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ABSTRAKT
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Nézev rigorézni prace: VySetfeni télnich tekutin na automatickém analyzatoru

XT - 4000i

Tato rigordzni prace je zaméfena na cytologické vysetfeni télnich tekutin, které jsou
analyzovany V hematologické laboratofi OKH v Pardubické krajské nemocnici, a.s.
Jednd se o mozkomiSni mok, pleurdlni, perikardidlni a abdominalni tekutinu,
peritonealni dialyzat a synovialni tekutinu.

Z naméfenych dat béhem analyzy télnich tekutin bylo cilem zaméfit se na kontrolu
kvality a zjistit preciznost, pravdivost, linearitu méfeni, a jaka je stabilita peritonealniho
dialyzatu pii laboratorni (21,7 °C) a chladnickové teploté (6,9 °C).

Statistickym hodnocenim naméfenych dat bylo prokazano, ze analyzator poskytuje
validni hodnoty. Grafickym zpracovanim bylo prokazano, Ze méteni opravdu probihalo
linedrné. Zaroven bylo prokazano, Ze vétsi stabilitu vykazuje vzorek peritonealniho
dialyzatu, ktery byl skladovan pti chladnickové teploté (6,9 °C).

Korelace vysledkd analyzy té€lnich tekutin zjisténych automatickym analyzatorem
XT —4000i a mikroskopickou metodou zapouziti Fuchs-Rosenthalovy poditaci
komiurky byla poslednim cilem této prace. Statistickym hodnocenim vysledkil bylo
prokédzéano, ze spolu nejlépe koreluji vysledky vySetfeni CSF. Zaroven je patrné, Ze je
korelace slaba ve vysoce bunétnych vzorcich ser6znich vypotki (RBC-BF a MN).
Vzorky peritonealnich dialyzath byly v daném obdobi vySetfovany nejméné. Statistické
hodnoceni tudiz neni objektivni a je zapotiebi pocetnéjsi soubor vysetieni.

Vysetteni télnich tekutin pomoci automatického analyzatoru XT —40001 se tadi
knovym metodam analyzy télnich tekutin. Proto je tieba zabyvat se touto
problematikou i nadale, sledovat nové trendy a pokusit se sjednotit informace, které by

umoznily vétsi pfehlednost v cytologickém vySetteni télnich tekutin.
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This rigorous thesis focuses on the cytologic analysis of body fluids, which are
analyzed in hematology laboratory OKH in the Pardubice regional hospital, a.s. These
are the cerebrospinal fluid, pleural, pericardial and abdominal fluid, peritoneal dialysate
and synovial fluid.

From the measured data during the analysis of body fluids has been to focus
on quality control and determine precision, truthfulness, linearity measurements, and the
stability of peritoneal dialysate in the laboratory (21.7 °C) and cooler
temperatures (6.9 °C).

Statistical evaluation of the measured data showed that the analyzer provides
the valid values. Graphic processing has been shown, that the measurement actually
conducted linearly. The experiment confirmed, that greater stability shows a sample
of peritoneal dialysate, that has been kept at a cooler temperature (6.9 °C).

In this rigorous thesis were performed correlation analysis results of analysis the
body fluids in the automatic analyzer XT — 4000i and microscopic method, which used
a Fuchs — Rosenthal counting chamber. Statistical evaluation of the results has shown
that the best correlation have results of CSF. It is also apparent that the correlation is
weak in high cell samples of serous effusion (RBC-BF and MN). Samples of peritoneal
dialysate in a given period of at least analyzed. Statistic evaluation was not objective
and need a larger set of examinations.

Examination of body fluids using an automatic analyzer XT - 4000i is one of the new
methods for the analysis of body fluids. Therefore, it is necessary to deal with this issue
continue to monitor new trends and try to unify information that would facilitate greater

transparency in the cytological examination of body fluids.
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1.UVOD

T¢€lni tekutiny patii z biochemického hlediska mezi transcelularni tekutiny. Je pro né
typické, ze za fyziologickych okolnosti vypliuji rizné télesné dutiny ve velmi malém
mnozstvi, ale za patologickych stavii se jejich objem zvétSuje a mohou dale
komplikovat patologicky proces.

Mezi nejCastéji vySetfované télni tekutiny patii mozkomi$ni mok, pleuralni,
perikardialni a abdominalni tekutina, peritonealni dialyzat a synovialni tekutina.

Mozkomi$ni mok vznika ultrafiltraci krevni plazmy a aktivni sekreci chorioidedlnich
bunék, v malé mife i1 extrachorioidealnich bunék.

Pleurdlni, perikardidlni a abdominalni tekutina je tvofena mezotelem serdzni
membrany, kterd je vyvojové plavodem coelomové dutiny. Pro tyto tekutiny
je charakteristické, ze vznikaji ultrafiltraci krevni plazmy. Pokud dojde k patologickému
procesu, zvysi se jejich mnozstvi a mluvime o vypotku, ktery 1ze podle povahy rozdélit
na transudat a exsudat.

Peritonedlni dialyzat je ultrafiltrdtem krevni plazmy, ktery vznikd diky
semipermeabilité¢ peritonea na principu ultrafiltrace a difize. Jednad se o 1é¢ebnou
metodu, kterd slouZzi k ¢isténi krve pacientd s termindlnim selhdnim ledvin a ptedstavuje
tak jednu z alternativ 1é¢by jako je napiiklad hemodialyza nebo transplantace ledviny.

Synovialni tekutina vznika také ultrafiltraci krevni plazmy. Synovialocyty typu B
je jesté doplnéna o kyselinu hyaluronovou, ktera je zodpovédna za jeji viskozitu.
Pii patologickych stavech dochazi ke snizeni viskozity synovidlni tekutiny, coz miize
vést k poSkozeni kloubnich chrupavek.

Odebrany vzorek télni tekutiny je odesilan na mikrobiologické, biochemické
a cytologicke vySetteni. Velky piinos vySetfeni télnich tekutin spociva zejména v tom,
ze lékar mize posoudit, jaky proces zrovna v dané télesné dutiné probiha. Je jednim
z vySetteni, které pomaha odlisit, zda se jedn4 o infekci, zanét, krvaceni ¢i naddorové
onemocnéni. V nékterych piipadech na rychlosti a pfesnosti interpretace nalezu casto
zavisi 1 Zivot nemocného.

Tato prace je zaméfena na cytologické vySetfeni télnich tekutin, které spociva

Vv kvalitativnim a kvantitativnim vySetieni krevnich bunék.



2.CIL PRACE

Tato rigordzni prace ma za cil prostudovat informace o télnich tekutinach, které se
vysetiuji v hematologické laboratofi OKH v Pardubické krajské nemocnici, a.s. Tyto
poznatky pak zaméfit na analytickou problematiku cytologického vySetieni télnich

tekutin.

Z naméfenych dat béhem analyzy télnich tekutin se zaméfit na kontrolu kvality
a zjistit jakd je preciznost, pravdivost a linearita méfeni. Déle pak zhodnotit jaka
je stabilita peritonealniho dialyzatu pifi laboratorni (21,7 °C) a chladni¢kové
teploté (6,9 °C).

V experimentalni ¢asti také zjistit korelaci vysledkli analyzy télnich tekutin
zjisténych automatickym analyzatorem XT —4000i a mikroskopickou metodou

za pouziti Fuchs - Rosenthalovy pocitaci komurky.
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3. TEORETICKA CAST

Pod pojem télni tekutiny (body fluids, BF) lze zafadit tekutiny,
které z biochemického hlediska patii do tzv. transcelularnich tekutin. T¢€lni tekutiny
vypliiuji rtzné télesné dutiny — fyziologicky ve velmi malém mnozstvi.
Pti patologickych stavech se vSak jejich objem zvétSuje a mohou dale komplikovat
patologicky proces [1].

V hematologické laboratofi OKH Vv Pardubické krajské nemocnici, a.s. se vysetiuji
tyto télni tekutiny: mozkomis$ni mok, pleuralni, perikardialni a abdominalni tekutina,
peritonealni dialyzat a synovialni tekutina [2].

Vysetieni mozkomi$niho moku odstartovala prvni lumbdalni punkce v roce 1891.
Nyni patii vySetfeni této BF mezi rutinni metody pii podezieni na onemocnéni
centralniho nervového systému po celém svéte [3].

Pleuralni, perikardidlni a abdominalni tekutina ptfedstavuji télni tekutiny, které se
vyskytuji v seréznich dutinach. Pro tyto serdzni dutiny je charakteristické, Ze jsou
vyvojové derivatem vystelky plivodné jednotné coelomové dutiny. Vznikem brénice,
vyvojem srdce a plic se coelomova dutina postupné rozdéli na peritonedlni,
perikardialni a dvé pleuralni dutiny [4].

Kazda z téchto seroznich dutin je lemovana tenkou vrstvou plochych mezotelialnich
bun&k spo¢ivajicich na lamina basalis. Cast ser6zy tvofici vngji sténu dutiny se nazyva
parietalni list serozy, ¢ast pokryvajici vnitini orgadny se nazyva visceralni list serdzy.
Tenky prostor mezi parietalnim a visceralnim listem je fyziologicky vyplnén malym
mnozstvim BF. Produkce a resorpce serdznich tekutin je fyziologicky v rovnovaze.
Pokud dojde k naruseni rovnovahy, BF se zde za¢ne hromadit a hovotime o vypotku.
Serdzni vypotky l1ze podle svého slozeni rozdé€lit na transsudaty a exsudaty [4, 5].

Existence synovialni tekutiny v kloubech je znama jiz od Hippokrata. AvSak prvni

arthrocentéza byla Vv literatuie popsana az v 16. stoleti [6].
Télni tekutiny jsou po odbéru urychlené odeslany na cytologické, mikrobiologické

a biochemické vysetfeni. Z laboratornich vysledkti pak lze v korelaci s klinickym

nalezem zahajit v€asnou a G¢innou lécbu [7].
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3.1. Automatickyv analyzator XT - 4000i

Télni tekutiny mohou byt analyzovany mikroskopicky. Jedna se 0 tradi¢ni metodu,
avSak Casov¢ ndrocnou, pracnou a subjektivni. Automatizace analyzy télnich tekutin
tyto nedostatky eliminuje [8].

V hematologické laboratoti OKH Pardubické krajské nemocnice, a.s. k t€émto a¢elim
slouzi automaticky hematologicky analyzator XT - 4000i - viz Obr. 1, jehoz vyrobcem

je spole¢nost Sysmex Corporation (Kobe, Japonsko) [2, 9].

LI
Wil

Obr. 1: Automaticky hematologicky analyzator XT — 4000i [10]

Ze vzorku periferni krve odebrané do K3EDTA Ize na tomto analyzatoru vysetfit
krevni obraz, diferencialni rozpocet leukocytii nebo pocet retikulocyti — viz Obr. 2

a to v otevieném (manualnim), uzavieném nebo kapilarnim systému [9].

Pro analyzu BF slouzi specidlni mdod ,,Body Fluid“, ve kterém lze vzorky BF

analyzovat pouze v otevieném systému. Vysledek analyzy znazornuje Obr. 3 [9].
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Obr. 2: Vysledek vySetieni periferni krve [11]
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Obr. 3: Vysledek vysetieni BF [12]

Postup analyzy BF je stejny jako pfi analyze krevnich vzorkil v otevieném systému,
ale je nezbytné, aby byly spolehlivé odstranény vlivy pozadi. Proto ptfed kaZzdou
analyzou BF analyzator nejprve provede kontrolu pozadi, tzv. background. Pokud
je hodnota pozadi WBC-BF <0,001 x 10%/1 a RBC-BF < 0,003 x 10%I, je kontrola

pozadi skoncena a analyzator je pfipraven k analyze BF [9].
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Bezprostiedné pred analyzou BF je tfeba Setrné, ale dostatecné promichdni vzorku.
Aspirovany objem BF na 1 analyzu ptedstavuje ptiblizn€¢ 85 pl. Za 1 hodinu je moZno

analyzovat az 30 vzorki BF [9].

