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XVII

Předmluva ke třetímu vydání publikace 
Základy hematologické diagnostiky

Držíte v rukou třetí, upravené a doplněné vydání publikace určené širokému spekt-
ru čtenářů – od studentů medicíny a  laboratorních asistentů přes zdravotní sestry, 
praktické lékaře nebo internisty až po hematology. První vydání (vyšlo v roce 2012 ve 
vydavatelství Univerzity Palackého v rámci projektu OPVK CZ.1.07/2.2.00/07.0294 
věnovaného internetové mikroskopické morfologii) se setkalo s příznivou odezvou 
čtenářů a obdrželo cenu České hematologické společnosti ČLS JEP za nejlepší mo-
nografii v roce 2013. Druhé, přepracované vydání vyšlo v roce 2015 ve vydavatelství 
Mladá fronta. Do současného vydání byly doplněny kapitoly o  imunohematologic-
kém vyšetření, průtokové cytometrii, cytogenetice a molekulární genetice a diagnos-
tice potransfuzních reakcí. Další doplňky se týkají například laboratorních přístrojů 
užívaných přímo u pacienta (tzv. point-of-care testing), nové WHO klasifikace he-
matologických malignit nebo hematologických projevů infekce covid-19. Publikace 
nadále zachovává původní koncepci: poskytnout na co nejmenším prostoru dosta-
tečně přehledné a jasné informace nezbytné ke stanovení diagnózy hematologických 
onemocnění a stavů. To, čím se naše monografie odlišuje od obdobných publikací, je 
zařazení typických výsledků krevních obrazů, diferenciálních počtů bílých krvinek, 
koagulačních a případně biochemických vyšetření, ilustrujících jednotlivé diagnózy. 
Doufáme, že tím poskytneme čtenáři důležitý článek spojující teorii a praxi. Hemato-
logie je příkladem relativně úzce specializovaného oboru vnitřního lékařství s řadou 
přesahů do dalších oblastí medicíny, který kontinuálně prodělává markantní rozvoj. 
Naakumulované poznatky o patogenezi onemocnění krve vyústily v léčebné postu-
py, které často zásadním způsobem změnily prognózu nemocných. Doufáme, že naše 
publikace Vás bude motivovat k dalšímu studiu tohoto nesmírně zajímavého oboru.

V Olomouci, červenec 2024

prof. MUDr. Edgar Faber, CSc.
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1  Principy vyšetření krevního obrazu

Jarmila Juráňová

Vyšetření krevního obrazu (KO) patří mezi základní laboratorní (hematologická) vy-
šetření. Výsledky KO přináší lékaři jednu z  prvních informací o  zdravotním stavu 
pacienta a jsou nezbytné pro stanovení diagnózy a monitorování léčby (ze screenin-
gového vyšetření se často stává vyšetření diagnostické).

Vyšetření se provádí z nesrážlivé krve. Periferní krev pacienta se odebere do zku-
mavky s  protisrážlivým činidlem (soli kyseliny etylendiaminotetraoctové K3EDTA, 
popř. K2EDTA).

KO se stanovuje na hematologických analyzátorech krvinek. Některé z parametrů 
KO se měří na analyzátorech přímo, jiné se zjišťují výpočtem z  hodnot měřených 
parametrů.

Dále jsou uvedeny základní parametry krevního obrazu měřené na hematologic-
kém analyzátoru.

1.1 Červené krvinky (erytrocyty)
Přímo měřené parametry:

RBC – počet erytrocytů (red blood cells) v litru krve, je závislý na pohlaví (vyšší 
hodnoty u mužů než u žen), věku, rase a dalších faktorech (např. způsob výživy, nad-
mořská výška). Je udáván v jednotce 1012/l.

HGB – hemoglobin udává množství krevního barviva v krvi, informuje o tíži ane-
mie (lehká, středně těžká, těžká). Je stanovován v jednotce g/l.

Přímo měřené nebo vypočtené parametry:
HCT – hematokrit je poměr objemu erytrocytů k celkovému objemu krve, in-

formuje o hustotě krve/stupni hydratace. Měří se buď přímo (jako integrál impulzů), 
nebo se vypočte dle vzorce:

HCT = RBC . MCV (ratio)

HCT je udáván jako bezrozměrné číslo (poměr, ratio).

MCV – střední objem erytrocytu (mean corpuscular volume) je průměrný objem 
buňky v hodnocených erytrocytech. Přináší základní informace o druhu / možné pří-
čině anemie. Je to parametr důležitý pro diferenciální diagnostiku anemií. Dle MCV 
se dělí anemie na normocytární, mikrocytární či makrocytární. Je udáván v jednotce 
femtolitr (fl) a měří se buď přímo, nebo se vypočte dle vzorce:
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        HCTMCV =      (fl)
 

RBC

Vypočítané parametry:
MCH – střední množství hemoglobinu v erytrocytu (mean corpuscular hemoglo-
bin) je průměrná hmotnost hemoglobinu v jedné červené krvince. Dle MCH se dělí 
anemie na normochromní, hypochromní a hyperchromní. Jednotkou jsou pikogramy 
(pg), vypočítá se ze vzorce:

      HGBMCH =      (pg)
 

RBC

MCHC  – střední koncentrace hemoglobinu v  erytrocytu (mean corpuscular he-
moglobin concentration) je průměrná koncentrace hemoglobinu v erytrocytu. Slouží 
ke zhodnocení normochromie, hypochromie a hyperchromie podobně jako MCH. 
Jednotkou je g/l (popř. g/dl) a vypočítá se ze vzorce:

         HGBMCHC =      (g/l)
 

HCT

Mezi přímo měřené parametry patří také:
RDW – distribuční šíře erytrocytů (red cell distribution width), popisuje šíři nej-

četnější populace erytrocytů v KO, stanovuje se jako variační koeficient (CV) v pro-
centech (%) a/nebo jako směrodatná odchylka (SD) ve femtolitrech (fl). Informuje 
o izocytóze (homogenní populace erytrocytů) nebo anizocytóze (nehomogenní po-
pulace erytrocytů) v KO. Zvýšené hodnoty RDW (nad 15,2 %) ukazují na významnou 
anizocytózu (nehomogenitu objemů měřených erytrocytů).

