficitu pyruvatkindzy a uremie. Leptocyty jsou tzv. terovité erytrocyty.
Maji mélo hemoglobinu a ten je uloZen po obvodu bunky. Vyskytuji se opét u anémii,
hemoglobinopatii ¢i ledvinovych onemocnéni. Stomatocyty, které v dasledku
elektrolytické nerovnovahy erytrocytu maji tvar pootevienych Ust. Stomatocytéza miize
byt dédi¢na, ale také mize poukazovat na onemocnéni jater, HON ¢i otravu organismu.
Knizocyty maji v disledku akumulace fosfolipidii a cholesterolu vpacené membrany
a poukazuji na anémie, hemoglobinopatie, jaterni onemocnéni ¢i pankreatitidu.
Schistocyty jsou fragmenty erytrocytil, vznikajici pfetrZzenim erytrocytli na fibrinovych
vldknech pfi trombocytopenické ruptue, mikroangiopatické hemolytické anemii
¢1 diseminované vaskularni koagulopatii. Sférocyty jsou malé, kulaté, syté¢ se barvici
erytrocyty, které maji defekt fosfolipidli bunééné membrany. Jejich pfitomnost v krvi
miZze byt dédi¢nd, ¢i poukazovat na hypersplenismus. Eliptocyty jsou ovalné erytrocyty
vznikajici kvili nelplné proteinové struktufe membrany. Vyskytuji se dédicné,
u nékterych hemolytickych anémii, a anémii sideroblastickych/sideropenickych

¢1 talasemii. Jako posledni zminim dakryocyty, tedy slzickovité erytrocyty, vyskytuji se
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pfi talasemii, myelofibroze, hemolytické anemii, tuberkuléze ¢i metastazich do kostni

drené [2].

V erytrocytech se vyskytuji ¢tyii zédkladni typy inkluzi. Bazofilni teCkovani, coz jsou
agregaty ribozomii a polyribozomt, ve form¢ tmavé modrych granul, vyskytujici
se vorganismu pii otravé olovem, poruchich syntézy hemoglobinu, talasemii,
sideroblastické anemii a megaloblastové anemii. Howell-Jollyho téliska, predstavuji
fragmenty chromozomt z jaderné DNA, jsou purpurova a kulatd. Vyskytuji
se pii hemolytické anemii, megaloblastové anemii, perniciézni anemii, splenektomii
a alkoholismu. Pappenheimerova téliska, predstavujici agregovany feritin
s mitochondriemi a ribozémy, maji nepravidelné okraje, jsou syté Cervenofialové
a vyskytuji se vchomaccich pii okrajich bunky. Klinicky se vyskytuji
pfi sideroblastické anemii, talasemii, megaloblastové anemii, hemolytick¢é anemii,
splenektomii a kongenitalni dyserytropoetické anemii. Posledni vyznamnou inkluzi jsou
Cabotovy prstence, coz jsou zbytky jaderné membrany erytroblasti a jde o smycky
purpurové barvy. Nalezneme je u megaloblastovych anémii, dyserytropoézach

a u tézkych anémii [2].

2.4.3 Leukocyty

Zmény u leukocytd na morfologické urovni jsou rozdilné u neutrofili, bazofila
a eozinofilli. Tyto zmény mohou byt vrozené ¢i ziskané. Nachazime je ve velikosti,
tvaru, ulozeni jadra, struktufe chromatinu, jadérkach ¢i cytoplazmé a jejich inkluzich

[2].

Neutrofily a eozinofily pifi patologickych stavech mohou vykazovat
jak hyposegmentaci, tak hypersegmentaci. U neutrofilli si mizeme vSimat jadernych
privéskli neboli sex-chromatinu, coz je inaktivovany X chromozom a vyskytuje se

v 1-5 % cirkulujicich granulocytii Zen [2].

Kromé hypergranulace a hypogranulace, které se vyskytuji pii riznych typech
infekci, miZeme v plazmé neutrofilii objevit Auerovy tyce, které vznikaji splynutim
primarnich azurofilnich granul a nachazeji se ve vSech vyvojovych stadiich granulocytti.

Nékdy tvofi tzv. snopce a poukazuji na akutni promyelocytarni leukemii.
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Doéhleho inkluze jsou malé modroSedé ¢i svétle modré inkluze, vyskytujici se vétSinou
spole¢n¢ s toxickou granulaci a vakuolizaci poukazujici na infekce, MDS, AML, 1é¢bu
cytokiny, hemolytické anémie ¢i popaleniny. Vakuolizace samostatné se vyskytuje pii
fazi granul s fagocytarni vakuolou. Vyskytuje se pii infekcich, AML, ALL ¢i septickych
stavech [2].

U eozinofili se vyskytuje vakuolizace spoleéné s hypogranulaci (degranulace

¢1 uplnd agranulace) a to typicky pfii idiopatickém HES (hypereosinofilni syndrom) [2].

Bazofily mohou byt hypogranularni. A to pti MDS ¢i alergiich. Abnormalni granula

¢i inkluze se u nich vyskytuji pfi vrozenych onemocnéni [2].

2.4.4 Lymfocyty

U lymfocyti jsou vyznamné takzvané vlasaté lymfocyty, které maji rozvlaknéné
okraje cytoplazmy a jemny chromatin. Vyskytuji se u vlasatobunécné leukemie
a splenického vilézniho lymfomu. Dalsi zmény ve tvaru jadra ¢i vyskytu vakuol jsou
typické pro rizné typy lymfomi. Vakuolizace lymfocyti se vyskytuje u vrozenych

metabolickych onemocnéni [2].

2.5 NedonoSeni novorozenci

Fyziologicky novorozenec je dité¢ narozené v 38. — 42. gestacnim tydnu o hmotnosti
2500 — 4200 g a délce 48-52 cm. Jako nedonoSeny novorozenec je oznacovano dité
narozené pred ukoncenim 37. tydne gestacniho véku (ten se pocitd od 1. dne posledni
menstruace matky). Jako nezraly se povazuje novorozenec, ktery se narodi s hmotnosti

pod 2 500 g a délkou pod 48 cm [11].

2.5.1 Rozdéleni a charakteristika

V navaznosti na hmotnost a gestacni vék se nedonoSeni novorozenci d€li do Ctyt

kategorii:

1. ELBW (extremely low birth weight infant) — dit¢ narozené do 28. tydne gravidity
s hmotnosti mezi 500-999 g;
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2. VLBW (very low birth weight infant) — dit¢ narozené do 32 tydne gravidity
s hmotnosti mezi 1000-1499 g;

3. stiedné nezrali novorozenci, ktefi jsou narozeni do 34. tydne gravidity s hmotnosti

1500-1999 g;

4. lehce nezrali novorozenci jsou narozeni do 38. tydne gravidity s hmotnosti

2000-2499 g [12].

Mohou se narodit 1 zivé déti pod 500 g. Pokud se nedoziji 24 hodin, jsou povazovany

za aborty [13].

Novorozenci s nizkou porodni vahou tvofi 5-8 % vSech narozenych déti, 2/3 z nich
jsou novorozenci nedonoSeni, zbytek jsou novorozenci hypotrofi¢ti. Hypotrofie
novorozence je stav, kdy jeho parametry vyvoje neodpovidaji tydnu porodu. A to tak,
ze na svou velikost téla je znacné funkcné zralejsi, ale oproti détem stejného gestacniho
véku je méné odolné, a tedy i nachylnéjsi k infekcim. Hypotrofie byva zpiisobena
nedostateCnou vyzivou, nemocemi matky, infekcemi plodu ¢i koufenim matky
v t€hotenstvi. Hypotroficky novorozenec ma porodni vahu nizsi, nez je 5. percentil

hmotnostniho rozptylu daného gesta¢niho véku [11,12].

Typicky se nedonosené déti vyznacuji i dal§imi znaky.

Jejich kiize byva prasvitna, cCervend, bez mazku (zbytky oloupanych epitelii
smichané s produkty mazovych Zlaz na téle novorozence) a fetdlniho ochlupeni.
Kuze je vysoce nachylnd na poranéni at' uz chemické (dezinfekce) ¢i mechanické
(odlepovani naplasti). Nemaji dostatek podkozniho a tuku, a proto maji problémy
s termoregulaci. Ryhovani na ploskdch nohou a dlanich je jemné ¢&i zcela chybi.
Co do funk¢nosti mivaji nedonoSené¢ déti problém s dychdnim — RDS (syndrom
dechové tisn¢) ¢i apnoe. Kviili nedostatku surfaktantu nezlistavaji alveoly mezi nadechy
otevieny. Traveni trva déle v disledku nedostatku travicich §tav a zpomalené funkci
stiev. Novorozeneckd zloutenka u nedonoSenych je také prodlouzena, jelikoz jejich jatra

nejsou plné funkéni [11, 14].
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O nedonosené novorozence musi byt specidlné pecovano. Tézce a stiedné
nedonoSeni jsou prvni dny zivota umisténi na jednotce intenzivni péce (JIP)
v inkubatoru ¢i na vyhfivanych lizkach. Dochéazi k neustdlému monitorovani jejich
zivotnich funkci (dech, tep, tlak, syceni krve kyslikem) a télesné teploty. Stravu
nedonoSenci obvykle pfijimaji nitroziln¢, normalni piijem novorozenecké potravy
(kojeni) lze zah4jit az po stabilizaci funkce stfev, a to pouze v piipad¢ je-li vyvinut saci

a polykaci reflex [14].

