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Pfedmluva

Dostava se Vam do rukou ucebni text Atlas hematologie zvifat urceny pro ucitele a
studenty SOS s veterindrnim zamétenim.

Vychovné vzdélavacim cilem tohoto textu je piedat zakladni poznatky o krvi
jednotlivych vyznamnych druh@ hospodaiskych zvifat, o jejim slozeni a o zdkladnich
postupech jejiho laboratorniho zpracovani a vySetfeni.

Nedilnym dopliikem tohoto textu je databanka fotografii jednotlivych krevnich
elementll, kterd umoznuje ziskat pfedstavu o krevnich elementech z pohledu jednotlivych
zivocisnych druhii a soucasn¢ usnadiuje i jejich mezidruhové porovnani.

Vzhledem k diirazu, jaky klade sou€asny proces vzdélavani na vyuZzivani informacnich
technologii, jsme se rozhodli fotografie zpfistupnit v elektronické podobé na adrese
http://projekty.sosvet.cz. Pfedpokladame, Ze tim umoznime jejich lepsi dostupnost pro vlastni
vyuku i samostudium.

Zavérem bychom také radi podékovali MVDr. Lukasi Pavlacikovi, Ph.D. za pomoc pfi
ziskavani vzorkt krve od exotickych zvirat.

kolektiv autort
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Technika piipravy krevnich natéru

Krevni natéry zhotovujeme z Cerstvé odebrané plné krve; pokud nemame moZnost
udélat natér ihned po odbéru, zhotovujeme jej z krve stabilizované antikoagula¢nimi
(= protisrazlivymi) latkami. Nejvhodnéj$im antikoagulans pro tento ucel je EDTA nebo
heparin.

Podlozni sklicko, na které budeme délat natér, by melo byt dokonale ¢isté, odmasténé
a suché. Jako roztérové sklicko je nejlépe pouzit sklicko se zabrousenymi hranami, které
zaru¢i vhodnou Sifku roztéru. Pokud jej nemame k dispozici, 1ze pouzit i kryci sklicko nebo
dalsi podlozni sklicko.

Pii roztirdni je vhodnégjs$i polozit sklicko na stil. Rukou, kterou budeme sklicko
pridrzovat, se snazime nedotykat se plochy sklicka, ale drzet ho pouze ze stran. Na kraj
podlozniho skli¢ka kédpneme piimétené velkou kapku krve, pfiblizné 0,5 - 1 cm od okraje. Pro
pravéaky je lepsi udélat kapku na pravém okraji a natér tdhnout smérem doleva, pro levaky
naopak.

Roztérové sklicko ptilozime jakoby pied kapku (pokud je na pravém okraji, tak
sklicko ptikladame z levé strany kapky), posuneme ho ke kapce az se celd rozlije podél hrany
roztérového sklicka. Poté sklickem roztirdime krev rovnomérnym, plynulym pohybem
v postupné vice ostrém uhlu od 45° do 30°. Cim je tihel ostiejsi (a pomalejsi doba roztéru),
tim je natér tenci. Nikdy neroztirame krev pred sklickem, ale jakoby ji tdhneme za roztérovym
sklickem. V opaéném ptipad¢ se krevni buiiky nici.

Idealni natér je rovnomérné se ztenCujici a pfiblizné 3 — 6 cm dlouhy. Sklicko
nezapomeneme oznacit tuzkou na zabrousené stran€ nebo pomoci lepiciho Stitku.

Natér pied barvenim musime nechat dokonale uschnout. Zpocatku je vhodné zajistit
rychlejsi zasychani natéru (fénem, nad radidtorem, v inkubatoru apod.), aby buiiky nezménily
tvar. Citlivé jsou predevsim erytrocyty. Poté n¢kolik hodin dosusujeme.

Fixace krevnich natéra

Krevni natéry fixujeme methylalkoholem (methanolem). Natéry mizeme do
methanolu vlozit na 10 minut nebo je ve vodorovné poloze methanolem pokapat a cekat do
odpareni.