RET – retikulocyty jsou mladé červené krvinky obsahující zbytky RNA, odráží 
dynamiku změn v počtu erytrocytů, stanovují se relativně v podílu k celkovému počtu 
erytrocytů (podíl jednotky) a/nebo absolutně (109/l). Snížené hodnoty RET ukazují 
na anemie z nedostatečné produkce erytrocytů, zvýšené hodnoty RET pak na ane-
mie ze zvýšených ztrát erytrocytů. RET lze měřit přímo na analyzátorech (současně 
s měřením dalších hodnot KO). Při anemiích je vhodné tento výsledek korigovat na 
hodnotu normálního hematokritu, což poskytuje přesnější informaci o proliferačních 
možnostech kostní dřeně, jež jsou oslabeny např. při útlumech krvetvorby (viz kapi-
tola 11). Korigovaný počet retikulocytů (retikulocytární index RI) se vypočítá vyná-
sobením počtu retikulocytů (RET) poměrem zjištěného a normálního hematokritu 
(HCT):

 zjištěný HCT
RI = RET (%) ×      

 
normální HCT
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1.2 Bílé krvinky (leukocyty)
Přímo měřené parametry:

WBC – počet leukocytů (white blood cells) v litru krve, je udáván v jednotce 109/l.
DIF  – analyzátorový pětipopulační diferenciální počet leukocytů (rozpočet 

leu kocytů, analyzátorový diferenciál), je podle subpopulací leukocytů (neutrofily, eo-
zinofily, bazofily, monocyty, lymfocyty) vydáván absolutně v jednotkách 109/l a rela-
tivně v procentech (%).

1.3 Krevní destičky (trombocyty)
Přímo měřené parametry:

PLT – počet trombocytů (platelet) v litru krve, je udáván v jednotce 109/l.
MPV – střední objem trombocytů (mean platelet volume), je udáván v jednotce 

femtolitr (fl).
Vypočítané parametry:

PDW – šíře distribuce trombocytů (platelet distribution width), jednotkou jsou 
femtolitry (fl) nebo procenta (%).

PCT – destičkový hematokrit (platelet hematocrit), je udáván jako bezrozměrné 
číslo nebo v ml/l.

Nová generace hematologických analyzátorů umožňuje stanovovat spolu s dalšími 
parametry KO i mladé retikulované trombocyty.

IPF – frakce nezralých trombocytů (immature platelet fraction) je vydávána ab-
solutně v jednotkách 109/l a/nebo relativně v procentech (%).

Vyjadřuje počet mladých (1–2 dny starých) trombocytů, které jsou retikulované 
(mají vyšší obsah RNA). IPF je markerem produkce trombocytů v kostní dřeni, po-
dobně jako je počet retikulocytů (RET) markerem produkce erytrocytů. IPF je vy-
užívána v diferenciální diagnostice trombocytopenií. Pomáhá odlišit trombocytope-
nie způsobené sníženou produkcí trombocytů (nízká nebo normální hodnota IPF) 
od trombocytopenie způsobené zvýšenou destrukcí či spotřebou trombocytů (vysoká 
hodnota IPF).

1.4  Principy počítání krevních částic na hematologických 
analyzátorech

Po nasátí vzorku krve se buňky nejprve seřadí pomocí speciálního systému (hyd-
rodynamická fokusace) za sebou do řady, aby byla počítána vždy jen jedna buňka 
(eliminuje se tak možná interference buněk). Současně dochází k naředění vzorku 
krve speciálním ředicím roztokem. Tato suspenze buněk je pak rozdělena do dvou 
detekčních komor. V jedné komoře se počítají erytrocyty a trombocyty, ve druhé 
pak leukocyty a jejich diferenciální počet.

Většina analyzátorů krevních částic (vydávající pětipopulační1 diferenciální počet 
leukocytů) pracuje na základě dvou metod:

1 Starší generace analyzátorů krvinek vydává třípopulační diferenciální počet leukocytů, který je méně přesný a spíše jen orientační.
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• impedanční metoda (slouží pro počítání erytrocytů a trombocytů),
• optická metoda (slouží pro počítání leukocytů, pětipopulačního diferenciálního 

počtu leukocytů, normoblastů a retikulocytů. Lze jí také počítat trombocyty, např. 
u trombocytopenických pacientů).

Existují analyzátory, které používají k stanovení počtu trombocytů tzv. imunologic-
kou metodu (využívá specifickou protilátku proti povrchovému antigenu CD61).

Velkou výhodou analyzátorů krevních elementů je skutečnost, že všechny infor-
mace získáme z jednoho odběru na vyšetření KO, případně z jednoho náběru analy-
zátorem.

1.4.1 Impedanční princip

Jde o měření odporu (napětí mezi elektrodami) při průchodu elektrického proudu 
(obr. 1.1).

