1. ANALYZA OBRAZU

1.2 AKO VIEME ZISTIT KOLKO JE V KRVI KRVINIEK?

Pozorne si prezrite fotografiu krvného nateru.

Otazky:

Ako rozpozndte Cervené krvinky, biele krvinky a krvné dosticky v tomto normdlnom, zdravom krvnom
ndtere?

Ktorych krvnych elementov je v krvi najviac? Preco je to tak?

Krvny nater
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Aku funkciu plnia biele krvinky?

Ndjdite na velkom obrdzku krvnu dosticku. Je mensia, neZ krvinky. Preco je déleZita?




Otazka:

Aké st normdine hodnoty poctu krviniek na liter krvi?

Vyssi alebo nizsi pocet krvnych elementov moze signalizovat ochorenie.

Najdite a na internete a porovnajte optimalne hodnoty poctu krvnych buniek z viacerych zdrojov.

Otazka:

Ako sa dd zistit pocCet krviniek na liter krvi?

Uloha 1:
Navrhnite spésob, ako by sa dal spoéitat pocet krviniek v jednom litri krvi.

Vymyslite analogicky model efektivneho pocitania malych ¢astic vo velkom objeme, na ktorom
vysvetlite svoj postup.

Ako sa to robi v praxi

Na pocitanie ¢ervenych alebo bielych krviniek sa pouZiva Biirkerova komoérka. Je to Specidlne podlozné
skli¢ko, ktoré ma vymedzend, presne 0 0,1 mm prehibenu ¢ast rozdelent mriezkou na $tvorce a obdizniky.
KedZe pozname rozmery mriezky, vieme aky objem vzorky sa nachddza nad jednotlivymi polickami —
velkym, strednym a najmensim $tvorcom a obdiznikmi v naplnenej komérke.

Buirkerova komorka
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Burkerova mriezka

Castice, v nasom pripade krvinky, sa po&itaju pod mikroskopom na zvolenej ploche — v niektorom $tvorci
alebo v obdlZniku. Zale#i na ich velkosti a pocetnosti. Biele krvinky sa pocitaju vo velkych $tvorcoch
skladajticich sa z niekolkych poli¢ok. Cervené malom $tvorci alebo v obdiZniku. Vypotita sa priemer
spravidla z niekolko desiatok poli¢ok a tento Udaj sa prepocita na pocet krviniek v jednom litri krvi.

Uloha 2:
Zistite pocet ¢ervenych krviniek pacienta na 1 liter krvi. Pocitajte priemer z 10 obdiZnikov.

V pracovnom liste mate fotografiu krvi v Birkerovej komorke. Vypocitajte priemerny pocet krviniek len
z 10 obdiZnikov. Bunky, ktoré ram presahuju, nezapoditavajte (zjednodu$ené pravidlo).
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Objem nad obdlznikom Biirkerovej komérky je 0,001 mm3.

V jednom litri sa tento objem nachadza 102 — krat. Na obrdzku je neriedend krv.
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Poznamka

Pre rutinné rucné pocitanie v laboratdridch sa krv zvykne riedit, aby sa krvinky neprekryvali a ¢o najmenej
sa ich nachddzalo po strandch mrieZky. Riedenie sa pri prepocte na liter musi potom brat do uvahy. Aby
bol vypocet presny, nepolitaju sa krvinky presahujice mrieZzku vpravo a dole ale pocitaju sa tie, ktoré
presahuju do susedného policka vlavo a hore.

Pocitanie krviniek na obrdzku pomocou programu Fiji

K procesom spracovania a analyzy obrazu patri okrem iného aj spocitavanie mikroskopickych objektov,
meranie ich velkosti a plochy. V programe Fiji (Imagel) sa daju tieto Ukony robit velmi jednoduchym
spdsobom. Program treba pred vyucbou témy na pocitace nainstalovat. Je volne pristupny na adrese
https://imagej.nih.gov/ij/. Viac o nom najdete v Doplriujucich informdaciach pre ucitela na konci metodiky.

Lista programu Fiji s ndstrojmi a moZnostami vyberu

-

W (Fiji Is Just) Image! =
File Edit Image Process Analyze FPlugins Window Help
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"Rectangular® or rounded rectangular selections (right click to switch)

Z fotografie krvi v komorke bez mriezky (za predpokladu, Ze vrstva krvi tvori 0,1 mm) méZeme ziskat Udaj
o pocte krviniek v litri krvi bez toho, aby sme ich mechanicky pocitali. Ak vymedzime plochu, ktora
zodpovedd 10-nasobku obdlZnika Biirkerovej komérky, vieme spotitat celé bunky v tomto $tvorci
pomocou par klinkuti. Ak vysledok vydelime desiatimi a ndsobime x 102 dostaneme podet éervenych
krviniek v jednom litri krvi pacienta.