Pokud budeme barvit natéry v kratké dob& po zhotoveni preparatu, neni nutné tuto
samostatnou fixaci dodrzet, nebot’ pouzivana barviva maji soucasn¢ fixa¢ni schopnost.

Barveni krevnich natéra

Standardnim barvenim pro krevni natéry je tzv. panoptické barveni podle
Pappenheima.

Postup barveni:
1. Cely natér na 3 minuty pokryjeme May-Griinwaldovym barvivem .
2. Opatrné prikapavame destilovanou vodu tak, aby se ptivodni barvivo nesmylo.
Cilem je nechat ptsobit takto nafedéné barvivo (1:1) dalsi 1 minutu.

3. Barvivo slijeme, sklicko miizeme oplachnout vodou.

4. Na natér naneseme Giemsa-Romanowského barvivo. Toto barvivo musi byt pred
barvenim vzdy cCerstvé nafedéné ptiblizné 1:9 (na 10 ml destilované vody 10-15
kapek barviva). Nechame plisobit pfiblizn€ 15 minut (10-20 minut).

Barvivo slijeme a sklicko diikladné oplachneme pod tekouci vodou.
6. Spodni stranu sklicka ocistime utérkou.
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7. Je vhodné ihned zkontrolovat probarvenost krevnich bun¢k a eventualné preparat
jeste dobarvit.

Vvznam krevnich natéru

Krevni natéry zhotovujeme pro posouzeni morfologie jednotlivych krevnich elementt,
zjisténi pritomnosti krevnich paraziti a predevSim pro stanoveni procentudlniho zastoupeni
jednotlivych druht bilych krvinek.

Stanoveni diferencidlniho rozpoctu bilych krvinek
= stanoveni diferencidlniho rozpoctu bilych krvinek, diferencialni krevni obraz, leukogram

Bilych krvinek je v krevnim natéru vyrazné méné nez cCervenych a jejich rozlozeni
v natéru nemusi byt pravidelné. Casto jsou vétsi buiiky (neutrofily, monocyty) vice pfi
okrajich. Proto je nutné prohlizet preparat systematicky meandrovitym zptisobem po celé
Sifce natéru. Odecitat zaciname v mistech, kde se jiz krvinky navzajem neptekryvaji.

Bézné¢ se odecita 100 leukocytt. Pred zacatkem odecitani je vhodné si piipravit
tabulku, do které béhem pocitani zapisujeme ziskané pocty (viz tabulka ¢.1). Nakonec tedy
ziskame procentudlni zastoupeni jednotlivych zastupci bilych krvinek. Na zakladé¢ zmén
vtomto zastoupeni jsme schopni lépe diagnostikovat eventudlni onemocnéni ¢i stav
organismu.

V tabulce €.2 jsou uvedeny fyziologické hodnoty diferencialniho rozpoctu leukocyti u
vybranych druht zvirat.

Tab. 1. Jeden z moZnych zpiisobli zapisovani leukogramu

druh leukocytu zjisténé pocty soucet (celkem 100)
neutrofily segmenty | #4 HH HH HHEHE HEE HEE HEE HEEHE T 51
neutrofily tycky /1] 4
lymfocyty csaalssabassaiascalassalcccaasan 35
monocyty Hit 1] 7
eosinofily // 2
basofily / 1

Tab. 2. Pomérné zastoupeni jednotlivych typl leukocytd u vybranych druhii zvifat

neutrofily
v % lymfocyty | monocyty | eosinofily basofily
druh
. v % v % v % v %
segmenty tyCky

skot 15-45 0-2 45-75 0-7 1-10 0-2
ovce 10-50 0-1 40-75 0-6 0-10 0-3
prase 10-39 0-7 49-85 0-5 0-6 0-2
kin 40-78 0-6 16-50 0-10 0-4 0-1
pes 60-77 0-3 10-30 3-10 2-10 0-1
kocka 35-75 0-3 20-55 1-4 2-12 0-1




Pozorovani krevnich elementa

Krevni natéry mikroskopujeme pii zvétSeni objektivu 100x s pouzitim imerzniho
oleje. Pii pouziti okularu 10x je tedy celkové zvétSeni 1000x. Dalsi zvétSeni mize zajistit i
binokulérni hlavice (¢asto 1,25x).

