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P�íprava a barvení nát�r� periferní krve 
Doporu�ení �eské hematologické spole�nosti �LS JEP 
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P�ipomínkováno �leny LS – uzáv�rka 20.11.2006 
Schváleno na sch�zi výboru �eské hematologické spole�nosti dne 22.11.2006 
 
1. Princip 
Pappenheimova panoptická barvicí technika 
Nát�ry fixujeme roztokem May-Grünwald a barvíme roztokem Giemsa-Romanowski. 
Základem tohoto barvení jsou: 

a) Kationtové (zásadité) barvivo azur B: váže se na aniontové �ásti molekul a barví modrošed� 
nukleové kyseliny (DNA nebo RNA), nukleoproteiny, granule bazofil� a sekundární granula 
neutrofil�. 

b) Aniontové (kyselé) barvivo eozin Y: váže se na kationtové �ásti molekul protein� a barví 
oranžovo�erven� hemoglobin a eozinofilní granula. 

P�i barvení vznikají r�zné kombinace t�chto dvou základních barviv. 
Tzv. „rychlé barvení“ není vhodné k barvení nát�r� p�i hodnocení periferní krve. 
 
2. Odb�r a manipulace s biologickým materiálem 
� periferní krev odebraná do K3EDTA 
� stabilita vzorku do zhotovení nát�ru: max. 5 hodin (p�i laboratorní teplot�) 
� uchování nát�ru na skle do doby vyšet�ení: 

� fixovaný nenabarvený nát�r lze skladovat až n�kolik týdn� p�ed vlastním barvením (p�i 
laboratorní teplot�) 

� fixovaný a nabarvený nát�r vydrží až n�kolik let (p�i laboratorní teplot�) 
� nefixovaný nát�r nelze dlouhodob� skladovat 

 
3. Spot�ební materiál 
� podložní skla se zabroušenými okraji 
� rozt�rová skla 
� Pasteurova pipeta nebo speciální p�ípravky/aplikátory k nanášení krve z odb�rové nádobky na 

podložní sklo 
� celulózová vata – p�í�ezy, �tvere�ky 
� ochranné rukavice 
 
4. Reagencie 
4.1. Základní reagencie 

� metanol 
� fixa�ní roztok May-Grünwald, 

� uchovávat p�i laboratorní teplot�, používat do data exspirace 
� barvicí roztok Giemsa-Romanowski, 

� uchovávat p�i laboratorní teplot�, používat do data exspirace 
� fosfátový pufr pH 6,7 – 6,8 

� uchovávat v lednici, p�i teplot� +2 °C až +8 °C 
� rozpis pro 5000 ml: 0,067 mol/l KH2PO4 127 ml + 0,067 mol/l Na2HPO4 123 ml + doplnit 

do 5000 ml deionizovanou vodou 
� základní pufry: 

0,067 mol/l KH2PO4: 9,07 g + doplnit do 1000 ml deionizovanou vodou 
0,067 mol/l Na2HPO4: 9,45 g + doplnit do 1000 ml deionizovanou vodou 



Strana 2 ze 3 

 
4.2. Pracovní roztoky 

� fixa�ní roztok 1: pracovní �istý roztok May-Grünwald 
� uchovávat v p�ikryté kyvet� p�i laboratorní teplot�, p�íslušný objem dolévat roztokem May-

Grünwald dle pot�eby; celý objem vym��ovat dle pot�eby 
� promývací roztok 2: fosfátový pufr pH 6,7 – 6,8; vym��ovat dle pot�eby 
� barvicí roztok 3: �edit 1 díl roztoku Giemsa-Romanowski (p�ed použitím p�efiltrovat) 

s 9 díly fosfátového pufru pH 6,7 – 6,8; uchovávat v p�ikryté kyvet� p�i laboratorní teplot�, 
celý objem vym��ovat dle pot�eby 

