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Abstrakt

Mozkomis$ni mok byva vySetien pomoci riznych metod, ke kterym patii také
stanoveni poctu a druhu jednotlivych bun¢€k. Nyni je metodou prvni volby ke stanoveni
bunécnych elementi mikroskopickd metoda. Toto stanoveni je vSak mozné provést
I pomoci analyzatorové metody, ktera zatim neni tolik rozsifena. Cilem mé diplomové
prace bylo porovnat tyto dvé metody a zjistit, zda vysetfeni likvoru na analyzatoru
Sysmex XE-5000 v rezimu ,Body Fluid“ mlze nahradit bézné wuzivanou
mikroskopickou metodu. Za timto uc¢elem jsme shromazdili laboratorni data naméfena
pomoci obou metod, porovnali je, vyhodnotili a statisticky zpracovali. Vysledné udaje
nasvédéuji, ze hodnoty namétfené na analyzatoru Sysmex XE-5000 jsou piresnéjsi
nez mikroskopické stanoveni, a to predev§im u vysoce bunéénych vzorkt likvort.
K tomuto zavéru jsme dosli vyhodnocenim Bland-Altmanovych grafli a srovndvacich
grafii s vyznaenymi limity fyziologické oligocytdzy. Pro kontrolu piesnosti méfeni
jsme na analyzatoru ovérili opakovatelnost u hodnot leukocytdi a erytrocytl, variaéni
koeficienty odpovidaji hodnotam udavanym vyrobcem v dokumentaci k piistroji.
Zjistovali jsme také stabilitu vzorkd likvoru v zavislosti na teploté uskladnéni. Vzorky
uchovavané pii teploté¢ 2 — 8 °C byly stabilnéjsi. Z nasi prace vyplyva, ze vySetieni
na analyzatoru Sysmex XE-5000 vrezimu ,Body Fluid“ jevhodnou alternativu

k mikroskopické metodé a muze ji pIn¢ nahradit.



Abstract

Cerebrospinal fluid is examined using a variety of methods, which also include
determining the number and type of each cell. Now the method of the first choice
to determine the cellular elements is a microscopic method. This determination,
however, can also be done using the analyzer method, which is not yet so widespread.
The aim of my thesis was to compare these two methods and determine whether
the examination of cerebrospinal fluid on the analyzer Sysmex XE-5000 in the ,,Body
Fluid“ mode can replace commonly used microscopic methods. To this purpose,
we gathered the laboratory data measured by using both these methods. These data was
compared, evaluated and statistically processed. The resulting data suggest that
the values measured on the analyzer Sysmex XE-5000 are more accurate than from
microscopic determination, especially at highly cell samples of cerebrospinal fluid.
To this end, we came evaluation of Bland-Altman graphs and comparison graphs with
marked of limits of physiological oligocytosis. For checking of the accuracy
of measurements, we verified the repeatability of the analyzer for the values
of leukocytes and erythrocytes, coefficients of variation corresponding to the values
specified by the manufacturer's documentation. We also investigated the stability
of samples of cerebrospinal fluid, depending on the storage temperature. Samples stored
at 2 — 8 °C were more stable. Our work implies that the examination on the analyzer

Sysmex XE-5000 in the ,,Body Fluid“ mode is a good alternative to the existing

microscopic method and can be fully replaced with it.



Pouzité zkratky

BF — Body fluid

CNS — Centrélni nervovy systém

CV — Variacni koeficient

DC detekce — Impedan¢ni méfici metoda
DIFF — Diferencialni rozpocet leukocytt
DNA — Deoxyribonukleova kyselina
FL — Fluorescence

FSC — Forward scatter channal

HF — High fluorescence

IEF — Izoelektricka fokusace

KEB — Koeficient energetické bilance
MN — Mononukleary

NIS — Nemocnic¢ni informacni systém
NS — Nervovy systém

PCR — Polymerdzova fetézova reakce
PMN — Polymorfonukleary

Qaip — Albuminovy kvocient

Qg — Glukézovy kvocient

RBC-BF — Erytrocyty

RNA — Ribonukleova kyselina

SD — Smérodatné odchylka

SSC — Side scatter channal

WBC-BF — Leukocyty



1. Uvod a zaddni préice

Vysetfeni mozkomiS$niho moku ma pro 1ékafe velkou vypovédni hodnotu, o kterou
se opira jejich nasledné rozhodovani ohledné diagnozy, 1éCby ¢i prognozy. Likvor mize
byt vySetfen riznymi metodami, mezi které patii také stanoveni pocétu a druhu
jednotlivych bunéénych elementi pfitomnych v mozkomisnim moku. V soucasnosti
muzeme pocet téchto elementl zjistit mikroskopicky ve Fuchs-Rosenthalové komurce,
cozZ je metoda prvni volby, nebo pomoci novéjsi analyzatorové metody. Mikroskopicka
metoda ma vSak jistda omezeni, spolehlivé 1ze rozpoznat a pocetné vyhodnotit pouze
segmenty amalé mononukledry a neni nezanedbatelné, ze s rostouci bunécnosti

ve vzorku se ptesnost této metody vyrazné sniZuje.

Cilem a zadanim mé diplomové prace bylo zjistit, zda novd metoda vySetieni
bunéénych elementi v mozkomisnim moku na analyzatoru Sysmex XE-5000 metodou
»Body Fluid“ miiZe nahradit stavajici, bézné¢ uZivanou mikroskopickou metodu.
Zatimto ucelem jsme shromazdili laboratorni data z vySetieni poctu bunécnych
elementl v mozkomisnim moku mikroskopickou metodou a na analyzatoru Sysmex
XE-5000 vrezimu ,Body Fluid“. Data jsme nasledn¢ porovnali, vyhodnotili

a statisticky zpracovali.



2. Teoreticka Cast

2.1. Mozkomisni mok

Mozkomisni mok, jinak také likvor ¢i cerebrospinalni tekutina, je tekutina

nachazejici se vV misté vymezeném cerebrospinalnim prostorem a komorovym systémem

(Langmeier, 2009).

2.1.1.  Fyziologie
Mozkomis$ni mok je ¢ird bezbarva tekutina se slab¢ alkalickym pH (pH 7,33), které
je pomérné stalé i pii vychyleni pH plazmy (Langmeier, 2009). Ve srovnani s plazmou
obsahuje méné vapniku, proteint, lipidd 1 glukézy. Zatimco chloridy, sodik a hot¢ik

se Vv mozkomisnim moku nachazi ve vys$si koncentraci. (Merkunova a kol., 2008)

Tabulka 1: Porovnani sloZeni likvoru a plazmy (Otomar a kol., 2011)

Likvor Plazma
Bilkoviny 200 — 400 mg/I 60 — 80 g/l
Lipidy 10 — 30 mg/I 4-9qg/l
Glukoza 2,2 —4,2 mmol/l 3,9 -5,6 mmol/l
Vapnik 1,1-1,3 mmol/l 2,2 —2,8 mmol/l
Chloridy 113 — 131 mmol/I 97 — 108 mmol/I
Sodik 144 — 152 mmol/l 137 — 146 mmol/l
Hoicik 2,2 -2,5mmol/l 0,7 -1,3 mmol/l

Celkovy objem likvoru je asi 100 — 180 ml a nachéazi se v mozkovych komorach
a Vv sucharachnoidealnim prostoru. Mozkomi$ni mok se stale obnovuje - cca 720 ml

za 24 hodin. Za den se objem likvoru vymeéni asi 4 — 6krat. (Merkunova a kol., 2008)

Mozkomisni mok je tvofen v krevnich cévach chorioidealniho plexu mozkovych
komor, dale ultrafiltraci krevni plazmy cév pia mater a prestupem z mozkovych bunck.
Mok za normalnich podminek odtéka z postrannich komor mozkovych pies foramen
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Monroi do treti komory mozkové a poté pres aqueductus Sylvii do ¢tvrté komory

mozkové. Ze ¢tvrté komory vytéka do subarachnoidealniho prostoru. (Otomar, a kol.,

2011)

Reabsorpce likvoru probiha na zakladé tlakového gradientu prostiednictvim

arachnoidalnich klki ve velkych venoznich sinusech na konvexit¢ mozku. Bunky klkt

obsahuji velké vakuoly, diky kterym je likvor transportovan do krve. Absorpce

mozkomisniho moku do krve je téz ovliviiovana onkotickym tlakem plazmatickych

bilkovin — koncetrace plazmatickych proteint je vyrazné vyssi nez koncetrace proteinu

v likvoru. (Trojan, 2003; Otomar, a kol., 2011)

2.1.2. Funkce

Likvor méa 4 zakladni funkce:

1)

2)

3)

4)

Likvor zajistuje ochrannou funkci tim, Ze tvofi tzv. vodni plast’ kolem
mozku a pateini michy, ¢imz nadnasi CNS a chrani ji pfed mechanickymi

narazy a otfesy (Merkunova, a kol., 2008).

Dalsi funkce mozkomi$niho moku je funkce drenazni. Metabolity, které
v mozku a miSe vznikaji, jsou odvadény pomoci drendzniho mechanizmu
do likvoru a diky nému jsou odstranény. Timto je nahrazen lymfaticky ob&h

v CNS. (Kalvach, a kol., 2010)

Diky homeostatické funkci likvoru je udrZzovano vhodné prostiedi pro
buniky CNS. Slozeni likvoru je konstatntni, 1i8i se jen regionalné. (Kalvach,

a kol., 2010)

Likvor plni vyzZivovou funkei — pfivadi vyzivné latky, hormony

a transmitery. (Sternberk, 2003)

2.1.3.  Hematoencefalicka bariéra

Hematoencefalickd bariéra ovlivituje transport latek mezi krvi a CNS, krvi

a likvorem, likvorem a CNS, diky tomu nachdzime rozdilné koncentrace latek v séru

a v mozkomi$Snim moku. Mechanismy bariéry jsou mechanické a enzymatické.

Mechanicky, fyzikalni mechanizmus je dan obtiZnou propustnosti kapilar danou tésnym
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spojenim endotelovych bun¢k a také organizaci neuroglii. Enzymatické mechanizmy
jsou tvofeny transportnimi pfenasSeci a aktivnimi transportnimi systémy, které zajist'uji
koncentrovani latek nebo zbavovani se latek jinych. Jedna se o selektivni pfesun latek
jednim nebo obéma sméry, prianik miize byt Uplny, ¢asteCny nebo také zadny. Diky

bariéfe je slozeni likvoru pomérné stalé. (CEVA Education, 2013)

2.2. VySetieni mozkomiSniho moku

Vysetieni mozkomisniho moku se provadi u zénétlivych onemocnéni CNS,
nadorovych onemocnéni, neurodegenerativnich chorob, cévni mozkové piihody, atd.
Analyza likvoru umozni stanoveni zékladni diagn6zy, kontrolu pribéhu choroby béhem
lécby apodobné. Pii vySetfeni likvoru je vyuzivano biochemickych analyz,
imunologickych metod, mikrobiologickych stanoveni ¢i cytologického vySetfeni.
(Sobek, 2013)

2.2.1.  Indikace k odbéru

Vysetieni likvoru je dulezitd soucast diagnostiky onemocnéni CNS. Odbér
se indikuje, pokud mé I1ékai podezieni na postizeni CNS na zékladé anamnézy
a pfiznaki projevujicich se u pacienta. Pfiznaky poskozeni CNS jsou variabilni a mohou
se prekryvat s jinym onemocnénim. U akutnich stavll je néastup symptomi nahly
(krvaceni, infekce), u chronickych chorob je naopak plizivy (nddorové onemocnéni,
mnohocetna skler6za). Mezi priznaky, které se mohou u pacienta objevit, patii
napiiklad zména v psychickém stavu a v&domi, svalova slabost a vycerpani, pocity
na zvraceni, stupiiujici se chfipkové pfiznaky, vyrazka, nahld a vyrazna nebo
neutichajici bolest hlavy, citlivost na svétlo, sniZzend citivost nebo ties, poruchy feci,

poruchy pii chizi, ztrata koordinace, kolisani nalady, deprese a podobné.
(Lab Tests Online, 2010)

Indikaci k odbéru lze rozdélit (Pecka, 2010):
1) Statimova indikace — podezieni na neuroinfekce, subarachnoidalni krvaceni,

nadorova infiltrace.

2) Subakutni a chronické zanétlivé procesy — roztrousena skleroza, chronicka
neuroborelidza, postizeni CNS vramci systémovych autoimunitnich

onemocnéni.
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3) Meéne bézné indikace — vySetieni ma pouze pomocny vyznam — cévni

mozkova ptihoda, kraniocerebralni onemocnéni.