Po nasátí vzorku krve a  jeho naředění ředicím roztokem (v  příslušném pomě-
ru) je suspenze buněk vstřikována do detekční komůrky. Uvnitř detekční komůrky je 
malý otvor (apertura), po obou stranách apertury jsou dvě elektrody, na ně je přivá-
děn elektrický stejnosměrný proud. Buňky procházejí vodivým prostředím za využití 
hydrodynamické fokusace (která seřadí buňky za sebou) skrze aperturu (obr. 1.2). 
V  okamžiku, kdy buňka prochází aperturou, dojde k  přerušení proudu mezi elek-
trodami (zvýší se elektrická impedance) a vznikne impedanční (napěťový) impulz 
(1 impulz = 1 buňka). Četnost impulzů udává počet buněk, velikost impulzů udává 
objem buněk. Tyto impulzy jsou dále zpracovávány a vyhodnoceny počítačem. Vý-
sledkem jsou tzv. histogramy (dvojrozměrná distribuce počtu buněk v závislosti na 
jejich velikosti). Impedanční metodou jsou nejčastěji detekovány RBC a PLT, u pro-
blematických vzorků krve lze tyto parametry detekovat optickou metodou.

Obrázek 1.1 Princip impedanční metody
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1.4.2 Optický princip2

Je založen na průchodu laserového paprsku skrze buňku (obr. 1.3). Laserový paprsek 
dopadá na průtokovou kyvetu, kterou procházejí buňky (za využití hydrodynamické 
fokusace). Průchozí element je ozářen a rozptyl odraženého paprsku je měřen pod 
třemi úhly.

Uvnitř analyzátorů se nacházejí detektory, které snímají a  analyzují rozptýlené 
světlo. Tyto světelné signály nesou informace o charakteru buňky, jako jsou její ve-
likost, složení (komplexita), granularita cyto plazmy a členitost (lobularita) jádra, 
jež se využívají k určení typu buňky. Pokud jsou přítomny atypické elementy, které 
analyzátor není schopen zařadit, oznámí to pomocí různých hlášení. Takto analyzátor 
upozorňuje na přítomnost nezařaditelných elementů (na mladší a  reaktivní formy 
buněk, na atypické/patologické buňky nebo pouze na přítomnost holých jader). Ana-
lyzátor svá data statisticky zpracovává a pomocí použitých algoritmů pro jednotlivé 

2 Princip optické metody u analyzátorů Sysmex řady XN, které využívají technologii fluorescenční průtokové cytometrie.

Obrázek 1.2 Hydrodynamická fokusace, impedanční metoda
PLT – trombocyty, RBC – erytrocyty

Obrázek 1.3 Princip optické metody2

FSC – detektor dopředného rozptylu, SFL – detektor bočního fluorescenčního rozptylu, SSC – detektor bočního rozptylu
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parametry je i  graficky znázorňuje do tzv. scattergramů (grafů, kde jsou hodnoty 
prezentovány jako jednotlivé barevné body; obr. 1.4).3

Optickou metodou jsou detekovány WBC, pětipopulační diferen ciál ní počet leu-
kocytů, normoblasty, retikulocyty, nezralé granulocyty; je možné detekovat i  RBC 
a PLT.

Nové moderní hematologické analyzátory jsou dodávány jako celé linky, jejichž 
součástí je nátěrový a barvicí automat, který dokáže z vybraných vzorků krve připra-
vit obarvené krevní nátěry. Ty lze dále digitálně zpracovávat a hodnotit v zařízení pro 
digitální zpracování obrazu pod dohledem laboratorního pracovníka (tzv. digitální 
morfologie). Automatický analyzátor pro digitální morfologii může být rovněž zapo-
jen do hematologické linky.

Referenční meze krevního obrazu pro dospělé jsou dostupné v aktuální verzi na: 
https://labsekce.hematology.cz/referencni meze/.

3 Scattergramy zobrazené analyzátory Sysmex řady XN.

Obrázek 1.4 Scattergramy (bodové grafy) ukazující normální distribuci leukocytů3

FSC – detektor dopředného rozptylu, SFL – detektor bočního fluorescenčního rozptylu, SSC – detektor bočního rozptylu
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Tabulka 1.1 Fyziologické hodnoty krevního obrazu; referenční meze pro dospělé nad 15 let

Základní hodnoty krevního obrazu

Název Zkratka Muži Ženy Jednotky

Leukocyty WBC 4–10 4–10 109/l

Erytrocyty RBC 4,00–5,80 3,80–5,20 1012/l

Hemoglobin HGB 135–175 120–160 g/l

Hematokrit HCT 0,40–0,50 0,35–0,47 ratio (l/l)

Střední objem erytrocytů MCV 82–98 82–98 fl

Hemoglobin erytrocytů MCH 28–34 28–34 pg

Střední barevná koncentrace erytrocytů MCHC 320–360 320–360 g/l

Šíře distribuce erytrocytů RDW 10,0–15,2 10,0–15,2 %

Trombocyty PLT 150–400 150–400 109/l

Střední objem trombocytů MPV 7,8–12,8 7,8–12,8 fl

Retikulocyty RET 0,005–0,025 0,005–0,025 podíl jednotky

Diferenciální počet leukocytů (analyzátorový)