Uloha 3:

Je tento pacient zdravy? Zistite pocet jeho cervenych krviniek na 1 | krvi pomocou programu Fiji.

Postup pri zistovani poctu ¢ervenych krviniek vo vyreze fotografie pomocou softvéru Fiji

. Fotografia krviniek



https://imagej.nih.gov/ij/

V programe Fiji si otvorte fotografiu spristupnenu uciteflom a postupujte podla nasledujuceho navodu

a vzorového obrazku:

Na fotografii vymedzte pomocou ,rectangular selection” (prvé tlagidlo — obdiZnik) jednotkovy
$tvoruholnik s velkostou 0,01 mm?2. (Aké pomery stran prichadzaju do Gvahy? Zvolte si moZnost
0,125 x 0,08 ¢o zodpoveda velkosti 1000 x 640 pixelov).

Skopirujte vyber (Edit — Copy).

Vytvorte novy obrazok (File — New — Image). Dajte obrazku nazov, vyberte format RGB, bielu
farbu (white) a nastavte jeho rozmery v pixeloch, aby sa rovnali strandm vasho jednotkového
obdlznika (1000 x 640).

Vlozte vyber do nového obrazka (Edit — Paste). Zatvorte povodny obrazok, aby nerusil.

Fotografiu upravte prahovanim (Image — Adjust — Color Treshold). Nechajte predvoleni metddu
prahovania (default), farbu ¢ervenu (red), farebné prostredie HSB a svetlé pozadie (dark
background nema byt zaskrtnuty). Krvinky su teraz ¢ervené.

Posuvnikmi upravte saturaciu a jas tak, aby ostali cervenou vyznacené iba cervené krvinky a biele
mali pévodnu farbu ako na zdrojovej fotografii. Pomdze, ak sa budete snazit ohranicit histogramy,
pritom sledujte, ¢o sa deje s obrazkom.

Analyzujte Castice (Analyze — Analyze particles). Nastavte velkost plochy ¢astic na 50 — nekone¢no
(infinity) pixelov, cirkularitu 0,50-1,00, ukaz masky (show masks) a zaskrtnite moznosti Display
results, Summarize, Include holes, In situ shows. Ziskate tabulku s ndzvom Summary s
nameranymi hodnotami a obrazok s ¢ierno sfarbenymi maskami objektov.

Manualne ohraniéte (nastrojom Freehand selections, $tvrté tladidlo) ¢ast obrazku, na ktorej su iba
celé cervené krvinky. Vynechajte odseknuté krvinky na okraji alebo ak sa do vyberu dostal
leukocyt a sa vdm ho nepodarilo v kroku 6. odfiltrovat.

Zopakujte analyzu castic (Analyze particles) ziskate nové tdaje v tabulke Summary, kde su
zahrnuté uz len celé cervené krvinky z vyznacenej oblasti. Dal3i Gdaj v tabulke (Total area)
znamena celkovu plochu, ktoru zapocitané krvinky na fotografii zaberaju. Program Fiji ich
odmeral aj jednotlivo. Dokaze robit vela inych merani a vypoctov.

10. Ulozte vysledok - obrazok masiek a tabulku Summary (File — Save).

Na tomto vzorovom obrdazku je 54 ¢ervenych krviniek.
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Krvinky (a/ fotografia plochy 0,33x0,33 mm (0,1 mm2) pred upravou kontrastu; b/ po naprahovani, ¢/
obrdzok s meranymi krvinkami a s vyznaéenym priestorom merania, d/ tabulka programu Fiji s poétom
krviniek a velkostou celkovej plochy krviniek v pixeloch)

Vzhladom nato, Ze nas obrazok ma 10-nasobne vacsiu plochu, nez obdlznik Biirkerovej komérky,

vysledok delime desiatimi, aby sme ho vyjadrili vo forme 5,4 x 102 /1l.




Poznamka:

Na ilustracnom obrdzku a je fotografia krviniek vo Stvorci 0,33x0,33 mm. Je na nej zobrazend aj mierka,
vdaka ktorej je moZné prepocitat pixely na mikrometre. Po naprahovani st na obrdzku b zvyraznené aj iné
objekty ako tie, ktoré chceme analyzovat - biele krvinky (granulocyt, monocyt) a krvné dosticky.