2.2.2.  Lumbadlni punkce

Pfi lumbalni punkci dochazi k nabodnuti subarachnoidalniho prostoru a odebrani
mozkomisniho moku. Vpich se provadi v oblasti bederni patete ve vysi L3-L4, L4-L5
(vyska péanevni hrany). V tomto mist¢ nedojde k poskozeni michy a nervovych
zakonCeni. Odbér se provadi v poloze s maximalné vyklenutou bederni pateti, ¢imz
dojde k oddaleni obratli. Likvor se nejcastéji odebira v poloze vleze — pacient lezi
naboku shlavou sehnutou k pfitazenym kolenim. Dale je mozna poloha vsedé
s vyhrbenymi zady. MozkomiS$ni mok je odebiran po oSetfeni dezinfekénim roztokem
do sterilni zkumavky bez protisrazlivého a konzerva¢niho roztoku pomoci specialni
jehly. Mnozstvi ziskaného likvoru je 10 — 15 ml. (Krajska nemocnice T. Bati, 2012;
Miksova, a kol., 2006)

Obrazek 1: Poloha pfi lumbalni punkci vleZe (Krajska nemocnice T. Bati, 2012)
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Obrizek 2: Poloha p¥i lumbalni punkci vsedé (Krajska nemocnice T. Bati, 2012)

2.2.3.  Druhy vySetieni

Likvor je co nejdiive po odbéru zasilan do danych laboratofi, aby mohla byt

provedena potfebna vySetfeni.

2.2.3.1.  Makroskopicky vzhled likvoru

Pfed samotnou analyzou je posuzovan vzhled likvoru. Zabarveni ndm
déa ptedbéZnou informaci o tom, co miZeme b&hem dalSich vySetfeni ocekavat.
Za fyziologického stavu je likvor Ciry a bezbarvy. Pokud je pfitomna patologie v CNS
muze dojit k zakaleni ¢izméné zabarveni. Napiiklad u bakteridlnich zéanétlivych
onemocnéni dochazi k zakaleni likvoru (zdkal je Umérny mnozstvi pfitomnych
leukocytl), narGzovélé az cervené (erytrochromni) zbarveni znaéi piimes krve
anazloutlé neboli xantochromni zabarveni je zpusobeno pifeménou hemoglobinu
na bilirubin, coz znaci star§i krvaceni nebo prechod bilirubinu ze séra pres
hematolikvorovou bariéru pti hodnotach vyssich jak 170 mol/l. (CEVA Education,
2013; Dastych, a kol., 2008)
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4

4) 5)
Obrazek 3 (vlevo): rozdil mezi zakalenym a ¢irym likvorem (Zilvarova, a kol., 2013)
Obrazek 4 (uprostied): xantochromni likvor (Zilvarova, a kol., 2013)

Obrazek 5 (vpravo): erytrochromni likvor (Zilvarova, a kol., 2013)

2.2.3.2.  Biochemické vySetieni
Biochemicka analyza likvoru je dilezita soucast diagnostiky. Mezi pozadovana

vySetfeni patii analyza celkové bilkoviny, albuminu, glukézy, laktatu, spektrofotometrie
a dalsi. (Sobek, 2013)

o (Celkova bilkovina

Stanoveni celkové bilkoviny patii mezi nespecifickd vySetfeni. Jedna
se 0 zakladni rychly orientacni parametr, ktery je nezbytny pro stru¢ny celkovy pohled

a orienta¢né informuje o permeabilité hematolikvorové bariery. (Sobek, 2013)

K vySetfeni je mozno vyuzit Pandyho zkousky ¢i elektroforézu.

Pandyho zkouSka — jedna se o kvalitativni stanoveni koncetrace proteinti
Vv likvoru. Principem metody je reakce bilkoviny (albuminu a globulinu) s Pandyho
¢inidlem za vzniku modravé bilého zdkalu. Vysledek mize byt hodnocen jako
negativni, opalescentni nebo pozitivni (hodnoceno na +, ++, +++). (Fatorova SOPV

¢. 111, 2013)

Elektroforéza — tato metoda informuje  0zménach  propustnosti
hematoencefalitické bariéry, 0zménach imunologickych, lokalnich ¢&i diftznich.
Interpretace je slozitd a vyzaduje zku$enost interpretatora. Cast&ji se vSak vyuziva

stanoveni jednotlivych proteint. (Sternberk, 2003)
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e Albumin
Albumin je do likvoru pfesouvan z plazmy pies hematolikvorovou bariéru, je to

tedy vhodny parametr pro posouzeni funkcnosti této bariéry. Ze stanoveného albuminu

Vv séru a likvoru se pocita albuminovy kvocient (Qap):
Qan = albuminikyor / albuminggrym

Hodnoty kvocientu jsou zavislé¢ jak na permeabilité bariéry, tak na cirkulaci
likvoru. Je téZz zavisly na véku, vyraznéji byva zvySen u novorozenct. Mira poruchy
hematolikvorové bariéry je podle vyslednych hodnot kvocientu rozd€lena na mirnég,

sttedné a vysoce porusenou.

Mirn¢ propustna Qapb=7,3-10,0x 10 3

Stiedné€ propustnd  Qap =10,0 — 20,0 x 10 3

Vysoce propustna Qap =20,0x 10 3
(Dastych, a kol., 2008; Sobek, 2009)

e Glukoza
Glukéza patfi mezi zékladni zdroj energie pro nervovou tkan. Koncentrace
glukozy v likvoru tvoii asi 60 % sérové hodnoty. Pro zjisténi energetickych poméri
Vv likvorovém kompartmentu se vyuziva stanoveni glukozy v likvoru a v Krvi, z nichz

se nasledn¢ vypocita glukézovy kvocient (Qgy):
Qg|u = glukéza“kvor/ glukézakrev

Norma Qg je od 0,55 do 0,65. Zklinického pohledu maji vyznam snizené
hodnoty, které¢ zna¢i bakteridlni zanét (hodnota muze byt az nulovd), nddorové

infiltrace, subarachnoidalni krvaceni, u kterého glukdézu spotiebovévaji erytrocyty.

(Dastych, a kol., 2008; Kelbich, a kol., 2009)

o Laktat

Laktat je produkt anaerobniho metabolizmu v likvoru. Koncentrace laktatu vsak
neni pfesnym parametrem rozsahu anaerobniho metabolizmu, jelikoz je ovlivnéna

mnozstvim glukozy vstupujicim do metabolickych procesii, proto je vyuzivan koeficient
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energetické bilance (KEB), ktery podava presnéj$i informaci o anaerobnim

metabolizmu. (Kelbich, a kol., 2009)
KEB = 38 = 18 X laktét“kvor/ glukéza|ikvor

Koncentrace laktatu se zvySuje naptiklad ptfi poruchdch cévniho zasobeni,
intoxikacich, hemoragiich, nadorovych onemocnéni a zéanétlivych stavech CNS.
Vyrazn¢ zvySené hodnoty nachiazime u bakteridlnich a mykotikych infekci, nikoli
uvirovych. Stanoveni tohoto parametru se vyuzivd 1 ke stanovovani progndzy
onemocnéni. ZvySené a zvySujici se hodnoty znaci probihajici zanét, oproti tomu

snizujici se hodnoty znamenaji Gspésnou 1écbu. (Kelbich, a kol., 1998)

e Chloridy

Diive bylo sniZeni chloridii patognomické pro tuberkuldézni zanét CNS, dnes
uz toto tvrzeni neplati. Vyznam stanoveni chloridi je maly. Snizeni hladiny chloridl
Vv likvoru mizeme nachdzet u hnisavych (tedy vcéetn¢ tuberkuloznich) zanétd. Je to
odraz celkového metabolického rozvratu, v kterém se tito pacienti ¢asto nachazeji.

Hladina chloridti je rovnéZ zavisla na aktualni chlorémii. (Dufek, 2002)

e Imunoglobuliny

Stanoveni imunoglobulinii patfi mezi zakladni stanovované parametry.
Imunoglobuliny nachazime v mozkomi$nim moku bud’ z divodu poruchy bariéry, nebo
dochazi k syntéze ptimo v likvoru jako reakce imunitniho systému na onemocnéni CNS.
Dutlezity je prikaz intratekdlni syntézy ptislusného imunoglobulinu, ktery se stanovuje
pomoci izoelektrické fokusace (IEF). Soucasné probihd analyza likvoru i séra a odecita
se tzv. zrcadlovy obraz. Pfi poruse bariéry nachazime polyklondlni protilatky, kdezto
U intratekdlni syntézy nachézime protilatky odrazejici izolovanou odpovéd’ na dany
antigen. Je mozné stanovit oligoklonalni produkci ve tfidé 1gG, IgA i IgM a volné lehké
fetézce. (Dastych, a kol., 2008; Sobek, 2009)

o Spektrofotometricke vysetieni

Spektrofotometrie mozkomiS$niho moku je vyuZivana pii podezieni na krvaceni
do subarachnoidalniho prostoru. Timto stanovenim ur¢ime staii krvaceni, a zda se jedna
0 protrahované ¢i opakované krvaceni. Likvor je proméfovan v rozsahu délek 370 —
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600 nm a na zaklad¢ rozdilnych absorpcnich maxim muizeme urcit, zda se jedna
0 oxyhemoglobin (pfi 415 nm), methemoglobin (pii 405 nm) nebo bilirubin (pii 420 —

460 nm). (Orlickotstecka nemocnice, 2013)

a| Mettb SISWE KNV Bilirubin — starsi kv
- \ - *
406 415 460 vinova délka

Obrizek 6: Spektrofotometrie likvoru (Solcova, 2012)

Prikaz oxyhemoglobinu svéd¢i pro Cerstvé krvaceni (objevuje se 4 — 8 hod.
po zacatku krvaceni), pozitivni prukaz bilirubinu znaci star$i subarachnoidalni krvaceni
¢1 vyraznou poruchu hematolikvorové bariery s hyperproteinorachii (maxima dosahuje
3. den od zacatku krvéaceni a pfetrvava 3 tydny). Pfitomnost methemoglobinu muze
nasvédCovat pro krvaceni do preformovanych a metabolicky uzavienych prostori,
napiiklad subduralni ¢i epiduralni hematom, parenchymovy hematom ¢i o prokrvaceny

tumor CNS. (Dastych, a kol., 2008; Sobek, 2009)

Makroskopicky vzhled likvoru a nalez typu buné€k souvisi s dobou, ktera

uplynula od ukonceni krvaceni (viz. Tab. 2)
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Tabulka 2: Stati ukonéeni krvaceni (Pecka, 2010)

Stari Vzhled moku Cvtologicky nélez
krvaceni | po centrifugaci yrologiery
Velmi slabé
17 - 24 hod Pleocytdza neutrofilnich granulocytu, erytrocyty
nazloutly
5 Pleocytoza (asi 50 % neutrofilnich granulocyti,
do 48 hod Zluty .

aktivované monocyty a erytrofagy), 1yza erytrocytii
Pleocytoza, pokles poctu neutrofilnich segmentt,

3 dny Jasné zluty erytrofagy s vybledlymi i dosud zbarvenymi
erytrocyty, lyza erytrocytt
Ustup pleocytdzy, neutrofilni segmenty jen

4 dny Jasné zluty ojedinéle, erytrofagy jednotlive i ve skupinach
S vybledlymi erytrocyty
Neutrofilni granulocyty, ojedinéle erytrofagy,

5 dni Jasné zluty . o
makrofagy s jemnym hemosiderinem
Makrofagy s vakuolami (po rozkladu hemoglobinu

6 dni Jasn¢ zluty Vv erytrocytech), jemna zrnka hemosiderinu
v makrofazich

7 dni Zluty Makrofagy s vakuolami, hemosiderofagy
Hemosiderofagy jednotlivé i ve skupinach,

10 dni Slab¢ zluty
monocyty, lymfocyty

14 dnt Velmi slabé | Hemosiderofagy s hrubymi zrny hemosiderinu,

ni
nazloutly hematoidin, lymfocyty, monocyty
3 tydny Ciry Hemosiderofagy
y Kvantitativni nélez je normdlni, v kvalitativni
2 - 6 mésicu Ciry o .

cytologii — ojedinglé hemosiderofagy v rozpadu

2.2.3.3.  Mikrobiologické vysetieni
Mikrobiologické vysetfeni mozkomisniho moku spociva v barveni preparatu
dle Grama, kultivaénim a sérologickém vySetfeni moku a pftipadné specifikaci

infekéniho agens PCR technikou (Cerny, 2011). Kultivaéni vysetfeni je dlouho trvajici
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metoda a klinik vzdy nemize cekat na vysledky tohoto vysetfeni pro akutni nebezpeci
z prodleni. U tohoto typu vySetfeni se také musi myslet na 1écbu antibiotiky, pokud byla
antibiotickd 1écba nasazena jesté pied odbérem mozkomisniho moku, je moznost

kultivacniho priikazu infek¢niho agens zna¢né snizena. (Adam, a kol., 2008)

Zpracovani  primokultury se miZze v jednotlivych mikrobiologickych

laboratotich mirné lisit (Vobejdova, 2013).