3.1.1. Princip vySetieni BF

Analyza BF probiha na dvou zékladnich principech. Jedna se o impedanéni princip

a fluorescenéni prutokovou cytometrii [13].

A. Impedanc¢ni princip

Impedanéni princip S vyuzitim hydrodynamické fokusace slouzi ke stanoveni poctu
erytrocytt (RBC-BF). V literatufe je tento zpasob analyzy oznaCovan také jako
DC detection method [9].

Vzorek uréeny k analyze RBC-BF je nejprve ziedén na specificky pomér a poté
vstiikovan tryskou (nozzle) do métici apertury (aperture). Jakmile takto zfedény vzorek
opusti trysku, je obklopen diluentem (front sheath solution), ktery zajisti, ze bude
vstupovat do méfici apertury builka po buiice a to stfedem otvoru apertury. Schéma
hydrodynamické fokusace je znazornéné na Obr. 4. Diky hydrodynamické fokusaci
je eliminovana koincidence. [14, 15].

Vstupem RBC-BF do meéfici apertury, kterou prochéazi stejnosmérny proud mezi
elektrodami (viz Obr. 5), dojde ke zméné odporu, ktery je imérny objemu RBC-BF
a je detekovan jako impulz. Vyska kazdého impulzu informuje o objemu RBC-BF
a celkovy pocet impulzi poskytuje informaci o celkovém poctu RBC-BF. Impulzy jsou
nasledné zpracovany graficky [15, 16].

Pti vystupu z méfici apertury je RBC-BF obklopen diluentem (back sheath solution)
a odveden do zachycovaci hadic¢ky (catcher tube), ¢imz je zajisténo, Ze neni detekovan
abnormalni impulz [16].

WACLULIM
g Back sheath

i;: fluid APERTURE
Catcher ————f— CURRENT
tube l\/"‘ P P 1 -
e Nt EXTERMAL |
..

INTERMAL
~ ELECTRODE
-'f.'.-.\.
e )
i

ELECTRODE-~

1=

Aperture =

BLOOD  DETAL OF
"= CELL  APERTURE
SUSPENSION

Nozzle < a° Y
‘ APERTURE APERTURE

4. k SAMPLE
4 BEAKER

Front sheath TUBE
fluid

Obr. 4: Schéma hydrodynamické fokusace [17] Obr. 5: Impedanéni princip [18]
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B. Fluorescen¢ni pritokova cytometrie

Stanoveni po¢tu a diferencialniho rozpoétu leukocyti je zaloZzeno na principu
fluorescen¢ni pritokové cytometrie s pouZzitim polovodi¢ového laseru [14].

Vzorek je aspirovan a fedén na specificky pomér vV méficim kanale DIFF.
Stromatolyser-4DL zpuisobi hemolyzu erytrocytd. Ve stejny okamzik také dojde
k perforaci membrany leukocytl, ¢imz je umoznén vstup fluorescenéniho barviva
(Stromatolyser-4DS), které je afinitni k DNA/RNA, do leukocytu [14].

Takto ptipravené leukocyty jsou pomoci hydrodynamické fokusace ptivedeny
do pratokové cely - buiika po buiice. Z polovodi¢ového laseru je na leukocyt vyzatovan
laserovy paprsek o vinové délce 633 nm (viz Obr. 6), ktery je po dopadu na bunku
detekovan [19, 20, 21].

e Forward scattered light (FSC) — intenzita pfimého rozptylu laserového paprsku
informuje o velikosti bunky [20].

e Side scattered light (SSC) - intenzita bo¢niho rozptylu laserového paprsku
informuje o vnitinich bunéénych strukturach [20].

e Side fluorescence light (SFL) - intenzita vyzafené¢ho fluorescen¢niho svétla
odpovida obsahu DNA/RNA v burice [20].

Pomoci fotonasobice a fotodiod je svétlo prfevedeno na elektrické impulzy, které jsou

zpracovany a vyhodnoceny pocitacem [9].

Photo-Multiplier
(Fluorescence Light)

Dichroic a
Mirror

ﬂ Photo-Multiplier
(Side Scattered Light

Flow Call .

Photo-Diode
(Forward Scattered Light)

Obr. 6: Fluorescen¢ni prutokova cytometrie s pouZitim polovodic¢ového laseru [22]
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3.1.2. Vysledek vySetieni BF

Vysledek vySetifeni BF z analyzatoru XT-4000i, ktery je znazornén na Obr. 3,
Jje mozno rozdé€lit z analytického hlediska na dvé hlavni ¢asti. Vysledek je jesté¢ doplnén

0 DIFF scattergram a RBC histogram [9].

Measurements parameters v levé casti vysledku poskytuji informace o namétenych

hodnotach, které se pienaseji do laboratorniho informa¢niho systému [9].

Jedna se o:

e pocet leukocyti: WBC-BF

e pocet erytrocyti: RBC-BF

e absolutni pocet mononukleari: MN#

e absolutni pocet polymorfonuklearti: PMN#
e relativni pocet mononuklearia: MN%

e relativni pocet polymorfonukleard: PMN%o

Research Parameters jsou vyzkumné parametry, které se do laboratorniho
informaéniho systému nepienaseji, ale poskytuji dopliujici informace o BF [9].

Kromé vyzkumného poctu RBC-BF a relativniho a absolutniho poctu eozinofila
(EO-BF) sem patfi i relativni a absolutni pocet tzv. HF-BF bunék. Jedna se o buiky
s vysokou fluorescenci (odkud pochazi i jejich zkratka: high fluorescence body fluid
cells), které maji vyssi obsah DNA/RNA nez ostatni populace WBC-BF. Miuze
se jednat o nddorové buiiky, histiocyty nebo mezotelie. Pfi nalezu vy$siho poctu HF-BF
bun¢k je tfeba provést morfologické hodnoceni ptitomnych krevnich bunék

mikroskopicky [9, 14, 23].
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3.2. Mozkomisni mok (CSF)

Mozkomi$ni mok je v literatufe oznacovan také jako likvor (liquor cerebrospinalis),
nebo cerebrospinalni tekutina. Z anglického ndzvu cerebrospinal fluid vychazi
pouzivana mezinarodni zkratka CSF [24].

Jedna se o zivotné dilezitou télni tekutinu, ktera mé komplexni funkci. Obklopuje
mozek a michu ze vSech stran a chrani je pfed narazy a otfesy. Ochrannou a regulacni
funkci plni CSF také pifi zménach teploty a atmosférického tlaku. Ugastni
se na metabolismu neurontl, odstraiiovani produkti katabolismu a na imunologickych

procesech [24].

3.2.1. Tvorba CSF

Vice nez polovina CSF (55 — 70 %) je tvofena aktivni sekreci chorioidealni
I extrachorioidealni. Zbyla ¢ast vznika ultrafiltraci plazmy. Celkové mnozstvi CSF
je u kojenci 40 - 60 ml, u dospé€lého ¢loveka za fyziologickych podminek 120 - 180 ml
Vv zévislosti na velikosti komor. Denni produkce CSF, ktera je nezavisla na stafi jedince,
ptedstavuje 430 — 580 ml [24].

V prubéhu zivota se mnozstvi CSF zvétsuje na tkor mozkového parenchymu. U déti
a mladych dospélych ¢ini objem nitrolebecniho CSF asi 6 — 7 % celkového
nitrolebe¢niho objemu, po 60. roce je to jiz asi 9 % a po 80. roce vice nez 14 % [25].

Rychlost tvorby CSF je v zakladé nezavisla na nitrokomorovém tlaku. Na rozdil
od produkce je rychlost resorpce na hodnotach tlaku CSF zcela zavisla. Mezi tvorbou

a resorpci CSF je za normalnich okolnosti rovnovaha [25].

3.2.2. Poruchy cirkulace CSF

Klicovym faktorem pro fyziologicky pritok CSF je volné prichodnost komorového
systétmu a subarachnoidealnich prostor. Pfi poruSe cirkulace CSF dochazi k jeho
zmnozeni, zvySuje se likvorovy tlak, dochézi K rozsifeni komorového systému a vznika

hydrocefalus. Od hydrocefalu je vzdy nutno odlisit mozkovou atrofii [25, 26].
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3.2.3. Lumbalni punkce

Mozkomis$ni mok je ziskdvan nejcastéji lumbalni punkci, méné Casto subokcipitalni
nebo laterocervikalni punkci. V neurochirurgickém prostfedi lze mozkomiSni mok
ziskat také punkci postranni komory mozkové — tzv. ventrikularni punkci [24].

Lumbalni punkce mize byt indikovana jak u akutnich stavi, tak u onemocnéni
S chronickym pribéhem. Zakladni vyznam ma jeji provadéni pii podezieni
na neuroinfekci, subarachnoidealni Kkrvaceni, neurologicka a nadorova
onemocnéni. Lumbalni punkce je také soucdsti anesteziologickych postupti — spinalni
anestezie. Rovnéz se vyuziva pii podavani intratékalni chemoterapie [25].

Absolutni kontraindikaci lumbalni punkce je nitrolebni hypertenze S projevy
méstnani na o¢nim pozadi. Provedeni lumbalni punkce by vedlo ke vzniku mozkové

herniace a nasledné smrti [25].

Pfi lumbalni punkci je nemocny V poloze vsedé nebo v poloze na boku s maximalni

flexi celé patefe, jak znazornuje Obr. 7 [25].

Spravnost etdze je kontrolovana palpaci hornich okraji hiebent kycelnich kosti,
kdy se na jejich spojnici u vétSiny lidi promita meziobratlovy prostor L4 - Ls. Lumbalni
punkce se nejcastéji provadi u dospélych v prostoru Lz — L, vhodné je také pouzit
Ly - Lsnebo Ls —S;. U déti je vhodné zvolit ptistup mezi trny Ls— Ls nebo Ls - S; [25].

Misto pro punkci lékaf oznaci na kuzi fixem a provede dezinfekci kuze v rozsahu
celé bederni patefe. Lumbalni punkci je nutné provadét za ptisné sterilnich podminek.

K odbéru CSF se pouziva atraumaticka jehla s mandrénem [25].

Spinal needle is inserted /
between 3rd and 4th
lumbar vertebrae.

Cerebrospinal
fluid

Obr. 7: Provedeni lumbalni punkce [27]
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Prinik hrotu jehly skrz ligamentum flavum a dura mater se mutize projevit zménou
odporu tkan¢, pak by mélo dojit k vytazeni mandrénu. Neodkapava-li CSF, napomiize
rotace jehly. Pfi odbéru se posuzuje vzhled CSF — viz Tab. 1, jeho tlak a provadéji

se manévry na zjisténi prichodnosti likvorovych cest [1].

Tab. 1: Vzhled CSF [1]

Pric¢ina zmény CSF Zbarveni a zakal CSF
Fyziologicky Ciry a bezbarvy
Zakaleny, Zluty az zlutozeleny;
Zanét
Intenzita zékalu je pfimo umérna poctu leukocyti.
Krvaceni NarGzovély az Cerveny
Bilirubin Kanarkove zluté zbarveni
Obstrukce Zluty
Methemoglobin Okrové zluty az hnédy CSF

Pted vytazenim jehly je vsunut mandrén. Misto vpichu je nckolik minut
komprimovano pfes sterilni gazu a pak sterilné kryto [25].