� promývací roztok 4: �istý fosfátový pufr pH 6,7 – 6,8; vym��ovat dle pot�eby 
� promývací roztok 5: �istý fosfátový pufr pH 6,7 – 6,8; vym��ovat dle pot�eby 

 
5. Pracovní postup 
5.1. Fixace nát�r� 

Fixace nát�r� je nezbytná v p�ípad� uchovávání nenabarvených skel, pro rutinní barvení nát�r� 
se nevyžaduje. 
1. Rovnom�rné nát�ry krve na skle je nutné nechat minimáln� 10 minut zaschnout p�i 

laboratorní teplot�. 
2. V kyvet� fixovat nát�ry 5 minut metanolem (metanol nesmí p�ijít do kontaktu s vodou). 
3. Nát�ry nechat zaschnout. 

 
5.2. Fixace a barvení nát�r� 

1. Rovnom�rné nát�ry krve na skle je nutné nechat minimáln� 10 minut zaschnout p�i 
laboratorní teplot�. 

2. V první kyvet� nát�ry fixovat 10 minut fixa�ním roztokem 1 (fixa�ní roztok nesmí p�ijít do 
kontaktu s vodou) 

3. Ve druhé kyvet� nát�ry oplachovat roztokem 2. 
4. Ve t�etí kyvet� nát�ry barvit 10 minut barvicím roztokem 3. 
5. Ve �tvrté kyvet� nát�ry opláchnout roztokem 4. 
6. V páté kyvet� nát�ry opláchnout roztokem 5. 
7. Nát�ry �ádn� opláchnout pod tekoucí vodou a nechat zaschnout. 
Poznámka: Barvení skel na m�ížce není vhodné, m�že zp�sobovat artificiální zm�ny v nát�ru 
(vysychání, krystalizace barvy). 

 
6. Kontrola kvality 
Kontrolovat 1 – 2 skla v každé nov� p�ipravené sérii barvicích roztok�. 
 
7. Bezpe�nostní aspekty 
� Roztok May-Grünwald: obsahuje metanol, toxický p�i vdechnutí, p�i styku s k�ží a p�i požití 
� Roztok Giemsa-Romanowski: obsahuje metanol, toxický p�i vdechnutí, p�i styku s k�ží a p�i 

požití 
� Metanol: toxický p�i vdechnutí, p�i styku s k�ží a p�i požití 
 
8. Poznámky 
8.1. Umývání nových skel 

1. Vložit skla na 24 hodin do �istícího roztoku (používá se b�žn� na�ed�ný saponát používaný 
v umývárn� na odd�lení). 

2. Po vyjmutí z �istícího roztoku promývat proudem tekoucí vody a potom provést oplach 
deionizovanou vodou. 

3. Opláchnutá skla namo�it do lihobenzinu a potom jedno po druhém osušit a vyleštit �istým 
plátnem. 
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4. �istá skla p�ikrýt nebo je uložit do krabi�ky. 
 
8.2. Zdroje chyb p�i provád�ní nát�ru krve na sklo 

1. Silný nát�r po celé délce skla. 
2. Sklo nebylo �ádn� odmašt�no (v nát�ru jsou mastná oka). 
3. Nát�r je ukon�en silnou vrstvou a nep�echází „do ztracena“ (rozt�rové sklo bylo p�i ukon�ení 

nát�ru prudce zvednuto). 
4. Jsou-li v nát�ru nerovnom�rné pruhy (na rozt�rné sklí�ko se p�íliš tla�ilo a nát�r nebyl 

proveden lehce). 
5. Nesprávný sklon rozt�rového skla. 

 
8.3. Zdroje chyb p�i barvení 

1. Kyselé pH vyvolá r�žovou barvu nát�r�, zásadité pH vyvolá modré zbarvení nát�r�. 
2. Dojde-li p�i oplachování nát�ru k jeho „smytí“. (Nát�r nebyl dostate�n� zaschlý nebo 

fixovaný). 
4. Staré krevní nát�ry bývají �asto p�ebarvené. 
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