V krevnich natérech jsme schopni posoudit morfologii ¢ervenych krvinek, bilych
krvinek a krevnich desti¢ek. Absolutni poCty téchto elementil se ziskavaji jinymi metodami
nez za pouziti krevnich natéra (Bilirkerova komtrka, pocitaci automaty aj.)

Cervené krvinky = erytrocyty

Erytrocyty savcll jsou bezjaderné a vétSinou maji bikonkavni tvar s piskotovitym
prafezem. U nékterych saveli mohou byt erytrocyty vice kulovité, u velbloudovitych dokonce
ovalné. Velikost se rizni dle druhu zvifete a je nepfimo iimérné celkovému poctu erytrocytil
v krvi. Jedny z nejvétsich erytrocyti ma slon (délka 9,1um), ale také jich ma maly pocet.
Z domicich zvifat ma nejmensi krvinky koza (4 pm) (viz obr. 1 a 2).

Velikost bun¢k by méla byt v krevnim natéru stejna nebo jen s malymi odchylkami
(obr. 3). Zmény velikosti a tvaru mohou znacit rlizné poruchy organismu, ale ¢asto vznikaji 1
nedokonalym odbérem krve a zpracovanim natéru (obr. 4).

V erytrocytech miizeme dale posoudit pfitomnost riznych télisek (Casto zbytky
puvodniho jadra). V natérech se soucCasné objevuje i urcité procento mladsSich forem
erytrocytil — reticulocyty (obr. 5).

U ptakd, plazi a ryb jsou erytrocyty ovalné s vyvinutym jadrem. U plazl a ryb jsou
obvykle §irsi nez u ptaki (obr. 6 a7).

Obr. 1 a 2. Porovnani velikosti erytrocytli v krevnim natéru slona afrického (vlevo) a kozy
domaci (vpravo). Pro srovnani lze pouzit i leukocyty, které jsou piiblizné stejn¢ velké. Oba
natéry jsou foceny pii stejném zvétSeni. U obr.1 jsou zietelné svétlejsi stiedy erytrocytu, které
jsou dany tim, ze stfed je tenci nez okraje krvinky.



Obr. 3. Erytrocyty vétSiny zdravych zvirat
vykazuji mirnou variabilitu ve své velikosti
(antilopa vrand).

Obr. 4. Deformace erytrocyti zplsobena
nespravnym zpracovanim vzorku krve (kocka
domaci).

Obr. 5. Retikulocyty (modfe zbarvené, barveni
na retikulocyty) v krvi fretky.




Obr. 6. Ovalné erytrocyty se zietelnym jadrem
u ptaku (jefab).

Obr. 7. Siroce ovalné jaderné erytrocyty ryb
(kapr obecny).




Bilé krvinky = leukocyty

RozliSujeme pét zakladnich typt bilych krvinek. V jejich rozliSovani ndm napomaha
jejich velikost, tvar bunééného jadra, ptitomnost granul v cytoplazmé a jejich barva.

Leukocyty se rozdé€luji podle ptitomnosti granul v cytoplazmé na granulocyty, které je
maji, a na agranulocyty, které je nemaji nebo jich maji velmi malo. Dal§im vyraznym znakem
je rozdil ve tvaru jadra.

Granulocyty

Spole¢nym znakem je tvar jadra. Jadra granulocytli maji rizny tvar podle stafi bunky.
Mladsi formy maji jadra protahld, rGzné zakiivend. Tyto typy se oznacuji jako tycky
(obr. 8, 10). Jadra zralych granulocytll jsou lalocnata nebo segmentovand a oznacuji se jako
segmenty (obr. 9, 11). Podil ty¢ek a segmenti se urcuje predevSim u neutrofilnich
granulocytil.