Doba, po kterou ma byt pacient po provedené lumbdlni punkci na ltzku,
se U riznych autord lisi. Pti pouziti standardnich jehel je doporucovano, aby pacient
zustal 1-2hodiny leZet na bfiSe a potom jesSt€ 24 hodin ve vodorovné poloze.
Pfi pouziti atraumatické jehly Ize lumbalni punkci provést ambulantné. Pacient

po vykonu leZi ve vodorovné poloze na bfise po dobu 1 hodiny [24].

CSF je odebiran frakcionovan¢ minimaln¢ do tifi sterilnich zkumavek
bez protisrazlivého roztoku. K vySetfeni se odebira 10 — 15 ml CSF a je transportovan
na biochemické, mikrobiologické a cytologické vySetfeni. Na cytologické vySetfeni
je tieba 1 ml CSF [24, 28].

Bunécné elementy v kratké dobé po odbéru podléhaji morfologickym a poté
destruktivnim zménam. Proto je pro cytologické vysetieni tieba odebrany vzorek CSF
transportovat do laboratofe nejpozdéji do 30 minut od odbéru a provést cytologické
vySetieni nejpozdéji do 1h od odbéru [24, 25].

V piipadé, ze vzorek nelze vuvedenou dobu vySetfit, mél by byt uchovan
Vv chladniéce pii 4 °C. Pokud je predpokladané zpozdéni vysetieni delsi nez 48 hodin,

doporucuje se vzorek konzervovat pridanim 50 % etanolu v poméru 1:1 [28].

19



Popis cytologickych nalezi v CSF neni jednotny. Nize uvedené udaje v Tab. 2
vychazeji z klasifikace predlozené MUDr. Pavlem Adamem [25].

Fyziologicky v CSF pievazuji mononukleary. Lymfocyty tvoii 50 — 80 %, 20 - 50 %
monocyty. V  obou faddch pfevazuji klidové formy. Polymorfonukleary
se zanormdlnich okolnosti v CSF nevyskytuji. Obvykly je vSak jejich nalez
pfi arteficialni pfimési krve v CSF [24, 25].

Tab. 2: Pocet elementii v CSF [24]

CSF Pocet elementii [10°%/I]
Fyziologicky (dospéli) 0-10/3
Fyziologicky (novorozenci) | 45/3
Hrani¢ni hodnota 11/3 - 15/3
Patologicky > 15/3

3.2.4. Subokcipitalni punkce

Pii subokcipitalni punkci se CSF ziskdava nabodnutim cisterna cerebellomedullaris
ptes atlantookcipitalni membranu. Od této punkce se vSak upousti kvili riziku

nabodnuti vertebralni tepny pii jejim abnormalnim pribéhu [24].

3.2.5. Laterocervikalni punkce

Laterocervikalni punkce je provadéna v poloze vleze na bfiSe za skiaskopické
kontroly, kdy se z lateralni strany zavadi punkéni jehla mezi oblouky obratli C; a C
do zadniho subarachnoidealniho prostoru kréni michy. Laterocervikalni punkce

se pouziva ptredevsim v neuroradiologii ke kréni perimyelografii. [24].

3.2.6. Ventrikularni punkce

Ventrikularni punkci provadi neurochirurg na opera¢nim sale. Po punkci pacient
obvykle lezZi jesté 24 hodin a nesmi zvedat hlavu vys nez o 15 - 20 ° [29].
Ventrikularni punkce je provadéna vzacné v piipadech, kdy by lumbdélni punkce

mohla zpisobit herniaci mozku a dalsi komplikace [29].
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3.3. Pleuralni tekutina

Pleura je tenkd serézni blana, tvofena jemnou elastickou vrstvou vaziva,
které je pokryté vrstvou plochych mezotelovych bunék. Prostor mezi visceralni
(poplicnice)  aparietalni  (pohrudnice) pleurou  vytvaii  pleuralni  dutinu,
ktera je fyziologicky Siroka 10-20 um a je vyplnéna malym mnozstvim pleuralni
tekutiny (0,26 + 0,10 ml/kg télesné hmotnosti) S obsahem bilkovin mensim nez 15 g/I.
Pleuralni tekutina umoznuje pohyb parietdlni a visceralni pleury po sob¢ a udrzuje

negativni intrapleuralni tlak [4, 30].

3.3.1. Tvorba pleuralni tekutiny

Pleuralni tekutina vznikd jako ultrafiltrat krevni plazmy. Sekrece pfiblizné
50 ml/24 h se d&je z kapilar apikalnich partii parietalni pleury a resorpce pak miznimi
cévami v diafragmatické a mediastindlni oblasti visceralni pleury. Kapacita této
lymfatické drenaze je znacna — jesté pti asi 10 ndsobném zvyseni filtrovaného mnozstvi

se objem pleuralni tekutiny udrzuje v norm¢ [30, 31].

3.3.2. Vznik pleuralniho vypotku

Teprve tehdy, pfesahne-li tvorba maximalni moZnosti lymfatické drenaZe (ptiblizné
700 ml/24 h), vznika pleuralni vypotek (fluidotorax). Podle slozeni akumulované
pleuralni tekutiny mtizeme rozlisit tzv. transsudat a exsudat [30, 31].

Pfi transsudatech jsou poruseny systémové faktory, je zvySeny hydrostaticky tlak
(srdecni selhani), sniZzeny onkoticky tlak (hypoalbuminémie), vysSi negativni
intrapleurdlni tlak (atelektaza), transdiafragmaticky pfesun tekutiny (ascites) nebo
patologicka komunikace (urinotorax). Transsudaty byvaji Casto oboustranné a jejich
vzhled i slozeni se velmi podoba plazmé [32].

Exsudaty vznikaji pfi poruSe pleury samotné. Pfispiva k tomu zvySend permeabilita
cév (pneumonie), poruSena kontinuita cév (chylotorax), snizend lymfatickd drenaz
(nador) nebo patologicka komunikace (pseudocysta pankreatu) [32].

Disledkem fluidotoraxu je kompresni atelektaza pftilehlé plice, kterd miize byt
pii del§Sim trvani vypotku fixovana v této poloze visceralni pachypleurou a muze ztlistat

po evakuaci vypotku neexpandibilni. Moznym dusledkem je restrikéni ventila¢ni
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porucha a respiracni insuficience. Velké vypotky mohou vést k pretlaceni mediastina
na zdravou stranu s obéhovymi dusledky [30].

Mezi piiznaky tvorby vypotku patii duSnost, tupa bolest, pro kterou
je charakteristické, Ze je vazana na dychaci pohyby a je nejcastéji pocitovana
pod lopatkou (ale mize progredovat i do bfi$ni dutiny nebo do ramene na téze stran¢).
Mezi nespecifické ptiznaky pleuralniho vypotku patii suchy kasel a teplota [4].

Pti fyzikalnim vySetfeni hrudniku Ize prokazat mnozstvi pleuralniho vypotku vétsi

nez 500 ml, mensi mnozstvi lze prokazat zobrazovacimi technikami [24].

3.3.3. Thorakocentéza

Pleuralni vypotek je ziskavan hrudni punkci (thorakocentézou). Punkce je provadéna
po lokalizaci vypotku u sediciho pacienta (Obr. 8) obvykle v zadni axilarni ¢are dvé
mezizebii pod hornim okrajem vypotku, event. v mist¢ oznaCeném
pod ultrasonografickou kontrolou (US). Punk¢ni jehla je zavadéna pii hornim okraji
dolniho Zebra (po lokalnim znecitlivéni), ¢imZ je zajisténo nizsi riziko poranéni nervové
cévniho svazku [31].

Transsudaty byvaji c¢iré a nazloutlé. Exsudaty mivaji barvu jantarovou nebo
sanguinolentni, mohou byt lehce zakalené. Hemotorax ma vzhled hemoragicky,
chylotorax a pseudochylotorax jsou mlééné zakalené. Empyém je kalny, nazelenaly,

hnédavy nebo Sedy [31].

Obr. 8: Provedeni thorakocentézy [33]

Pro laboratorni tucely se odebira 25 — 30 ml pleurdlniho vypotku,
ptiemz na cytologické vySetieni je odebrano 5 — 7 ml do zkumavky s protisrazlivym
roztokem K3EDTA [5, 31].
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Fyziologicky je pleuralni tekutina &ira a bezbarva obsahujici 1700 x 10 %1 leukocyti.
Zastoupeny jsou piedevsim makrofagy - 75 % a lymfocyty — 23 % [31].

Pleuralni vypotky lze z cytologického hlediska rozdélit podle prevazujicich bunék,
ptehled viz Tab. 3 [34].

Tab. 3: Rozdéleni pleuralnich vypotki z cytologického hlediska [31]

Pleuralni vypotek Vyskyt

Lymfocytarni TBC pleuritida (mezotelie < 0,5 %), nadory, virové infekce

Lymfo - mezotelialni | nadory

Mezotelialni nadory, plicni embolie

Neutrofilni pneumonie, plicni embolie, traumata, perforace jicnu
Eozinofilni alergie, plicni embolie, trauma, azbest
Erytrocytarni nadory, trauma, plicni embolie

Maligni nadory
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3.4. Perikardialni tekutina

Perikard obklapi srdce formou vaku. Jednd se o strukturu, kterd umoznuje hladky
pohyb srdce ve vztahu K ostatnim organiim mediastina, a také umoziuje anatomickou
fixaci srdce a velkych cév. Nezanedbatelna neni ani schopnost perikardu branit nahlému
zvyseni srde¢niho objemu [35].

Prestoze mé perikard mnoho dulezitych funkci, neni pro zivot nezbytny a jeho
vrozena nepiitomnost nebo chirurgické odstranéni nemaji neptiznivé dusledky [35].

Bylo prokazano, ze se perikard sklada ze serozni a fibrézni vrstvy. Fibrézni
perikard obsahuje mnozstvi kolagennich a elastickych vlaken. Svou bazi je pfirostly
na centrum tendineum branice. Predni casti je fibrozni perikard spojen se sternem
a po stranach je obklopen pleuralnimi dutinami [36, 37].

Serézni perikard ptedstavuje samostatny vak, ktery obaluje srdce. Vnitini povrch
ser6zniho perikardu je tésn€ spojen s povrchem srdce a nazyva se visceralni perikard,
nebo také epikard. Vnéjsi povrch ser6zniho perikardu se nazyva parietalni perikard

a je spojen s tenkou vrstvou fibrozniho perikardu [38].

3.4.1. Tvorba perikardialni tekutiny

Mezi obéma ser6znimi listy perikardu se nachézi perikardialni dutina,
ktera obsahuje fyziologicky 15 — 50 ml serézni tekutiny, ktera vznika jako ultrafiltrat
krevni plazmy a je dlleZitd pro hladky pohyb obou listli po sobé pii pohybech srdce
[35].

Perikardialni tekutina je kontinudlné tvofena buikami mezotelu a resorbovéna cestou

lymfatickych a krevnich cév [39].

3.4.2. Vznik perikardialniho vypotku

Pokud dojde k nerovnovaze mezi tvorbou a vstfebavanim perikardialni tekutiny,
vzniké perikardialni vypotek, ktery mize byt dle mechanismu svého vzniku fazen mezi
transsudaty nebo exsudaty [40].

