
11

ZZáákladnkladníí hematologickhematologickáá
vyvyššetetřřeneníí

ÚÚstav patologickstav patologickéé fyziologiefyziologie

1.LF UK1.LF UK
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Co vyCo vyššetetřřujeme?ujeme?

1.1. KrevKrev

2.2. KostnKostníí ddřřeeňň

-- aspiraaspiraččnníí punkcepunkce

-- trepanobiopsietrepanobiopsie

3.3. LymfatickLymfatickéé uzliny uzliny -- extirpaceextirpace
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PPřřehled metodehled metod

1.1. FWFW

2.2. KrevnKrevníí obrazobraz

3.3. KoagulaceKoagulace

4.4. CytochemieCytochemie
5.5. VyVyššetetřřeneníí metabolizmu metabolizmu FeFe
6.6. VyVyššetetřřeneníí metabolizmu HGBmetabolizmu HGB
7.7. ImunologieImunologie
8.8. PrPrůůtokovtokováá cytometriecytometrie
9.9. CytogenetikaCytogenetika a molekula molekuláárnrníí biologiebiologie
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Sedimentace erytrocytSedimentace erytrocytůů (FW)(FW)

�� Rychlost sedimentace zRychlost sedimentace záávisvisíí na na tvorbtvorběě agregagregááttůů
erytrocyterytrocytůů –– penpeníízkovatzkovatěěnníí ((suspenznsuspenzníí stabilitstabilitěě))
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�� ZrychlenZrychleníí -- fibrinogenfibrinogen, , imunoglobulinyimunoglobuliny, CRP a , CRP a 
jinjinéé proteiny akutnproteiny akutníí ffááze, anze, anéémiemie

�� ZpomalenZpomaleníí -- albumin, albumin, polycytpolycytéémiemie

�� Metoda Metoda FahreusFahreus--WestergrenovaWestergrenova ((FWFW))

�� Norma:Norma: 22--5 mm/h u mu5 mm/h u mužůžů

33--8 mm/h u 8 mm/h u žžen (en (↓↓ eryery, , ↑↑ fibrinogenfibrinogen) ) 

�� NespecifickNespecifickéé vyvyššetetřřeneníí –– screeningscreening, sledov, sledováánníí
prprůůbběěhu (dynamiky) nemocihu (dynamiky) nemoci
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KrevnKrevníí obraz (KO)obraz (KO)

�� HemoglobinHemoglobin ((HGBHGB))

�� HematokritHematokrit ((HCTHCT))

�� PoPoččet erytrocytet erytrocytůů ((RBCRBC))

�� Objem RBC (Objem RBC (MCVMCV))

�� MnoMnožžstvstvíí HGB v RBC HGB v RBC 
((MCHMCH))

�� Koncentrace HGB v RBC Koncentrace HGB v RBC 
((MCHCMCHC))

�� DistribuDistribuččnníí šíšířře RBC (e RBC (RDWRDW))

�� RetikulocytyRetikulocyty ((retret))

�� PoPoččet trombocytet trombocytůů ((PLTPLT))

�� DistribuDistribuččnníí šíšířře PLT (e PLT (PDWPDW))

�� Objem PLT (Objem PLT (MPVMPV))

�� PoPoččet leukocytet leukocytůů ((WBCWBC))

�� DiferenciDiferenciáálnlníí rozporozpoččet WBC     et WBC     
-- segmenty a tysegmenty a tyččee

-- eozinofilyeozinofily

-- bazofilybazofily

-- monocytymonocyty

-- lymfocyty   lymfocyty   

kvantitativní vyšetření

kvalitativní vyšetření
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�� AutomatickAutomatickéé stanovenstanoveníí hematologickými hematologickými 
analyzanalyzáátorytory
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Jak funguje analyzJak funguje analyzáátor ?  tor ?  