U virovych a bakteriadlnich infekci, kde hrozi nebezpeci z prodleni, je vhodné
pouzit metodu polymerazové fetézové reakce (PCR). PCR je metoda identifikujici

konkrétni infek¢éni agens. (Adam, a kol., 2008)

V naSich podminkach patii k nejcastéjSim infekcim meningitidy bakteridlni
i aseptické, lymeska neuroborelioza, klistova meningoencefalitida a herpetické
neuroinfekce. K nové objevyjicim se infekcim CNS fadime napiiklad HIV
a zapadonilskou horecku. Jako ptiklad infekci, které prakticky vymizely, uvadim

mozkovou tuberkulézu a neurolues. (Cerny, 2011)

2.2.3.4.  Cytologické vysetieni likvoru
Cytologické vySetteni likvoru patii mezi zakladni vySetfeni a déli se na cytologii
kvantitativni a kvalitativni (Stoura&, 2013). Kvantifikaci bungk lze provaddt pomoci
mikroskopické metody nebo na analyzatoru krevnich bunck. Kvalitativni hodnoceni

bunéénych elementi nachazejicich se v mozkomisnim moku se provadi mikroskopicky.

1) Kvantitativni cytologie mozkomisniho moku

Kvantitativni cytologické vySetfeni ndm dava informaci o poctu pfitomnych

bunék v likvoru (Stourag, 2013).

o Kvantitativni stanoveni ve Fuchs-Rosenthalové komirce

Bunécnost likvoru zjistujeme ve Fuchs-Rosenthalové komitrce v nativnim vzorku,
ve kterém pocitime mnozstvi erytrocytli a dale v barveném likvoru pro stanoveni
mnozstvi leukocytt (Kelbich, a kol., 2007). Fuchs-Rosenthalova komirka ma dvé
oddélené casti, kazda je sloZzena z256 malych ctvercii (16 tfad) a celkovy objem

komurky je 3,2 ul (Pecka, 2010). K barveni mozkomi$niho moku se pouziva barnatové
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barvivo, hodnotime pocet lymfocytl, segmentli a nezafaditelnych bunék v 1 pl
(tzn. pocet bunek /3) a sledujeme piitomnost a vzhled erytrocytt pii 200nasobném
zvétSeni (Pecka, 2010, Fatorova SOPV ¢. 110, 2013)

7) 8)
Obrazek 7: Fuchs-Rosenthalova komiirka (Zilvarova, a kol., 2013)
Obriazek 8: Detail Fuchs-Resenthalovy komiirky (Rozsypal, 2004)

Normalni pocet bunék je do 10/3 pl, coz nazyvame jako oligocytodza.
Za fyziologického stavu jsou v likvoru pfitomny pouze mononukleary (lymfocyty, méné
Casto 1 monocyty) prevazné v klidovych forméach. Ojedinéle miiZeme nachazet bunky
vystelky likvorovych cest. U novorozenct je fyziologicky pocet bun€k zvySen aZ na
90/3 ul, ale do 4 — 5 mé&sicu véku ditéte je dosazeno hodnot jako u dospélych jedincu.
Kvantitativni hodnoceni je pouze orientacni stanoveni (oligocytéza vzdy nevylucuje
patologicky stav), proto se doporucuje zhotovit trvaly cytologicky preparat, ve kterém

je mozna lepsi diferenciace buné¢nych elementt. (Pecka, 2010)

o Kvantitativni stanoveni na analyzatoru krevnich bunék

Stanoveni krevnich bun¢k na analyzatoru vyuziva impedancni metody a pratokoveé

fluorescencni cytometrie (tzv. optické metody).

U impedancni metody je principem méteni pulzu (zmeény napéti), ktery vznika diky
negativnimu naboji na membranach bunék. Stejnosmérny proud nemize membranou
projit a dojde k pulznimu zvySeni elektrického odporu prostiedi a zméni se napéti mezi
elektrodami, které se méfi na voltmetru. Nasledn¢ je vydavana kvantitativni (pocet

pulzi) a kvalitativni (velikost pulzu) informace o méfenych bunkach. (Pecka, 2010)
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Optickd metoda je zaloZena na principu prutokové fluorescencni cytometrie, u které
dochdzi k prométfovani bunéénych elementii rozdélenych hydrodynamickou fokusaci
pomoci svételného zareni (nejcastéji laser), u néhoz se pii pruchodu buiiky snizi opticka
hustota a dojde k zalomeni paprsku detekovaného pod rtuznymi thly. Rozptyl svétla
do vSech smérti je ovlivnén velikosti a vnitini strukturou (granulace) bunky. Buiky
se zaroven obarvi fluorescennim barvivem, u kterého dochazi k excitaci fluorochromu
laserovym paprskem a nasledné emisi fluorescenéniho zareni. Zakladni parametry

analyzy jsou:

Forward scatter channal (FSC) — rozptyl svétla v malém thlu — informace o velikosti
bunck

Side scatter channal (SSC) — bo¢ni rozptyl — informace o vnitini struktufe bunck
(granulace)

Fluorescence (FL) — informace o strukturach, na které bylo barvivo navazano.

(Benovska, a kol., 2011; Pecka, 2010)

SFL
fotonasobi¢
(fluorescenénl detektor)

SSC
fotonasobié
detekce bo¢niho

T ; rozptyleného

sv&tla (SSC side
scatter detector)

pritokovéa FSC / .
fotedioda

komora
(Flow cell) detekce pfimého
rozptyleného svétla

A=633 nm

Obrazek 9: Schéma pritokové fluorescenéni cytometrie (Pavlik, 2010)

2) Kvalitativni cytologie mozkomisniho moku

Kvalitativni vySetieni buné¢nych elementt v likvoru pfinasi informaci o typu
a cetnosti  pfitomnych bunék. Bunécnou skladbu je mozné zjistit z trvalého
cytologického preparatu pfipraveného cytosedimentaéni metodou ¢i cytocentrifugaci

a obarvené¢ho zakladnim barvenim dle Maye-Griinwalda a Giemsy-Romanowského
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(Pappenheimova metoda), piipadné nékterou z tfady specialnich barvicich technik.
(Kelbich, a kol., 2007; Sysmex CZ s.r.0., 2010)

10) 11)
Obrazek 10: Sedimentaéni komirka (MIKROPUR s.r.0., 2013)
Obrazek 11: Ukazka cytocentrifugy — Cytofuge 12 (StatSpin) (LAB MARK a. s., 2013)

Fyziologicky jsou pfitomny v likvoru pouze mononukleary (lymfocyty a monocyty).
U lymfocytli 1 monocytl rozliSujeme, zdali jsou ptfitomny v klidové nebo aktivované
formé. Monocyty s prokdzanou fagocytdézou (makrofagy) déle klasifikujeme podle
fagocytovanych substrati na erytrofagy, siderofagy, lymfofagy, leukofagy a lipofagy.
(Sysmex CZ s.r.0., 2010)

2.3. Patofyziologie mozkomisniho moku

U cytologického vysetieni se kromé nalezu normalniho po¢tu bunécnych elementi
a fyziologické morfologie bun¢k, mizeme setkat s pleocytézou neboli patologickym
zvySenim poctu bunék nebo s tzv. patologickou oligocytézou, coz odpovida nalezu
bun¢k v normalnim poctu s patologii v morfologii, jako je naptiklad ptitomnost

aktivovanych bunék (Dufek, 2002).

2.3.1.  Pleocytoza
Pleocytoza zna¢i patologicky zvySeny pocet celularnich elementl
vV mozkomiSnim moku. Podle typu ptevazujicich bunék muizeme pleocytozu rozdélit

na granulocytarni, lymfocytarni, monocytarni ¢i tumorozni. (Dufek, 2002; Vokurka,
a kol., 2007)
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2.3.1.1.  Granulocytdarni pleocytoza
Granulocytarni pleocytdzu lze déle rozdélit podle pievahy jednotlivych druht
granulocytarnich buné¢k na pleocytézu neutrofilnich granulocytdi, eozinofilnich

granulocyti a bazofilt. (Kelbich, a kol., 2009)

Neutrofilni granulocyty (mikrofagy) jsou buiiky nespecifické imunity a maji
zaukol fagocytovat a likvidovat piislu§né patogenni agens. Utastni se piedeviim
eliminace extracelularnich bakterii pifi infekci. Mohou byt v mozkomi$nim moku
pfitomny také jako tzv. ,preventivni neuroprotekce™ pii systémové piitomnosti
nékterych extracelularnich bakterii s vysokou afinitou k CNS (naptiklad Neisseria
meningitidis), pficemz tento stav jesté neznamena patologicky proces v CNS, ale jedna
se o pfipravu na mozny prinik patogennich agens do CNS. Neutrofilni granulocyty
fagocytuji také virové Castice, pouze vSak ve velice ¢asném stadiu virové infekce CNS
a nasledn¢ prechézi nespecificka imunitni odpovéd’ ve specifickou, které se dominantné
ucastni lymfocyty. Ptilezitostné se neutrofilni granulocyty vyskytuji u krvacivych stavii

a fagocytuji neinfekéni substrat — erytrocyty. (Kelbich, a kol., 2009)

Eozinofilni granulocyty mohou byt pfitomny pii alergickém, parazitdrnim nebo
mykotickém onemocnéni, u autoimunitnich chorb, chronickych patologickych procesii
¢1 po operaci mozku (Pecka, 2010). Vyskyt téchto bunéénych elementi v mozkomisnim
moku s vyznamnéj§im a dominujicim zastoupenim vS$ak byva pomémné vzacny

(Kelbich, a kol., 2009).

Bazofily byvaji pfitomny u chronickych neuroinfekci, jako je naptiklad

listerioza, ale nikdy nebyvaji pfevazujici bunéénou fadou (Pecka, 2010).
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Obrazek 12: Fuchs-Rosenthalova komiirka — subarachnoidalni krvaceni (neutrofilni granulocyty

a erytrocyty) (100x). (Autor fotografie: Ilona Fatorova)

Obrazek 13: Cytologicky preparat — subarachnoidalni krvaceni (meutrofilni granulocyty

a erytrocyty) (1000x). (Autor fotografie: Ilona Fatorova)
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Obrazek 14: Fuchs-Rosenthalova komiirka — bakterialni meningitida (neutrofilni granulocyty

a bakterie) (200x). (Autor fotografie: Ilona Fatorova)

a)

Obrazek 15: Cytologicky preparat — a) bakteridlni meningitida (neutrofilni granulocyty a bakterie),
b) bakteridlni meningitida (neutrofilni granulocyty a velké mononukleary) (1000x). (Autor

fotografii: Ilona Fatorova)

2.3.1.2.  Lymfocytarni pleocytoza
U lymfocytarni pleocytdézy mizeme pozorovat aktivované lymfocytarni formy,
pfipadn¢ plazmatické builkky. Lymfocyty patii funkéné do heterogenni skupiny
elementl. Lze je rozdélit na regulaéni Txlymfocyty (CD4+), cytotoxické T, lymfocyty
(CD8+), B lymfocyty tvofici protilatky a NK bunky (tzv. pfirozeni zabijeci). Svételnou
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mikroskopii 1ze rozpoznat vyssi aktivovana stadia B bunék, jako jsou lymfoplazmocyty
a plazmocyty, ostatni lymfocyty rozpoznat nelze. ZvySené pocty a aktivace lymfocytl
vV mozkomiSnim moku jsou spojeny Stzv. ser6znim zanétlivym postizenim CNS
infekéni 1 neinfek¢ni etiologie po odeznéni ¢asné nespecifické zanétlivé odpovédi, nebo
s pfitomnosti zanétlivého procesu s oxidacnim vzplanutim makrofagt, kterym imunitni

systém eliminuje z organizmu intracelularni bakterie, kvasinky a plisn¢. (Kelbich,
a kol., 2009)

Obrazek 16: Fuchs-Rosenthalova komirka — virova meningitida - lymfocyty (100x). (Autor

fotografie: Ilona Fatorova)

‘
|

Obrazek 17: Cytologicky preparat — virova meningitida - lymfocyty (1000x). (Autor fotografie:

Ilona Fatorova)
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2.3.1.3.  Monocytdrni pleocytoza

Elementy monocytarné-makrofagového systému maji za ukol pohlcovat rtizné
Castice endogenniho i exogenniho ptivodu a po intracelularni upravé je prezentovat na
svém povrchu pfislusnym lymfocytim, ¢imz se zapojuje i specifickd imunita. Pti
vySetieni je hodnocena kvantita téchto elementd, morfologické znaky urcujici miru
jejich aktivace aidentifikuje se fagocytovany substrat. Makrofagy muzeme podle
fagocytované¢ho substratu rozdé€lit na erytrofagy, siderofagy, leukofagy, lymfofagy
a lipofdgy, coz nam muze dat informaci o pfitomnosti infekéniho agens v CNS,
detekovat krvaceni do CNS a urcit jeho dynamiku, odhalit tkanovy rozpad, urcit

pfitomnost tzv. ,,pozanétlivé uklidové reakce* atd. (Kelbich, a kol., 2009; Pecka, 2010)

2.3.1.4.  Tumorozni pleocytoza
Nélez nadorovych bun¢k v mozkomisnim moku pomoci cytologického vysetieni
ma velky vyznam. Cytologie likvoru mize byt ¢asto jedinou metodou, kterd potvrdi
pivod nadorového onemocnéni a soucasné umozni i1 odpovidajici onkologickou
klasifikaci ndlezu. Klasickd morfologie nadorovych bun¢k byva doplnéna
imunocytologii a molekuldrni genetikou. Pomoci cytologie je tedy mozny prikaz
nadorovych bunék a také urceni procest, které doprovazeji nadorové onemocnéni,

naptiklad hemoragické a zanétlivé komplikace. (Stoura¢, a kol., 2009)

" ’90

Obrazek 18: Fuchs-Rosenthalova komiirka — velké mononukleary — infiltrace tumoréznimi

buiikami neznamého puvodu (200x). (Autor fotografie: Ilona Fatorova)
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Obrazek 19: Cytologicky preparat — a) i b) Akutni lymfoblasticka leukémie - lymfoblasty (1000x).