Lymfocyty (relativně) Ly % 20–45 20–45 %

Lymfocyty (absolutně) Ly # 0,80–4,00 0,80–4,00 109/l

Monocyty (relativně) Mo % 2–12 2–12 %

Monocyty (absolutně) Mo # 0,08–1,20 0,08–1,20 109/l

Neutrofily (relativně) Ne % 45–70 45–70 %

Neutrofily (absolutně) Ne # 2,00–7,00 2,00–7,00 109/l

Eozinofily (relativně) Eo % 0–5 0–5 %

Eozinofily (absolutně) Eo # 0,00–0,50 0,00–0,50 109/l

Bazofily (relativně) Ba % 0–2 0–2 %

Bazofily (absolutně) Ba # 0,00–0,20 0,00–0,20 109/l
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2  Příčiny falešných výsledků 
krevního obrazu

Jarmila Juráňová

Vyšetření krevního obrazu (KO) prováděné na analyzátorech krvinek má svá úskalí 
a určitá omezení, na která se musí během analýzy krevního vzorku pamatovat. Vzor-
ky mohou obsahovat složky nebo látky bránící přesnému stanovení parametrů KO. 
Hovoříme o interferenci v KO. Některé interference přímo závisí na vyšetřovací me-
todě daného analyzátoru (impedanční, optická, imunologická), jiné jsou na způsobu 
stanovení nezávislé. Poznat tyto rušivé jevy (interferenci) znamená vydávat validní 
výsledky, naopak nepoznané interference mohou mít negativní důsledky v klinické 
praxi.

Interference (ovlivňující absolutní počty krevních buněk i diferenciální počet leu-
kocytů) mohou být původu:
• plazmatického (např. kryoproteiny, paraproteiny, lipidy),
• buněčného (např. normoblasty, erytrocyty rezistentní na lýzu, velké trombocyty).

Dále se mohou vyskytnout jevy, které se projeví v přítomnosti ně kte rých složek:
• pseudotrombocytopenie,
• aglutinace erytrocytů,
• aglutinace neutrofilů,
• zvýšené hodnoty hemoglobinu při hyperlipemii a hyperbilirubinemii.

2.1 Normoblasty
U některých pacientů (např. předčasně narození novorozenci, pacienti s dg. talasemie, 
osteomyelofibrózy, myelodysplastického syndromu aj.) jsou do periferní krve vyplavo-
vány nezralé jaderné buňky červené řady – normoblasty (erytroblasty, NRBC). Tyto 
jaderné buňky (jmenovitě polychromní a ortochromní normoblasty) mají stejnou veli-
kost jako lymfocyty.

Při měření leukocytů na analyzátorech krvinek impedanční metodou se do jejich 
počtu zahrnují všechny jaderné elementy, tedy i normoblasty.

Analyzátor tak chybně považuje normoblasty za lymfocyty a výsled ný počet leu-
kocytů je falešně vyšší. Optická metoda normoblasty separuje (od leukocytů) a  je 
schopná vydat jejich absolutní i relativní počet (obr. 2.1).
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2.2 Erytrocyty rezistentní na lýzu
Za některých, většinou patologických stavů (dědičné i získané abnormity) mohou být 
v krvi přítomny RRBC, tzn. na lýzu rezistentní erytrocyty (např. terčovité erytrocy-
ty). Vyskytují se např. u talasemie, hemoglobi nopatie, onemocnění jater, u novorozenců 
(kvůli vysokému fetálnímu hemoglobinu).

Tento fenomén se výrazněji projevuje u analyzátorů krvinek s kratším časem lýzy. 
RRBC pak mohou ovlivňovat počty krvinek (sníží počet erytrocytů, zvýší počet leu-
kocytů).

2.3 Pseudotrombocytopenie
Při stanovení počtu trombocytů na analyzátorech krvinek přítomnost agregátů (shlu-
ků) trombocytů falešně snižuje počet trombocytů. V  ně kterých případech mohou 
agregáty trombocytů ovlivnit i počty leukocytů a erytrocytů.

Hovoříme o pseudotrombocytopenii (falešné trombocytopenii) v KO. Ve skuteč-
nosti je v krevním vzorku trombocytů dostatek, jsou však „poshlukované“ a analyzá-
tor není schopen je správně spočítat.

Shlukování může být způsobeno např.:
• nedostatečně promíchaným vzorkem krve s protisrážlivým činidlem (krev je sra-

žená),
• přítomností protilátek proti trombocytům,
• fenoménem EDTA (změny na membráně trombocytů vyvolané přítomností soli 

EDTA).

Agregáty trombocytů mohou být v nátěru periferní krve přítomny i  v  rámci auto-
imunitních onemocnění nebo po některých infekcích.

Obrázek 2.1 Normoblasty
Na obrázcích A a B jsou dva normoblasty, pro srovnání jsou na obrázcích C a D dva lymfocyty. Na obrázku vpravo je scattergram měření 
normoblastů optickou metodou – oddělení populace NRBC od populace WBC (měřeno na analyzátoru Sysmex řady XN).
FSC – detektor dopředného rozptylu, SFL – detektor bočního fluorescenčního rozptylu, NRBC – jaderné erytrocyty, WBC – leukocyty
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Snížení počtu trombocytů může způsobit i jev zvaný destičkový satelitismus (soli 
EDTA ovlivní membránu neutrofilů, která pak může vázat trombocyty na svém povr-
chu po celém obvodu, a to do tvaru růžice) (obr. 2.2).

U analyzátorů krvinek s  impedanční metodou počítání trombocytů mohou po-
čet trombocytů ovlivnit např. makrotrombocyty či fragmenty cytoplazmy leukocytů. 
Vždy je pak nutná mikroskopická kontrola. Analyzátory krvinek s optickou metodou 
počítání trombocytů dokáží většinu těchto problémů ošetřit.