-- impedanimpedanččnníí –– ppřři pri průůchodu chodu ččáástice mezi elektrodami stice mezi elektrodami 
vzroste impedancevzroste impedance

-- popoččet impulzet impulzůů = po= poččet et ččáásticstic

-- amplituda = objem amplituda = objem ččáásticestice

-- optickoptickéé –– ppřři pri průůchodu chodu ččáástice pstice přřes fokusovaný es fokusovaný 
svsvěětelný paprsek dojde k rozptylu svtelný paprsek dojde k rozptylu svěětlatla
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�� Klasický krevnKlasický krevníí nnááttěěr r 

-- ppřři patologicki patologickéém nm náálezu na analyzlezu na analyzáátorutoru
-- zhodnocenzhodnoceníí morfologie bunmorfologie buněěkk
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← sférocyty

schistocyty →
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HemoglobinHemoglobin

� Stanovení spektrofotometricky po hemolýze 
erytrocytů a přeměně na hemiglobinkyanid

� Normální hodnoty
ženy: 120 – 160 g/l
muži: 130 – 175 g/l

� Zvýšení: polycytémie, dehydratace

� Snížení: anémie, hyperhydratace
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HematokritHematokrit

� HCT udává procentuelní zastoupení erytrocytů v 
objemové jednotce krve
(analyzátor vypočítá HCT z RBC a MCV)

� Normální hodnoty
ženy: 0,35 – 0,46          35  - 46 % 
muži: 0,40 – 0,50          40 – 50 %

� Zvýšení: polycytémie, dehydratace

� Snížení: anémie, hyperhydratace
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PoPoččet erytrocytet erytrocytůů

� udáván v množství x1012/l nebo x106/µl

� Normální hodnoty

ženy: 3,8 – 5,2 x 1012/l           
muži: 4,2 – 5,8 x 1012/l

� Zvýšení: polycytémie, dehydratace

� Snížení: anémie, hyperhydratace
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MCVMCV –– mmeanean ccell (ell (corpuscularcorpuscular) ) vvolumeolume

� Výpočet:

- určen přímo analyzátorem !

� Normální hodnota: 80 – 99 fl

� Rozlišení - normocyty

- mikrocyty

- makrocyty
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MCHMCH –– mmeanean ccell (ell (corpuscularcorpuscular) ) 
hhemoglobinemoglobin

� Výpočet:

� Normální hodnota: 27 – 33 pg

� Rozlišení - normochromní RBC (normo nebo makrocyty)

- hypochromní RBC (většinou mikrocyty)
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MCHCMCHC –– mmeanean ccell (ell (corpuscularcorpuscular) ) 
hhemoglobin emoglobin cconcentrationoncentration

� Výpočet:

� Normální hodnota: 33 - 37 %

� Hodnocení obdobné jako u MCH
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RDW RDW –– rreded cell cell ddistributionistribution wwidthidth

�� AnalyzAnalyzáátor vytvotor vytvořříí v pamv paměěti ti PriceovuPriceovu--JonesovuJonesovu kkřřivku, RDW ivku, RDW 
je je šíšířřka distribuce (obdobnka distribuce (obdobněě se stanovuje PDW)se stanovuje PDW)

(RDW je m(RDW je míírou rou anizocytanizocytóózyzy))

3 5 7 9 11 13  um

p
o

č
e
t

norma

mikrocytární anémie

makrocytární anémie
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PoPoččet et retikulocytretikulocytůů

� Stanovení z krevního nátěru obarveného 
brilantkrezylovou modří (počet / 1000 RBC)  

(analyzátorem – absolutní hodnoty)

� Normální hodnota: 0,5 – 1,5 %

� Zvýšení: zvýšená tvorba RBC v kostní dřeni
(krvácení, hemolýza)

� Snížení až vymizení: útlum erytropoézy, útlum 
dřeně
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PoPoččet trombocytet trombocytůů

�� UdUdáávváá se v mnose v množžstvstvíí x10x1099/l nebo x10/l nebo x1033//µl

� Normální hodnoty: 150 – 450 x 109/l

� Zvýšení: trombocytóza

� Snížení: trombocytopenie

� Funkční porucha: trombocytopatie
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PoPoččet leukocytet leukocytůů

� Udává se v množství x109/l nebo x103/µl

� Normální hodnoty: 4 – 10 x 109/l

� Zvýšení: leukocytóza

� Snížení: leukopenie
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DiferenciDiferenciáálnlníí rozporozpoččet leukocytet leukocytůů