(Autor fotografie: Ilona Fatorova)

2.3.2.  Patologicka oligocytoza
Patologicka oligocytdza znaci stav, pii kterém je patologie nikoli v poctu, ale ve
skladbé a morfologii bunc¢k. Podle bunéénych elementl lze patologickou oligocytdozu
rozdélit na oligocytézu lymfocytarni, monocytarni, pfipadné¢ lymfo-monocytarni,

granulocytarni a tumor6zni. (Dufek, 2002)

2.3.2.1.  Patologicka granulocytarni oligocytoza
Granulocyty by nemély byt v likvoru pfitomny ani ojedinéle. Granulocytarni
oligocytdza mlize byt zachycena naptiklad v pocatecni fazi ser6zniho zanétu. Tento stav
vSak netrva dlouho a pfechazi v lymfocytarni pleocytézu. Také mize byt granulocytarni
oligocytoza ptritomna u ischemické 1éze CNS, v tomto piipadé je vSak rychly prechod
na monocytarni  oligocytozu a nasledné¢ monocytdrni  pleocytdézu, nikoli

na granulocytarni pleocytozu. (Pecka, 2010)

2.3.2.2.  Patologicka lymfocytarni oligocytoza
I za normalnich okolnosti mohou byt v mozkomisnim moku lymfocyty ojedinéle
pfitomny. Pokud ale zaznamendme pfitomnost aktivovanych a plazmatickych bunék,
jedna se o patologicky nalez. VétSinou lymfocytarni oligocytoza plynule prechazi
v lymfocytarni pleocytézu. Patologicka oligocytoza je piitomna u chronickych zanéti

a Vv klidové fazi roztrousené sklerozy. (Adam, a kol., 2009; Pecka, 2010)
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2.3.2.3.  Patologickda monocytarni oligocytoza
O patologické oligocytéze mluvime tehdy, jeli pocet monocytl pfevazujici nad
lymfocyty a/nebo je vyssi zastoupeni aktivovanych monocytl. V castych piipadech
je ptitomna fagocytéza. Pokud neni zachycen substrat fagocytozy, jedna
se 0 nespecificky nalez. Monocytarni oligocytéza je pfitomna v termindlni fazi
seroznich 1 purulentnich neuroinfekci, u mozkovych ischémii, mtize doprovazet

nadorova onemocnéni CNS. (Pecka, 2010)

2.3.2.4.  Patologickd tumorozni oligocytoza
U tumordzni oligocytdzy jsou zachyceny nadorové bunky, které nepiekracuji
pocetni normu. Nasledné¢ dochédzi k plynulému pfechodu tumordzni oligocytdzy
k pleocytdze. Tato oligocytdoza byva doprovazena bunéénou reakci, nejéastéji aktivaci
monocytarni fady a fagocytéozou malignich bun€k, pfipadné mohou byt zachyceny
neutrofilni granulocyty nebo aktivované lymfocyty, to ale nebyva casté. (Adam, a kol.,
2009; Pecka, 2010)

V mozkomis$nim moku mizeme nalézt naddorové buniky, které jsou v komtrce tézko
rozpoznatelné naptiklad od bunck vystelky likvorovych cest. Leukemické buitky mohou
byt v komiirce znacné¢ podobné mononukledrnim builkdm a nemusi byt od sebe
rozpoznany. Nadorové buiky spliuji vétSinu z téchto kritérii — polymorfni buiiky,
polymorfni jadra, Cetna aktivovana jadérka, obii buniky, mnohojaderné buiky, zvySeny
pomér jadra a cytoplazmy, Cetné atypické mitdzy, bazofilni cytoplazma a dalsi. (Adam,
a kol., 2009)
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3. Prakticka Cast

3.1. Material

Mozkomi$ni mok se odebira do sterilni zkumavky bez protisrazlivého

a konzervacniho roztoku. Likvor je nutné zpracovat co nejdiive po odbéru.

3.1.1. Charakteristika vySetiovanych vzorkit

Mozkomis$ni mok byl odebran pacientiim ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.
Sbér vysledkl z vySetfeni mikroskopickou metodou a z analyzatoru Sysmex XE-5000
probihal v obdobi od dubna 2010 do bfezna 2013. V tomto Casovém obdobi bylo
pomoci obou metod vySetfeno 291 vzorkli, 4 vzorky byly vyfazeny z divodu
nemoznosti mikroskopického spocitani bunck (pfili§ velka zaplava bunék ve vzorku),
proto byly do statistiky zahrnuty vysledky od 287 odebranych pacientti. V nasledujici
tabulce je charakteristika testovaného souboru pacientt (viz. Tab. 3).

Pacienti byli muzi, zeny i déti vSech vé€kovych skupin s riznymi diagnézami. Mezi
nejcastejs$i diagnozy, pii kterych byl odbér likvoru indikovan, patii lymeska nemoc,
meningitida (bakteridlni, tuberkul6zni, pneumokokova, nepyogenni, atd.), encefalitida,
subarachnoidalni krvaceni, hydrocefalus. Méné Casto byla uvedena diagndza cévni
mozkova piihoda, bolest hlavy, Bellova nemoc, roztrousena skleréza ¢i rizné typy

lymfomt a leukémii.

Tabulka 3: Charakteristika testovaného souboru pacienti

Sbér dat od — do 6.4.2010 — 20.3.2013
Pocet vzorku 287
Pocet muzi 151
Pocet Zen 136
celkovy 51
Vék — prumér muzi 54
Zeny 48
celkovy 56
Vék — median muzi 57
Zeny 52
Vékové rozmezi 1 mésic — 89 let
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3.2. Metody
K vySetfeni mozkomisniho moku jsme vyuzili dvé metody, mikroskopické
stanoveni ve Fuchs-Rosenthalové komurce a vysetfeni na analyzatoru Sysmex XE-5000

VvV rezimu ,,Body fluid*, které jsme nasledné vzajemné porovnavali.

3.2.1.  Mikroskopické vySetieni

Vysettenim likvoru ziskame pichled o kvantité piitomnych typt bunék v likvoru.
Pii pfipravé vzorku likvoru na mikroskopii ve Fuchs-Rosenthalové komtrce byl postup

nasledujici (Fatorova SOPV ¢. 110, 2013):
Vybaveni a pomiicky:
— Svételny mikroskop Olympus BX 40
— Fuchs-Rosenthalova komurka

— Barnatové barvivo (Pfipraveno z Iékarny — koncentrovana kyselina octovéa, fenol

liquefactum, fuchsin 10% vodny roztok, ¢isténa voda)
— Petriho miska s navlhéenou gazou
— Pasteurovy pipety
Postup:

— Do zkumavky napipetovat 225 pl likvoru a 25 pl barnatového barviva a nechat

pusobit 5 minut.

— Obarveny likvor Pasteurovou pipetou nakapat do Fuchs-Rosenthalovy komirky
a nechat 5 minut sedimentovat ve vlhkém prosttedi (naptiklad ve velké uzaviené

Petriho misce s navlhéenou gazou).

—Hodnoceni preparatu — postupovat dle metody popsané v oddile 2.2.3.4. Spocitat
mnozstvi lymfocytl, segmentl, pfipadné jinych bunék (nejcastéji velkych

mononukleart) v celé komurce, zhodnotit pfitomnost a vzhled erytrocyti.

—Jednotlivé pocty bunék vydélit tfemi. Vysledkem je pocet jednotlivych typa
bunck v 1 pl likvoru.
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Pokud je mozkomisni mok pfili§ bunéény (zaplava buné€k), je velmi obtizné a nckdy
i nemozné bunky Vv likvoru zhodnotit. V takovych piipadech se likvor pouze slovné
zhodnoti formou textového komentare misto ¢iselnych hodnot. Slovni popis se vyuziva
1 pfi hodnoceni pfitomnosti a vzhledu erytrocyta (pfitomny ojediné€le, Cetn€, zaplava;

plné, stiny), nékdy i v pfipad¢ zaznamenani neobvyklych bunék.

3.2.2. Sysmex XE-5000, metoda ,,Body Fluid*

Sysmex XE-5000 je hematologicky analyzator, na kterém se stanovuji pocty
a charakteristiky bun¢k z plné krve, ale i z ostatnich télnich tekutin (serdzni tekutina,

synovialni tekutina, mozkomi$ni mok apod.). (Sysmex CZ s.r.0., 2012)

Pomoci ,,Body Fluid* analyzy mizeme v télnich tekutinach stanovit pocet leukocytt
(WBC-BF), erytrocyti (RBC-BF), mononukleartt (MN, vysledna hodnota v procentech
a absolutnich hodnotach), polymorfonukleard (PMN, vysledna hodnota v procentech
a absolutnich hodnotach) a pocet tzv. vysoce fluorescenénich bunék (HF bungk,
vyslednd hodnota v relativnich a absolutnich hodnotach), které se nezapocitavaji
do celkového poctu leukocytil. Jedna se piedevsim o aktivované makrofagy, mezotelie,

siderofagy nebo i o tumordzni bunky. (Sysmex, 2007)

Measurement Parameters Research Parameters
WeC
Item Data Unit Item | Data ur}ft HE-BF histiocyty)
WBC-BF | 0.624 10A9/1 HF-BF#| 0.015 10AG /L
HF -BF% 2.4] |/100wsC
TC-BF#| 0.63%] |10AG/L
(RBC
Item Data unit S L AE DLt
RBC-BF| 0.004| |10A12/L| gg::g; g‘ggg ig:?f’

MN
e (Lymfocyty
Item Data unit m:mo\wl\'-

REC-BF| 0.0044| |10AIZ/L

WBC Differential

Item Data unit

MNE | 0.116| llOﬂQ/L Flag- OHOSTS
Pung | 0.508| |10A9/L |

MN% 0.186| |ratio

PMN% 0.814| |Rratio ’

Bakterialni meningitida (likvor)

Obrazek 20: Vystup z analyzatoru Sysmex XE-5000 reZim ,,Body Fluid“ — likvor bakterialni

meningitida (Autor vystupu: Ilona Fatorova)
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Technické parametry metody ,.Body Fluid“ (Sysmex CZs.r.0., 2012; Sysmex,
2007):
— Rychlost BF analyz je 38 vzorktli za hodinu
— Objem vzorku: 130 pl v otevieném rezimu, 200 ul v uzavieném rezimu
— Opakovatelnost — WBC-BF 30 % nebo méné
— Opakovatelnost — RBC-BF 40 % nebo méné
— Ptesnost (celkovy pocet bunck)
— WABC-BF r = 0,9 nebo vice
— RBC-BF r = 0,8 nebo vice
— Ptesnost (diferencidlni rozpocet)
— MN %, PMN % r = 0,7 nebo vice
— MN #, PMN #r = 0,9 nebo vice
— MN %, PMN %, MN #, PMN # slope = 1+/-0,5

Reagencie potiebné pro analyzu mozkomisniho moku metodou ,,Body Fluid*

jsou sepsany v nasledujici tabulce:

Tabulka 4: Reagencie pro metodu ,,Body Fluid*“ na Sysmex XE-5000 (Sysmex, 2007)

Reagencie Pouziti

CELLPACK Redici roztok pro méfeni erytrocytii (DC detekce)

Reagencie kombinovana s fedicim roztokem pro méfeni
CELLSHEATH
erytrocytll (DC detekce)

Redici roztok kombinovany s barvicim roztokem
STROMATOLYSER-4DL | (STROMATOLYSER-4DS) ke klasifikaci leukocytt

(pritokova cytometrie)

Barvici roztok kombinovany s diluentem
STROMATOLYSER-4DS | (STROMATOLYSER-4DL) ke klasifikaci leukocytt

(pratokova cyttometrie)

Silny alkalicky detergent k promyvani analyzatoru mezi
CELLCLEAN Y Y g PrOTYY Y
analyzami — odstranéni reagencii, zbylych bun¢k apod.