Alternativně se dnes k  odběru s  výhodou využívá zkumavky s  ionty magnesia 
(ThromboExact). Toto médium by mělo pseudotrombocytopenii eliminovat (zaru-
čit, že se trombocyty „neposhlukují“), zároveň zde nedochází k  ovlivnění hodnot 
ostatních parametrů KO. V některých případech však nelze ani při odběru do média 

Obrázek 2.2 Destičkový satelitismus

Obrázek 2.3 Výsledky měření krevního obrazu z odběru do zkumavky EDTA a z odběru do zkumavky ThromboExact 
včetně mikroskopického hodnocení nátěru periferní krve (přítomnost a nepřítomnost shluků trombocytů). Dva zároveň 
odebrané vzorky jednoho pacienta.
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ThromboExact tento jev zcela eliminovat, proto je u prvozáchytu vzorků s trombocy-
topenií nutná mikroskopická kontrola (obr. 2.3).

Poznámka:
Literatura popisuje také jev zvaný pseudotrombocytóza. Na rozdíl od pseudotrombocy-
topenie se tento jev vyskytuje vzácně např. u pa cien tů s těžkými popáleninami. Vlivem 
tepla dochází k narušení membrán erytrocytů a vznikají malé erytrocyty (mikrocyty), 
mikrosférocyty, fragmenty erytrocytů podobné schistocytům (mající velmi různorodé 
tvary). Zároveň je v  krevním nátěru patrná výrazná anizopoikilocytóza erytrocytů. 
Všechny tyto buňky mohou být analyzátory krvinek nesprávně počítány jako trombocy-
ty. Dochází tak k falešně zvýšenému počtu trombocytů. Pseudotrombocytóza odezní po 
odstranění abnormálních erytrocytů z oběhu.

2.4 Aglutinace erytrocytů
Aglutinací erytrocytů rozumíme jejich shlukování, které může být zapříčiněno pří-
tomností protilátek. Zralé erytrocyty aglutinují, pokud jsou potaženy protilátkami.

Může se jednat o protilátky:
• chladové (nejčastěji),
• tepelné.

Při analýze takového vzorku krve na analyzátoru krvinek dochází k snížení počtu 
erytrocytů, a naopak k zvýšení parametru MCHC a MCH, hodnota hematokritu je 
nižší a neodpovídá hodnotě hemoglo binu.

Tento jev je možné eliminovat zahřátím vzorku na teplotu 37 °C (obr. 2.4). Sou-
časné moderní analyzátory krvinek k tomu využívají speciální softwarovou aplikaci. 
Krevní nátěr pro mikroskopické hodnocení se provádí na nahřátém podložním skle.

Musíme od sebe odlišit dva jevy:

Obrázek 2.4 Aglutinace erytrocytů
Hodnoty krevního obrazu u pacienta s aglutinací erytrocytů, kdy vzorek jeho krve byl nejprve měřen při labo ratorní teplotě, a poté po 
zahřátí na teplotu 37 °C, včetně mikroskopického hodnocení nátěru (přítomnost a nepřítomnost aglutinace erytrocytů).
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• aglutinaci erytrocytů (způsobenou přítomností protilátek), přítomnou např. u dg. 
autoimunitní hemolytické anemie (AIHA), paroxyzmální chladové hemoglobin-
urie, potransfuzní inkompatibility,

• penízkovatění erytrocytů – rouleaux (způsobené přítomností mo noklonálního 
imunoglobulinu – paraproteinu). Jde o slepování erytrocytů s tvorbou řetízků.

Rouleaux se vyskytuje v krevním nátěru např. u pacientů s rozvinutou formou mno-
hočetného myelomu a Waldenströmovy makroglobulinemie.

2.5 Aglutinace neutrofilů
Velmi vzácně se může objevit i aglutinace (shlukování) neutrofilů (obr. 2.5). Je možné 
ji eliminovat zahřátím vzorku na 37 °C.

2.6  Jiné možné příčiny falešných výsledků krevního obrazu
Příčinou falešných výsledků KO mohou být i problémy spojené s exspirovanými zku-
mavkami, problémy související s  technicky nesprávně provedeným odběrem (např. 
nesprávně odebrané množství krve, sražená krev, krev naředěná infuzí nebo ovlivně-
ná transfuzními přípravky) či překročení doby stability vzorku krve. Jde o chyby v tzv. 
preanalytické fázi analytického procesu, které představují až 70 % všech laboratorních 
chyb.

2.6.1 Exspirované zkumavky

Vyšetření KO se provádí z nesrážlivé krve. Periferní krev pacienta se odebere do zku-
mavky s protisrážlivým činidlem, kterým jsou soli kyseliny etylendiaminotetraoctové 
(K3EDTA, popř. K2EDTA). EDTA vy vazuje vápník, tím se krev stává nesrážlivou. Soli 
EDTA jsou rozmístěny po stěnách zkumavky v lyofilizované podobě.

Poměr EDTA/krev se udává jako:
1,5 ± 0,3 mg EDTA / 1 ml krve

Obrázek 2.5 Aglutinace neutrofilů
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Je-li zkumavka exspirovaná, dochází ke změně poměru EDTA/krev a v krvi pa-
cienta se mohou vyskytnout sraženiny. Ve výsledku KO dochází k poklesu hodnot 
(nejčastěji hemoglobinu a počtu trombocytů).