�� UdUdáávváá zastoupenzastoupeníí jednotlivých druhjednotlivých druhůů leukocytleukocytůů v krviv krvi

�� VyjadVyjadřřuje se v uje se v relativnrelativníímm (%) nebo (%) nebo absolutnabsolutníímm popoččtutu

Poruchy:Poruchy:

neutrofilieneutrofilie x x neutropenieneutropenie

eozinofilieeozinofilie x x eozinopenieeozinopenie

bazofilie x bazofilie x bazopeniebazopenie

lymfocytlymfocytóóza x lymfopenieza x lymfopenie
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AnAnéémiemie
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��35 35 letletáá ttěěhotnhotnáá žžena byla vyena byla vyššetetřřena pro ena pro 
progredujprogredujííccíí úúnavunavu a a zadýchzadýcháávváánníí ppřři i 
minimminimáálnlníí zzááttěžěži. Klinicki. Klinickéé vyvyššetetřřeneníí aažž na na 
bledbledéé spojivkyspojivky v normv norměě..
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�� Bylo vysloveno podezBylo vysloveno podezřřeneníí na anna anéémii, provedeno mii, provedeno 
vyvyššetetřřeneníí krevnkrevníího obrazuho obrazu

�� HGB     71 g/l              HGB     71 g/l              ((120 – 160 g/l)

HCT     23%                HCT     23%                ((35  - 46 %)

RBC     2,5 x 10RBC     2,5 x 1012            12            ((3,8 – 5,2 x 1012/l)

MCV     74 MCV     74 flfl ((80 – 99 fl)

MCH     22 MCH     22 pgpg ((27 – 33 pg)

RDW    17,1%             RDW    17,1%             (13 (13 –– 15 %)15 %)

ret         0,2%               ret         0,2%               (0,5 (0,5 –– 1,5 %)1,5 %)

WBC     5,4 x 10WBC     5,4 x 109              9              ((4 – 10 x 109/l)

PLT      450 x 10PLT      450 x 109             9             ((150 – 450 x 109/l)

� Který parametr krevního obrazu diagnostikuje anémii?

� Proč není anémie definována hodnotami RBC a HCT?

� Jak lze anémii na základě hodnot KO blíže charakterizovat?

mikrocytární

hypochromní

s anizocytózou

hypoproliferativní
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Anémie
(patofyziologická klasifikace)

hyperproliferativní

(zvýšené ztráty)

hypoproliferativní

(nedostatečná tvorba)

krvácení hemolýza

nedostatek 
erytropoetinu

porucha 
krvetvorné

tkáně

nedostatek 
faktorů

důležitých pro 
erytropoezu
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Anémie
(morfologická klasifikace)

mikrocytární
(hypochromní)

normocytární
(normochromní)

makrocytární

sideropenická
anémie

talasémie

anémie 
chronických 

chorob

deficit 
vitaminu B12

MDS 
jaterní choroby

hypotyreóza

deficit 
kyseliny listové

anémie 
chronických 

chorob
krvácení

aplastická
anémie

některé
hemolytické

anémie
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VyVyššetetřřeneníí metabolizmu metabolizmu žželezaeleza

�� SS--FeFe

�� SS--feritinferitin

�� SS--transferintransferin

Saturace Saturace transferinutransferinu

CelkovCelkováá vazebnvazebnáá kapacita kapacita transferinutransferinu

�� ((SolubilnSolubilníí transferinovýtransferinový receptor)receptor)
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VyVyššetetřřeneníí metabolizmu metabolizmu žželezaeleza

�� TranzitnTranzitníí poolpool FeFe je stanovovje stanovováán jako n jako sséérovrovéé žželezoelezo
(ve(vešškerkeréé žželezo je velezo je váázzááno na no na transferintransferin) a jako ) a jako TIBCTIBC
(celkov(celkováá vazebnvazebnáá kapacita)kapacita)

�� PoolPool FeFe v zv záásobsobáárnrnáách je ch je 

�� stanovovstanovováán jako n jako sséérový rový feritinferitin
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VyVyššetetřřeneníí metabolizmu metabolizmu žželezaeleza