K transsudatu (hydroperikardu) dochazi pii zvySené kapilarni permeabilité, nizkém
onkotickém tlaku plazmy, retenci sodiku a vody pfi obstrukci drendze tekutiny

lymfatickymi cévami. Exsudat je vysledkem zanétu, traumatu nebo malignity [41].
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Priciny vzniku perikardidlniho vypotku jsou mnohocetné. Kromé vsech typt akutni
perikarditidy vznikajici z infek¢ni, imunologické nebo fyzikalni pfic¢iny dochazi
k vypotku u zhoubnych nadort, ledvinného selhani, myxedému, traumatu, ruptury srdce
nebo aorty, v téhotenstvi, u chyloperikardu nebo u stavi s retenci soli a vody nejriznéjsi
etiologie, vcetn¢ chronického srdecniho selhani, nefrotického syndromu ¢i jaterni

cirhozy [41].

Objem vypotku, ktery podstatnéji nezptisobuje tutlak srdce, zavisi na rychlosti
akumulace perikardidlni tekutiny a také na biomechanickych vlastnostech perikardu.
Hromadi-li se vypotek pomalu, perikard se natahuje a muize pojmout az 2 litry
perikardidlni tekutiny bez zvyseni intraperikardialniho tlaku. Pti rychlé tvorbé vypotku
dochazi ke zvyseni intraperikardidlniho tlaku, a tim k ttlaku srdce, jiz pfi nahromadéni

200 ml perikardialni tekutiny [41].

Nejdostupnéjsim vySetfenim pro potvrzeni diagnézy perikardidlniho vypotku,
je echokardiografické vySetfeni, které umoziuje diagnostikovat vypotky,
jejichZ objem je hrani¢ni k fyziologickému mnozstvi tekutiny v perikardialni dutiné. CT
a nuklearni magneticka rezonance jsou voleny v diagnosticky nejasnych ptipadech [41].

Za maly vypotek je pokladan vypotek se separaci ser6znich listi perikardu < 10 mm,
u sttedné velkého se pohybuje separace listti perikardu mezi 10 a 20 mm a u velkého

vypotku nachazime separaci > 20 mm [41].

3.4.3. Perkutanni perikardiocentéza

Odbér perikardidlniho vypotku se nazyva perkutanni perikardiocentéza. M¢la byt
provadéna V katetrizacni laboratofi pod echokardiografickou ¢i skiaskopickou
kontrolou. Pacient je monitorovan kontinudlné elektrokardiograficky a opakované
je také méten krevni tlak [41].

Punkce se provadi nejéastéji tésné pod processus xiphoideus (viz Obr. 9) u pacienta
se zvySenou polohou hrudniku (poloha vsed¢ nebo vpolosed¢), pii které se vypotek
posunuje vice k mistu punkce. Tento pfistup je extrapleurdlni bez nebezpe¢i poranéni
véncitych tepen. Jehla po dosaZeni vnitini strany processus xiphoideus smétfuje dozadu
a nahoru (thel asi 15 °) ve sméru k pravému nebo levému rameni. V mensSim procentu

je punkce provadéna apikalnim anebo parasternalnim pfistupem [41].
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Misto perikardiocentézy, které bylo ureno echokardiografickym vysSetfenim,
se oznaci a dezinfikuje. Kize a podkozni tkan¢ se znecitlivi lokalnim anestetikem a dale
se postupuje podle zasad asepse. Po celou dobu priniku jehly se provadi aspirace
pomoci pfipojené injekéni stiikacky. Diive pouzivana punkce kovovou jehlou se dnes
jiz neprovadi. Po priniku jehly do perikardialni dutiny se vnitikem jehly proto zavede
ohebny vodici drat s mékkym koncem a po ném pak katetr s vice otvory na konci,

¢i kanyla, kterymi se tekutina aspiruje, piip. jimi Ize zméfit intraperikardialni tlak [42].

’ parasternal approach

N,

-

N
v

subxiphoid approach
- /

Obr. 9: Provedeni perkutanni perikardiocentézy [43]

Udaje o mnozstvi odebirané perikardialni tekutiny pro cytologické vysetieni
se Vv literatufe lisi. Baer a Smith uvad&ji, ze je perikardialni tekutina odebirana
do zkumavky s protisrazlivym roztokem KsEDTA v mnozstvi 5 - 7 ml [5].

Vzhled perikardidlni tekutiny zévisi na okolnostech jejiho vzniku. Za normélnich
okolnosti se jedna o c¢irou, mirné¢ naZloutlou tekutinu. B&zny hydroperikard je ciry,
nazloutly (barvy slamy), u zanétl a nadori je zakaleny, chyloperikard ma mléény
vzhled a hemoperikard je krvavy [44].

Fyziologické hodnoty WBC-BF v perikardialni tekuting se v literatuie 1isi. Leeuwen,
A. M. et al. uvadi, Ze je fyziologicky v perikardialni tekuting pfitomno <300 x 10%1
WBC-BF. Zatimco Rush University Medical Center uvadi, ze je WBC-BF fyziologicky
<500 x 10%1, < 25 % PMN a 0 RBC-BF [45, 46].

Literatura se shoduje v cytologickém hodnoceni transsudati a exsudatd.
V transsudatech je piitomno < 1000 x 10%1 a vexsudatech > 1000 x 10%1
WBC-BF [44].
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3.5. Abdominalni tekutina

Peritoneum je nejvétsi serdzni membranou v lidském téle. Jeho celkova plocha Cini
kolem 2 m% Jedna se o semipermeabilni membranu, ktera vystyla dutinu bfi$ni a Cast
dutiny panevni [47].

Peritoneum, ohraniCujici peritonealni dutinu, neni zcela té€sné pfilozeno na fascie
bfisni stény. Mezi peritoneem a bfis$ni sténou tak popisujeme extraperitonedlni prostor
(spatium extraperitoneale), ktery se sklada z retroperitonealniho, preperitonealného
a subperitonealniho prostoru [47].

Nejhlubsi (nejkaudalnéjsi) misto peritonedlni dutiny u muze piedstavuje excavatio
rectovesicalis. U Zeny toto misto tvoii excavatio rectouterina (tzv. Douglastv prostor)
a excavatio vesicouterina [47].

V peritonedlni dutingé, stejné¢ jako v ostatnich serdznich dutinich, rozliSujeme
parietalni a visceralni list peritonea. Parietalni list peritonea pokryvéa stény bfisni dutiny.
Visceralni list peritonea pokryva organy ulozené uvnitt peritonedlni dutiny. V mistech,
kde parietalni peritoneum piechazi do visceralniho peritonea, tvoii peritoneum dvojité

listy — tzv. zavésy, mesenteria. Mesenteriem pfichazeji k organu jeho cévy a nervy

[47, 48].

3.5.1. Tvorba peritonealni tekutiny

Bunky mezotelu umoznuji prichod (dialyzu) malého mnozstvi serdzni tekutiny
do peritonealni dutiny a také prichod makrofagh. Z peritonealni dutiny je pak
peritonealni tekutina odvadéna diafragmatickymi lymfatickymi cévami. Tyto déje jsou
za fyziologickych okolnosti v rovnovaze [47, 49].

Peritonealni dutina obsahuje fyziologicky malé mnozstvi (pfiblizné do 50 ml) ¢iré,
nazloutlé peritonealni tekutiny, kterd uvedené listy peritonea lubrikuje a umoznuje tak

organiim hladky pohyb navzajem, ale také pohyb podél biisni stény [50].

3.5.2. Vznik ascitu

Pti patologickych stavech mnoZstvi peritonealni tekutiny piesdhne kapacitu zpétné
lymfatické drenaze, ktera se pohybuje mezi 1 — 5 litry za 24 hodin. Tato hromadici
se tekutina je pak oznaCovana jako ascites. Podle povahy svého vzniku se déli

na transsudat nebo exsudat [51].
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Ve vétsin¢ pripadi je ascites disledkem jaterniho onemocnéni — cirhozy (85 %).
Maligni onemocnéni je ptic¢inou ascitu piiblizné v 10 % ptipadi, srdecni selhdni v méné
nez 5 % piipadd. Dal$imi pfi¢inami ascitu mohou byt Budd-Chiariho syndrom,
myxedém, systémova onemocnéni pojiva, tuberkul6za nebo ascites pii nefrotickém
syndromu [51].

K rozvoji ascitu dochézi ¢astéji zvolna, mensi mnozstvi ascitu zpisobi vétSinou jen
nespecifické dyspeptické obtize. Pozd¢ji se piidava tlak v btiSe. VEtSi mnozstvi vede
k dusnosti a pozdéji se objevuji i obtize pohybové [52].

Pii fyzikalnim vySetfeni je bficho vyklenuté, vleze sahd nad twroven hrudniku
a pti vétsim objemu se sténa bfisni vyklenuje i lateralng [53].

Kromé vySetfeni pohledem lze ascites vysettit i poklepem (pokud je objem ascitu
vétsi nez 1000 ml) u pacienta v poloze na zadech a pokud to jeho stav dovoli i ve stoje.
U vétsiho ascitu je pfitomen undula¢ni fenomén (hmatny naraz tekutiny vyvolany
uderem na protilehlou sténu bfisni) [54].

US vySetfenim bficha lze volnou tekutinu potvrdit i pfi malém zvySeni
fyziologického mnozstvi peritonealni tekutiny. Definitivni diagnoza je pak stanovena

po provedeni abdominalni paracentézy [51].

3.5.3. Abdominalni paracentéza

Pfi abdominalni paracentéze je pacient na lizku v polosedé¢ s opfenymi zady a lehce
pokréenymi dolnimi koncetinami. Misto vpichu (Obr. 10) je v levém dolnim bfisnim
kvadrantu na tfetiné spojnice spina iliaca anterior superior a pupku. Punkci I1ze provést
také v pravém dolnim bfiSnim kvadrantu, event. ve stiedni ¢afe mezi pupkem a sponou
stydkou, avSak tato mista jsou volena méné Casto z divodu zvySeného rizika poranéni
organt. Paracentéza je provadéna za ptisné sterilnich podminek po pfedchozi dezinfekci

kize a aplikaci lokalniho anestetika [55].

Obr. 10: Mista pro provedeni abdominalni paracentézy [56]
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Ascites je obvykle cira tekutina nazloutlé barvy. Zkaleny muze byt pfi infekei,
krvavé zbarveny pii hepatocelularnim karcinomu nebo jiném malignim onemocnéni.
Chylozni ascites je znadmkou vysoké koncentrace triacylglycerolii. Tmavé hnédy ascites
svédci pro vysokou koncentraci bilirubinu pfi perforaci Zlu¢ovodu [51].

Pfi  cytologické analyze abdominalni tekutiny je fyziologicky —méné
nez 500 x 101 WBC-BF s pfevahou MN. Pi spontanni bakteridlni peritonitidé
je ve vzorku prokazano > 250 x 10%/1 PMN [57].
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3.6. Peritonealni dialyzat

Peritonedlni dialyza je metoda, kterda umoziuje CiSténi krve uvnitf téla pacientt
s terminalnim selhanim ledvin. Pii této metodé se jako dialyzacni membréana vyuziva
peritoneum. Peritonealni membrana vytvari rozhrani mezi krvi a peritonealni tekutinou,
kterd se nachdzi uvnitf peritonedlni dutiny. Bariéru peritonedlnimu transportu
ptredstavuje endotel a bazalni membrana kapilar, intersticium a mezotel [58].