2.5.2 Duvody nedonoSenosti

Piedcasny porod je patologicky d&j, ke kterému dochazi z vice ¢i méné ziejmych
divodua. Poruchy placenty znamenaji pfedcasny porod v 50 % piipadu, at’ uz jde o jeji
Spatné umisténi, ¢i pfed¢asné odlouceni. Dalsim divodem pied¢asného porodu byva
infekce, kterd zptisobuje bud’ prasknuti plodovych obali (PROM) s odtokem plodové
vody, nebo piedCasnou stimulaci délozni svaloviny. DalSim problémem miuze
byt imunologickd netolerance genetického materidlu otce, ¢i onemocnéni matky.
Mnozstvi ptredCasnych porodi stoupa z davodu zvySujiciho se veéku matek
a tim 1 zvySujictho se poctu uméle fertilizovanych zen. Predasnému porodu
se da do urcité miry zabranit. Kauzalné¢ — tedy odstranénim pficiny vyvolavani porodu

a symptomaticky — potlacenim projevu (tlumeni délozni ¢innosti) [13, 14].

Vroce 2011 ve spojenych statech americkych bylo 11,7 % z narozenych déti
narozeno piedcasné. Z téchto procent spadalo 71 % déti mezi ,late preterm infants®,
coz je 4. kategorie Ceského rozdéleni, a tedy lehce nezrali novorozenci.
Pocet pfedcasnych porodil je navySovan i planovanymi cisafskymi fezy, které po celém
svété vroce 2006 predstavovaly 31 % zcelkového poctu porodl, a i kdyz neni
doporuceno je provadét pied 39. tydnem tehotenstvi, 36 % z nich pfedcasné provedeno

bylo [12, 15].

2.5.3 Krevni obraz novorozencu

U novorozenct najdeme vyznamné rozdily v krvi oproti dospélému jedinci.
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Hemoglobin, MCV, WBC a RBC jsou zvySeny u vSech narozenych déti. Toto
zvySeni je znacné patrnéj$i u déti nedonoSenych. Hemoglobin v 8. -12. tydnu klesa,
a to nejnize na 110 g/l v ndvaznosti na saturovani krve kyslikem. Tento ndlez nazyvame
anémii novorozence. U nedonoSenych déti tento spad piichazi diive a prudceji —
v 4. -8. tydnu, az na 70 g/1, maji totiZ mén¢ erytrocytl, které maji kratsi Zivotnost a jsou
celkoveé fragiln€j$i z divodu zvySené propustnosti membrany pro sodné a draselné
ionty. Jejich erytrocyty byvaji vétsi s vétSim obsahem hemoglobinu, ktery je z 80 %
stale fetalniho puvodu. Také je typicka nedostateCna produkce erytropoetinu, jehoz
mnozstvi z extrémnich hodnot v dob¢ téhotenstvi prudce klesa. Tuto anémii nazyvame
anémii z nezralosti a do 3. - 6. mésice dochazi k upravé hodnot k normalu. Typickym
nalezem v periferni krvi novorozenci jsou NRBC (tedy jaderné erytrocyty).
Fyziologicky do 10 na 100 WBC. ZvySeny poc¢et NRBC muze pomoci predurcit
postizeni mozku ¢i encefalopatii [16,17, 19]. U novorozencii je vyznamna leukocytdza
s posunem doleva. Posun doleva znamena, Ze se v krvi objevuji nezralé formy
leukocytt. Celkové zastoupeni ziskdvame vypocCtem I/T indexu, kdy se pocita podil

nezralych forem agranulocyt ke vSem pfitomnym [15].

Fyziologické hodnoty krevniho obrazu a diferencidlniho rozpoctu leukocyti u

novorozencu v tabulkach 3 a 4.
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Tabulka 3- Pocet leukocytit (WBC) + diferencidlni rozpocet leukocytii '

Leukocyry — Neurofilni | Neurrafilni | Lymifocyty Manocyty Eosinofily Basofily.
Vak potel segmenty tyte

(109L) (%) (%) (%) %) (M (%)

PH narozeni 9.0-30.0 51-71 0-4 21-41 2-10 0-4 0-2
12 hodin 130-38 S8-TR 0-4 16-32 1-9 0-4 0-2
24 hodin 94-340 31-T71 0-4 21-41 2.10 0-4 0-2
27 dni s0-210 35-55 0-4 -3 3-15 0-% 0-2
814 dni 5.0-200 30-50 0-4 38-58 3-15 0-7 0-2
1530 dni 50-195 25-45 n-4 46-66 1-13 0-7 0-2
16 mesicl 30-193 23.45 0-4 46-T71 1-13 0-7 0-2
051wk 60-17.5 21-42 0-4 s1-T1 1-9 0-7 0-2
1-2 zoky 60-175 21-43 0-4 49-7 1-9 -7 0-2
24 roky 35-1740 23-32 0-4 40-69 1-9 0-7 0-2
46 let 30-153 32.61 0-4 32-60 1-9 0-7 0-2
&n_m 45-145 41-63 -4 29.52 0-9 0-7 0-2
B-10 et 45-135 43.64 n-4 28-49 0-% 0-4 0-2
10-15 let 45-133 4467 0-4 25-48 0-9 0-7 -2

Tabulka 4- Parametry erytrocytarni rady, pocet desticek a retikulocytii

[18]

. > 1 i T
. = o - E 3 ‘g ! - : _g.
’ g : § E‘% = Eﬁ =i -§ e o e .E
g2 5% §af3izy sin| 4 gz
| 8 £ | 3¢ “‘EEﬁ “gzd 22 | % 23
. ., 4 . . = RDW - . 5
RBC HGB HCT MCV MCH MCHC v PLT RET RET #
=L gL L L pe gL % 1%L ty (IR
=3 duy 40-66 | 145-225 | 045067 | 95-121 31-37 | 290370 [ 1135 | 150450 | 347-340 | 148-216
4dny— Sy v] |5 o |
L 39-63 | 135215 | 042066 | 88126 2540 | 280380 | 115145 | 150 -450 | 1.06-237 | 51110
2
2 tyuay — 36-62 | 125-205 | 039-063 | S6-124 840 | 280380 [ 131435 | 150450 | 106-237 | S1-110
Umasle T 25| 3 2 2 280 -3 A & 5 3 06 -2 .
e 30-50 [ 100180 [ n2T-055 | 85123 2840 [ 280370 | 115145 | 150 450 | 2i2-347 52-78
2 mésice wav . A i = = - g - A N - o=
3 misice —
‘;H‘” Kic 27-49 | 90—140 | 028-042 | 77105 26-34 | 290370 | 113145 | 15Sp—450 | 1.35-270 | 48-88
3 _Gmésich | 3.1-45 95135 | n29-041 | T4-108 2533 300360 | 11.5-145 | 150-450 | 1.55-270 48 - 88
"2‘“’“‘ l“_ 37-53 | 105135 | 033-03 0 -86 23-31 ID0-360 | 115-145 [ 150-450 | 099-182 | 44-111
2 plet 19-53 115135 | n24—-040 T5=87 24 -30) FIO0—370 | 11.5-145 | 150 =450 | ns2-145 36-68
6—1210ey 40-52 | 115155 [ 035045 | 77-95 35-33 | 310-370 | 15— 1435 | 150450 | 09s-19¢ [ 42-70
1215 ke 4151 | 120160 | n36—04 78— 102 3533 | 310370
5 S = : " T 115~ 145 | 1S0-450 | 090-149 | 42-65
¢ 45-5 130 — 160 | 137049 | 7898 2535 | 310-370
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3 CILPRACE

Cilem této prace je zhodnotit krevni obraz a diferencidlni rozpocet
leukocytlh v pribc¢hu c¢asu u jednotlivych kazuistik. Dale sledovat
morfologické zmény elementl. Dil¢im cilem je porovnat parametry
kazuistik s teoretickymi  parametry ziskanymi v odborné literatuie

a poznatky z védeckych clankd.
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4 METODIKA

V této Casti bakalarské prace se budu vénovat moznostem vySetfeni krve
v hematologické laboratofi, a to sdirazem na zpracovani krve novorozencu.

Tyto metody byly vyuzity i ke zpracovani vzorkl pro mou praktickou ¢ést.

4.1 Odbér krve

Do laboratofe je zasildna pievazné periferni krev odebréna z vény, v souvislosti
s tématem této bakalarské prace se ale zamétime na krev kapilarni. Kapilarni krev
se neodebird pouze novorozencim a kojenctim, ale i dospélym. U dospélych dochézi
k odbéru ve vétsiné piipadlu z laterdlni strany tietiho ¢i ¢tvrtého prstu nedominantni
ruky a vyuziva se ke zjisténi glykémie, acidobazické rovnovahy (ABR) ¢i glykovaného

hemoglobinu [20].