�� TIBCTIBC se zvyse zvyššuje puje přři sni sníížženenéém m FeFe v sv sééru (vru (vííce ce 
neobsazenneobsazenéého ho transferinutransferinu) a p) a přři zvýi zvýššeneníí sséérovrovéého ho 
transferinutransferinu

�� Saturace Saturace transferinutransferinu je vypoje vypoččtentenáá jako Sjako S--FeFe/ TIBC/ TIBC

� sTfR vzniká proteolýzou membránového TfR, je 
nepřímým ukazatelem exprese TfR v organismu

=> zvýšen u deficitu železa a intenzivní erytropoézy



3434



3535



3636

mikrocyty

mitózy

prodloužená hemoglobinizace

nedostatek Fe

Proč je sideropenická
anémie mikrocytární?

Proč je přítomna 
anizocytóza?
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�� 50 50 letletáá žžena pena přřichicháázzíí pro pro zhorzhorššeneníí dechudechu v v 
nněěkolika poslednkolika posledníích týdnech. Takch týdnech. Takéé si stsi stěžěžuje uje 
na na mravenmravenččeneníí prstprstůů na levna levéé noze. Pnoze. Přři i 
fyzikfyzikáálnlníím vym vyššetetřřeneníí zjizjiššťťujeme ujeme žžlutlutěě
zabarvenzabarvenéé sklsklééryry, , ččervený a ervený a vyhlazený jazykvyhlazený jazyk. . 
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�� Pro podezPro podezřřeneníí na anna anéémii byl vymii byl vyššetetřřen krevnen krevníí
obraz:obraz:

�� HGB     65 g/l            HGB     65 g/l            ((120 – 160 g/l)

HCT     19,3%           HCT     19,3%           ((35  - 46 %)

RBC     1,7 x 10RBC     1,7 x 1012         12         ((3,8 – 5,2 x 1012/l)

MCV     114 MCV     114 flfl ((80 – 99 fl)

MCH     33 MCH     33 pgpg ((27 – 33 pg)

RDW    22 %             RDW    22 %             (13 (13 –– 15 %)15 %)

ret         0,4%            ret         0,4%            (0,5 (0,5 –– 1,5 %)1,5 %)

WBC     2,0 x 10WBC     2,0 x 109         9         ((4 – 10 x 109/l)

PLT      140 x 10PLT      140 x 109         9         ((150 – 450 x 109/l)

O jaký typ anémie se jedná?
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Anémie
(morfologická klasifikace)

mikrocytární
(hypochromní)

normocytární
(normochromní)

makrocytární

sideropenická
anémie

talasémie

anémie 
chronických 

chorob

deficit 
vitaminu B12

MDS 
jaterní choroby

hypotyreóza

deficit 
kyseliny listové

anémie 
chronických 

chorob
krvácení

aplastická
anémie

některé
hemolytické

anémie
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�� VyVyššetetřřeneníí sséérovrovéé koncentrace:koncentrace:

vitaminu B12vitaminu B12

kyseliny listovkyseliny listovéé

�� ProPročč je anje anéémie mie makrocytmakrocytáárnrníí??
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makrocyty

↑

prodloužená doba mezi 
bb děleními

↑

nedostatek kyseliny 
listové a vitaminu B12
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�� HGB     65 g/l            HGB     65 g/l            ((120 – 160 g/l)

HCT     19,3%           HCT     19,3%           ((35  - 46 %)

RBC     1,7 x 10RBC     1,7 x 1012         12         ((3,8 – 5,2 x 1012/l)

MCV     114 MCV     114 flfl ((80 – 99 fl)

MCH     33 MCH     33 pgpg ((27 – 33 pg)

RDW    22 %             RDW    22 %             (13 (13 –– 15 %)15 %)

ret         0,4%            ret         0,4%            (0,5 (0,5 –– 1,5 %)1,5 %)

WBC     2,0 x 10WBC     2,0 x 109         9         ((4 – 10 x 109/l)

PLT      140 x 10PLT      140 x 109         9         ((150 – 450 x 109/l)

� Proč má pacientka pancytopenii ?