Podle afinity granul ke kyselym nebo zasaditym barvivim rozliSujeme tii typy
granulocyti, a to granulocyty eosinofilni, basofilni a neutrofilni.

Neutrofily. Granula neutrofilli se nebarvi piili§ vyrazné ani kyselymi, ani zasaditymi
barvivy a slab¢ pfijimaji oba typy barviv. Vyslednd barva a zfetelnost granul tedy neni zcela
ziejma.

Obdobou neutrofill jsou u ptakt heterofily. Jejich granula jsou vice acidofilni a barvi
se tedy vyrazné&ji. Granula heterofilii maji protahly az vietenovity tvar (obr. 13-15).

Eosinofily. Granula eosinofill pfijimaji kyselad barviva (eosin) a jejich vysledna barva
je Cervena. Vyrazna granula maji eosinofily napt. u koni (obr. 16-18).

Basofily. Granula basofili pfijimaji zasaditd barviva (hematoxylin) a jejich vysledna
barva je modra (obr. 19-21).

Agranulocyty

Agranulocyty ve své cytoplazmé granula vétSinou nemaji, vyjimeéné mizeme nalézt
ojedinéla granula. Spolecnym znakem je, podobné jako u granulocytii, tvar jadra. U
granulocytd je vSak jadro velké, kompaktni, vétSinou kulovité nebo mirné lalo¢naté. Podle
tvaru jadra a mnozstvi cytoplazmy rozliSujeme dva typy agranulocytii, a to lymfocyty a
monocyty.

Lymfocyty. Lymfocyt je vzhledem k ostatnim leukocytim mensi velikosti. Ma velké
kulovité jadro a malé mnozstvi svétle modie se barvici cytoplazmy. Dle velikosti a mnoZstvi
cytoplazmy lze déle rozlisit lymfocyty na malé a velké (obr. 22-25).

Monocyty. Monocyty jsou velké buiiky s vyraznym nadbytkem cytoplazmy. V jejich
cytoplazmé miizeme vidét vakuoly nebo fagocytované castice. Tvar jddra monocytd je
nepravidelny, vétSinou ledvinovity nebo mirné lalocnaty



Obr. 8 a 9.Mlady neutrofil — tycka (vlevo) a zraly neutrofil — segment (vpravo) v krvi psa.

Obr. 10 a 11. Tycka a segment neutrofilii se zfetelnymi granuly v krvi slona afrického.
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Obr. 12. Ztetelné¢ segmentované jadro neutrofilu
(kocka domaci).

Obr. 13. Heterofil andulky vinkované ma
typicka vietenovitd granula.

Obr. 14 a 15. Dalsi moznosti vzhledu heterofilii ptakti. Vlevo heterofil kura doméciho, vpravo
rozpadajici se heterofil s vice ovalnymi granuly jetaba.
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Obr. 16. Eosinofil koné¢ ma vyrazna granula,
ktera mnohdy ptekryvaji jadro.

Obr. 17. Eosinofil tygra ussuriského. na levém
okraji eosinofilu je vidét ¢ast volné cytoplazmy
(svétle modra).

Obr. 18. Jednotliva granula eosinofilu nemusi
byt vzdy zietelnd a eosinofil ur¢ime pomoci

barvy.
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Obr. 19. Basofil koné.

Obr. 20. Basofil skotu domaciho s vylitymi
granuly.

Obr. 21. Basofil andulky vinkované.
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Obr. 22. Typicky maly lymfocyt je o malo
vétsi nez Cervené krvinky, ma velké kulaté
jddro a malé mnozstvi svétle modré
cytoplazmy. Ta je casto ziejmad pouze jako
srpek  cytoplazmy na okraji lymfocytu.
Lymfocyt psa.

Obr. 23. Typicky maly lymfocyt (kocka).

Obr. 24. Lymfocyt kozy domaci s malym
prstencem bledé modré cytoplazmy.