Jak bylo popsano v piedchozi kapitole, peritoneum je semipermeabilni. Diky
semipermeabilité¢ je umoznén transport vody a iontu. Transport probiha na principu
ultrafiltrace a diftize obousmérné mezi kapildrami peritonea a dialyzaénim roztokem,
ktery je priveden do dutiny bfisni katetrem. Rychlost transportu je zavisla

na molekulové hmotnosti, koncentra¢nim gradientu a propustnosti peritonea [58].

3.6.1. Peritonealni dialyvzacni roztok

Peritonedlni dialyzaéni roztoky maji stdlé slozeni, obsahuji elektrolyty,
pufr a osmotické agens. Koncentrace elektrolyti musi odpovidat sloZeni extracelularni
tekutiny nebo korigovat poruchy elektrolyti vznikajici v disledku selhani ledvin.
Obsahuji  proto  Na® (132-134 mmol/l), CI" (95-106  mmol/l),
Ca?* (1,25- 1,75 mmol/l) a Mg®* (0,25-0,75 mmol/l). Dialyzatni roztoky obvykle
neobsahuji K*, aby bylo dosazeno maximalniho koncentraéniho gradientu v prevenci
hyperkalémie [58].

Selhani ledvin je provdazeno metabolickou acidézou, k jejiz korekci
je do peritonealniho dialyzac¢niho roztoku pfidavan pufr. Jako pufr je pouzivan laktat
v koncentraci 35 - 40 mmol/I [58].

Konvenéné uzivané dialyzacni roztoky dale obsahuji jako osmotické agens glukdzu
v koncentraci 1,36 - 4,25 %. Nyni se nové vyuzivaji i aminokyseliny nebo polymery
glukozy [58].

3.6.2. Peritonealni dialvza

Pro provedeni peritonedlni dialyzy je nejprve tfeba chirurgicky zavést
tzv. Tenckhoffiv peritonealni katetr do peritonealni dutiny a nechat ho vrust. Teprve

poté mize byt zahajena peritonealni dialyza [58].
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Na katetr si pacient napoji systém dvojitych vakt. Kdy je jeden vak naplnén
dialyza¢nim roztokem a druhy je prazdny (Obr. 11). Pro uplnost je tfeba doplnit,
7e objem jednoho vaku predstavuje nejcastéji 2000 ml [59].

Nejprve je provedeno vypusténi dialyzacniho roztoku z dutiny bfisni do prazdného
vaku, a jakmile je dutina bfiSni prazdna, napusti se do ni z pfipojeného vaku novy
dialyzac¢ni roztok, ktery je v dutin€ bfiSni ponechén 4 — 6 hodin. Nemocny tak provadi
3 -5 vymén dialyzaniho roztoku denné aseptickou technikou, ke které je specialné
edukovan, pficemz posledni vyména je pied spanim. Tento zpiisob provedeni se nazyva
kontinudlni ambulantni peritonealni dialyza (CAPD). Kromé¢ kratké doby
pfi vymeéné roztoku (asi 20 minut) je dialyzacni roztok prakticky nepfetrzité v kontaktu
s kapilarami peritonea a nemocny je tedy dialyzovan kontinualng, 24 hodin denné [58].

Vymény roztoku lze také zajistit pomoci pfistroje — cycleru, ktery provadi sérii
kratkych vymén vnoci. Tato technika je oznacovana jako automatizovana
peritonealni dialyza (APD). Jeji vyhodou je pfedevsim to, Ze nemocny neni omezovan

ve svych dennich ¢innostech [60].

Peritoneum

Solution
bag

Catheter
PD-System
Connector

Peritoneal dialysis solution

Obr. 11: Provedeni peritonealni dialyzy [61]

Komplikaci peritonealni dialyzy je piredevsim rozvoj peritonitidy, pro kterou
je typicka bolest bticha, teplota a vytékani zkaleného dialyza¢niho roztoku (dialyzatu)
pfi vyméng. Cytologicky je pak prokdzan zvyieny pocet leukocytd (> 100 x 10%I)
a pocet polymorfonukleart > 50 % [62].

Mezi dalsi zdvazné komplikace peritonedlni dialyzy patii rozvoj metabolickych
problémt vyplyvajicich ze ztraty proteini pies peritoneum do dialyzacniho roztoku,
pfipadné resorpce nadmérné velkého mnoZstvi glukozy =z dialyzacniho roztoku.

Mezi dalsi komplikace patii dislokace, zalomeni, ptipadné obstrukce katetru [58].
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3.7. Synovialni tekutina

v

Synovidlni klouby jsou nejpohyblivéjsimi klouby lidského téla, které prevladaji
na koncetinach a patfi mezi diartrézy. Synovialni kloub umoziuje pohyblivé spojeni
dvou nebo vice kosti, na jejichz koncich se nachazi hyalinni chrupavka [63].

Pro synovialni klouby je typické, ze obsahuji kloubni dutinu, ktera je vystlana
synovialni membranou a je vyplnéna synovialni tekutinou. Na synovialni membranu
navazuje husté kolagenni vazivo kloubniho pouzdra. Nékteré synovidlni klouby jsou
zpevnény a zesileny vazy. Mohou také obsahovat kloubni ploténku (discus articularis),

neboli meniskus [63].

3.7.1. Vznik synovialni tekutiny

Synovidlni tekutina je fyziologicky visk6zni, mucindézni substance, kterd svym
vzhledem pfipomind vaje¢ny bilek, odkud také dostala sviij nazev. Je velmi dilezita
pro lubrikaci kloubnich povrcht, ¢imz dochazi ke snizeni teni pii pohybu. Synovialni
tekutina je také dilezitd pro vyzivu kloubnich chrupavek a odstrafiovani produktii
metabolismu [64].

Synovialni tekutina vznika jako ultrafiltrat krevni plazmy z kapilar, které jsou
fenestrované a dovoluji propustit za fyziologickych okolnosti pouze latky o malé
molekulové hmotnosti. Napiiklad koncentrace kyseliny moc¢ové je v synovialni tekutiné
stejna jako v krevni plazmé [65].

Vznikla tekutina je je$té modifikovana sekre¢ni aktivitou synovialocytii typu B, které
doplni synovialni tekutinu o kyselinu hyaluronovou (HA). HA je vazana na bilkoviny
synovialni tekutiny, snimiZz vytvaii obrovské komplexy. Samotnda HA tvofii
trojrozmérné prostorové sité, které svoji hustotou omezuji pohyb ostatnich latek
Vv roztoku a vytvareji tenky film oddé&lujici tfeci povrchy kloubnich chrupavek. Tteni tak
probiha pfimo v lubrika¢ni vrstvé a kloubni povrchy jsou vice chranény.
Za fyziologickych okolnosti se kloubni povrchy po sobé pohybuji tfenim,
které priblizn¢ odpovida tfeni dvou kouskt ledu [66, 67].

Resorpce synovialni tekutiny je zajistovana lymfatickymi cévami, které zacinaji

V subintimé synovialni membrany slepé [65].

32



3.7.2. Tvorba kloubniho vypotku

Pokud dojde k naruseni rovnovahy mezi tvorbou a resorpci synovialni tekutiny,
vznik4 kloubni vypotek, jehoz nasledkem je mechanické tlaceni na intimu synovialni
membrany a to se projevi ve snizené produkci HA. Pii zanétlivych proces dochdzi navic
jesté kuvolnéni hyaluronidazy zlysozomiu PMN. Hyaluronidaza degraduje HA
atovede ke snizeni viskozity synovialni tekutiny. Dusledkem téchto zmén je pak
obvykle poskozeni kloubnich chrupavek [65, 67].

Podle pfi¢iny je mozno rozliSovat nezanétlivé, zéanétlivé, krystaly indukované,
septické a hemoragické poruchy synovialnich kloubd, jak popisuje Tab. 4 [64].

Fyziologicky je synovialni tekutina ¢ira a bezbarva, event. mirné nazloutla,
ktera je v kloubni dutiné ve velmi malém mnozZstvi. Literatura udava, ze se v kolennim
kloubu, ktery patfi mezi nejvétsi synovialni klouby, nachazi 0,2 — 4,0 ml synovialni
tekutiny [66].

V pifesném poctu leukocytd se literatura 1isi. Dle Mundta a Shanahana
je fyziologicky pfitomno 0 — 150 x 10%I WBC-BF, pii¢emz je méné nez 25 % PMN.
Turgeon, M. T. udava, ze je fyziologicky pocet WBC-BF Vv synovidlni tekutiné
< 200 x 10%1 [64, 68].

3.7.3. Arthrocentéza

Synovialni tekutina je odebirana tzv. arthrocentézou, ktera je provadéna
z diagnostickych nebo terapeutickych divodi. Diagnosticky slouzi k odhaleni pficiny
vzniku synovialniho vypotku. Terapeuticky je provadéna za ucelem sniZeni
intraartikularniho tlaku a tim bolestivosti kloubu, dale k drenazi septické nebo krystaly
obsahujici tekutiny, pfipadné k podani 1é¢ivych preparati do kloubni dutiny [69].

K provedeni arthrocentézy je tfeba znat anatomicky popis daného kloubu.
Athrocentéza je provadéna za sterilnich podminek a je doporuceno pired punkci
aplikovat lokalni anestetikum do podkozi. Hlubsi podani az do kloubni dutiny mize
zpusobit interakci se synovialni tekutinou a ovlivnit vysledky vysetfeni [69].

Pied vpichem punkéni jehly je tieba kizi napnout, opatrné proniknout do kloubni
dutiny (viz Obr. 12) a aspirovat synovialni tekutinu. Pokud dojde ke kontaktu s kosti,
je nutné jehlu povytahnout a vést ji v jiném sméru. Pro diagnostické téely je aspirovano
pfiblizné 5 ml synovialni tekutiny. Pfi terapeutické punkci je odstranéna veskera

synovialni tekutina. Pokud je pavodni injek¢ni stiikacka jiz plna (nebo je tieba
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aplikovat 1é¢ivo), je pouze injek¢ni stiikacka vyménéna a jehla je az do konce
arthrocentézy ponechdna v kloubni dutin€. Nakonec je misto punkce oSetfeno sterilni
gazou, ktera je stlacena a poté vyménéna za elastické obinadlo [69].

Z makroskopického hlediska miizeme po posouzeni barvy, zakalu a viskozity vzorku
pomyslet na charakter vypotku jiz pii samotném odbéru — viz Tab. 4 [64].

Viskozita synovialni tekutiny se testuje pomoci tzv. String testu,
kdy je po arthrocentéze z injek¢ni stiikacky odejmuta jehla a pii evakuaci tekutiny
do zkumavky je pozorovano, jak dlouhé viskozni vldkno bude tekutina vytvafet.
Fyziologicky tvofi pfiblizné 5 cm dlouhé. Za patologickych stavi se tvofi vldkno kratsi
nez 3 cm [64].

Synovialni tekutina je odesilana na vySetfeni V mnozstvi 2 ml ve zkumavce,
Ktera obsahuje jako protisrazlivy roztok KsEDTA nebo lithium heparin. Nevyhodou
K3EDTA je interakce s ptipadnymi krystaly, jako je napt. kalcium pyrofosfat [70].

Laboratorné jsou vysoce viskdzni vzorky obtizn¢ stanovitelné. Pro snadnou aspiraci
vzorku do automatického analyzatoru se ke stanovovanému vzorku piidavad enzym
hyaluronidéza. Po pfidani pfiblizn€ 400 U hyaluronidadzy k 1 ml visk6zni synovialni

tekutiny je vznikla smés inkubovana 10 minut pii 37 °C [71, 72].