Pri analyze Castic s nastavenim velkosti ¢astic 50-infinity pixelov a cirkularity 0,50-1,00 sa vylucia iba
niektoré nevhodné objekty, vicsia biela krvinka a niektoré zrezané krvinky na okrajoch obr. c.

Ziskand tabulka Summary este nebola findInym vysledkom. Pomocou ndstroja Freehand selections je na
obrdzku ¢ vyznacend plocha s celymi cervenymi krvinkami. Castice na tejto ploche boli analyzované
druhykrdt.

Obrdzok 1d zobrazuje tabulku Summary, ktord sa vytvorila pri druhej analyze Castic. Je tam uvedeny uZ len
pocet celych cervenych krviniek na obrdzku. Druhou moZnostou ako vylucit nevhodné objekty je nastavenie
vdcsej cirkularity a velkosti Castic, ale hladanie toho najvhodnejsieho nastavenia je o nieco ndrocnejsi
postup, preto sme zvolili oznalenie plochy volnou rukou.

Porovnajte navzajom vysledky svojich zisteni o pocte krviniek pacienta.
Akd je odpoved' na otdzku o zdravi pacienta, ktorého pocet Cervenych krviniek ste zistovali?

Aké mézu byt priciny Ze sa pocet jeho krviniek vymykd norme?

Uloha 4:

Uloha je na precvi¢enie merania vo Fiji. Zistite priemer pelovych zrniek na fotografii v pixeloch.




Postup merania objektov pomocou programu Fiji

Najprv musite mat na disku fotografiu, na ktorej chcete nie¢o merat.

Otvorte fotografiu v programe Fiji
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[il" Pelové zmka,jpg - [m] X
612x408 pixels; RGB; 975K

1. Zvolte v menu Fiji usecku.



[ (Fiji Is Just) Image
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File Edit Image Process Analyze F’Iugins Window Help
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Na obrazku pomocou mysi vyznacte, o chcete odmerat:

[} Pefové zmks.jpg
612x408 pixels; RGB; 975K

2. Zvolte analyzu a meranie.

[ (Fiji Is Just) Image)

’Rectangle rounded rect or rotate

File Edit Image Process Analyze Pluglns Window Help

= [m] X

[veaswe —oon [JEJRICIPANES
Analyze Particles...
Summarize
Distribution...
Label

Clear Results

Measure

Set Measurements...

L e S

Set Scale...
Calibrate...
Histogram
Plot Profile
Surface Plot...
Gels 4
Tools »

Ctrl+H
Ctrl+K

Objavi sa okno s dizkou Use&ky v pixeloch. Tiez hodnota sklonu alebo plocha tsecky,

ktora v tomto pripade nie je pre nas dolezita.

V pixeloch meriame relativnu dizku. Preto je na fotke mierka.
Ako preratate pixely na mikrometre?

Skuste to pomocou Set Scale a mierky na fotografii.

1. Nastavte tse¢ku na meranie tak, aby sa kryla s mierkou o dizke 50 pm.

2. Zvolte analyzu merania a vyberte nastavenie skaly (Set Scale)




[ (Fiji Is Just) Image)
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Rectangle rounded ct or rotate  Analyze Particles...
Summarize
Distribution...
Label

Clear Results

Set Measurements...
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Set Scale...
Calibrate...

Histogram Ctrl+H

Plot Profile Ctrl+K
: Surface Plot...

Gels

Tools

3. Vtabulke, ktord sa objavi, je v prvom riadku rozmer mierky v pixeloch.
V druhom riadku je 0,00 - prepiSte to na 50. V tretom riadku zostane jednotka, vo
Stvrtom riadku prepiste pixely na mikrometre (um).

I Pefové zmka,jpg
612x408 pixels; RGB; 975K

Distance in pixels:
Known distance:
Pixel aspect ratio: |1.0

Unit of length:

Click to Remove Scale

I” Global

pixel

Scale: <no scale>

OK | Cancel | Help
A

4. Zakliknite ,globa

Ill

potom OK. Odteraz

bude program merat dizky

v mikrometroch. Moze sa stat, Ze Uplne presne mierku neodmeriate, napriklad raz
bude mat 110, inokedy 115 pixelov. Je to chyba merania, nie kazdy dokaze nastavit
meraciu Usecku presne na mierku.

Pozor! Ak poutzijete iny obrazok s odlisnou mierkou, musite nastavenie skaly zopakovat

podla zodpovedajucej mierky.