2.6.2 Nesprávně odebrané množství krve pacienta

Správně odebrané množství krve je po rysku vyznačenou na zkumavce (standardně 
jsou to 2–3 ml, toleruje se odchylka ±10 %).

Při odebraném množství krve pod rysku dochází ke změně poměru EDTA/krev ve 
zkumavce. Je zde více protisrážlivého činidla, což ovlivní výsledek KO (snížení hema-
tokritu, zvýšení střední koncentrace hemoglobinu, fragmentace trombocytů, artefakty 
morfologie buněk).

Při odebraném množství krve nad rysku také dochází ke změně poměru EDTA/
krev ve zkumavce. Je zde méně protisrážlivého činidla v krvi pacienta se mohou vy-
skytnout sraženiny, které ovlivní výsledek KO (nejčastěji snížení hodnot hemoglobi-
nu a počtu trombocytů).

2.6.3 Sražená krev

Ke vzniku sraženiny může dojít:
• již při odběru krve pacienta (nesprávná technika odběru – traumatický odběr), 

přičemž je aktivována koagulační kaskáda,
• při odebraném množství krve nad rysku vyznačenou na zkumavce,
• kvůli zkumavce s prošlou exspirační lhůtou.

Sražená krev vždy ovlivní výsledek KO (nejčastěji snížení hodnot hemoglobinu a po-
čtu trombocytů). Takový výsledek není validní a vždy je nutné provést nový odběr 
krve pacienta.

2.6.4 Krev naředěná infuzí (nebo ovlivněná transfuzí)

Krev je odebraná z místa, do kterého je zavedena infuze (často jde o centrální žilní ka-
nylu, port s připojenou prodlužovací hadičkou). Dochází k naředění vzorku krve, což 
ovlivní výsledek KO (snížení hodnot). Takový výsledek není validní a vždy je nutné 
provést nový odběr krve.

Hodnoty KO mohou obdobným způsobem ovlivnit aplikované transfuzní příprav-
ky.

2.6.5 Stabilita vzorku krve

Podstatnou roli hraje i čas, který uplyne od odběru vzorku do jeho zpracování. Stabilita 
vzorku krve pro vyšetření KO je 5 hodin od odběru. Po překročení doby stability do-
chází ke změnám metabolismu krevních buněk, které se začnou rozpadat. Tyto změny 
se pak mohou negativně promítnout do výsledku vyšetření.

Vzorky, které jsou obtížněji hodnotitelné, vyžadují od pracovníků laboratoře dob-
rou znalost práce s analyzátory krvinek. Správné vyhodnocení informací, které analy-
zátory poskytují, vede k vydání validních výsledků.
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3 Jak správně mikroskopovat

Jarmila Juráňová

V  hematologické diagnostice používáme k  rutinnímu hodnocení mikroskopických 
preparátů světelný mikroskop se suchým objektivem (10násobné až 100násobné 
zvětšení) a většinou také s imerzním objek tivem (50násobné až 100násobné zvětše-
ní s použitím imerzního oleje). Mikroskopickým preparátem je správně připravený 
a speciál ně (panopticky) obarvený nátěr. Jedná se buď o nátěr periferní krve, nebo 
o nátěr aspirátu kostní dřeně, příp. otisk uzliny.

Nátěr periferní krve provádí zdravotní laborant z kapky nesrážlivé krve (periferní 
krev je odebraná do protisrážlivého činidla K3EDTA), případně ze srážlivé (kapilární) 
krve, pomocí roztíracího sklíčka na podložním skle. Nátěr by neměl být příliš silný, 
ale rovnoměrně roze třený, na jeho konci „doztracena“, nesmí sahat až k okrajům pod-
ložního sklíčka, ani k jeho koncům.

Nátěr aspirátu kostní dřeně provádí lékař ihned po aspiraci kostní dřeně pacienta 
(speciální punkční či bioptickou jehlou). Biologický materiál (nejlépe z první porce 
aspirátu) je aplikován na podložní sklíčko a rozetřen pomocí roztíracího sklíčka stej-
ným způsobem jako v případě zhotovení nátěru periferní krve.

Nátěr se vždy nechá řádně zaschnout. Podrobnější hodnocení je možné až po spe-
ciálním (panoptickém) obarvení krevního nátěru (viz kapitola 4).

3.1  Postup při hodnocení manuálního diferenciálního 
rozpočtu

Hodnocení začíná přehledným zhodnocením nátěru periferní krve suchým objekti-
vem při malém zvětšení (ideálně 200×, nejvýše do 400×*1), kdy hodnotíme:
• buněčnost, kvalitu a obarvení nátěru,
• rozložení buněk – tzn. jak přítomnost buněk v koncích a okrajích nátěru (zde mo-

hou být vytlačeny velké a patologické buňky), tak v hustých místech (zde se mohou 
nacházet mikrosraženiny trombocytů, které v místě s nízkou buněčností nemusíme 
najít).
Toto malé zvětšení nám pomůže vytipovat optimální místo k provedení rozpočtu 

leukocytů i hodnocení morfologie všech buněčných elementů.
Poté následuje hodnocení buněčných krevních elementů včetně stanovení jejich 

početního zastoupení. To lze provést při větším zvětšení 500–1 000×*. Pro zhotovení 
diferenciálního počtu leukocytů a pro detailní hodnocení morfologie jednotlivých 
buněk je obvykle doporučováno velké zvětšení 1 000×* (suchým nebo imerzním 

* Příslušná zvětšení vznikla vynásobením zvětšení objektivu zvětšením okuláru (tj. 10×).
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objektivem). K hodnocení si vybíráme „optimální místo“, kde jsou buňky rovnoměr-
ně rozprostřeny (erytrocyty se nepřekrývají). Nejčastěji se jedná o místo asi 1 cm od 
konce nátěru (obr. 3.1). Nátěr v mikroskopu hodnotíme meandrovitým rovnoměr-
ným pohybem objektivu po podložním skle – nejlépe na šířku skla od jednoho okraje 
k druhému (obr. 3.1).