Obr. 12: Provedeni arthrocentézy kolenniho kloubu [64]
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Tab. 4: Klasifikace synovialni tekutiny [64]

Synovialni . . .
tekutina Vzhled Viskozita Cytologie
Fuziolosicks Bezbarva ¢&i lehce Vvsokd | < 150 x 10%1 WBC-BF
yaologicka | hazloutla, &ira y < 25 % PMN
Nezdnétlivi Zluta, slabg Snivens | = 1 000 x 10%1 WBC-BF
czanctlva | 2kalena Zena 1 - 30 95 PMN
Zanétliva Bil4, $eda nebo Neni < 100 000 x 10°%/1 WBC-BF
anctitva 1 juta, zakalena > 50 % PMN
Senticks f;tao ii‘fjn éflma Neni | 59,000 —200 000 x 10° WBC-BF
P ona, > 90 % PMN
zakalena
Krystaly 2 . } 50 000 — 200 000 x 10%1 WBC-BF
indukovana Bild, zakalena Neni <90 % PMN
g;;tv(fé‘}f‘r’omni 50 — 10 000 x 10%/1 WBC-BF
Hemoragicka « s Neni <50 % PMN
nebo hnéda, o o
: Pritomnost erytrocytu
zakalena
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Kontrola kvality

V obdobi od 20. 1. — 20. 4. 2011 byl na analyzatoru XT-4000i méfen denn¢ kontrolni
material Cell - Chex Auto firmy Sysmex ve dvou hladinach (L1, L2). Pouzity material,
reagencie 1 pracovni postup pro provedeni analyzy na analyzatoru XT — 4000i jsou
uvedeny v kapitole 4.4.1.

Naméiené hodnoty byly statisticky vyhodnoceny v pocitaci v programu Microsoft
Excel, zaznamenany do tabulky a porovnany s udaji, které uvadi vyrobce. V obou
hladinach byla zjistovana preciznost meéfeni za podminek opakovatelnosti

a reprodukovatelnosti, a také pravdivost (spravnost).

4.2. Linearita méreni

Pro zjisténi linearity méfeni byl pouzit vzorek peritonealniho dialyzatu, ktery byl
méfen dne 18. 7. 2013 na analyzatoru XT-4000i. Ze ziskané hodnoty WBC-BF byly
spocitany teoretické hodnoty WBC-BF po natedéni vzorku dvojkovym fedénim. Kazdy
takto pripraveny alikvot byl méfen na analyzatoru XT-4000i a z vysledkd byl
na pocitac¢i v programu Microsoft Excel sestrojen graf. Vytvofeny graf dokazoval,

zda méfeni probihalo linearné.
Pomiicky: stojanek na zkumavky, plastové zkumavky, odpadni nadoba, automaticka
pipeta (20 — 200 pnl), Spicky k pipeté, latexové rukavice, automaticky analyzator

XT - 40001, pocitac.

Reagencie: viz Tab. 5
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Postup pripravy alikvotii:

e Do 11 plastovych zkumavek bylo pipetovano 100 pl Cellpacku.

e Ze vzorku peritonedlniho dialyzatu bylo pipetovano 100 ul alikvotu do prvni
zkumavky. Vznikla smés byla promichéana.

e Z prvni zkumavky bylo pipetovano 100 ul alikvotu do druhé, promichano a timto
postupem postupné pipetovano do posledni zkumavky.

e Z posledni zkumavky bylo pipetovano 100 pl alikvotu do odpadni nadobky.

4.3. Stabilita BF

Pro méfeni stability BF byl vybran vzorek peritonedlniho dialyzatu,
ktery byl alikvotovan do dvou plastovych zkumavek. Z nichz jedna zkumavka byla
ulozena do chladnicky v koagulaéni laboratofi pii teploté¢ 6,9 °C a druhé byla uloZena
do stojanku na zkumavky v hematologické laboratofi pti teploté 21,7 °C.

V pravidelnych intervalech 5 hodin bylo provedeno méfeni obou vzorkli BF
na analyzatoru XT-4000i a vysledky zaznamenany do tabulky a graficky zhodnoceny.

Meéfteni peritonealniho dialyzatu bylo uskute¢néno 17. 6. 2013.
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4.4. Korelace vysledku analyzy BF

V obdobi od 6. 6. - 17. 9. 2013 byly porovnavany vysledky analyzy BF
z automatického analyzatoru XT - 4000i s vysledky mikroskopického vySetieni
ve Fuchs-Rosenthalové pocitaci komurce. K hodnoceni byla pouzita linearni regrese
a statistické hodnoceni bylo doplnéno pouzitim parového t-testu.

Celkem bylo stanoveno 52 vzorkti BF od pacientii - z toho 26 vzorkd likvoru,

18 vzorki vypotki a 8 vzorkl peritonealnich dialyzatt.

4.4.1. Vysetieni BF na automatickém analyzatoru XT - 4000i

Celkovy pocet bun¢k v BF byl zjistén ve specidlnim moédu ,,Body fluids*“ pomoci
automatického analyzatoru XT - 4000i od firmy Sysmex timto zpisobem:
» Na analyzatoru byl zvolen mdd ,,Body fluids* a po promyti analyzatoru na nulové
pozadi pfistroje bylo zadano laboratorni ¢islo vySetifovaného vzorku BF.
» Bezprostiedné pred analyzou byl vzorek BF ve zkumavce jest¢ nckolikrat
promichén, aspirovan a méten v otevieném systému.
» Zmétenim BF byl zjistén:
e pocet leukocytii: WBC-BF
e pocet erytrocyti: RBC-BF
¢ relativni pocet mononuklearti: MN% a polymorfonukleara: PMN%
e absolutni pocet mononuklearti: MN# a polymorfonukleart: PMN#
e pocet eozinofilli: EO-BF

e pocet bun¢k s vysokou intenzitou fluorescence: HF-BF

» Vzorky, u kterych byly po zméfeni zjiStény tzv. bilé scattergramy,
byly opakované¢ méteny po fedéni Cellpackem (1:9) a vysledky pak nasobeny
patfi¢énym fedénim.

» Vysledky WBC-BF, RBC-BF a absolutni po¢ty MN a PMN byly porovnany

s mikroskopickymi.
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Pouzity material: plastova zkumavka, stojanek na zkumavky, latexové rukavice,
gaza, Pasteurovy pipety, automatické pipety (20 - 200 pl a 100 — 1000 pl), Spicky
na pipety, odpadni nadoba, automaticky analyzator XT - 4000i (Sysmex).

Reagencie: byly  pouzity  origindlni = validované  reagencie firmy

Sysmex pro hematologicky analyzator XT - 4000i — blize viz Tab. 5.

Tab. 5: Reagencie pro hematologicky analyzator XT - 4000i

Nazev reagencie Velikost . )
] Cislo Sarze | Expirace
(XT - 4000i) baleni

CELLPACK 201 D 3192 14.10. 2014
CELLSHEAT 201 D 3002 21.7.2014
STROMATOLYSER-FB 51 D 3019 17.4.2014
STROMATOLYSER-4DL 51 D 3013 27.3.2014
STROMATOLYSER-4DS 42 ml D 3012 9.4.2014

STROMATOLYSER-NR (L) lyse reagent 1000 ml
ZA 2063 | 15.10.2013

STROMATOLYSER-NR (S) dye solution 12 ml
STROMATOLYSER-IM 101 D3013 | 20.3.2014
CELLCLEAN 50 ml A2002 | 25.1.2013
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4.4.2. Mikroskopické vyvSetfreni BF ve Fuchs-Rosenthalové

pocitaci komurce

Celkovy pocet bun¢k v BF byl zjistén pomoci Fuchs-Rosenthalovy pocitaci komirky

a optického mikroskopu. Vysetfovany vzorek BF byl analyzovan timto zptisobem:

» Do plastové zkumavky byl pipetovan vzorek BF a roztok 0,2 % krystalové violeti
v poméru 9:1. Tedy 450 pl BF a 50 pl krystalové violeti.

» Vznikla smés byla promichana Pasteurovou pipetou a inkubovana 2 - 5 minut.

» Postranni listy Fuchs-Rosenthalovy komurky byly zvlh¢eny destilovanou vodou
anasazeno kryci sklicko. O spravném nasazeni kryciho sklicka svédcily
Newtonovy krouzky.

» Pasteurovou pipetou pak byla naplnéna ptipravend pocitaci komurka. Do prvniho
pocitaciho sektoru byl pipetovan nativni, nebarveny vzorek pro zjiSténi poctu
erytrocytl, a do druhého sektoru obarveny vzorek pro zjisténi poctu leukocyti.
Pti naplnéni pocitaci komurky bylo dbano na to, aby se nevytvofily vzduchové
bubliny pod krycim sklickem a BF neptetékala pies obvodové kanalky.

» V optickém mikroskopu firmy Zeizz byl zjistén pocet erytrocyti a leukocytd
Vv celém objemu pocitaci komulrky pii zvétSeni 400x. Pii pocitani leukocytii bylo
mozné podle vzhledu jadra rozlisit, zda se jedna o PMN nebo MN.

» Vysledné hodnoty erytrocyti a leukocytii byly spocitany v 3,2 pl. Nakonec bylo

provedeno prepocitani bunék na 1 pl.

Pouzity material: plastovd zkumavka, stojanek na zkumavky, gaza, latexové
rukavice, odpadni nadoba, Pasteurova pipeta, automatické pipety (20 - 200 pl
a100- 1000 pl), Spicky k pipetam, kryci sklicko, Fuchs-Rosenthalova pocitaci
komirka, opticky mikroskop firmy Zeiss.

Reagencie: destilovana voda, 0,2 % roztok krystalové violeti (pfipraven Lékarnou

Pardubické krajské nemocnice, a.s.).
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5.VYSLEDKY

5.1. Kontrola kvality

Statistickym zpracovanim naméfenych dat kontrolniho materialu Cell-Chex Auto L1
i L2 byly zjistény: pruimérné hodnoty, smérodatné odchylky a varia¢ni koeficienty (CV)
pro parametr WBC-BF a RBC-BF.

Varia¢ni koeficienty byly porovnany s hodnotami variacnich koeficientd, které uvadi
vyrobce. Z naméfenych dat kontrolniho materidlu byla také zjiSténa pravdivost

WBC-BF a RBC-BF, jak doklada Tab. 6 - 8.

Tab. 6: Preciznost za podminek opakovatelnosti

Preciznost za podminek opakovatelnosti
Cell-Chex Auto CV [%]
Hodnoceny parametr WBC-BF RBC-BF Cislo SarZe
L1 9,15 1,82 03400418
L2 5,16 1,46 03400419
Deklarovana hodnota <30,0 <40,0 Expirace: 18. 2. 2011

Tab. 7: Preciznost za podminek reprodukovatelnosti

Cell-Chex Auto Preciznost za podminek reprodukovatelnosti
CV [%]
Hodnoceny parametr WBC-BF RBC-BF Cislo SarZe
L1 7,0 9,6 03400418
L2 7,1 8,0 03400419
Deklarovana hodnota <30,0 <40,0 Expirace: 18. 2. 2011
Tab. 8: Pravdivost
Cell-Chex Auto Pravdivost
BIAS [%]
Hodnoceny parametr WBC-BF RBC-BF Cislo SarZe
L1 5,89 -2,39 03400418
L2 6,24 2,83 03400419
Deklarovana hodnota <+10,0 <+10,0 Expirace: 18. 2. 2011
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5.2. Linearita méreni

Z teoretickych a naméfenych hodnot WBC-BF, jak je znazornéno v Tab. 9,

bylo provedeno grafické hodnoceni linearity méteni — viz Graf ¢. 1.