Odbér zbiiska prstu se doporucuje az od 6. mésice veéku, a proto
u novorozencli dochazi k odbéru z dezinfikované prohifaté paty. Vpich by mél byt
do 2 mm dlouhy a proveden lancetou ¢i kopi¢kem. Paticka se nesmi mackat ani Zdimat,
aby nedoslo k pfimési tkanového moku. Prvni kapka se pfi kapilarnim odbéru vzdy

otira, jelikoz v ni mohou byt ptimési dezinfekce a je nafedéna tkanovym mokem [21].

Mezi nasbiranymi vzorky novorozenci mam 1 vzorek pupecnikové krve.
Pupecnikova krev je krev zlstavajici v placenté po prestiizeni pupecniku. Jeji odbér
se provadi pfimo z prestfizeného pupecniku, €1 z placenty po jejim porodu. Tato krev

je v podstaté totozna s krvi novorozence [22].

4.2 Krevni natér

Krevni natér ndm umoznuje sledovani krevnich elementi v mikroskopu. Provadi se

z kapky krve z odbérové zkumavky s nesrazlivym roztokem EDTA ¢i heparinem.
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4.2.1 Provedeni

Kapka se nandsi na odmasténé, Cisté sklicko kousek od okraje. Roztérové sklicko
pfilozime doprostfed podlozniho skla (pod uhlem 45°), pfiblizime se ke kapce, nechdme
ji samovolnég rozlit po jeho hrané a rychlym rovhomérnym pohybem provedeme natér.
Krevni elementy tedy tahneme za roztérovym sklickem a nedochazi k jejich poskozeni.
Vysledny natér by mél byt rovnomérny, plynuly a nedosahovat ani jednoho z okrajii
podlozniho skla. Nésledné nechavame natér za pokojové teploty uschnout. Uhlem,
pod kterym natér provadime, se da ovlivnit jeho tloustka. Cim vétsi uhel, tim silngjsi
natér. ZkusSeny pracovnik tak dokaze dle hustoty krve a uhlu roztérového sklicka

zhotovit reprezentativni natér [2, 23].

4.2.2 Barveni

Zaschly krevni natér je potfeba obarvit, aby doslo k rozdilné vizualizaci jednotlivych
elementl. Nejcastéji se barvi Pappenheimovou panoptickou metodou (neboli MGGQG),
coz je spojeni dvou roztokli — May-Grunwald (slozeni: Eosin Y, metylenova modt,
metylalkohol, glycerol) a Giemsa-Romanowski (slozeni: metylenovd modf, azur-eozin,
azur II, metylalkohol, glycerol). Pfed samotnym barvenim se natér fixuje
koncentrovanym May-Gunwaldem s pfidavkem etanolu. Jeden z pouzitych roztoki
je vzdy kationovy (zasadity). Zde jde o azur B (smés azuru II a metylenové modre),
Sedomodfe barvici aniontové slozky krve. Obarvuje nukleové kyseliny, nukleoproteiny
a granula bazofili. Druhy roztok obsahuje barviva aniontovéd (kyseld), které¢ se vazi
na kationty a obarvuji je oranzovocervené. Zde jde o eosin Y, ktery barvi eozinofilni
granula a hemoglobin. Oba dva tyto roztoky je mozné skladovat pii laboratorni teploté.
Na promyvani mezi jednotlivymi kroky pouzivame fosfatovy pufr (pH 6,8)

a ten se uchovava v lednici pti 2-8 °C [2].

Cely proces MGG barveni se nedoporucuje provadeét na miizce ¢i barvicim stolku.
Vhodnad je metoda barveni v uzavienych kyvetich, aby nedochéazelo k odpatovani
roztokli. Nezafixovany nenabarveny preparat je vhodné zpracovat do péti hodin.
Jakmile dojde k jeho zafixovani, miZe se uchovavat az mésic. Natér je potfeba nechat
nejprve dobie zaschnout (10 minut) a az poté dochézi k fixaci metanolem v kyveté.

Pro periferni krev sta¢i fixace dlouhd 5 minut a metanol nesmi pfijit do kontaktu
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s vodou, ktera znemoziuje interpretaci vysledkl. Kdyz méme zaschly zafixovany natér,
muzeme prejit k barveni. V prvni kyveté je roztok May-Grunwald, do kterého ponofime
sklicko na 10 minut. Ve tfeti kyvet¢ je roztok Giemsa-Romanowski fedén v poméru 1:9
s fosfatovym pufrem, ve kterém sklicko nechame také po dobu 10 minut. Druh4, ¢tvrta
a pata kyveta obsahuji fosfatovy pufr na promyvani. Po nabarveni by mé¢lo byt sklicko
svétle rizovofialové (purpurové). Barva ndm nésledné pomaha v mikroskopu rozeznat
jednotlivé krevni elementy. Erytrocyty jsou rtizovoSedé¢, trombocyty tmaveé rizove,
leukocyty maji typicky tmavé fialové jadro, eozinofily oranzovéa granula, a neutrofily
granula purpurovd. Musime vSak brat v Gvahu, Ze sytost barev zavisi i na vlastnostech

biologického materialu [2,24].

Pti nedodrzeni Casti jednotlivych barveni je zkomplikovano nasledné hodnoceni,
kvali Spatnému dobarveni. Také se musi dat pozor, aby nedoslo k odloupnuti krevniho

natéru, kontaminaci vodou ¢i vlhkosti [7].

Pokud potiebujeme rozeznat retikulocyty je zapotiebi vyuzit jinych barvicich metod
tzv. supravitalniho barveni (napt. brilantkresylovou modii), kdy nedochdzi k fixovani

natéru. V panoptickém barveni nejsou totiz rozeznatelné od velkych erytrocyta [7].

4.2.3 Hodnoceni

V krevnim natéru hodnotime pocetné: subpopulace leukocyti a erytroblasty
na 100 leukocytl, pocet schistocytii a trombocyti na 1000 erytrocytl a subjektivné
morfologické zmény. K hodnoceni pouzivame klasicky svételny mikroskop. Nez zacne
hodnoceni krevnich elementi, provadi se kontrola spravného provedeni natéru
pii mens$im zvétSeni, timto zpisobem si také nalezneme optimalni misto k samotnému
hodnoceni. Jde o misto, kde se bunky neptekryvaji a jsou rovnomérné rozprostieny.
Poté¢ si na mikroskopu nastavime zvétSeni 1 000x a za pouziti imerzniho oleje

hodnotime natér meandrovité [3].

Fyziologicky nélez bilych krvinek v krevnim nétéru je zastoupen neutrofilnimi
tyCemi 1 segmenty, eozinofilnimi a bazofilnimi segmenty, lymfocyty a monocyty.
Patologicky nachazime jakékoliv vyvojova stadia elementl, nehematopoetické maligni

bunky ¢i krevni parazity. Co se tyCe cervené krevni fady, fyziologicky nalézame
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jen erytrocyty a u novorozencli normoblasty. Patologicky jsou normoblasty v krevnim

nalezu hemolytickych anémii a hematologickych malignit [3].

4.3 Automatizace

Jako ve vSech klinickych laboratofich je dnes prace na hematologickych pracovistich
z vetsi Casti zautomatizovana. Analyzatory jsou schopny nejen samostatné zméfit krevni
obraz 1 s histogramy a scattegramy pro RBC, WBC A PLT, ale také provést krevni natér,
a z n¢ udé¢lat diferencialni rozpocet leukocytl. Diferencidlni rozpocet je vzdy nutné
pfekontrolovat a upravit, jelikoz analyzator neroziazuje vzdy (zvlast morfologicky
zménéné bunky) zcela spravné. Tyto analyzatory jsou navic vyhodné i svou rychlosti.
Manualni krevni natéry se dnes d¢€laji pfevazné az po nalezu patologickych zmén

analyzatorem, ktery neni schopen tyto nefyziologické bunky identifikovat.

Analyzator si plnou krev rozd€li na ¢ast s erytrocyty a trombocyty a ¢ast s leukocyty

slouzici k zméfeni jejich rozpoctu [25].

Erytrocyty a trombocyty jsou usmérnény za pomoci hydrodynamické fokusace,
kdy je vzorek vstiikovan do diluentu a pohanén stejnosmérnym proudem. Diky tomu
dochazi k proméreni kazdé bunky zvlast. Bunky jsou analyzovany impedancné,
kdy se pocty a velikost elementi stanovuji na zakladé¢ zmén elektrického odporu
(impedance) v méfici kyveté, ve které je vné 1 uvnitf polarizované stejnosmérné
elektrické pole. Cetnost zmén mémého odporu prostiedi a vybuzeni napéti udava pocet
bun¢k a velikost impulzu jejich objem. Impulz je méfen pomoci voltmetru. Jednotlivé
bunky jsou undSeny vodivym roztokem skrz aperturu a snimany zobou stran
elektrodami. Jednotlivé buniky maji na povrchu silny zaporny elektricky naboj,
a proto se stejnosmérny proud nedostava do jejich nitra a jen je po povrchu obtéka.
Vysledkem tohoto méteni je histogram distribuce bun¢k na zékladé jejich velikosti

[2,3,4,7,25].