Pii prechodu na rezim pro stanoveni télnich tekutin se analyzator automaticky
promyva, aby byla zajisténa Cistota pozadi (pocet leukocyti se pohybuje v rozmezi
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0 — 1 bunka/pl). Na cistotu pozadi je kladen velky diraz, proto mize byt promyvani
za sebou vicekrat opakovano. Analyzator se automaticky promyva i mezi kazdou
analyzou a tim je zabranéno moznym interferencim mezi jednotlivymi vySetfovanymi

vzorky. (Sysmex CZ s.r.o0., 2011)

Technologické principy méfeni u,Body Fluid“ modu jsou fluorescencni
pritokovéa cytometrie (WBC, DIFF) a impedan¢ni metoda hydrodynamické fokusace
(RBC). (Sysmex CZ s.r.o0., 2011)

e Fluorescenéni pratokova cytometrie

Jedna se o optickou metodu, ktera méfenim fyzikalnich vlastnosti, jako je velikost
a vnitini struktura buiiky, ur¢i kvalitu a kvantitu buné¢nych populaci. Buiiky 1ze obarvit
fluorescenénim barvivem. Fluorescencni barviva se vazi a interaguji s rdznymi
bunéénymi slozkami, jako je naptiklad DNA nebo RNA. U bunék oznacenych
fluorescenéni barvou dojde po prichodu svételnym zdrojem (laserem) k excitaci

fluorochromu a nasledné emisi zateni. (Brown, a kol., 2000)

Pfed samotnym procesem méfeni musi analyzovany vzorek projit preanalytickou
upravou, coz zahrnuje fedéni a chemické reakce. Builkky jsou nésledné¢ obarveny
fluorescen¢nim barvivem a v suspenzi pomoci tenkého laminarniho proudu protékaji
kapildrou, coz umoznuje builkdm jednotlivé projit pies méfici paprsek
monochromatického svétla (laser), ktery protind buiiky. Emitované svétlo je vyzafovano
ve vSech smérech a pomoci optiky, filtri a zrcadel, dochdzi k izolaci konkrétnich
vinovych délek. Kazda buika vykazuje specifické charakteristiky signalti, které jsou
zaznamenany tfemi fotodetektory (forward scatter detektor, side scatter detektor, bo¢ni
fluorescenéni detektor) a nasledn€ zobrazeny v pocitac¢i jako vysledek méfeni

(konkrétni hodnota a Scattergram). (Brown, a kol., 2000; Pavlik, 2010)

Jak jiz bylo feCeno diive v teoretické cCasti, zdkladnimi méfenymi parametry
Vv pritokové fluorescencni cytometrii jsou: rozptyl svétla v malém uhlu podavajici
informace o velikosti bunék = Forward Scatter Channal (FSC), bo¢ni rozptyl, ktery
informuje o vnitini  struktufe bunék (granulace) = Side Scatter Channal (SSC)
a nasledn¢ informace o strukturach fluorescenéné nabarvenych = Fluorescence (FL).

(Benovska, a kol., 2011)
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Timto zpisobem se na analyzatoru Sysmex XE-5000 v rezimu ,,Body Fluid*
stanovuje celkovy pocet leukocyti, dale pocty polymorfonukleard, mononuklearti a HF

bunék. (Sysmex, 2007)

e Hydrodynamické fokusace — DC detekce (Impedanéni méfici metoda)

Pomoci hydrodynamické fokusace dojde k rozdéleni bunck v suspenzi tak, aby
postupovaly v fadé jedna za druhou a kazda mohla byt jednotlivé proméfena. Suspenze
bunck je tryskou (tenkd kapilara) vhanéna do trubice (siln€jsi kapilara), ve které proudi
nosna kapalina rychleji. Dojde ke strhavani bunc¢k proudem a tim k usmémnéni jejich
pohybu. Bunééné elementy se rovnomérné rozprosttou a udrzuji mezi sebou vhodnou
vzdalenost. Hydrodynamicka fokusace zefektiviiuje a zptesiiuje celkové méieni, dojde

ke zvySeni €¢innosti metody. (Benovska, a kol., 2011; Pavlik, 2010)

Kvantita bun€k je stanovovana pomoci impedancéni analyzy. Diky metodé
hydrodynamické fokusace prochéazeji bunééné elementy jednotlivé za sebou pritokovou
mefici kyvetou, ve které jsou méteny zmeény elektrického odporu (impedance) mezi
dvéma elektrodami. Projde-li ¢astice mezi elektrodami, dojde ke vzniku impedanéniho
impulzu. Pocet impulzii za Casovou jednotku odpovidd poctu bunék v hodnoceném

vzorku. (Penka, a kol., 2011)

Timto zpisobem se na analyzatoru Sysmex XE-5000 v modu ,,.Body Fluid“

stanovuji erytrocyty. (Sysmex, 2007)
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3.3. Vysledky

3.3.1.  Statistické zpracovani

Nasim ukolem bylo porovnat tyto dvé metody, pomoci kterych je mozné urcit pocet
bunék v mozkomisnim moku. Pro statistické zpracovani jsme vyuzili Bland-Altmanovy
grafy. Tyto grafy hodnoti vztah rozdilu hodnot ziskanych obéma metodami (na ose y)
K priméru téchto hodnot (na ose x). Také jsme srovnali hodnoty nizkobunéénych
vzorkt stanovenych mikroskopickou metodou a metodou ,,Body Fluid* na analyzatoru
Sysmex XE-5000 s vyznacenim limitli pro normalni nalez, toto porovnani slouzi pro
zachyceni falesné negativnich vysledkli naméfenych obéma metodami. Na 10 vzorcich
o dostate¢ném objemu jsme ovérili opakovatelnost analyzatorové metody, kdy jsme
opakované v kratkych casovych intervalech po sobé méfili v rezimu ,,Body Fluid*
stejny vzorek mozkomi$niho moku. Z naméfenych hodnot jsme vypocetli variacni
koeficient. Na 4 vzorcich likvoru o dostatecném objemu jsme zkusili ovétit stabilitu
materialu v Case. Statistické a grafické vyhodnoceni jsme provedli pomoci Microsoft

Office Excel 2007. (Dohnal, 2000; Hendl, 1997; Pernikaf, 2005)

3.3.2.  Bland-Altmanovy grafy

Bland-Altmanovy grafy jsou vytvofeny pro porovnani celkového poctu
leukocytli, polymorfonuklearii, mononuklearti (graf 1 — 3) a také pro pocet leukocytt,
PMN a MN vyssi nez 100 bunék v 1 pl (graf 4 — 6) anizsi nez 100 bun¢k v 1 ul
(graf 7 — 9). Pro ptehlednost jsou v tabulce pifed danymi grafy zaznamenany hodnoty,

ze kterych jsme vychazeli.
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Leukocyty - cely soubor

Tabulka

5: Udaje ke grafu 1

Poti‘ebné udaje pro vytvoreni Bland-Altmanova grafu - WBC

hodnot u jednotlivych vzorka

Vypocet rozdilt (XE-5000 — Mikroskopie) a praiméri z naméeienych

Primeér (z vypocitanych rozdilovych hodnot) 110,2
SD (z vypo¢itanych rozdilovych hodnot) 672,4
1,96*SD 1317,9
Primér + 1,96 SD 1428,1
Primeér - 1,96 SD -1207,7
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Graf 1: Bland-Altmaniv graf — leukocyty
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e Polymorfonukleary — cely soubor

Tabulka 6: Udaje ke grafu 2

Poti‘ebné udaje pro vytvoieni Bland-Altmanova grafu — PMN

Vypocet rozdilti (XE-5000 — Mikroskopie) a prumérti z namétenych
hodnot u jednotlivych vzorki

Primeér (z vypocitanych rozdilovych hodnot) 82,3
SD (z vypo¢itanych rozdilovych hodnot) 602,9
1,96*SD 1181,7
Primér + 1,96 SD 1264,0
Primér-1,96 SD -1099,5
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Graf 2: Bland-Altmanuv graf — polymorfonukleary
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e Mononukleary — cely soubor

Tabulka 7: Udaje ke grafu 3

Poti‘ebné udaje pro vytvoieni Bland-Altmanova grafu — MN

hodnot u jednotlivych vzorka

Vypocet rozdili (XE-5000 — Mikroskopie) a priuméri z namétenych

Primeér (z vypocitanych rozdilovych hodnot) 40,4

SD (z vypocitanych rozdilovych hodnot) 157,8
1,96*SD 309,3
Primér + 1,96 SD 349,7
Priimér-1,96 SD -268,9

Mononukleary (pocet v ul)

Bland Altmantv graf - XE 5000 x mikroskop (n = 287)
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Graf 3: Bland-Altmaniv graf — mononukleary
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e | eukocyty — hodnoty vyssi nez 100 bunék v 1 ul

Tabulka 8: Udaje ke grafu 4

Poti‘ebné udaje pro vytvoieni Bland-Altmanova grafu —
WABC vysS$i nez 100 bunék v 1 pl

Vypocet rozdila (XE-5000 — Mikroskopie) a priméri z naméfenych
hodnot u jednotlivych vzorka

Primér (z vypocitanych rozdilovych hodnot) 428,6

SD (z vypo¢itanych rozdilovych hodnot) 1318,2
1,96*SD 2583,6
Primér + 1,96 SD 3012,2
Primér-1,96 SD -2155,0
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Graf 4: Bland-Altmaniv graf — leukocyty vy$$i nez 100 v 1 pl
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e Polymorfonukleary — hodnoty vys$si nez 100 bunék v 1 ul

Tabulka 9: Udaje ke grafu 5

Poti‘ebné tidaje pro vytvoieni Bland-Altmanova grafu —
PMN vyssi nez 100 bunék v 1 pl

hodnot u jednotlivych vzorka

Vypocet rozdilt (XE-5000 — Mikroskopie) a praimérii z naméfenych

Primér (z vypocitanych rozdilovych hodnot) 482,6

SD (z vypo¢itanych rozdilovych hodnot) 1436,6
1,96*SD 2815,7
Pramér + 1,96 SD 3298,2
Primér-1,96 SD -2333,1

Polymorfonukleary vyssi nez 100 (pocet v pl)
Bland Altmanuv graf - XE 5000 x mikroskop (n = 47)

4200 >

Rozdil metod
%
8

- — - -

Prumeér metod

0 700 1400 2100 2800 3500 4200 4900 5600 6300 7000 7700 8400

- - Prumer
odchylek

Prumeér
odchylek
+1,96 5D

Prumér
odchyle-
1,9650D

Graf 5: Bland-Altmaniv graf — polymofonukleary vyssi nez 100 v 1 pl
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e Mononukleary — hodnoty vys$si nez 100 bunék v 1 ul

Tabulka 10: Udaje ke grafu 6

Poti‘ebné tidaje pro vytvoieni Bland-Altmanova grafu —
MN vys8i nez 100 bunék v 1 ul

hodnot u jednotlivych vzorka

Vypocet rozdil (XE-5000 — Mikroskopie) a primérti z naméfenych

Primér (z vypocitanych rozdilovych hodnot) 2149
SD (z vypo¢itanych rozdilovych hodnot) 351,9
1,96*SD 689,7
Primér + 1,96 SD 904,6
Praimér-1,96 SD -474.8
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Graf 6: Bland-Altmaniv graf — mononukleary vys$$i nez 100 v 1 pl
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Leukocyty — hodnoty nizsi nez 100 bunék v 1 ul

Tabulka 11: Udaje ke grafu 7

Poti‘ebné udaje pro vytvoieni Bland-Altmanova grafu —

WBC niZzsi nez 100 bunék v 1 pl

Vypocet rozdilti (XE-5000 — Mikroskopie) a priméri z naméfenych

hodnot u jednotlivych vzorka

Primér (z vypocitanych rozdilovych hodnot) 7,5

SD (z vypo¢itanych rozdilovych hodnot) 12,3
1,96*SD 24,1
Pramér + 1,96 SD 31,6
Primér-1,96 SD -16,6
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Graf 7: Bland-Altmaniv graf — leukocyty niZ$i nez 100 v 1 pl

44



e Polymorfonukleary — hodnoty nizsi nez 100 bunék v 1 nl

Tabulka 12: Udaje ke grafu 8

Poti‘ebné tidaje pro vytvoieni Bland-Altmanova grafu —
PMN niZz8i nez 100 bunék v 1 pl

Vypocet rozdilti (XE-5000 — Mikroskopie) a priméri z naméfenych
hodnot u jednotlivych vzorka

Primér (z vypocitanych rozdilovych hodnot) 3,9

SD (z vypo¢itanych rozdilovych hodnot) 11,1
1,96*SD 21,8
Pramér + 1,96 SD 25,7
Primér-1,96 SD -17,9
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Graf 8: Bland-Altmaniv graf — polymorfonukleary nizsi nez 100 v 1 pl
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e Mononukleary — hodnoty nizs§i nez 100 bunék v 1 ul

Tabulka 13: Udaje ke grafu 9

Poti‘ebné tidaje pro vytvoieni Bland-Altmanova grafu —

MN nizsi nez 100 bunék v 1 pl

Vypocet rozdilti (XE-5000 — Mikroskopie) a priméri z naméfenych

hodnot u jednotlivych vzorka

Primér (z vypocitanych rozdilovych hodnot) 8,1

SD (z vypo¢itanych rozdilovych hodnot) 14,4
1,96*SD 28,1
Pramér + 1,96 SD 36,2
Primér-1,96 SD -20,1

100
50
80
70
60
50
40
30
20
10

Rozdil metod

-10
-20
-30

Mononukleary nizsi nez 100 (pocet v pl)

Bland Altmantv graf - XE 5000 x mikroskop (n = 242)

“+
*
o %
.’.’ ' *
0: 0’ Q’
' 4 0“
seS,.” _

40 -

Priumér metod

100

- e Pramér
odchylek

. P MVOT
odchylek +
1,96SD

Pramér
odchylek -
1,96 5D

Graf 9: Bland-Altmaniv graf — mononukleary niz$i nez 100 v 1 pl




3.3.3.