Rozpočet leukocytů se provádí s pomocí hematologického sumátoru obvykle na 
100 nalezených buněk.

Hodnocení obarvených nátěrů periferní krve (tzn. provedení diferenciálního po-
čtu leukocytů) lze také stanovit automaticky (jak už bylo zmíněno v kapitole 1.4.) 
pomocí analyzátoru pro digitální morfologii buněk. Přístroj provede diferenciální 
počet leukocytů a morfologické hodnocení změn leukocytů, erytrocytů a trombocytů 
včetně jejich patologií. Kontrola a potvrzení výsledku však nadále zůstává na labora-
torním pracovníkovi. Využití digitální morfologie v hematologické laboratoři se stává 
rutinní metodou zhodnocení nátěru periferní krve.

3.2 Hodnocení nátěru periferní krve
3.2.1 Hodnocení kvantitativní – na 100 leukocytů

a) diferenciální počet leukocytů,
b) počet erytroblastů (normoblastů).

3.2.2 Hodnocení relativního počtu – na 1 000 erytrocytů

a) počet schistocytů,
b) počet trombocytů,
c) počet akantocytů.

3.2.3  Hodnocení morfologických změn (včetně jejich semikvantitativního, 
případně i kvantitativního hodnocení)

a) erytrocytů,
b) leukocytů,
c) trombocytů.

Při morfologickém hodnocení leukocytů, erytrocytů a  trombocytů hodnotíme 
nález slovně, sílu pozitivity hodnotíme na 1–3 křížky.

Fyziologické hodnoty (relativní počet) pro manuální diferenciální počet leuko-
cytů u dospělých jsou uvedeny v tabulce 3.1.

Obrázek 3.1 Hodnocení nátěru periferní krve (šipka ukazuje 
směr rozetření, dále je naznačen meandrovitý pohyb objektivu 
po podložním skle)
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3.2.4 Patologické hodnoty

Kvantitativní – snížené nebo zvýšené počty (absolutní nebo relativní) jednotlivých 
populací leukocytů, posun doleva, přítomnost metamyelocytů, myelocytů a promye-
locytů (leukemoidní reakce, myeloproliferativní onemocnění…), přítomnost blastů 
(akutní leukemie, myelodysplastický syndrom, myeloproliferativní onemocnění…), 
přítomnost erytroblastů (hemolytické anemie, myelofibróza, infiltrativní proces 
v kostní dřeni, např. nádorové metastázy…), tzv. leukoerytroblastický obraz (myelofi-
bróza, infiltrativní proces v kostní dřeni, např. nádorové metastázy…).

Kvalitativní – např. toxická granulace, nebo naopak hypogranularita, zvýšená či 
snížená segmentace jader neutrofilů, výrazné morfologické změny erytrocytů (ane-
mie…), nález parazitů (např. u malárie a leishmaniózy), změny morfologie monocytů 
a lymfocytů, nález atypických lymfoidních elementů (reaktivní změny např. při viro-
vých infekcích, lymfoproliferativní choroby…) atd.

3.3  Postup při hodnocení myelogramu 
(aspirátu kostní dřeně)

Vlastní hodnocení začíná přehledným zhodnocením nátěru kostní dřeně suchým 
objektivem při malém zvětšení (ideálně 200×*), kdy hodnotíme:
• buněčnost (celularitu), kvalitu a obarvení nátěru,
• rozložení buněk (tzn. přítomnost buněk v koncích a okrajích nátěru, ale i v hustých 

oblastech nátěru, zejména u ložiskových procesů),
• zastoupení megakaryocytů,
• přítomnost a buněčnost stromatu.

Tabulka 3.1 Fyziologické hodnoty manuálního diferenciálního počtu leukocytů v periferní krvi dospělých (pro muže 
a ženy nad 15 let)

Název Referenční meze Jednotka

Neutrofilní segmenty 47–70 %

Neutrofilní tyče 0–4 %

Neutrofilní metamyelocyty 0–0 %

Neutrofilní myelocyty 0–0 %

Promyelocyty 0–0 %

Myeloblasty 0–0 %

Lymfocyty 20–45 %

Monocyty 2–10 %

Eozinofily 0–5 %

Bazofily 0–1 %

Erytroblasty 0–0 %
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Toto malé zvětšení nám pomůže najít optimální místo k diferencování i hodnoce-
ní morfologie všech buněčných elementů.

Poté následuje hodnocení jaderných buněk včetně stanovení jejich početního za-
stoupení. To lze provést při větším zvětšení 600–1 000×*. Detailní hodnocení morfo-
logie jednotlivých buněk a diferenciální počet elementů kostní dřeně se obvykle do-
poručuje provést při velkém zvětšení 1 000×*2(suchým nebo imerzním objektivem). 
K hodnocení si vybíráme „optimální místo“, kde jsou buňky rovnoměrně rozprostře-
ny, pokud možno ne až v koncové části nátěru, kde jsou buňky arteficiálně zvětšeny. 
Volba vhodné části nátěru souvisí s buněčností aspirátu kostní dřeně. Nalezené jader-
né buňky se počítají pomocí hematologického sumátoru obvykle na 500 buněk.