Leukocytarni rozpocet je proveden diky pritokové fluorescencéni cytometrii,
kterd patifi mezi optické metody. Leukocyty jsou zifedény v daném pomeéru a poté
oznaceny fluorescen¢nim barvivem, které se vaze na nukleové kyseliny. Nasledn¢ jsou

buiky ozafeny polovodicovym laserovym paprskem a dochazi ke snimani rozptylu
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svétla a fluorescence fotodiodou. Typickym zdstupcem této metody je fluorescencni
priutokova cytometrie, kdy jsou jednotlivé buinky ozafovany laserovym paprskem
(se svétlem o vlnové délce 633 nm), a jejich odezva se analyzuje. Timto zpisobem
dochazi k prométeni leukocyti zjiSténi jejich velikosti, slozeni, granulaci plazmy,
¢i Clenitosti jadra a rozpoctu jednotlivych populaci. Konkrétn€ se snima ptedni rozptyl
svétla, ktery urcuje velikost krvinky, bo¢ni rozptyl svétla, ktery poukazuje na obsah
bunky. Tietim parametrem je boc¢ni fluorescence, kterou se identifikuje mnozstvi RNA
a DNA vbuice. Vysledkem tohoto meéfeni je scattergram, na kterém bunky
s podobnymi fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi vytvari shluky. Na ose X
je ve scattergramu intenzita signalu z DC napéti, na ose Y variace vysokofrekvenéniho

sttidavého napéti RF [2,4,7,25,26].

Do analyzatori se dava plna venozni ¢i kapilarni krev s antikoagula¢nimi
¢inidly KsEDTA nebo K>EDTA. Rozdil téchto dvou antikoagulant je vpH jimi
vytvaieného pufru a jejich pisobeni na krevni elementy. Kromé celkového poctu
krvinek, ktery se stanovuje na 1 litr krve, méfime 1 parametry dle typu bunky. Nékteré
parametry se piimo méfi, nékteré parametry se dopocitdvaji. Analyzatorem ziskavame

tyto parametry.

e Pro erytrocyty:
- pocet (RBC);
- hematokrit (HCT), coZ je pomér objemu erytrocytl k celkovému mnozstvi
krve;
- prumérné mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu (MCH);
- pramérna koncentrace hemoglobinu v erytrocytu (MCHC);
- stfedni objem erytrocytu (MCV), ktery vyjadiuje primérny objem bunky;
- histogram erytrocyti dle MCV;
- stfedni pramér erytrocytu (MCD);
- Sife distribuce erytrocytti (RDW);

- pocet retikulocytt.

Vypoctem dale ziskdvame: stfedni tloustku erytrocytu (MCT) a povrch
erytrocytu.
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e Pro leukocyty:
- pocet leukocytt (WBC);
- diferencialni rozpocet leukocyti;
- histogram leukocytt dle objemu.
e Pro trombocyty:
- pocet trombocyti (PLT);
- stfedni objem trombocytu (MPV);

- histogram trombocytu dle objemu.

Vypocétem dale ziskavame: Siti distribuce trombocytu PDW (cozZ je histogram

populaci dle MPV) a desti¢kovy hematokrit (PCT) [5,7].

Morfologické zmény hodnotime dle mnozstvi na 1-3 kiizky. Kvantitativné
hodnotime vyskyt jednotlivych typt bunék. Muze se vyskytovat tzv. posun doleva,
coz je vyskyt nezralych forem krevnich elementii v periferni krvi. VétSinou jde o mladsi
vyvojové formy granulocytii, tedy metamyelocyty, myelocyty a promyelocyty.
K vyplavovani nezralych forem dochazi ptfi vyssi potiebé leukocytt, tedy pii infekcich,
otravach ¢i krvaceni. Tento posun se vyjadiuje za pomoci Hynkova (isla,
které se vypocita pomérem jadernych segmentii ve 100 granulocytech vydéleny Cislem
100. Fyziologickd hodnota Hynkova cisla je 2,73. Je-li mensi, mluvime o posunu
k nezralym formam (tedy posunu doleva), je-li vétsi nez 4 mluvime o posunu k formam
vyzralym az hypersegmentaci (>6). Kvalitativné se hodnoti vyskyt napt. toxické

granulace, zménéné segmentace jadra ¢i nalez paraziti [2].

Laboratof klinické hematologie FN Motol, v které jsem provadéla praktickou c¢ast
této bakalarské prace, disponuje tfemi generacemi hematologickych analyzatorti firmy
Sysmex, a to XE-5000, XN-1000 a XN-3000. Bude popsana zakladni metodika
(kterd je u vSech zminénych analyzatorG stejnd) na analyzatoru Sysmex XE-5000.

K ostatnim analyzatoriim budou uvedeny pouze parametry, kterymi se lisi.

Analyzator XE — 5000 je hematologicky analyzator na méteni lidské krve, lidskych
télnich tekutin a kontrolni krve. Z plné krve je schopen zméfit za hodinu 150 vzorkd,
kdy v zavieném modu potiebuje 200 pl vzorku, v médu otevieném 130 pl vzorku.

A v kapilarnim médu pouze 40 ul [27].
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Je nastaven k analyze 67 parametrii — 37 diagnostickych parametri + 6 parametri

télnich tekutin + 24 parametr pfedem nafedénych vzorki.

M¢feni probihd riznymi metodami dle stanovovaného parametru. HPC jsou
stanovovana na zdkladé¢ zmén odporu radiofrekvencniho proudu. Polty erytrocyti,
leukocyti a trombocyti diky hydrodynamické fokusaci, tedy jiz vysvétlenou
impedan¢ni analyzou. Méfeni hemoglobinu je mozné SLS metodou, kdy dochazi
¢inidlem k hemolyze erytrocyti 1 leukocytl, nasledné je hemoglobin zoxidovan
a navazan na roztok lauryl sulfatu sodného, se kterym tvofi stabilni zabarveny komplex,
ktery jsme schopni fotometricky detekovat. Fluorescencni pritokovou cytometrii potom
méfi ostatni parametry jako je diferencialni rozpocet leukocyti, NRBC, RET, pocet

nezralych granulocyti (IG) atd [25,27].

Mnozstvi erytrocytii a trombocyti dokdze meéfit 1 opticky. Pro nezralé buiky
ma specidlni kandl IMI (immature myeloid information). V kandlu IMI dochazi
k zamémému poskozeni zralych bunc¢k na zdkladé jejich vysoké hodnoty lipidli
v membran¢ a dochdzi k vyselektovani bunék nezralé myeloidni fady. Nésledné
je mozné mezi témito zbylymi bunkami rozpoznat blastické bunky a nezralé
granulocyty (myelocyty, metamyelocyty a promyelocyty). Kanal IMI je také citlivy
na shluky trombocytli. Sysmex XE-5000 ma také NRBC kanal, ktery specificky lyzuje
membranu erytrocytli, a nepostihnuta zistavaji jen jadra jadernych erytrocytt NRBC

kanalem jsme tedy schopni méfit mnozstvi normoblastti ve vzorku [26].

Aspirace vzorku je mozna dvéma pipetami a pied jakoukoli bychom méli vzorek
promichat, jelikoz maji bunky tendenci sedimentovat. Michani by mélo byt jemné,
aby se krevni elementy neposkodily. Pfed aspiraci jednou z pipet si analyzator jeste

2x zkumavku sam promicha, ale u druhé dochazi rovnou k nasati vzorku.

Prvni pipeta se pouzivd v normalnim rezimu, kdyzZ méame n€kolik vzorkti za sebou
ve stojanku a ve vSech je dostatecné mnozstvi vzorku. Jde o rezim sampler. Analyzator
si nasava postupné jednu krev po druhé. Do stojanku se vejde az 10 vzorki
a takovychto stojankd mizeme pouzit maximalné 10 na jednou. Jde o uzavieny systém,
protoze se do analyzatoru vkladaji zkumavky suzavérem, analyzdtor si je sam

2x promicha a poté skrz vicko nasaje vzorek [26].
44



Druhé pipeta se pouziva k ruénimu nasati a jde o rezim manual. Na pipetu samy
nasazujeme otevienou zkumavku a jde se tedy o systém otevieny. Tato pipeta
se pouzivd, mame-li ve zkumavce malé mnozstvi krve, nej€astéji pravé po kapilarnim
odbéru, kdy je v mikrozkumavce kolem 50ul krve. JelikoZ sami pipeté¢ zkumavku
nastavujeme, muzeme zkontrolovat, Ze pipeta byla ve vzorku ponofena a nedoslo

k nasati naptiklad napénéné Casti vzorku [26].

Kazdé rano dochazi k manualni kontrole kvality, kdy se promé&fuji vzorky o znamé
koncentraci od vyrobce. Jde o vysokou, nizkou a fyziologickou hladinu. Nevyjde-li tato
kontrola, nemtize se zacCit analyzator pouzivat. Jelikoz mé analyzator dvé pipety,
je potieba provést kontrolu kvality pro kazdou a tim zjistit, zda dochéazi ke spravnému

nasati u obou.

Analyzator provadi po kazdém zapnuti hlavni jednotky kontroly: kontrolu

mikroprocesoru, kontrolu teploty a kontrolu pozadi.

Analyzator XN-1000 je oproti XE analyzatoru mensi a modernéjsi. Vejde se do n¢j
pouze 5 stojankit po 10 zkumavkach a méti 28 diagnostickych parametri rychlosti
minimalné¢ 100 vzorkii/hod. Ve vSech rezimech ale aspiruje pouze 88 pum vzorku. Tento
analyzator ma také pouze 1 pipetu, kterou je schopny nasavat vzorek jak ze stojanku,
tak manudlné. Problém mikrozkumavek a malého mnozstvi materidlu se zde fesi
adaptérem, do kterého se umisti zkumavka se zvednutym dnem a pipeta je poté schopna

vzorek spravné nasat [28].