Tab. 9: Linearita WBC-BF

Teoretické vypocty | Namérené hodnoty
Zkumavka
1076/I 1076/l

1 559 559
2 280 274
3 140 128
4 70 76

5 35 27

6 17 12

7 9 11

8 4 5

9 2 1
10 1 0
11 1 0

Graf ¢. 1: Linearita méireni WBC-BF v peritonealnim dialyzatu

Linearita WBC-BF

600 7y =0,9979x - 2,0148
R? = 0,9992

500 -

400

300

200

100

Naméiené hodnoty[1076/1]

O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Teoretické hodnoty [1076/I]

® Namérené hodnoty ——Linedrni (Namérené hodnoty)

42



5.3. Stabilita BF

Znamétenych dat  WBC-BF v peritonedlnim  dialyzatu bylo provedeno
porovnani - viz Graf ¢. 2. Jak je z Tab. 10 patrné, méfeni nebylo mozné uskute¢nit

po 30 hodinach z provoznich divodu.

Tab. 10: WBC-BF v peritonealnim dialyzatu

WBC-BF
gas [h] laboratorni chladnickova
teplota teplota
[1076/1] [1076/1]
0 15 15
5 8 12
10 4 18
15 8 13
20 6 8
25 5 15
35 2 7

Graf ¢. 2: Stabilita WBC-BF v peritonealnim dialyzatu
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5.4. Korelace vvsledka analvzy BF

Vysledky analyzy byly zaznamenany do piehlednych tabulek (viz Tab. 11 — 13)
podle typu BF na pocitaci v programu Microsoft Excel a vyhodnoceny pomoci linearni
regrese. Pro vétsi objektivnost byly vzdy zvlast hodnoceny méné bunécéné a vice
bunécné vzorky (viz Graf ¢. 3 — 26). Rozdéleni do téchto dvou skupin bylo zvoleno
vzhledem k naméfenym hodnotam na XT — 4000i.

Ziskany korelacni koeficient byl porovnan s korelacnim koeficientem, ktery uvadi
vyrobce analyzatoru XT — 4000i. V manualu k pfistroji vyrobce uvadi, ze pro WBC-BF
je R*>0,9, pro RBC-BF R? > 0,8, pro MN R?> 0,9 a PMN R?>0,9. Toto statistické
hodnoceni bylo doplnéno pouzitim parového t-testu (viz Tab. 14-16), hladina

vyznamnosti byla 0,05 [9].

Tab. 11: Korelace analyzy CSF

KORELACE BE WBC-BF RBC-BF MN PMN
[x 10n6/1] [x 1076/1] [x 10n6/1] [x 1076/1]
Fuchs- Fuchs- Fuchs- Fuchs-
Datum méreni XT-4000i Rosenthalova XT-4000i Rosenthalova || XT-4000i Rosenthalova XT-4000i Rosenthalova
komurka komirka komurka komurka

6.6.2013 5 6 0 1 4 5 1 1
7.6.2013 121 95 0 77 70 81 51 14
17.6.2013 2 2 0 10 1 2 1 0
4.7.2013 15 27 1000 483 14 26 1 1
8.7.2013 13 16 0 8 5 6 8 10
8.7.2013 1 5 0 2 0 2 1 3
9.7.2013 4 6 0 4 2 5 2 1
10.7.2013 12 16 3000 2792 2 3 10 13
10.7.2013 14 16 0 0 12 15 2

23.7.2013 13 10 0 4 10 7 3

24.7.2013 296 246 0 5 262 207 34 39
24.7.2013 4 6 0 2 1 2 3 4
24.7.2013 1467 971 0 15 1452 963 15 8
30.7.2013 6 3 0 14 6 3 0 0
30.7.2013 62 59 0 16 48 41 14 18
31.7.2013 2 3 0 4 2 2 0 1
31.7.2013 5 8 1000 816 3 4 2 4
1.8.2013 8 4 0 4 4 3 4 1
12.8.2013 3 6 0 4 3 5 0 1
13.8.2013 1 1 0 1 0 0 1 1
30.8.2013 639 545 0 255 298 251 341 294
10.9.2013 1 4 0 10 1 3 0 1
11.9.2013 1 2 0 1 0 0 1

11.9.2013 2 2 0 19 2 2 0 0
11.9.2013 157 153 0 16 146 129 11 24
16.9.2013 3 4 0 2 2 3 1 1

44



Graf & 3: Korelace WBC-BF v likvorech (< 100 - 10%/1)
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Graf & 5: Korelace RBC-BF v likvorech (< 1000 - 10%/1)
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Graf & 6: Korelace RBC-BF v likvorech (> 1000 - 10°/1)
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Graf & 7: Korelace MN v likvorech (< 100 - 10%/1)

Korelace MN v likvorech (< 100 - 108/1)

80
60
40
20

y =0,9014x - 0,2872
R*=0,9566

XT-4000i

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Fuchs-Rosenthalova komtrka

@ Korelace MN: XT-4000i x Fuchs-Rosenthalova komurka

——Linearni (Korelace MN: XT-4000i x Fuchs-Rosenthalova kom(rka)

Graf & 8: Korelace MN v likvorech (> 100 - 10%1)
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Graf & 9: Korelace PMN v likvorech (< 10 - 10%1)
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Graf & 10: Korelace PMN v likvorech (> 10 - 10%1)
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Tab. 12: Korelace analyzy seréznich vypotki

KORELACE BF WBC-BF RBC-BF MN PMN
x 10n6/1 x 10n6/I x 10n6/1 x 1076/1
Fuchs- Fuchs- Fuchs- Fuchs-
datum XT-4000i | Rosenthalova XT-4000i Rosenthalova || XT-4000i | Rosenthalova || XT-4000i | Rosenthalova
komurka komurka komurka komurka
6.6.2013 385 381 1000 908 377 374 8 7
10.6.2013 5150 5120 13000 11320 4632 4650 518 470
17.6.2013 1400 1370 28000 24940 1339 1230 61 140
18.6.2013 452800 353716 100000 271000 171600 84186 281200 269530
3.7.2013 151 192 1000 146 150 166 1 26
15.7.2013 1065 1014 4000 3458 1013 953 52 61
15.7.2013 646 627 2000 1801 611 549 35 78
19.7.2013 1114 1185 12000 10014 948 813 166 372
23.7.2013 326000 205700 200000 141000 132400 153000 193600 152700
30.7.2013 863 728 10000 9748 764 652 99 76
13.8.2013 284 190 0 78 271 178 13 12
13.8.2013 26 30 38000 69 1 2 25 28
15.8.2013 750 679 20000 15316 676 565 74 114
15.8.2013 1407 1094 40000 41984 965 980 442 114
19.8.2013 227678 213500 52000 47800 13794 18500 213884 195000
30.8.2013 2016 2388 3000 3072 1041 1620 975 768
30.8.2013 20 24 1000 774 2 3 18 21
10.9.2013 110 86 0 41 95 79 15 7
Graf & 11: Korelace WBC-BF v seréznich vypotcich (< 1000 - 10%/1)
Korelace WBC-BF v seréznich vypotcich (< 1000 - 10%/1)
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Graf ¢&. 12: Korelace WBC-BF v seréznich vypotcich (> 1000 - 10°/1)
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Graf & 13: Korelace RBC-BF v seréznich vypotcich (< 3000 - 10%1)
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Graf & 14: Korelace RBC-BF v seréznich vypotcich (> 3000 - 10%/1)
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Graf & 15: Korelace MN v seréznich vypotcich (< 1000 - 10%/1)
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Graf & 16: Korelace MN v seréznich vypotcich (> 1000 - 10%/1)
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Graf & 17: Korelace PMN v seréznich vypotcich (< 1000 - 10%/1)
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Graf & 18: Korelace PMN v seréznich vypotcich (> 1000 - 10%/1)
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Tab. 13:

Korelace analyzy peritonealnich dialyzati

VT WBC-BF RBC-BF MN PMN
x 1076/I x 1076/ x 1076/I x 1076/
Fuchs- Fuchs- Fuchs- Fuchs-
datum XT-4000i Rosenthalova XT-4000i Rosenthalova XT-4000i Rosenthalova XT-4000i Rosenthalova
komurka komurka komurka komurka
17.6.2013 15 14 0 11 12 11 3 3
18.6.2013 1019 986 0 8 118 148 901 838
18.7.2013 559 593 0 0 76 72 483 521
23.7.2013 1715 2031 0 7 213 200 1502 1831
2.8.2013 39050 34400 3000 2400 4476 4600 34574 29800
29.8.2013 28 22 0 1 24 20 4 2
16.9.2013 560 573 0 23 148 133 412 440
17.9.2013 154 152 0 11 67 62 87 90
Graf & 19: Korelace WBC-BF v peritonealnich dialyzatech (< 1000 - 10%1)
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Graf & 20: Korelace WBC-BF v peritonealnich dialyzatech (> 1000 - 10%/1)
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Graf & 21: Korelace RBC-BF v peritonealnich dialyzatech (< 1000 - 10%/1)
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Graf & 22: Korelace RBC-BF v peritoneslnich dialyzatech (> 1000 - 10%/1)
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Graf & 23: Korelace MN v peritoneslnich dialyzitech (< 100 - 10%/1)
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Graf & 24: Korelace MN v peritonedlnich dialyzitech (> 100 - 10%/1)

Graf €. 24: Korelace MN v peritonealnich dialyzatech (> 100 - 10%/1)
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Graf & 25: Korelace PMN v peritonedlnich dialyzatech (< 500 - 10°/1)

Korelace PMN v peritonealnich dialyzatech (< 500 - 109/1)
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Tab. 14: Statistické hodnoceni CSF

pocet 2 2 .
CSF bunék ( ?af) (mar:\uél) :;:‘npoi:i t-test t krit
(1076/1) | ‘&
WBC-BE <100 0,9338 | 20,9000 20 -1,862 2,086
> 100 0,9840| > 0,9000 4 1,461 2,776
>
RBC-BE <1000 nelze | 20,8000 22 1,849 2,074
> 1000 0,9822 | 20,8000 2 -2,826 4,303
MN <100 0,9566 | 20,9000 21 1,496 2,080
> 100 0,9910| > 0,9000 3 1,350 3,182
PMN <10 0,8546 | 20,9000 19 1,322 2,093
>10 0,9801 | 20,9000 5 1,142 2,571
Tab. 15: Statistické hodnoceni seréznich vypotki
., pocet 2 2 .
\f ?rz:::l LI ( I:af) (mar:\uél) vsct):‘npoesr:i ttest tkrit
YPOTKY (1076/1) g
>
WBC-BE <1000 0,9802 | 20,9000 8 1,780 2,306
>1000 0,9759 | 20,9000 8 1,622 2,306
RBC-BE <3000 0,9456 | 20,8000 7 1,842 2,365
> 3000 0,4847 | 20,8000 9 0,310 2,262
MN <1000 0,9794 | 20,9000 10 2,592 2,228
> 1000 0,7692 | 20,9000 6 0,657 2,447
PMN <1000 0,8184 | 20,9000 14 0,446 2,145
> 1000 0,9798 | 20,9000 2 -2,709 4,303
Tab. 16: Statistické hodnoceni peritonealnich dialyzatd
. .,.| pocet 2 2 .
Pe:lli:;n:éilm I I:af) (mar:muél) vsﬁi’npci'li GRS | GLAL
4 (10%6/1) | ‘&
>
WBC-BE <1000 0,9992 | 20,9000 4 1,036 2,776
> 1000 0,9999 | 20,9000 2 0,910 4,303
< 3000 nelze | >0,8000 6 3,004 2,447
RBC-BF nelze - oblast musi
>
>3000 | nelze | 20,8000 obsahovat alespon 2 body
MN <1000 0,9985 | >0,9000 3 4,041 3,182
> 1000 0,9999 | 20,9000 3 0,968 3,182
PMN <1000 0,9999 | >0,9000 4 1,635 2,776
> 1000 0,9998 | 20,9000 2 0,916 4,303
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6. DISKUSE

6.1. Kontrola kvality

Po celou dobu méfeni kontrolniho materialu Cell-Chex Auto L1 a L2 byly zjistény
hodnoty WBC-BF, RBC-BF, MN i PMN, které jsou v mezich udavanych vyrobcem.
Statistickym hodnocenim dat, které byly ziskany méfenim tohoto kontrolniho materialu
na analyzatoru XT-4000i bylo prokazano, ze analyzator poskytuje validni hodnoty.
Hodnoty variacniho koeficientu preciznosti za podminek opakovatelnosti
a reprodukovatelnosti byly v pozadovanych mezich, které uvadi vyrobce. Hodnota
variaéniho koeficientu pro MN a PMN nebyla vyrobcem uvedena. Pravdivost je
v mezich, které jsou na OKH stanoveny v ramci interni kontroly kvality [9].