Srovnavaci grafy

Na nasledujicim grafu je prezentovano srovnani hodnot nizkobunéénych vzorki

(naméfené¢ hodnoty do 100 bunék v pl) stanovenych mikroskopickou metodou

a metodou ,,Body Fluid“ na analyzatoru Sysmex XE-5000 s vyznacenim limit pro

normalni nalez (fyziologicka oligocytza). Limity pro analyzované bunééné elementy

jsou uvedeny v tabulce 14. Porovnani slouzi pro zachyceni falesné negativnich vysledka

naméfenych obéma metodami.

Tabulka 14: Fyziologicka oligocytéza (Fatorova SOPV ¢&. 110, 2013; Peskova, 2013 )

Mikroskop Analyzator
Voaet | prepocetnaut | PSR | prepocet na
Leukocyty nevydavaji se 3-4 0,007 x 10°/1 7
Lymfocyty* 10/3 3-4 0,007 x 10%I 7
Segmenty 0/3 0 0,003 x 10%!I 3
Velké MN** 0/3 (slovng) 0 nevydavaji se -
Eozinofily nevydavaji se - 0,000 x 10%/1 0
HF buiiky*** | nevydavaji se - 0,000 x 10%!I 0
Erytrocyty 0/3 (slovne) 0 0,000 x 10%/1 0

* Analyzator hodnoti MN (lymfocyty + monocyty)
**Velké MN — monocyty, makrofagy, mezotelie, tumor6zni bunky
***HF bunky — makrofagy, mezotelie, tumordzni bunky
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Graf 10: Srovnavaci graf — leukocyty

Falesna negativita u leukocyti byla zaznamenana celkové u 37 vzork.

Z toho byly umetody ,Body Fluid“ stanoveny 4 vzorky jako falesné negativni

a U mikroskopické metody to bylo zbylych 33 vzork.

Tabulka 15: Fale$né negativni vzorky

Falesn¢€ negativni vzorky —
metoda ,,Body Fluid*

Fale$né€ negativni vzorky —
mikroskopickd metoda

Leukocyty 4

33
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3.3.4.

Opakovatelnost

U deseti vzorkl jsme ovéiovali opakovatelnost v sérii. Kazdy vzorek mozkomisniho

moku byl proméfen metodou ,,Body Fluid*“ na analyzatoru Sysmex XE-5000 pétkrat

v kratkych casovych intervalech po sobé. Mezi opakovanym proméfovanim nebyl

stanovovan jiny vzorek. Nasledn¢ jsme z opakovanych méteni vypocitali primérnou

hodnotu, smérodatnou odchylku a varia¢ni koeficient (viz. Tab. 16).

Tabulka 16: Souhrn vysledki — opakovatelnost

Priimér sD v
Pacient WBC RBC WBC RBC WBC RBC
1 0,336 0 0,00757 0 22,5288 0
2 1,4324 0,003 0,032876 0 2,295136 0
3 1,3356 0,001 0,011845 0 0,886855 0
4 0,268 0 0,001673 0 0,624373 0
5 0,0116 0 0,001342 0 11,56587 0
6 0,4196 0,0056 | 0,013903 | 0,000548 | 3,31345 | 9,78076
7 0,0122 0 0,003033 0 24,86189 0
8 0,2608 0,0018 | 0,020801 | 0,000447 | 7,976013 | 24,8452
9 0,162 0,009 0,006124 0 3,780077 0
10 0,4554 0 0,033516 0 7,359611 0

Jak jiZz bylo uvedeno diive v technickych parametrech analyzatoru, hodnoty

opakovatelnosti pro WBC-BF jsou 30 % nebo mén¢ a pro RBC-BF je to 40 % nebo

méne.

49



3.3.5. Stabilita v case

Pii stanovovani poctu bunék v ramci sledovani stability v ¢ase, byl vzorek
mozkomisniho moku rozdélen do dvou zkumavek. Jedna zkumavka byla mezi métenim
uchovavana pii pokojové teplot¢ a druhd zkumavka se vzorkem byla uchovavéana
Vv chladni¢ce. Méfeni obou vzorki metodou ,,Body Fluid*“ na analyzatoru Sysmex XE-
5000 probihalo celkem pétkrat — po piijeti vzorku do laboratoie (T0), za 5 hodin po
prvnim meéteni (T+5), za 24 hodin po prvnim méfeni (T+24), za 48 hodin po prvnim
méteni (T+48) a naposledy za 72 hodin po prvnim méteni (T+72). Takto jsme promé&fili

celkem ctyti vzorky likvoru o dostate¢ném objemu.

Na ukazku uvaddim vysledné grafy, které vznikly z proméfovani vzorku
od jednoho pacienta. Jde o Ctyfi grafy, na kterych je znazornéna stabilita v Case
pro mononukleary, polymorfonukleary, leukocyty a erytrocyty. Z grafu (i z téch, které
zde nejsou uvedeny) vyplyva, ze stabilita bun¢k z bilé tfady u vzorki, které byly
uchovavany pii pokojové teploté, je ptiblizné 48 hodin, nasledné dochazi k poklesu
poctu bunék, coz je patrné u méfeni po 72 hodinach. U vzorki, které byly skladovany
pfinizsich teplotach v chladnicce, nedoSlo k vyraznéjSim zméndm ani za 72 hodin.
Co se tyka poctu erytrocytd, nedochdzelo k vyraznému ovlivnéni teplotou ani dobou

skladovani vzorku.

——15-25°C

Stabilitav case - mononukleary | _ , ..
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0,07 e

0,06 \'//.7\(“—'
0,05

5
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) , \
S 004 \
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Graf 11: Stabilita v ¢ase — mononukleary
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Stabilita v case - polymorfonukleary
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Graf 14: Stabilita v ¢ase — erytrocyty
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4. Diskuze a zaver

Nasim ukolem bylo zjistit, zda by bylo mozné nahradit mikroskopickou metodu
pro stanoveni po¢tu bun¢k v mozkomi$nim moku za stanoveni pomoci rezimu ,,Body
Fluid* na analyzéatoru Sysmex XE-5000. Abychom byli schopni odpovédét na zadanou

otazku, museli jsme shromazdit data z obou metod a ta vyhodnotit.

Z Bland-Altmanovych grafi pii porovnavani obou metod jasné vyplyva,
ze pokud je likvor malo bunécny (pocty WBC, MN, PMN < 100/ul), jsou vysledné
pocty vSech bunék ziskané obéma metodami srovnatelné. Rozptyl hodnot rozdilii obou
metod je velmi uzky a pohybuje se blizko primérné hodnoty rozdila (viz grafy 7 — 9).
S rostoucim poctem bunék v mozkomisnim moku se rozptyl hodnot od primeérné
hodnoty rozdili obou metod zvétsuje a je dobie patrné, Ze ziskavame vys$si hodnoty
z analyzatoru metodou ,,Body Fluid“ nez pii mikroskopickém stanoveni (viz grafy 1 —
6). Je to dano tim, ze vysledky z analyzatoru Sysmex XE-5000 jsou piesnéjsi. Pii
mikroskopickém stanoveni vstupuje do procesu lidsky faktor (manualni barveni likvoru
a nasledné manualni naplnéni komurky, subjektivni mikroskopicka analyza pii malém
zvétSeni). Mikroskopicka metoda je tudiz zatizena subjektivni chybou, jejiz vliv se pii
vySetfeni bunééné bohatych vzorka vyrazné zvysuje. U nékolika odlehlych hodnot pii

hodnoceni vysoce bunécnych vzorkli obéma metodami je potfeba vzit v tvahu praveé

tyto faktory.

Pomoci srovnavaciho grafu s vyznacenymi limity fyziologickych mezi pro obé¢
metody jsme na skupiné¢ malo bunéénych vzorki (po¢et WBC < 100/ul) ovétili, kolik
falesn¢ negativnich vysledk ziskame obéma metodami. V ptipadé analyzatorové
metody byly faleSné negativni 4 vzorky, a to pouze 0 n¢kolik buné¢k. U mikroskopicke
metody jsme faleSnou negativitu zaznamenali ve 33 piipadech, casto s rozdilem
i n€kolika desitek bunék (viz graf 10). Z tohoto zjisténi opét vyplyva, ze analyzatorova

metoda je piesnéjsi.

U metody ,,Body Fluid“ jsme ovéfili i opakovatelnost v sérii. 10 vybranych
vzorkd likvorti jsme zméfili opakované 5x za sebou za podminek opakovatelnosti.

Varia¢ni koeficient byl vypocitan z naméienych hodnot leukocytii a erytrocytt. U vSech
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deseti vzorkl jsme dosahli hodnot, které¢ odpovidaly limitim uvedenym vyrobcem —

pro WBC je CV <30 % a pro RBC je CV <40 % (viz tabulka 16).

U 4 vybranych vzorki mozkomisniho moku (patologicky nalez, vétsi objem
vzorku) jsme zjistovali stabilitu materialu v ¢ase. Material jsme po prvnim vySetieni
rozd¢lili na polovinu, jednu ¢ast jsme uchovavali pii teploté¢ 15 — 25 °C, druhou pii
teploté 2 — 8 °C a postupné jsme obé ¢asti analyzovali v ¢asovych intervalech — 5, 24,
48 a 72 hodin od odbéru. Zjistili jsme, ze leukocyty ve vzorcich uchovavanych pfi
teplot¢ 2 — 8 °C jsou stabiln€jsi nez leukocyty uchovavané pfi teploté¢ 15 — 25 °C
(viz grafy 11 — 13). Erytrocyty byly stabilni po celou dobu sledovani ve vzorcich
uchovavanych pii obou teplotach (viz graf 14). V likvorech, které jsme takto
analyzovali, vsak nebyla piitomna vyrazna patologie. Nemé¢li jsme moznost, z diivodu
nedostate¢ného mnozstvi odebraného materidlu, ovéfit stabilitu bunék v likvorech
vysoce bunécnych nebo tumordznich, ve kterych se bunky rozpadaji daleko rychleji,

a vyzaduji co nejrychlejsi zpracovani.

Vysetfeni mozkomisniho moku v rezimu ,,Body Fluid* na analyzatoru Sysmex
XE-5000 méa nesporné vyhody proti manudlni mikroskopické metodé¢ a témi jsou
rychlost metody a jeji automatizace. Tim je zarucCena jeji vyssi pfesnost, coz bylo
prokazano i pomoci Bland-Altmanovych grafi a srovnavaciho grafu. Pfi vySetfeni
vysoce bunécnych vzorkll likvorti (meningitida, subarachnoidalni krvéaceni atd.),
patologickych vzorkl likvordi (Ié€eni pacienti, tumor6zni infiltrace) nebo vzorkl
mozkomiSniho moku, u kterych interferuje néjaka piimés (napf. bakterie, fibrinova
vladkna apod.), je pifi mikroskopickém hodnoceni problém se zafazenim jednotlivych
typtt bun¢k, v nékterych ptipadech neni mozné pocetni hodnoty bunc¢k vydat vibec
(zéplava bunék v likvoru, necitelnd morfologie bunéénych jader apod.). Tento problém
u analyzatorové metody odpada. Analyzator rovnéz vydava pocetni hodnoty erytrocytl
a tzv. HF bun€k (makrofagli, mezotelii nebo tumordznich bunék), které se pfi

mikroskopickém hodnoceni vétSinou popisuji pouze slovné.

Z nasi prace vyplyva, ze vySetfeni mozkomisniho moku v rezimu ,,Body Fluid*
na analyzatoru Sysmex XE-5000 se jevi jako vhodna alternativa k mikroskopickému
stanoveni pocCtu bunék ve Fuchs-Rosenthalové komirce a muze tuto metodu plné
nahradit. Nemtze vSak v zadném piipad¢ nahradit cytologické hodnoceni likvoru, které
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ma v klinice nezastupitelny diagnosticky vyznam. Casova odezva tohoto vySetfeni

je vsak delsi, v fadu n¢kolika dni.