Analyzator XN-3000 je propojeni dvou analytickych moduld na méteni krevniho
obrazu (se stejnymi charakteristikami jako XN-1000) a modelu schopného barvit
a vytvaret krevni natéry (SP-10). Krevni natéry se, ale vytvaii pouze ze vzork,

u kterych to ma diagnosticky smysl ¢i u kterych si natér vyzada oSetiujici 1ékar [28].
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4.4 Charakteristika analyzovanych dat

Do své praktické ¢asti jsem vybrala vzorky deseti pacienti sledovanych po rizné
Casové useky. Proméfila jsem jejich krevni obraz a provedla jejich diferencidlni
rozpocet z natéru. VSechny ziskané hodnoty jsem seskupila a nasledn¢ porovnala

u jednoho pacienta v pribehu Casu, déle s fyziologickymi hodnotami.
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5 VYSLEDKY
Kazuistika 1

Pacient narozeny v 28. tydnu gestatniho véku s porodni hmotnosti 870 g.
Jde o nezralého nedonoSeného jedince s vékem zapadajicim do skupiny VLBW, ale

hmotnosti stale spadajici mezi ELBW.

Prvni odbér tohoto pacienta byl odbér pupe¢nikové krve. Pii diferencidlnim rozpoctu
byly zvySeny lymfocyty, eozinofily, bazofily, metamyelocyty a myelocyty.
Mikroskopicky byly vidény polymorfni lymfocyty, plazmatické reakce lymfocyti,
hypersegmetované  neutrofily, neutrofily s vakuolizovanou plazmou, jadra

megakaryocytu.

Nékteré z nefyziologickych bunék v periferni krvi:

Obrazek 25 -
Megakaryocyt
0N O -—
Obrazek 28- Normoblast Obrazek 27- Myelocyt
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Mezi erytrocyty byly tercovité buiiky, buiiky s bazofilnim teckovanim a Howell
Jollyho téliska. Dale popsdna poikilocytdza, anizocytéza, polychromazie

a anizochromie. Zachycené buiiky popsany na obrazku ¢. 29.
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Obrizek 29 - Mikroskopicky ndlez

Pacienttiv vyvoj krevniho obrazu a diferencialniho rozpoctu je uveden v tabulce
5 a 6. V krevnim obrazu se d4 pozorovat stabilni zvySeni parametru RDW a stabilni
snizeni HCT. Muizeme sledovat sice lehce oscilujici ale vice méné¢ stale postupny pokles
jadernych erytrocyti. RBC ani MCV nejsou nijak vyznamné pozmeénény, pii nekterych
odbérech prokazuji lehké snizeni. Pocet leukocytii od prvniho odbéru nevykazuje zadné
zésadni vychylky. V diferencidlnim rozpoctu jsou u témét kazdé navstévy zvyseny

monocyty. Dale miizeme vidét jiz zminény vyskyt metamyelocytll a myelocytu.
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Tabulka 5- vyvoj KO

Pacient 1 RPC HGB HCT MCV MCH RDW 1\2/1}130C
aor12/m | (g am ) (rg) (%) WBC)
1. den 3,42 125 0,357 104,4 36,5 16,8 46
3. den 4,63 166 0,465 100,4 35,9 16 11
15. den 4,00 140 0,370 92,5 35 15,5 0
27. den 2,93 98 0,268 91,5 33,4 15,9 10
32.den 2,41 80 0,231 95,9 33,2 20,1 23
49. den 3,06 93 0,264 30,4 30,4 19,3 3
Tabulka 6 - Pocet leukocytii + Diferencidlni rozpocet
Pacient (x%(e): }\19 / Mono Seg Tyce Eo Bazo Meta | Myelo | Blasty
1 I (%) | (%) (o) (o) (o) (Y0) (Y0) (Vo)
1. den 6,8 9,8 24,1 1,1 55 2,2 2,7 4,9 0
3.den 12,6 23,1 31,3 0,5 1,5 0 0,5 0,5 0
15.den | 242 15,2 43,7 2 5,6 1,5 0 0 0
27.den| 11,5 13,9 11 12,4 6,5 0,5 0 0,5 0
32.den| 20,6 15,9 21 11,3 0 1,6 0,5 1 0
49.den| 17,5 5,9 28,9 2,1 8 1,1 2,1 0 0
Kazuistika 2

Pacient narozeny v 28. tydnu gestacniho véku s porodni hmotnosti 920 g.

Nedonoseny, nezraly novorozenec dle tydne narozeni zapadajici do skupiny VLBW,

dle hmotnosti do ELBW. Pii prvnim odbéru bylo v diferencialnim rozpoctu vidéno

zvySené mnozstvi lymfocytii. V krevnim nalezu byly dale vidény z leukocytarni fady

polymorfni lymfocyty, plazmatické reakce lymfocyti, vakuolizace plazmy neutrofili.
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Nékteré z bun€k v periferni krvi:
1 e
" J '-'.

Obrazek 31- Metamyelocyt Obrizek 32 - Blast Obrazek 30- Normoblast

Z erytroidni fady byly vyznamné tercovité erytrocyty, sférocyty a popséana
poikilocytéza, anizocytéza, polychromézie, anizochorie. Déle zde najdeme jadra
megakaryocytu.
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Obrdazek 33- Popsany mikroskopicky nalez
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V tabulkach 7 a 8 vidime vyvoj krevniho obrazu u pacienta 2 v obdobi tii mésicti od
narozeni. V krevnim obrazu je permanentni zvySeni RDW a pfi poslednich 4 navs§tévach
snizeni HCT. Vidime postupné snizovani poctu jadernych erytrocytti az k nulovému
vyskytu pfi poslednich dvou navstévach. Jinak je kromé lehkych oscilaci krevni obraz

fyziologicky.

Diferencialni rozpocet leukocytii zachytil pfi prvnim odbéru blastickou buiku. Pii

nékterych nasledujicich odbérech byly zachyceny myelocyty a metamyelocyty.

Tabulka 7- Parametry KO

Pacient 2 RBC HGB HCT MCV MCH RDW l\i/lilgoc
aorem [ @y | am (fn) ® | % | wgo
1. den 4,25 170 0,468 110,1 40 16,9 60
2. den 4,68 183 0,520 111,1 39,1 17 10
11. den 4,25 158 0,422 99,3 37,2 15,4 1
20. den 3,55 127 0,342 96,3 35,8 15,3 1
39. den 2,71 86 0,249 91,9 31,7 17,6 2
63. den 3,16 94 0,264 83,5 29,7 16,7 0
90. den 3,29 98 0,269 81,8 29,8 15,5 0
Tabulka 8- Pocet leukocytit + Diferencialni rozpocet
Pacient (XIIJ(? 1\19 / Mono Seg Tyce Eo Bazo Meta | Myelo | Blasty
2 I (%) (“o0) (o) (o) (o) (o) (“0) (o)
l.den | 17,1 6,0 43,7 2,2 1,1 0 2,2 2,2 0,5
2. den 16,1 7,9 59,2 0,5 0 1 0 0,5 0
11.den | 12,8 17,5 20,1 6,7 1,5 2,6 0 0 0
20. den 13 13,7 36,6 1 5,1 1 0,5 0 0
39.den| 8,9 14,6 20,1 1,5 1,5 0,5 0 0 0
63.den| 8,7 7,5 16 1,1 4,3 0,5 0 0,5 0
90.den | 10,1 3,1 13,8 0,5 2,1 2,1 0 0,5 0
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Kazuistika 3

Pacient narozeny v 29. tydnu gesta¢niho véku s porodni hmotnosti 1 140 g, nezraly,
nedonoSeny a dle obou kritérii odpovidajici kategorii VLBW. V jeho krevnim obrazu

byla popséana hypersegmentace neutrofilt a vakuolizace plazmy u neutrofilti.
&
H 1 )
YPErSCEMEntovany  oprazek 34- NRBC s bazofilnim
teckovanim

Fotky nékterych bunck:

i .
& 4WH
¥
a '

Obrazek 35-
neutrofil

U cervené krevni fady byl nalez schistocytil, terCovitych erytrocytl, sférocytd a
popsana anizocytéza a poikilocytéza. U trombocytd byl zminén ndlez

makrotrombocytt.
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Obrdazek 36-Popsany mikroskopicky nalez

V tabulkach 9, 10 vidime vyvoj krevniho obrazu a diferencidlniho rozpoctu
leukocytii. Lze pozorovat netypicky narist HGB a HCT mezi prvnim a druhym
natérem, také prekvapivé maly nalez NRBC pfi prvnim odbéru, ktery se v druhém tydnu
rapidné zvysil. Permanentni zvySeni RDW. Dle diferencialniho rozpoctu zvyseny pocet

monocytl a snizeny pocet segmentd. Jinak fyziologicky obraz.