Jak uvadi vyrobce, pro analyzu télnich tekutin neni potifeba jakykoli dalsi kontrolni
materidl. VSechny parametry jsou kontrolovany pomoci kontrolni krve SYSMEX
e-CHECK (XE), ktera je dodavana ve tiech hladinach. Pouzitim této kontrolni krve

je soub&zné monitorovana analyza v rezimu télnich tekutin i v rezimu plné krve [74].

6.2. Linearita méreni

Grafickym zpracovanim naméfenych a vypocétenych hodnot WBC-BF bylo
prokdzano, ze méfeni probihalo linearné. Tato skutecnost byla také potvrzena vyrobcem

analyzatoru, ktery uvadi, e m&feni WBC-BF je linearni do 10 000 - 10%/1 [9].

6.3. Stabilita BF

Timto experimentem bylo prokazéano, Ze peritonedlni dialyzat vykazuje vétsi stabilitu
skladovanim pfi chladni¢kové teploté. Zaroven bylo potvrzeno, ze buiiky v kratké dobé
po odbéru skutecné¢ podléhaji morfologickym a poté destruktivnim zménam
a ze v pripadé, pokud nelze vzorek vysSetfit hned po odbéru, m¢l by byt uchovan

Vv chladniéce [25, 28].
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6.4. Korelace vysledka analvzy BF

Statistickym hodnocenim vysledkii  vySetfeni CSF, které byly naméfeny
na analyzatoru XT — 4000i a zjistény ve Fuchs-Rosenthalové pocitaci komirce, bylo
zjisténo, ze se vyznamné neli§i. Diky parovému t-testu bylo ovéfeno, ze i RBC-BF
vméné bunécnych vzorcich CSF nevykazuji vyznamné rozdily, coz se regresni
analyzou nepodatilo prokazat. Obdobné parovy t-test objasnil, Zze se vyznamné nelisi
vysledky PMN v méné¢ bunéénych vzorcich CSF. Zhlediska pocetnosti kazdé
hodnocené skupiny bylo patrné, ze v parametru RBC-BF ve vice bunécnych vzorcich
CSF bylo malo dat a statistické hodnoceni tim mohlo byt ovlivnéno.

Ve vzorcich serdoznich vypotkli statisticky nejlépe dopadly WBC-BF,
které se vyznamné neliSily v obou hodnocenych skupindch. Regresni analyzou
1 parovym t-testem dobfe vySly i RBC-BF v méné¢ bunécnych vzorcich seréznich
vypotkll. Ve vice bunéénych vzorcich bylo zjisténo, Ze je korelace mezi vysledky slaba.
Divodem mutze byt obtizné manualni pocitini RBC-BF. Analyzou téchto vysoce
bunéénych vzorkti BF na analyzatoru XT-4000i je vysledek ziskan za krat$i dobu a diky
principiim detekce ma vyS$i pfesnost méteni.

Vysledky statistického hodnoceni MN Vv serdznich vypotcich nejsou jednotné.
V méné€ bunécnych vzorcich je silna korelace, ale parovy t-test dokazuje vyznamny
rozdil mezi vysledky. Ve vice bunéénych vzorcich je tomu piesné naopak. Podobné
hodnoceni maji i PMN v méné bunéénych vzorcich ser6znich vypotki. Divodem muze
byt obtizné mikroskopické odliSeni morfologie téchto dvou bunécnych populaci.
Zaroven bylo pocitani ve Fuchs-Rosenthalové komtrce zatizeno subjektivni chybou,
nebot’ pfidanim barvicich roztokd, jako naptiklad 0,2 % roztoku krystalové violeti,
sice dojde k lepsi klasifikact WBC-BF, ale pfilezitostné lze najit RBC-BF,
které absorbuji barviva, zvlasté pokud u nich zacal proces lyzy [73].

Ve vzorcich peritonealnich dialyzati bylo zjisténo, Ze je silna korelace ve vSech
hodnocenych skupinach (kromé¢ RBC-BF). Parovym t-testem bylo ale odhaleno,
ze RBC-BF a MN v mén¢ 1 vice bunécnych vzorcich vykazuji vyznamné rozdily. Jak je
ovSem ze statistického hodnoceni patrné, vzorky peritoneédlnich dialyzati byly v daném
obdobi vysetfovany nejméné. Statistické hodnoceni tudiZ neni objektivni a je zapotiebi

pocetnéjsi soubor vySetfeni peritonedlnich dialyzati.
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7.ZAVER

Tato rigordzni prace je zamétena na cytologické vysetteni télnich tekutin, které jsou
analyzovany V hematologické laboratofi OKH v Pardubické krajské nemocnici, a.s.
Jedna se o mozkomisni mok, pleuralni, perikardialni a abdominalni tekutinu,
peritonealni dialyzat a synovialni tekutinu.

Po prostudovani informaci o vySe uvedenych télnich tekutinach jsem dosla k zavéru,
ze se v literatufe 1isi udaje, které se tykaji cytologického vysetfeni. Autofi se Vv textech
také znaéné lisi v uvadéni fyziologickych mezi pro cytologické vysetieni jednotlivych
télnich tekutin. Proto by bylo dobré témto aspektiim vénovat vétsi pozornost a pokusit
se sjednotit informace, které¢ by umoznily vétsi prehlednost v cytologickém vysSetieni
télnich tekutin.

Prvnim cilem experimentalni ¢asti této rigordzni prace bylo zamétit se na kontrolu
kvality na analyzatoru XT —4000i. Znaméfenych dat kontrolniho materialu
Cell - Chex Auto bylo tfeba zjistit preciznost za podminek opakovatelnosti
a reprodukovatelnosti a také pravdivost. Statistickym hodnocenim namétenych dat bylo
prokazéano, ze analyzéator poskytuje validni hodnoty. Z ekonomického hlediska nebylo
mozné v meéfeni tohoto kontrolniho materidlu pokracovat. Vyrobce vSak uvadi,
ze vSechny parametry jsou kontrolovany pomoci kontrolni krve SYSMEX e-CHECK
(XE), ktera je dodavéna ve tfech hladinach. Pouzitim této kontrolni krve je soubézné
monitorovana analyza v rezimu télnich tekutin i v rezimu plné krve. Kontrola kvality
télnich tekutin je tedy v souCasné dobé krom¢ méfeni a hodnoceni kontrolni krve
SYSMEX e-CHECK (XE) doplnéna o pravidelnou verifikaci [74].

Prokézat linearitu méfeni na analyzatoru XT —40001 bylo dalsim cilem
experimentalni cCasti. Ke stanoveni byl vybran vzorek peritonedlniho dialyzatu
ahodnocena byla linearita WBC-BF. Grafickym zpracovanim bylo prokazano,
ze méfeni opravdu probihalo linedrné. Tato skutecnost byla také potvrzena vyrobcem
analyzatoru, ktery uvadi, Ze m&feni WBC-BF je linearni do 10 000 -10%/1 [9].

Dal$im cilem bylo ov¢éfit stabilitu peritonedlniho dialyzatu pii laboratorni (21,7 °C)
a chladnickové teploté (6,9 °C). Podaftilo se prokézat, ze vétsi stabilitu vykazuje vzorek,
ktery byl skladovan pii chladnickové teploté. Timto experimentem bylo ovéfeno

s teoretickymi poznatky, Ze bunky v kratké dobé po odbéru skutecné podléhaji
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morfologickym a poté destruktivnim zménam a Ze v piipadé, pokud nelze vzorek
vySetfit hned po odbéru, mél by byt uchovan v chladnicce [25, 28].

Poslednim cilem bylo experimentdln¢ zjistit korelaci vysledki analyzy télnich
tekutin zjisténych automatickym analyzatorem XT —4000i a mikroskopickou metodou
za pouziti Fuchs - Rosenthalovy pocitaci komurky. Statistickym hodnocenim vysledk
vySetieni télnich tekutin bylo patrné, ze nejlépe spolu koreluji vysledky vySetieni CSF,
které se v laboratoii OKH vySetfuji nejCastéji. Zaroven je patrné, Ze je korelace slaba
ve vysoce bunéénych vzorcich serdznich vypotkti (RBC-BF a MN). Divodem muze byt
obtizné¢ manualni pocitani. Analyzou téchto vysoce bunéénych vzorki BF v analyzatoru
XT-4000i je vysledek ziskan za krat$i dobu a diky principtim detekce ma vyssi pfesnost
meéfeni. DalSim divodem slabé korelace miize byt obtizné mikroskopické odliseni
morfologie bunéénych populaci, jak dokazuje slab4 korelace PMN v méné bunéénych
vzorcich vypotkid, protoze pocitani ve Fuchs-Rosenthalové komirce je zatizeno
subjektivni chybou. Pfidanim barvicich roztokl, jako napiiklad 0,2 % roztoku
krystalové violeti, sice dojde k lepsi klasifikaci WBC-BF, ale pftileZitostné 1ze najit
RBC-BF, které absorbuji barviva, zvlasté pokud u nich zacal proces lyzy [73].

Ve vzorcich peritonedlnich dialyzati byla zjisténa silnd korelace ve vsech
hodnocenych skupinach (kromé¢ RBC-BF). Parovym t-testem bylo ale odhaleno,
ze RBC-BF a MN v méné i vice bunécnych vzorcich vykazuji vyznamné rozdily. Jak je
ovSem ze statistického hodnoceni patrné, vzorky peritoneédlnich dialyzati byly v daném
obdobi vysetfovany nejméné. Statistické hodnoceni tudiz neni objektivni a je zapotiebi

pocetnéjsi soubor vySetieni peritonedlnich dialyzata.

V této rigordzni praci byly splnény vSechny cile. VySetfeni télnich tekutin pomoci
automatického analyzatoru XT —40001 se fadi k novym metoddm analyzy télnich
tekutin. Proto je tfeba zabyvat se touto problematikou i nadale, sledovat nové trendy
a pokusit se sjednotit informace, které by umoznily vétsi piehlednost v cytologickém

vySetfeni télnich tekutin.
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