Obr. 25. Ptaci lymfocyty vypadaji stejné jako
sav¢éi. Lymfocyt jetaba.
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Obr.26. Monocyt ovce s typickym
ledvinovitym  jadrem. 'V bledémodré
cytoplazmé jsou patrné vakuoly.

Obr. 27. Monocyt s vicelalo¢natym jadrem
(kun).

Obr. 28. Monocyt tygra ussurijského
s cytoplasmou s ¢etnymi vakuolami.

Obr. 29. Pta¢i monocyty (andulka vinkovand)
vypadaji  obdobné¢ jako sav¢i. Velké
ledvinovité  jadro a  velké mnozstvi
cytoplazmy.
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Krevni desticky = trombocyty

Trombocyty v krvi savcil jsou bezjaderné ulomky bunék — megakaryocytd. U riznych
savcl jsou krevni desticky vice ¢i méné pozorovatelné. Zietelné jsou napt. u Selem (obr. 30,
31).

U ptaki jsou trombocyty samostatné jaderné buniky (obr. 32)

Obr. 30. Shluk trombocytt kocky.

Obr. 31. Trombocyty psa.

Obr. 32. Trombocyty ptakti jsou jaderné.
Kolem velkého ovélného jadra pozorujeme
malé mnozstvi svétle se barvici cytoplazmy
(andulka vIinkovana).
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Pocitani krevnich elementu

Pocet krevnich elementi miizeme stanovit mikroskopicky pocitanim v pocitacich
komurkach nebo pomoci hematologickych automati.

Z pocitacich komurek se nejcastéji pouziva Birkerova komurka. Na této komdrce jsou
vyryty dvé pocitaci miizky. Kazda znich je rozdélena tfemi Carami na devét velkych
¢tvercovych poli, jejichz strana méfi 1 mm. Tato pole jsou tvotfena stfednimi Ctverci o plose
1/25 mm” a v jejich rozich jsou malé &tverce s plochou 1/400 mm?®. Po stranach stiednich
&tverci jsou obdélniky, jejich plocha se rovna ¢tyfem malym &tvercm, tedy 1/100 mm’.
Ptikrytim ploch s miizkami krycim sklem vznika prostor na pocitani krvinek vysoky 0,1 mm.

Krev pro toto vySetfeni musi byt stabilizovana (s ptidavkem antikoagulacni latky).
Krev ptfed pocitanim je nezbytné nafedit, a to nejcastéji v banickach. Od toho ma tato metoda
pocitani nazev banickova.

Stanoveni poc¢tu ¢ervenych krvinek - banickova metoda

Potreby: stabilizovana krev, Hayemiiv roztok (chlorid rtutnaty 0,5 g, chlorid sodny 1,0
g, siran sodny 5,0 g a destilovana voda do 200,0 ml), sklenéna banicka se zatkou, mikropipeta
na krev s obsahem 25 pl, mikropipeta na Hayemtiv roztok s obsahem 4975 pl, Burkerova
komiirka s krycim sklickem, Pasteurova pipeta, mikroskop.

Postup: Do banicky preneseme 4975 pl Hayemova roztoku. Do ného ptfidame
mikropipetou 25 pl krve. Je nezbytné dbat na presnost fedéni, a tedy mnozstvi roztoku a krve.
Proto pfed vypusténim krve do Hayemova roztoku otfeme povrch mikropipety gazou, krev
vypoustime na dno banicky do roztoku, aniz bychom potfisnili stény bani¢ky a mikropipetu
jesté nekolikrat proplachneme Hayemovym roztokem. Poté banicku uzavieme gumovou
zatkou a krouzivymi pohyby Setrné obsah banicky promichdvame piiblizn€¢ 3 minuty.

Vzorek nasajeme Pasteurovou pipetou a naplnime miizku Burkerovy komtrky. Pfi
plnéni je jiz na miizce ptfipevnéno kryci sklicko a drzime ji Sikmo. Hrot pipety pfilozime ke
hran¢ sklicka a nechame roztok vtéct do prostoru miizky. Mtizka by méla byt pokryta celd,
bez vzduchovych bublin. Je vhodné nechat takto nachystanou komurku 2-3 minuty nechat stat
pro lepsi ustdleni krvinek. Mezitim si miZeme nachystat mikroskop. Sledujeme pod
objektivem 20x nebo 40x.