Tabulka 9- Vyvoj KO

Pacient 3 RBC HGB HCT MCV MCH RDW 1\3}]035
A o
a2l @ |y | @ | e® | %) | whe
1. den 4,35 150 0,417 95,9 34,5 17,6 1
4. den 5,35 198 0,548 102,4 37 17,3 1
13. den 4,75 175 0,496 104,4 36,8 17 9

53




Tabulka 10- Vyvoj leukocytii + diferencialni rozpocet

Pacient ()I;le (;l A | Mono | Seg Tyce Eo Bazo | Meta | Myelo | Blasty
3 9/1) (%) | () | () | () | (%) | (%) | (0) | ()
1.den | 17,8 12,8 39,3 2 2,5 0 0 0 0
4.den | 13,6 | 254 41,1 1,1 1,1 0,5 0,5 0 0
13.den| 10,9 17,7 28,4 2,1 1,6 0,5 0 0 0
Kazuistika 4

Pacient narozeny v40. tydnu gestatniho v€éku shmotnosti 3 380 g.

Tento novorozenec je tedy zraly 1 donoSeny.

Pti prvnim odbéru byly v jeho periferni krvi popsany polymorfni lymfocyty, hrubsi

granulace neutrofild, vakuolizace plazmy a z trombocytarni linie jddra megakaryocytu.

Nékteré z bun€k nefyziologickych pro periferni krev:

Obrazek 37- Myelocyt Obrazek 38- Normoblast vylucujici
jadro

U cervené krevni tfady byl nalez terCovitych erytrocytli, sférocyt, Howell-Jollyho

télisek a popsana anizocytdza, poikilocytéza, anizochromie a polychromazie.
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Obrazek 39- Popsany mikroskopicky nalez
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Jak jiz bylo feceno, pacient 4 je donoseny jedinec. Muzeme fici, Ze tomu odpovidaji

1 parametry krevniho obrazu a diferencidlniho rozpoctu uvedeny v tabulkach 9 a 10.

Pacient ma permanentn¢ zvySené RDW, jinak jsou hodnoty naprosto fyziologické.

Pii druhé navstéve jiz poklesl nalez metamyelocyti a myelocytl. Také je ziejmy rychly

pokles mnozstvi jadernych erytrocytt.

Tabulka 11- Parametry KO

Pacient4| RBC | HGB | HCT | MCV | MCH | RDW 1\3}?5
A o
10712/ | (g an (1) (Pg) %) | wB()
l.den | 5,03 178 0,499 99,2 35,4 16 10
2.den | 4727 153 0,41 96 35,8 15,6 1
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Tabulka 12- Pocet leukocytii + Diferencialni rozpocet

Pacient (;e(;l A | Mono | Seg Tyce Eo Bazo | Meta | Myelo | Blasty
4 o) (%) | () | () | () | (%) | (%) | (0) | ()

1.den | 23,6 4,8 52,9 14,3 2,1 0,5 3,2 1,6 0

2.den | 16,3 8,4 55,7 1,6 3,1 0,5 0,5 0 0

Kazuistika 5

Pacient narozeny v 26. tydnu gestacniho véku s porodni hmotnosti 900 g. Pacient je
tedy extrémné¢ nedonoSeny a nezraly a spada do kategorie ELBW. V leukocytarni linii
byl popsan vyskyt megakaryocytarnich jader, plazmatickych reakci lymfocyt,

polymorfnich monocyti, reaktivnich forem monocytti, hrubsi granulace u neutrofild,

hypersegmentace neutrofili a vakuolizace plazmy neutrofilti.

Obrdzek 41- Megakaryocyt Obrazek 40-Metamyelocyt

U erytroidni fady byl nalez sférocyttl, teréovitych erytrocytti, bazofilniho te¢kovani,
Howell-Jollyho télisek a popsana anizocytdza, poikilocytéza, polychromazie a

anizochromie. Mezi trombocyty byl vyskyt makrotrombocytu.
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Obrazek 42- Popsany mikroskopicky nalez

Vyvoj krevniho obrazu a diferencidlniho rozpoctu v tabulkéch ¢. 23 a 24. Vidime
zvysené¢ hodnota MCH a RDW, fyziologicky pokles NRBC. Leukocytarni rozpocet

jen s obfasnym vyskytem metamyelocytli a myelocyti.
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Tabulka 13- Vyvoj KO

Pacient 5 RBC HGB HCT MCV MCH RDW 1\3}:;?
A (1)
o~/ (g U)) () (rg) (%) WBC)
1. den. 4,33 172 0,476 109,9 39,7 16 42
2.den 4,41 173 0,498 112,9 39,2 16,7 76
12. den 3,99 150 0,408 102,3 37,6 17,6 2
26. den 2,83 101 0,278 98,2 35,7 18,6 4
27. den 4,83 160 0,441 91,3 33,1 18,8 4
32. den 3,56 115 0,326 91,6 32,3 18,5 1
Tabulka 14- Pocet leukocytii + Diferencialni rozpocet
. Leu X
Pacient (x107 Mono | Seg Tyce Eo Bazo | Meta | Myelo | Blasty
S 9/1) (%) | () | () | () | (%) | (%) | (B) | ()
1.den | 20,2 10,8 59,3 3,6 3,6 0 1,2 0 0
2.den | 18,6 10,8 44,3 5,4 0,6 0,5 6,5 7,6 0
12.den| 89 17,5 16,5 4 2,5 0 0 0 0
26.den| 99 25 10,6 3,2 1,6 0,5 0 0 0
27.den| 9,2 27,7 10,9 12 2,2 0 0,5 0 0
3l.den| 12 16,2 44,5 1,6 3,7 0,5 0,5 1,1 0

Kazuistika 6

Pacient narozeny v 31. tydnu gestacniho véku s porodni hmotnosti 990 g.

Nedonoseny nezraly, dle tydne narozeni spadajici do kategorie VLBW, dle hmotnosti do

kategorie

ELBW. V leukocytarni

a vakuolizace plazmy neutrofilt.

linii

byly popsany polymorfni

lymfocyty
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Burika z krevniho natéru:

Obrazek 43 - Vakuolizovany
segmentovany neutrofil

V erytroidni linii byly pfevazné sférocyty a popsdna anizocytoza, poikilocytoza
a polychromazie. M¢l sniZzeny pocet trombocytli, mezi kterymi byly vidény shluky
a popsana anizocytoza.
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Obrdazek 44- Popsbn)? mikroskopicky nater
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Dle krevniho obrazu v tabulce 25 vidime, po primdrnim narGstu HGB a HCT
standardni pokles. Pacient m¢l dale zvySené MCH a RDW. Primarni vysoky nalez
NRBC béhem sledovani klesl na 0. Tabulka 26 obsahuje vyvoj diferencialniho rozpoctu
leukocytt. Pacient mél pii péti odbérech zvySené mnozstvi monocytii a snizené

mnozstvi segmentdl.

Tabulka 15-Vyvoje KO

Pacient 6 RBC HGB HCT MCV MCH RDW Di/l}goc
aor12/pj| (g am (1)) (pg) (%) WBC)
1. den 5,25 223 0,664 126,5 42.5 20,9 312
2. den 5,79 250 0,694 119.,9 432 21,4 214
4. den 5.4 228 0,633 117,2 422 21,2 25
8. den 5,18 209 0,578 111,6 40,3 20,4 1
21. den 4,35 166 0,454 104,4 38,2 17,3 0
Tabulka 16- Pocet leukocytii + Diferencialni rozpocet
Pacient (x%g 29 / Mono Seg Tyce Eo Bazo | Meta | Myelo | Blasty
6 I (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1. den 7,2 11 17 5 2 0 0 0 0
2. den 8 11 32 4 3 0 0 0 0
4. den 7,2 23 19 3 7 1 0 0 0
8. den 11,4 30 17 2 6 1 0 0 0
21. den 11,9 14,6 31,2 0 7,5 0 0,5 0 0

Kazuistika 7

Pacient narozeny v 34. tydnu gestacniho véku s porodni hmotnosti 2 150 g a patii tedy
mezi lehce nezralé nedonoSené nedonoSence. V jeho leukocytarnim nalezu byly

popséany polymorfni a reakéni lymfocyty, dale vakuolizované neutrofily.
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Nékteré z vidénych bunék:

Obrdazek 45- Metamyelocyt

Erytrocyty zahrnovaly sférocyty, HJ téliska, bazofilni teckovani a byla zjiSténa
poikilocytdza, polychromazie, anizocytéza a anizochromie. Dale se vyskytoval vysoky

pocet jader megakaryocytt.
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Obrazek 47- Popsany mikroskopicky nalez
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Krevni obraz fyziologicky, jen zvySen¢ RDW. V diferencidlnim rozpoctu vidime

sniZzeny pocet segmentll a obCasny vyskyt metamyelocytl a myelocytu.