� Proč má pacientka parestézie?
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hypochromní mikrocytární
anémie

makrocytární anémie 
hypersegmentovaný neutrofil
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HemolytickHemolytickéé ananéémiemie



4646



4747

VyVyššetetřřeneníí metabolizmu hemoglobinumetabolizmu hemoglobinu

�� SS--bilirubinbilirubin –– koncentrace odrkoncentrace odráážžíí degradaci hemu degradaci hemu 
(zvý(zvýššen u hemolytických anen u hemolytických anéémimiíí))

�� SS--haptoglobin haptoglobin (v(váážže hemoglobin)e hemoglobin)

�� SS--hemopexin hemopexin (v(váážže hem)e hem)

(sn(sníížženy u hemolytických aneny u hemolytických anéémimiíí))

�� ElektroforElektroforééza hemoglobinu za hemoglobinu –– zjizjiššttěěnníí abnormabnormáálnlníích ch 
hemoglobinhemoglobinůů (hemoglobin S)(hemoglobin S)
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VyVyššetetřřeneníí antierytrocytových protilantierytrocytových protiláátektek
((→→ dg. autoimunitndg. autoimunitníích hemolytických anch hemolytických anéémimiíí))

�� PPřříímý antiglobulinový test (Coombsmý antiglobulinový test (Coombsůův)v)
-- prprůůkaz protilkaz protiláátek na povrchu erytrocyttek na povrchu erytrocytůů pomocpomocíí
antiglobulinovantiglobulinovéého sho séérara
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�� NepNepřříímý antiglobulinový testmý antiglobulinový test

-- prprůůkaz volných protilkaz volných protiláátek v stek v sééru (po inkubaci RBC se ru (po inkubaci RBC se 
sséérem se prem se přřididáá antiglobulinovantiglobulinovéé sséérum)rum)
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ImunologickImunologickáá vyvyššetetřřeneníí

�� VyVyššetetřřeneníí krevnkrevníích skupinch skupin

�� (P(Přříímý antiglobulinový test)mý antiglobulinový test)

�� (Nep(Nepřříímý antiglobulinový test)mý antiglobulinový test)
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VyVyššetetřřeneníí krevnkrevníích skupinch skupin

�� ABO systABO systéémm

-- vyvyššetetřřeneníí RBC pomocRBC pomocíí diagnostických sdiagnostických séér antir anti--A A 

a antia anti--BB

-- vyvyššetetřřeneníí sséérových aglutininrových aglutininůů antianti--A a antiA a anti--B pomocB pomocíí
typových erytrocyttypových erytrocytůů

�� Rh(D) systRh(D) systéémm

-- vyvyššetetřřeneníí pomocpomocíí antianti--Rh(D) sRh(D) séérara
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bed-side test
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CytochemieCytochemie

�� PrPrůůkaz lkaz láátek v butek v buňňkkáách pomocch pomocíí chemických reakcchemických reakcíí, , 

hodnocenhodnoceníí perifernperiferníí krve krve i i kostnkostníí ddřřeneněě

�� Reakce na Reakce na žželezo (Perlsova reakce)elezo (Perlsova reakce)

-- prprůůkaz kaz žželeza v erytroblastech (sideroblasty), eleza v erytroblastech (sideroblasty), 
erytrocytech (siderocyty) a makroferytrocytech (siderocyty) a makrofáázzíích (siderofch (siderofáágy)gy)

�� VyVyššetetřřeneníí nněěkterých enzymkterých enzymůů (ALP, NE)(ALP, NE)

-- dg. a dif. dg. hematologických malignitdg. a dif. dg. hematologických malignit
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PrPrůůtokovtokováá cytometrie (flow cytometry)cytometrie (flow cytometry)

� technika umožňující kvantitativně i kvalitativně
analyzovat částice – buňky – v suspenzi. Umožňuje 
cíleně separovat buňky na základě jejich fyzikálních 
a chemických vlastností

� FACS (Fluorescence-activated-cell-sorting) - třídění
buněčné suspenze dle odlišného rozptylu světla a 
fluorescenční charakteristiky buňky 
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� Užití v hematologii:

imunofenotypizace myeloproliferací a lymfoproliferací
pomocí fluorescenčně značených monoklonálních 
protilátek
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Dnes vDnes všše!e!