Prvni informaci o pleocytdéze nebo patologické oligocytoze V likvoru obdrzi klinik
praveé diky vysSetfeni ve Fuchs-Rosenthalové komurce. Zavedenim nové analyzatorové
metody dojde K rychlejSimu vydavani piesnéjsich vysledku, které nebudou ovlivnény
subjektivni chybou pracovnika nebo vnéjsimi vlivy, které nedovoli vzorky adekvatné

zhodnotit.
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Prilohy

Tabulka 17: Primarni data

VEk XE-5000 ,,Body Fluid* Mikroskop
WBC | RBC | PMN# | MN# | HF-BF# | WBC | RBC | PMN | MN [ Hist-mono
1| o] 0263 | 0084 | 0213 | 005 0 a6 | Z%1Va 6 1 g0 | Pitomny
pIné i stiny
2 |64 | o001 0 0,004 | 0,006 0 15 0 0 15 0
3 | 78 | o011 0 0,003 | 0,008 0 24 0 2 22 0
4 | 73| 0028 | 0,001 | 0,008 | 0,02 0 47 | Plnéistiny | 2 45 0
5 | 36| 0033 0 0,009 | 0,024 0 77 | Oedinéle |6 1 g7 0
stiny
6 | 54 | 0298 | 0,002 | 0,214 | 0084 | 0015 | 656 |Pméistiny | 488 | 24 144
7 | 57| o014 0 0,001 | 0,013 0 gg | Oledindle |4 23 0
stiny
36 | 007 | 0,003 | 0,054 | 0,016 0 84 | Plnéistiny | 48 | 28 8
9 | 61 | 13,156 | 0,008 | 12,828 | 0,328 | 0,15 | 13056 0 12800 | 256 | Pritomny
10 | 61 [ 216994 | 04 | 21563 | 1,364 | 1812 | Nelze | Nelze | Nelze | Nelze | Nelze
11 | 64 | 2,306 0 2,147 | 0,159 | 0,004 | 8384 0 8320 | 64 | Ojedindle
12| 64 | 6131 | 0001 | 5863 | 0268 | 0,008 | 11456 szg;r;ele 11328 | 128 | Ojedingle
13 | 52 | 0024 | 0022 | 0009 | 0,015 0 33 Cei“;fl,’npylne 5 28 | Ojedingle
14|52 002 | 0019 | 0005 | 0015 0 86 Cei“;z’nf;lne 10 | 76 | Ojedingle
15[ 52 | 0357 | 0,008 | 0,034 | 0,323 | 0004 | 420 |Plnéistny| 8 | 412 | Ojedindle
16 [ 52 | 0243 | 0,002 | 0027 | 0,216 | 0,003 | 408 PIné 8 | 400 | Ojedindle
17 [ 52 | 013 | 0,001 | 0,007 | 0123 | 0001 | 336 | Ojedindle | 8 | 328 | Ojedindle
18 | 52 | 0,096 0 0,007 | 0,089 0 200 | Ojedindle | 8 | 192 | Ojedindle
19 [ 52 | 0,042 0 0,001 | 0,041 0 97 0 1 96 | Ojedindle
20 | 36 | 0,766 | 0,762 | 0,703 | 0,063 | 0,001 | 816 | Ceme | 704 | 112 | Ojedindle
21| o | 0055 0 0,001 | 0054 | 0001 | 72 OJ;?I‘]Zele 12 | 60 | Pitomny
22| o [ 0055 0 0,005 | 0,05 0 80 | Ojedindle | 16 | 64 | Ojedindle
23| o | 0145 | 0024 | 009 | 0055 | 0001 | 222 Ceit:znpylne 174 | 48 | Pritomny
24 | 76 | 0,004 | 0,005 | 0,002 | 0,002 0 6 | Plnéistiny | O 6 0
25 | 54 | 0514 | 001 | 0406 | 0,108 | 0,005 | 1152 | Cemé | 928 | 224 | Pritomny
26 | 54 | 9432 | 007 | 7684 | 1,748 | 0,037 |10363 Cei“;z’npylne 10240 | 123 | Pitomny
27 | 54 | 0,189 | 0,004 | 0,13 | 0,059 0 384 | Plnéistiny | 224 | 160 | Ojedindle
28 | 54 | 0,006 0 0,002 | 0,004 0 4 0 2 2 velmi
ojedingle
29 | 41 | 55,003 | 1,722 | 52,812 | 2,191 | 1,989 | Nelze | Zaplava | Nelze | Nelze | Pritomny
30 | 41 | 0536 | 0,001 | 033 | 0206 | 0,002 | 706 Stiny 620 | 86 | Ojedindle
31| 41| 0223 | 0001 | 0134 | 0089 | 0004 | 288 OJ:S:;ele 216 | 72 | Pfitomny
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Vék XE-5000 ,,Body Fluid* Mikroskop
WBC | RBC | PMN# | MN# | HF-BF# | WBC | RBC | PMN | MN | Hist-mono
32| 65 | 0,624 | 0,004 | 0508 | 0,186 | 0015 | 1674 | Stmy | 1610 | 64 | Prtomny
33 | 40 | 0,006 0 0,004 | 0,002 0 3 2 1 2 0
34 | 88 | 0,024 | 0,001 | 0,012 | 0,012 0 9 Stiny 8 1 0
35 | 12 | 0,003 0 0,003 0 0,002 | 13 0 0 P 1
36 | 12| 0,287 0 0232 | 0055 | 0003 | 498 OJ:S;‘;"I" 446 | 52 | Ojedingle
37 | 12 | o101 0 0,036 | 0,065 | 0,001 | 284 0 244 | 40 0
38 | 55 | 0,007 0 0,002 | 0,005 0 1 0 0 1 0
39 | 53 | 0,002 0 0,001 | 0,001 | 0,001 6 0 2 4 0
40 | 73 | 0044 | 0,067 | 0,029 | 0015 | 0003 | 16 | Prtomny | 13 3 2
41 | 54 | o011 0 0,003 | 0,008 0 5 0 1 4 0
42 [ 58 | 0,002 0 0,001 | 0,001 | 0,001 2 0 0 2 0
43 | 63 | 0,023 0 0,02 | 0,003 0 3 0 0 3 0
44 | 40 | 0,003 0 0,002 | 0,00 | 0,001 5 0 1 4 0
45 | 57 | o001 0 0,007 | 0,003 | 0001 | 28 | Ojedincle | 24 4 0
46 | 73 | 0,039 0 0,005 | 0,034 0 82 0 12 | 62 8
47 | 57 | 0,089 | 0,002 | 0,013 | 0076 | 0,002 | 90 | Pritomny | 3 87 0
48 | 28 | 0,008 0 0,004 | 0,004 | 0,002 3 0 0 3 0
49 | 40 [ 0,004 0 0,003 | 0,001 0 0 0 0 0 0
50 | 60 | 0,007 0 0,005 | 0,002 0 11 0 9 2 0
51 | 34 | 0,007 0 0,002 | 0,005 0 4 0 0 4 0
52| 8 | 0,002 | 0,001 0 0,002 0 8 | Ojedindle | 1 7 0
53 [ 32 | 0,108 | 0,017 | 006 | 0,048 | 0001 | 237 | Cemé | 113 | 124 | Ojedindle
54 | 34 | 0,001 0 0,001 0 0,001 1 0 0 1 0
55 | 68 | 0,014 0 0,004 | 001 | 0,001 7 0 0 7 0
56 | 60 | 0,007 0 0,003 | 0,004 0 0 oi. 0 0 0
57 [ 70 | 0061 | 002 | 0044 | 0017 | 0004 | 143 | Ceme | 125 | 16 2
58 | 57 | 0,002 0 0,001 | 0,001 0 1 0 0 1 0
59 | 42 | 0,423 | 0,004 | 0,305 | 0,118 | 0,006 | 320 0 288 | 32 0
60 | 35 | 0,007 0 0,004 | 0,003 0 2 0 0 2 0
61 [ 51 | 007 | 0111 | 0057 | 0013 0 21 Cetné 4 17 0
62 | 7 | 0,047 0 0,013 | 0,034 | 0002 | 104 0 12 | 92 | Pritomny
63 | 61 | 0,009 0 0,005 | 0,004 | 0001 | 16 | Ojedincle | 5 11 0
64 | 87 | 0,043 | 0,001 | 0,006 | 0,037 0 100 | Ojedinéle | 12 | 88 Misty
65 | 62 | 0,01 0 0,01 0 0 0 0 0 0 0
66 | 37 | 0,012 | 0,001 | 0,002 | 0,01 0 20 | Ojedindle | 6 P 2
67 | 58 | 0,005 0 0,003 | 0,002 0 7 | Ojedindle | 2 5 0
68 | 72 | 0,003 | 0,002 | 0,001 | 0,002 0 4 | Prtomny | 3 1 0
69 | 61 | 0,202 | 0,047 | 0,109 | 0,093 | 0002 | 488 | Ceme | 324 | 164 | Pritomny
70 | 74 | 0,003 0 0 0,003 | 0,001 2 0 0 2 0
71 | 63 | 0,003 0 0,003 0 0 4 0 0 4 0
72 | 19 [ 0,004 0 0,011 | 0,083 | 0001 | 198 0 2 | 196 | Pritomny
73 | 24 | 0,006 0 0,004 | 0,002 0 7 0 2 5 0
74 | 37 | 0,034 | 00001 | 0,002 | 0,032 0 44 | Ojedindle | 12 | 32 | PHtomny
75| 6 | 0017 | 0,001 | 0,006 | 0,011 0 21 | Ojedindle | 8 13 0
76 | 22 | 0,013 0 0,012 | 0,001 0 3 0 0 3 0
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Vék XE-5000 ,,Body Fluid* Mikroskop
WBC RBC | PMN# MN# | HF-BF# | WBC RBC PMN | MN | Hist-mono

77 |1 66 | 0,006 0,001 0,003 0,003 0 3 Ptitomny 0 3 0
78 | 48 | 0,003 0 0,002 0,001 0 4 0 1 3 0
79 | 10 | 0,034 0,002 0,028 0,006 0 18 Ojedinéle 4 14 Ojedinéle
80 | 41 | 0,004 0 0,002 0,002 0 3 0 1 2 0
81 ] 87 | 0,092 0 0,004 0,088 0,001 166 0 2 164 Misty
82 ] 35| 0,002 0 0,001 0,001 0 2 0 1 1 0
83| 15 | 0,042 0,009 0,004 0,038 0,001 107 Cetné 6 101 | Ojedinéle
84 | 51 | 0,444 0,011 0,339 0,105 0,005 1176 | Pfitomny | 1096 80 Pitomny
851 0 0,004 | 0,0001 [ 0,001 0,003 0 7 Ojedinéle 4 3 0
86| 1 0,036 | 0,0001 | 0,014 0,022 0,001 6 0 0 6 0
87 1] 79 | 0,001 0 0 0,001 0,001 7 0 3 4 0
88 | 75 | 0,007 0 0,001 0,006 0 1 0 0 1 0
89 ] 35 | 0,001 0 0,001 0 0 1 0 1 0 0
90 | 67 | 0,039 0 0,007 0,032 0 117 0 9 108 Misty
91| 4 0 0 0 0 0,001 1 0 0 1 0
92| 71 0 0 0 0 0 3 0 0 3 0
93 | 68 0,062 0,031 0,042 0,02 0,001 47 Piitomny 16 31 Piitomny
94 | 68 | 0,159 0,053 0,129 0,03 0,001 292 Cetné 256 36 0
95| 68 | 0,317 0,013 0,268 0,049 0,001 660 Ptitomny 524 136 Pfitomny
96 | 68 | 0,705 0,016 0,565 0,14 0,005 932 Pfitomny 736 196 Pfitomny
97 | 68 | 0,358 0,005 0,294 0,064 0,001 612 Ptitomny 536 76 Piitomny
98 | 68 | 0,044 0,002 0,031 0,013 0 58 Pitomny 46 12 Piitomny
99 | 57 | 0,206 0,119 0,133 0,073 0,002 296 Cetné 208 88 Pfitomny
100| 57 | 0,064 0,046 0,018 0,022 0,002 84 Cetné 62 22 Pfitomny
101] 56 | 0,022 0 0,004 0,018 0 47 0 2 45 0
102 58 | 0,061 0,001 0,008 0,053 0 74 Pitomny 7 67 Misty
103 67 | 0,645 0,056 0,459 0,186 0,01 1088 Cetné 944 144 Cetné
104 67 | 0,107 0,014 0,061 0,046 0,002 184 Cetné 132 52 Piitomny
105] 40 | 0,023 0 0,003 0,02 0,001 98 0 13 45 40
106 | 71 | 220,411 | 0,173 | 176,678 | 43,733 1,053 Nelze Nelze Nelze | Nelze Nelze
107 | 47 | 0,004 0 0,002 0,002 0 0 0 0 0 0
108 63 | 0,002 0 0,002 0 0 4 0 0 4 0
109] 66 | 0,001 0 0 0,001 0 2 0 0 2 0
110] 71 | 0,001 0 0 0,001 0,001 0 0 0 0 0
111] 70 | 0,349 0 0,059 0,29 0,003 1000 0 88 912 | Ojedinéle
112| 41 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
113] 60 | 0,006 0 0,004 0,002 0 15 0 8 4 3
1141 44 | 0,135 0,156 0,044 0,091 0,002 230 Zaplava 69 161 | Ojedinéle
115] 70 | 0,006 0 0,003 0,003 0 5 0 2 3 0
116 | 56 | 0,027 0 0,025 0,002 0 2 Stiny 1 1 0
117] 50 | 0,004 0 0,002 0,002 0 2 0 1 1 0
118 42 | 0,754 0,049 0,661 0,093 0,003 1752 Stiny 1744 8 0
119] 70 | 0,531 0 0,097 0,434 0,016 1386 Stiny 152 1234 | Piitomny
120] 51 | 0,002 0 0 0,002 0 4 0 0 4 0
121] 59 | 0,001 0 0 0,001 0,001 3 0 0 3 0
1221 62 | 0,009 0 0,001 0,008 0 3 0 1 2 0
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Vék XE-5000 ,,Body Fluid* Mikroskop