Tabulka 17- Vyvoj KO

Pacient 7 RBC HGB HCT MCV MCH RDW l\i/l}](i’-oC
a2y [ @y | @™ | e | % | wpeo
1. den 4,97 196 0,552 111,1 39,4 17 47
3.den 491 190 0,524 107,7 38,7 16 4
11. den 52 199 0,523 100,6 38,3 14,5 0
Tabulka 18- Pocet leukocytii + Diferencialni rozpocet
. Leu <
Pacient (x1079/ Mono Seg Tyce Eo (%) Bazo Meta | Myelo | Blasty
7 I (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1. den 7,5 7 24,7 3,2 43 0 0 0,5 0
3.den 5,7 9,8 34 1 3,1 1,6 0 0 0
11.den| 9,7 8,8 22,8 2,6 52 1 2,1 1 0
Kazuistika 8

Pacient narozeny v 29. tydnu gesta¢niho véku s porodni hmotnosti 1 040 g a patii
do skupiny VLBW. V morfologii leukocyti byly popsany polymorfni a reaktivni
monocyty, polymorfni a reakéni lymfocyty. HrubSi granulace, hypersegmentace

a vakuolizace plazmy neutrofilti. Také se vyskytoval zvySeny pocet nekrobidz.

Nékteré z pozorovanych bungk:

= N

Obrazek 48- Nekrobioza

Obrdzek 49- NRBC s HJ 62



Mezi erytrocyty byl nalez teréovitych erytrocytt, sférocytti, HJ télisek, a kromé toho

popséana anizocytoza, poikilocytéza, anizochromie a polychromaézie.
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Obrdazek 50- Popsany mikroskopicky nalez
V krevnim obrazu byla permanentné¢ zvySena hodnota RDW, jinak fyziologicky
nalez. Ubytek NRBC z 80 na 1 béhem dvou tydnii. Diferencialni rozpodet fyziologicky,

obcasné vyssi hodnoty monocytl.
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Tabulka 19- Vyvoj KO

Pacient 8 RBC HGB HCT MCV MCH RDW l\i/l}]gf
aor2m | @y | (ﬂ) ®) | ) | wgo
1. den 4,52 179 0,52 115 39,6 18,4 80
4. den 4,75 184 0,54 113,7 38,7 17,7 8
14. den 3,75 136 0,401 106,9 36,3 17,1 1
Tabulka 20- Pocet leukocytit + Diferencialni rozpocet
Pacient (XIIJ:;:\IS, / Mono Seg Tyce Eo Bazo | Meta | Myelo | Blasty
8 I (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1. den 8,5 14,9 35,9 0 0,6 0 0 0 0
4. den 8,2 12,3 39,9 0,5 8 0,5 0 0 0
14.den | 11,5 16,8 31,5 2 2 1 0,5 0 0
Kazuistika 9

Pacient narozeny v 28. tydnu gesta¢niho v€ku s porodni hmotnosti 950 g. Dle véku

tedy zataditelny jiz mezi VLBW ale dle vahy stdle do ELWB. Mezi leukocyty byly

hypersegmentované neutrofily a neutrofily s vakuolizovanou cytoplazmou dale

polymorfni lymfocyty.

Obrazek 51- NRBC s HJ teliskem

Obrazek 52- Metamyelocyt
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Mezi erytrocyty byly schistocyty, echinocyty, terCovité a sférocyty. Déle byla

popsana poikilocytdza, anizocytoza, polychromézie a anizochromie.

(ASES"TPES0 S UTEEEL Mo RO DG 800
P?‘_a’nizoi;y:ﬁz'a. “o o..e’O 2%:‘0.3.‘. .;
Gpo!kilim[t?za, 2:.50.. % .oeam. ‘.oo.
Yorime__ Dgee O08D 9304 q B, © 005
0 ©o%0agu 0% eo )
S oa 0 0 nl@ Q)

O,
[

9°'0 29,0002
D000 895 1008 *Cocs
® 325068 © 9o

g 0 08, 8500
50‘39'0 ofo. ©e® Oo':s?. 9
0.0 ©__9g0C

%S5 00 o6
...o'o_%‘ @ o) s
o> @ Qo

.;.‘.‘ eﬁerﬁg@e’ e Q. ©
_ 20 '00.1a290020085°¢ 90C

.

Obrazek 53- Popsany mikroskopicky nalez
Nalez v krevnim obraze fyziologicky se zvySenym MCH a RDW. Zvyseny pocet
NRBC strmé klesa. V diferencidlnim rozpoctu byl popsan snizeny pocet leukocytt,

podminény nizkymi hodnotami segmentii. Monocyty zvySeny. Jinak fyziologicky nélez.

Tabulka 21- Vyvoj KO

Pacient9 | RBC HGB HCT MCV | MCH | RDW 1\1/1};300
aorim | @ | am @ | e | % | wpe
1. den 423 165 0,474 112,1 39 16,9 33
3. den 4,7 176 0,516 109,8 37,4 16,8 22
13. den 3,98 146 0,409 102,8 36,7 16,2 2
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Tabulka 22- Pocet leukocytit + Diferencialni rozpocet

Pacient (XIIJE}\lg / Mono Seg Tyce Eo Bazo | Meta | Myelo | Blasty
9 I (%) | ) | (%) | () | (%) | (%) | (W) | (%)
1. den 4,23 12,5 24,1 0 2,1 1,6 0 0 0
3. den 8,3 16,3 31,6 0 1,1 0,5 0 0,5 0
13.den| 3,98 15,8 27,2 0 4 1 1 0 0

Kazuistika 10

Pacient je dvojcetem pacienta ¢. 9. Je tedy také narozen v 28. tydnu, jeho porodni
vaha nebyla zjisténa. Dle véku zaraditelny do skupiny VLBW. V jeho krevnim natéru
byly polymorfni lymfocyty, hypersegmentované neutrofily a neutrofily

s vakuolizovanou cytoplazmou, polymorfni monocyty.

Obrazek 54- Neutrofilni ty¢ s hrubsi Obrazek 55- Lymfocyt & Monocyt
granulaci a vakuolizaci

Mezi erytrocyty byly schistocyty, echinocyty, sférocyty a terCovité erytrocyty. Dale

byla popséana poikilocytdza, polychromazie, anizocyt6za a anizochromie.
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Obrdazek 56- Popsany mikroskopicky ndlez
V krevnim obraze pacienta byly stabilné zvySené hodnoty MCH a RDW, jinak

fyziologické hodnoty. V rozpoctu leukocytli jsou u pacienta pozorovatelné zvysSené

hodnoty monocytl a eozinofili, naopak mé snizené neutrofilni segmenty.

Tabulka 23- Vyvoj KO

Pacient | RBC | HGB | HCT | Mcv | MCH | RDW 1\3}?{?

10 ao~12/m (gM an (1) (pg) (%) WBC)
Lden | 556 21 0.624 | 1122 39.7 17.2 82
3.den | 395 152 0443 | 1122 38.5 16.8 93
13.den | 391 150 0419 | 1072 38.4 17.2 4
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Tabulka 24- Pocet leukocytit + Diferencialni rozpocet

Pacient (Xll"g 29 / Mono Seg Tyce Eo Bazo Meta | Myelo | Blasty
10 I (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1. den 13,5 26 38 0 1 0 0 0 0
3.den 4,6 26 38 0 1 0 0 0 0
13.den | 152 14,9 35,8 6 7,5 2 0,5 0 0
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6 DISKUZE

V ramci této Casti zhodnotim celkovy nélez u deseti kazuistik a ziskané hodnoty

porovnam s poznatky ziskanymi v literatufe a odbornych ¢lancich.

Kazuistiky sestavajici z 10 novorozenct riznych kategorii. Dle porodni hmotnosti:
5x ELBW novorozenec, 3x VLBW novorozenec, 1x lehce nezraly novorozenec
a 1x zraly donoSeny novorozenec. Dle gesta¢niho v€ku narozeni bylo rozdéleni pacientli
jiné a to nasledovné: 1x ELBW novorozence, 7x VLBW novorozence, 1x lehce

nedonosSeného novorozence a 2x zralého donoSeného novorozence.

VSech deset kazuistik jsem mezi sebou porovnala a ziskala nejfrekventované;si
morfologické zmény. V erytroidni fadé byla u vSech deseti kazuistik popsana
anizocytdza, poikilocytdza, anizochorie a polychromézie. Z morfologickych zmén
erytrocyti byly dvéma nejcastéjSimi sférocyty (u 8 pacientll) a teréovité erytrocyty
(u 8 pacientl). Nejcastéjsi nalez v leukocytarni fadé byla u vSech 10 pacientl
vakuolizace cytoplazmy neutrofill, u 8 pacientd polymorfni lymfocyty

a u 6 hypersegmentace jadra neutrofild.

Kromé morfologickych zmén jsem dle krevniho obrazu a diferencidlniho rozpoctu
narazila 1 na dal$i odchylky od fyziologickych hodnot [18], které jsem si poznamenala
a porovnala s vyzkumy, které uz byly na tato témata provedeny. Nejdiive tedy shrnu

odchylky v krevnim obraze a potom odchylky v diferencialnim rozpoctu leukocyti.