V poslední době je evidentní snaha využít při hodnocení aspirátu kostní dřeně 
umělou inteligenci. První systémy, které jsou již komerčně dostupné, dokáží velmi 
rychle naskenovat nátěry a určit některé typy buněk. Problémem stále zůstává hod-
nocení atypických a patologických buněk. Laborant a posléze lékař musí v druhé 
fázi hodnocení tento nález verifikovat, opravit. Lze předpokládat, že tyto přístroje se 
v blízké budoucnosti rozšíří do rutinní praxe.

3.4 Hodnocení nátěru aspirátu kostní dřeně
3.4.1 Hodnocení kvalitativní

a) orientační hodnocení buněčnosti nátěru, kvality nátěru a barvení,
b) orientační hodnocení zastoupení megakaryocytů,
c) prohlédnutí okrajových částí nátěru,
d) vyhledání makroskopicky viditelných fragmentů kostní dřeně a posouzení jejich 

buněčného složení.

3.4.2 Hodnocení kvantitativní

a) diferenciální počet jaderných buněk.

3.4.3 Hodnocení a popis morfologických změn

a) erytropoezy,
b) granulopoezy a lymfopoezy,
c) trombocytopoezy,
d) hodnocení dalších nalezených elementů.

3.4.4 Patologické hodnoty

Kvantitativní nebo kvalitativní změny v kostní dřeni mohou být typické pro určité 
hematologické onemocnění či pro celou skupinu onemocnění.

* Příslušná zvětšení vznikla vynásobením zvětšení objektivu zvětšením okuláru (tj. 10×).
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3.4.5 Základní charakteristiky nálezů u vybraných onemocnění

Dřeňové útlumy: snížená buněčnost, relativní lymfocytóza, relativně zvýšené zastou-
pení buněk stromatu (makrofágy, retikulární buňky)…

Akutní leukemie: populace blastických elementů nad 20 % (dle WHO).

Tabulka 3.2 Fyziologické hodnoty (relativní počet) pro myelogram (aspirát kostní dřeně) u dospělých (pro muže a ženy 
nad 15 let)

Název Referenční meze Jednotka
Granulocytární řada
granulocytární řada (součet) 52–70 %

neutrofilní řada (součet) 50–70 %

myeloblasty 0–3 %

promyelocyty 1–5 %

neutrofilní myelocyty 5–25 %

neutrofilní metamyelocyty 5–25 %

neutrofilní tyče 10–30 %

neutrofilní segmenty 7–25 %

eozinofilní řada (součet) 0–6 %

eozinofilní myelocyty 0–2 %

eozinofilní metamyelocyty 0–2 %

eozinofilní tyče 0–2,4 %

eozinofilní segmenty 0,2–3 %

bazofilní řada (součet) 0–2 %

bazofilní myelocyty 0–0,5 %

bazofilní segmenty 0–1 %

Červená řada
červená řada (součet) 15–27 %

proerytroblasty 0–2 %

erytroblasty bazofilní 1–3 %

erytroblasty polychromní 2–20 %

erytroblasty ortochromní 2–15 %

Poměr granulocytární a červené řady
G/E poměr 2–4/1 ratio

Megakaryocytární řada
megakaryocyty 0–1 %

Mononukleáry
lymfocyty 4–20 %

monocyty 0–2 %

plazmocyty 0–4 %

retikulární buňky 0–2 %
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Myelodysplastický syndrom (MDS): může být zvýšené zastoupení blastů až do 
20 %, většinou zvýšená buněčnost, morfologické změny v krevních řadách (dyspla-
zie)…

Mnohočetný myelom: většinou zvýšené zastoupení plazmatických buněk, abnor-
mální plazmatické buňky, rouleaux erytrocytů v nátěru periferní krve…

Megaloblastové anemie: megaloblastická přestavba erytropoezy, další změny ve 
všech krevních řadách, nález obřích tyčí a metamyelocytů, hypersegmentace neutro-
filů, popř. abnormality megakaryocytů.

Hemolytické anemie: kompenzační hyperplazie erytropoezy (zvýšeně zastoupená, 
se zvýšenou mitotickou aktivitou), mohou být přítomny i určité známky dyserytropoe-
zy, nález velkých „hnízd“ erytroblastů…

Chronická myeloidní leukemie (CML): zvýšená buněčnost, výrazná převaha 
granulocytární řady, posun k nezralým formám, eozinofilie, bazofilie…

Chronická lymfatická leukemie (CLL): výrazné zvýšené zastoupení většinou 
atypických lymfocytů, jaderné stíny (tzv. Gumprechtovy stíny – více patrné v nátěru 
periferní krve)…

Vlasatobuněčná leukemie (HCL – hairy cell leukemie): snížená buněčnost, ná-
lez atypických „vlasatých“ lymfoidních elementů.

Maligní lymfomy: možný nález atypických lymfoidních elementů při postižení 
kostní dřeně lymfomem.

Metastázy do kostní dřeně: nález nehematopoetických buněk volně, ale zejména 
v  kohezivních shlucích (mikrometastázy), nátěry aspirátu kostní dřeně mohou být 
spíše hypocelulární, v nátěru periferní krve může být leukoerytroblastický obraz (vy-
plavování méně zralých elementů granulopoezy a erytroblastů), případně dakryocyty.

Fibróza kostní dřeně: leukoerytroblastický obraz v nátěru krve, dakryocyty, poi-
kilocytóza…
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