Erytrocyty poc¢itame ve 20 obdélnicich nebo 80 malych ¢tvercich. Pocitdme vSechny
krvinky nachazejici se uvnitf téchto ploch a dotykajici se jejich dvou stran (do L). Krvinky
dotykajici se dvou zbyvajicich stran nepocitaime. Zvolené strany dodrzujeme u vSech
obdélnikt/¢tverct stejné. Tomuto pravidlu pocitani se tika Burkerovo pravidlo a zajistuje
zptesnéni a zvyseni objektivnosti poc¢itané plochy. Pro vétsi objektivnost vysledku je vhodné
uhlopficné spocitat celou plochu miizky, tedy stiedni i okrajové ¢asti.

Mnozstvi spocitanych erytrocytli vynasobime 10 000 a tim ziskdme pocet erytrocytl
v 1 ul krve. V 1 pl krve jsou fddové miliony erytrocytd, tedy uvadime pocet v 10°, pt. 6,5 x
10° / pl. Casto se poéty erytrocytd uvadi na 1 litr krve, musime tedy podet vynasobit 1000x,
celkovy pocet tedy vychazi v 10'%, coz se uvadi jako T/I (T = tera = 10'?).

Zvyseny pocet erytrocytll nazyvame polycytémie a sniZzeny pocet je erytropenie nebo
anemie.
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Stanoveni poctu bilych krvinek - bani¢kova metoda

Postup stanoveni poctu leukocytti je velmi podobny stanoveni poctu erytrocytu.
Leukocytt je v krvi fadoveé 1000x méné nez erytrocytil, proto pouzivime mensi fedéni a také
jiny fedici roztok. Ten souc¢asné umozni rozruseni ¢ervenych krvinek.

Potreby: stabilizovana krev, Turkiv roztok (kyselina octova ledovad 3 ml, 10% vodny
roztok gentianové violeti 2 ml, destilovand voda do 300,0 ml), sklenéna banicka (mensi) se
zatkou, mikropipeta na krev s obsahem 25 pl, mikropipeta na Turkiv roztok s obsahem
475 pl, Burkerova komirka s krycim sklickem, Pasteurova pipeta, mikroskop.

Postup: Do banicky preneseme 475 pl Tirkova roztoku. Do
mikropipetou piesné¢ 25 pl krve. BaniCku uzavieme zitkou a Setrné
promichavame pfiblizn€ 3 minuty.

V Burkerové komtrce pocitame leukocyty ve velkych ctvercich, pfi¢emz dodrzujeme
Birkerovo pravidlo a opét se snazime spocitat ctverce v celé ploSe miizky. Celkem spocitdme
100 ctverct a vysledny pocet ndsobime 50x, eventuelné mizeme spocitat 50 ctvercl a pak
nasobit 100x. Takto ziskame pocet leukocytd v 1 pl krve, hodnoty leukocytii na pl se
pohybuji fadové v tisicich. Tyto hodnoty odpovidaji pfi pfepoctu na 1 litr krve hodnotam
10°/1=G/1 (G = giga = 10°).

Zvyseny pocet leukocytii nazyvame leukocytoza a snizeny pocet je leukopenie.

n¢ho priddme
obsah banicky

Tab. 3. Hodnoty erytrocytd, leukocytli a trombocytl u vybranych druhii zvitat.

druh erytr?cyty leukocyty | trombocyty
x10°/pl | x10°/pl x 10° /ul
skot 5,0-10,0 4,0-12,0 200-800
ovce 9,0-15,0 4,0-12,0 -
prase 5,0-8,0 11,0-22,0 175-580
kin 6,5-12,0 5,0-10,0 100-300
pes 5,5-8,5 6,0-17,0 200-460
kocka 5,0-10,0 5,5-19.,5 180-430
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