U kazuistik byl zaznamenan pribézny pokles HGB a HCT. Nejmarkantnéjsi byl
u prvnich dvou kazuistik, kdy jsem méla moZnost pacienty sledovat déle a hodnoty
hemoglobinu klesly az pod 100 g /1. Tento ndlez odpovidd anemii z nezralosti a je tedy
bézné popsanym jevem u nedonosenych novorozenct [17]. Dalsi odchylkou byl naopak
vzrist obou hodnot mezi prvnim a druhym odbérem a to u 8 z 10 pacientii. Tento nartst
jsem nikde zminén nenasla. Dle toho, Ze jedna z kazuistik, ktera tuto tendenci
nevykazovala, byl donoSeny novorozenec, je mozné Ze by mohlo jit o fenomén
vyskytujici se u nedonosenych novorozencti. Variabilitou HGB a HCT se zaobira studie
vydana v bieznu 2019 [29]. Jde o studii ze Svycarska, ktera shrnuje poznatky nasbirané

za 9 let, proméfenim vzorkd 100 000 pacientii. Tato studie konkrétn¢ shrnuje vyvoj
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téchto parametrii ve dvou casovych usecich. V zavislosti na gestanim véku pacienta
v dobé& narozeni (22. -42. tyden) a v zavislosti na véku po narozeni (do 28. dne). U obou
parametrii byl popsdn narast v zavislosti na gestatnim véku, a naopak pokles
s poporodnim vékem. Také byl zminén nejvyssi ubytek RBC v prvni tydnu po narozeni.
Vrémci mych kazuistik jsem poporodni tendenci poklesu obou parametrti také
zaznamenala, ale nelze dle nich urcit ndrlst parametrii se zvySujicim se gestacnim

tydnem.

Dal$im méfenym parametrem vykazujicim odchylky bylo MCH, které¢ bylou 7 z 10

pacientd prokazatelné zvySené.

U vsech kazuistik bylo patrné permanentni zvySeni RDW. Dle c¢tyfleté studie z roku
2011 provadéné v Turecku, je RDW nepiimo umérné gestacnimu véku [30]. Dochézelo
k méteni 1 594 déti ve dvou skupindch a autofi zkonstatovali, Ze novorozenci mladsi
34. gestatniho tydne maji RDW primémé 17,8+-2,1 a novorozenci narozeni
od 35. gestatniho tydne maji RDW 16,7+-1,6. M¢ kazuistiky tomuto tvrzeni

neodpovidaji.

Vysoké vyskyty NRBC povazuji také za faktor nedonosenosti. Fyziologické hodnoty
NRBC u donosenych novorozencti jsou do 10 na 100 WBC, ¢emuz odpovida kazuistika
¢. 4 (donoSeny novorozenec). U kazuistik je viditelnd striktné klesajici tendence,

kdy se béhem n¢kolika dni vSichni pacienti dostavaji pod hranici 10.

Pocet leukocytti byl fyziologicky, obCas se nasel odbér se snizenym poctem oproti
donosenym novorozencum, a to hlavné pii prvnim odbéru (u 4 z 10). Vyznamnéjsi byla

zvySena hladina monocytt (u 9 z 10).

Co se tyCe celkového poctu neutrofili, neutropenie se vyskytuje u 6 z 10 mych
kazuistik a jde vzdy o jednorazovy ndlez, v5 z 6 ptipadd pfi odbéru v den narozeni.
Clanek zroku 2015 [31], zamé&feny na neutropenii novorozencti, hodnoti neutropenii
jako bézny nalez pro predbézné narozené, ktery neni nutné vice vySetfovat, dojde-li

5-7 dni po porodu k samovolnému vymizeni.

Dalsi parametry krevniho obrazu byly fyziologické.
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U leukocytarniho rozpoctu byly Casto zvySené pocty monocytll, a naopak sniZzené

pocty segmentdl.

Pocty eozinofilii jsem porovnavala se studii z Taiwanu [32] vydanou roku 2010,
ktera propisovala ndlezy u 104 VLBW déti (tedy s PH mensi nez 1500 g). Do studie
byly brany v potaz pouze novorozenci, kterym byla za dobu hospitalizace krev odebrana
minimalné 4x a jako eozinofilii popisuji nalez od 0,7x 10° eozinofilii v litru krve.
Tato studie zachytila eozinofilii minimalné¢ 1x u 69 % pacientd, a to nejcastéji
v 3. tydnu. Z mych kazuistik prokazuji dle téchto kritérii eozinofilii 4 z 10 pacientd,
pficemz u 3 z nich byla diagnostikovana 1x a u posledniho 3x. U 2 ze 4 pacientl byla
eozinofilie opravdu v 3. poporodnim tydnu. VSechny kazuistiky s nalezem spadaly

do porodni hmotnosti pod 1500 g.

V diferencidlnim rozpoctu byl také potvrzen v teoretické ¢asti zminény leukocytarni
posun doleva. Vyskyt metamyelocytti byl zachycen u 10 z 10 pacientti a myelocytil

u 6 pacientt z 10. U jednoho pacienta byl zachycen blast.

K otazce validnosti zde sesbiranych kazuistik je nutné podotknout, ze existuji jeste
dalsi faktory, které udaje ovliviiuji a zde nejsou brany v potaz. At uz jde o pohlavi
novorozence, hypertenzi matky pii porodu ¢i nadmoiskd vyska v lokalité, kde se
zdravotnické zafizeni nachédzi. K tomuto zamysSleni mé dovedla studie z bfezna roku
2019 provadéna v Indii [33]. Autor se zde vénuje problematice vyuziti standardnich
fyziologickych rozmezi pro déti z asijskych zemi. Konkrétné porovnavani poctu
neutrofili. Po 14. mésicich zjeho studie vyplynulo, Ze neutrofily donoSenych

1 nedonosenych novorozenct jsou u indickych novorozenct vzdy zvyseny.
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7 ZAVER

Bakalatska prace se tykala zpracovani vysledk krve u nedonosenych novorozenct

a jejich zmeén.

Cilem prace bylo vyhodnotit jednotlivé kazuistiky zpracované uvedenou metodologii
a vysledky jako celek porovnat s ocekdvanymi ndlezy. Tento cil byl splnén.
Tato bakalaiska prace byla zameétfena spiSe na komplexnost kazdého pacienta,
aby obsdhla co nejvice parametrti, ve kterych se mohou vyskytovat zmény. Pii dalsi
studii uz by se dle zde nacerpanych vysledki dalo zaméfit jen na odchylujici se

parametry a vySetieni provadét na vétsi zkoumané skuping pacientd.

V ramci mych kazuistik se potvrdilo, ze nedonoSeni novorozenci opravdu piedstavuji
nepiedvidatelnou skupinu pacientl. Pacienti jiz pfi déleni do skupin nespliovali kritéria
a 4 z 10 pacientll byli dle hmotnosti zafazeni do jiné skupiny nez dle gesta¢niho tydne

v dobé narozeni.

Dle ocekavani se v krvi novorozencii vyskytovaly nezralé formy jednotlivych
elementt, a to konkrétné¢ metamyelocytti, myelocytt a blasti. Tyto buiiky, ale netvoftily
nijak zdsadni zastoupeni v ndlezu u pacientii. Jaderné erytrocyty jiz v ramci dnl
po porodu vykazovaly ubytek az k nulovym hodnotam. Primérni narist hemoglobinu
a hematokritu byl nasledovan novorozeneckou anémii. V neposledni fadé a pro tuto
praci predevsim, byl z natéri potvrzen vyskyt morfologicky zménénych erytrocytu,

leukocytli i trombocytu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

pm

ABR

ALL

AML

BFU

BFU-E

CD

CFU

CFU-E

CFU-L

CFU-GEMM

DIFF

DNA

ELBW

EPO

mikrometr (jednotka délky)

acidobazicka rovnovaha

akutni lymfoblasticka leukemie

akutni myeloidni leukemie

burst forming unit (jednotka davajici vznik)

burst forming unit pro erytrocytarni fadu

diferenciacni skupina (molekul na buiikéch)

colony forming unit (jednotka tvofici kolonie)

colony forming unit pro erytrocytarni fadu

colony forming unit pro lymfoidni fadu

myeloidni progenitor

diferencialni rozpocet

deoxyribonukleova kyselina

extremely low birth weight

erytropoetin

femtolitr

gram
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G-CSF

GM-CSF

Hb

HCT

HES

HGB

HON

HSC

I1G

IL

JIP

KD

K:EDTA

K3EDTA

MCD

MCH

MCHC

granulocyte colony stimulating factor

granulocyte-macrophage colony stimulating factor

hemoglobin (podtypy: HbA1, HbA2)

hematokrit

hypereosinofilni syndrom

hemoglobin

hemolytické onemocnéni novorozence

human stem cell (lidské kmenové buiiky)

nezralé granulocyty

interleukin

jednotka intenzivni péce

kostni dfen

didraselna sul kyseliny etylendiamintetraoctové

tridraselna stl kyseliny etylendiamintetraoctové

litr (jednotka objemu)

sttedni pramér erytrocytu

pramérné mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu

primérna koncentrace hemoglobinu v erytrocytu
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MCT

MCV

MDS

MGG

MPV

NK

NRBC

PCT

PDW

PROM

RDS

RDW

RNA

TPO

VLBW

stiedni tloustka erytrocytu

stiedni objem erytrocytu

myelodysplasticky syndrom

Pappenheimova metoda panoptického barveni

milimetr (délkova jednotka)

stiedni objem trombocytl

ptirozeni zabijeci

jaderné erytrocyty

trombocytarni hematokrit

distribucni §ite velikosti trombocytu

prasknuti porodnich obalti

syndrom dechové tisné

distribucni §ife velikosti erytrocytt

ribonukleova kyselina

trombopoetin

very low birth weight
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