WBC | RBC | PMN# | MN# | HF-BF# | WBC| RBC | PMN | MN | Hist-mono
123 40 | 0,002 0 0,001 | 0,001 0 5 0 2 3 0
124 41 | 0,001 0 0 0,001 0 4 0 1 3 0
125| 54 | 0,001 0 0,001 0 0 1 0 0 1 0
126 62 | 0,005 0 0 0,005 0 1 0 0 1 0
127 64 | 9537 | 0,001 | 8543 | 0,094 | 0,113 | Nelze | Nelze | Nelze | Nelze | Nelze
128 34 | 0,007 0 0 0,007 0 10 0 3 7 0
129 64 | 0433 0 025 | 0,183 | 0,008 | 59 0 492 | 104 | Pritomny
130| 38 | 0,002 0 0 0,002 0 3 0 0 3 0
131| 58 | 0,004 0 0,003 | 0,001 0 5 0 2 3 0
32|74 | o 0 0 0 0 0 0 0 0 0
133| 56 | 0,003 0 0,001 | 0,002 0 3 0 1 2 0
134 64 | 0,376 | 0,001 | 0,063 | 0,313 | 0057 | 446 | Ojedinéle | 128 | 302 16
135[ 31 | 0,003 0 0,00 | 0,002 0 6 0 0 6 0
136 10 | 0,209 0 0,074 | 0,135 | 0002 | 244 0 124 | 120 | Pfitomny
137] 10 | 0,229 0 0,059 | 017 | 0002 | 380 0 220 | 160 | Pritomny
138| 48 | 0,004 0 0 0,004 0 2 0 0 2 | Pritomny
139] 0 | 0,063 0 0,013 | 005 | 0005 | 105 Stiny 32 | 73 | Pritomny
140 65 | 1,169 | 0,002 | 0948 | 0221 | 0003 | 3254 szgg;ele 3022 | 232 0
141] 64 | 0,034 0 0,007 | 0,027 | 0001 | 94 0 18 | 76 | Pritomny
142 65 | 1,537 | 0,011 | 1,137 | 04 | 0018 | 4296 | Stiny | 3164 | 1132 | Pritomny
143 50 | 0,008 | 0,003 | 0,005 0 0 10 0 10 0
144 71 | 0,207 | 0,011 | 0,058 | 0,149 | 0,002 | 448 | Pritomny | 144 | 304 0
145 3 | 0033 | 0014 | 002 | 0013 | 0001 | 108 | Ceméstiny | 68 | 40 | Ojedinéle
146 | 65 | 0,025 0 0,004 | 0,021 0 43 szgg;ele 13 | 30 | Pitomny
147 48 | 0,005 0 0,004 | 0,001 0 2 0 0 2 0
148| 47 | 0,006 0 0,004 | 0,002 | 0,001 2 0 2 0 0
149 47 | 0,008 0 0,003 | 0,005 | 0,001 2 0 0 2 0
150 48 | 0,004 0 0,001 | 0,003 0 4 0 0 4 0
151] 56 | 0,005 0 0,002 | 0,003 | 0,001 1 0 0 1 0
152 71 | 0,007 | 0,002 | 0,003 | 0,004 0 3 0 1 2 0
153 65 | 0,01 0 0,006 | 0,004 0 7 0 4 3 0
154 7 | 0,003 0 0,001 | 0,002 0 6 0 1 5 0
155| 43 | 0,015 0 0,011 | 0,004 | 0,002 2 0 0 2 0
156 | 54 | 0,004 0 0,001 | 0,003 0 10 0 0 10 0
157| 66 | 0,005 0 0,002 | 0,003 | 0001 | 4 0 1 3 0
158 59 | 0,008 0 0,003 | 0,005 | 0,001 3 0 1 2 0
159| 65 | 0,028 | 0,001 | 0,009 | 0,019 0 41 O]:S;r;ele 12 | 29 | Piitomny
160| 79 | 0,001 0 0,001 0 0,001 0 0 0 0 0
61| 41 | o001 0 0,001 | 0,009 0 3 0 0 3 0
162 20 | 0,008 0 0 0,008 | 0001 | 18 0 1 17 0
163| 71 | 0,093 0 0,002 | 0,091 0 199 0 3 | 19 0
164 71 | 0,061 0 001 | 005L | 0001 | 108 0 9 99 0
165 71 | 0,058 | 0,001 | 0,005 | 0,053 | 0,00L | 110 | Mistystmy | 98 | 12 0
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Vék XE-5000 ,,Body Fluid* Mikroskop
WBC | RBC | PMN# | MN# | HF-BF# | WBC | RBC | PMN | MN | Hist-mono
66| 37| o0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
167| 19 | 0,001 0 0 0,001 0 3 0 0 0
168| 70 | 0,107 | 0,074 | 0051 | 0,056 0 205 Ceifmpy' "“| 154 | 51 | Pitomny
169| 70 | 0,018 | 0021 | 001 | 0,008 0 281 Cit‘;fif;“e 184 | 97 | Pitomny
170| 37 | 0,002 0 0 0,002 0 2 0 0 2 0
171 71 | 0,055 0 0,005 | 0,05 0 gy | Qedinéle |0 o6 0
stiny
172| 65 | 0,002 0 0,001 | 0,001 | 0,001 2 0 0 2 0
173 49 | 0,005 0 0,004 | 0,001 0 4 0 0 4 0
174 21 | 0,002 0 0,001 | 0,001 0 6 0 3 3 0
175] 30 | 0,003 0 0,001 | 0,002 | 0,001 7 0 0 7 0
176 | 34 | 0,041 0 0,00l | 004 | 0002 | 80 0 12 | 68 | Pritomny
177| 64 | 0,081 0 0,00L | 0,08 0 212 0 4 | 208 0
178 70 | 0,968 | 023 | 0854 | 0,114 0 3072 | Cetné stiny | 2816 | 256 0
179 48 | 1,251 | 0,053 | 1,035 | 0,216 | 0,001 | 4096 | Pritomny | 3840 | 256 | Misty
180 52 | 0,006 0 0,001 | 0,005 0 2 0 0 2 0
181] 65 | 0,015 0 0,001 | 0,0014 | 0002 | 21 0 1 20 0
182 39 | 0,002 0 0,001 | 0,001 | 0,001 2 0 0 2 0
183| 55 | 0,007 0 0,002 | 0,005 0 4 0 1 3 0
184| 77 | 0915 | 0001 | 0712 | 0203 | o001 | 1636 | TTOMY | 450 | 152 4
stiny i plné
185 57 | 0,004 0 0,001 | 0,003 0 18 0 3 15 0
186 71 | 0,032 | 0,001 | 0001 | 0,081 0 64 szg;r;ele 2 62 0
187 49 | 0,01 0 0,009 | 0,001 0 4 0 0 4 0
188 68 | 0,479 0 0,03 | 0449 | 1,234 | 3872 0 16 | 48 3808
189 71 | 002 | 0,001 | 0,001 | 0,019 0 46 | Ojedindle | 2 44 0
190 49 | 1,603 | 0,001 | 0,084 | 1519 | 0017 | 3328 0 16 | 512 2800
191 71 | 0,025 0 0,001 | 0,024 0 43 0 1 42 0
192 65 | 0,036 0 0,003 | 0,033 | 0004 | 48 0 8 40 0
193] 4 | 0141 0 0,123 | 0,018 0 329 0 319 | 10 0
194 71 | 0,017 0 0 0,017 | 0001 | 54 0 1 53 0
195[ 62 | 0,002 0 0,001 | 0,001 0 0 0 0 0 0
196 | 23 | 0,005 | 0,002 0 0,005 0 g | Oedinéle ), 3 0
plné
107| 52 | 6401 | 0107 | 5771 | 063 | 0006 |13568| FOM | 13056 | 512 0
plné i stiny
198 77 | 0,008 | 0,002 | 0006 | 0,002 0 g | Pritomny |, 2 0
plné i stiny
Ojedingle
199 71 | 0,015 0 0,003 | 0,012 0 25 ine 0 25 0
200 71 | 0,024 0 0,002 | 0,022 | 0025 | 51 0 2 49 0
201| 62 | 0709 | 0099 | 0601 | 0108 | 0004 | 1376 | CEMESIY | 1030 | 144 0

iplné
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Vék XE-5000 ,,Body Fluid* Mikroskop

WBC | RBC | PMN# | MN# | HF-BF# | WBC | RBC | PMN | MN | Hist-mono
202 23 | 0173 0 0 0173 | 0002 | 272 0 0 | 272 | Misty
203| 68 | 3,198 | 0,001 | 3,128 | 007 | 0004 | 9829 | Pritomny | 9808 | 21 0
204| 54 | 2,692 | 0,001 | 2,469 | 0,223 | 0,006 | 5300 | Ojedindle | 5120 | 180 | Ojedincle
205 51 | 0,693 0 0,074 | 0,619 | 0,015 | 1760 0 224 | 1536 0
206 71 | 0,018 0 0 0,018 | 0001 | 37 0 1 36 0
207| 68 | 2337 | 0,001 | 2,055 | 0,282 | 0004 | 4464 0 4336 | 128 0
208 68 | 0,249 0 015 | 0,099 0 444 0 300 | 144 0
209 22 | 0,036 0 0,006 | 003 | 0001 | 80 0 2 78 0
210| 54 | 1,959 0 1,784 | 0,175 | 0,001 | 4992 0 4896 | 96 0
211 71 | 0,019 0 0,001 | 0,018 | 0001 | 35 0 2 33 0
212 35 | 0,002 0 0,001 | 0,0001 0 0 0 0 0 0
213| 56 | 1,54 0 1,371 | 0,169 0 3840 szglllnyele 3216 | 624 0

Ojedinéle
214| 55 | 0,182 | 0001 | 0157 | 0025 | 0001 | 299 iny 235 | 64 0
215 60 | 0,001 0 0 0,001 0 1 0 0 1 0
216 72| o001 0 0,002 | 0,008 0 g | Oedindle |, 4 0
stiny
217 53 | 0322 | 0,032 | 0121 | 0,201 0 484 Ci“g‘;fylne 168 | 316 | Piitomny
218 56 | 0,035 0 001 | 0025 | 000l | 28 0 0 28 | Ojedindle
219 38 | 0,001 0 0,001 0 0 3 0 0 3 0
220| 72 | 0,277 0 0,194 | 0083 | 0001 | 560 szg;r;ele 394 | 166 0
221| 38 | 0,002 0 0 0,002 0 4 0 0 4 0
222 15 | 0,043 0 0,003 | 0,04 0 75 0 1 74 0
223 69 | 0,071 0 0,003 | 0,068 | 0002 | 143 0 14 | 129 | Pritomny
224 79 | 0,002 0 0,001 | 0,001 0 1 0 0 1 0
225 66 | 0,025 0 0,008 | 0,017 | 0001 | 31 0 0 31 0
226| 72 | 0,101 0 0072 | 0119 | 0001 | 480 szg;r‘yele 148 | 332 | Pitomny
227 26 | 0,001 0 0,001 0 0 6 0 3 3 0
228 67 | 0,014 0 0,002 | 0,012 | 0,001 0 0 0 0 0
229 72 | 012 0 0,058 | 0,062 | 0001 | 185 0. 87 | 98 | Pritomny
230 84 | 0,002 0 0,001 | 0,001 0 8 0 3 5 | Pritomny
231 19 | 0,003 0 0,001 | 0,002 0 1 0 0 1 0
232 64 | 0,001 0 0 0,001 | 0,001 0 0 0 0 0
233[ 60 | 0,012 0 0,002 | 0,01 0 14 0 6 8 0
234| 48 | 0053 | 0001 | 0005 | 0,048 0 07 | Vel 10 | 97 | Ojedingle
ojedinéle

235| 51 | 0,637 | 0,089 | 0501 | 0,136 0 1488 | PInéistiny | 1136 | 352 0
236 66 | 0,002 0 0,002 0 0 2 0 1 1 0
237| 6 | 0,004 0 0,003 | 0,001 0 3 0 0 3 0
238 80 | 0,002 0 0,001 | 0,001 0 3 0 1 2 0
239 24 | 0,013 0 0 0,013 | 0,001 7 0 0 7 | Ojedingle
240 35 | 0,001 0 0 0,001 0 0 0 0 0 0
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Vék XE-5000 ,,Body Fluid* Mikroskop

WBC | RBC | PMN# | MN# | HF-BF# | WBC| RBC | PMN | MN | Hist-mono
241| 51 | 0,001 0 0 0,001 0 1 0 0 1 0
242 44 | 0,006 0 0,00L | 0,005 0 2 0 0 2 0
243| 36 | 0,001 0 0 0,001 | 0001 | 0 0 0 0
244 17 | 0,012 0 0,005 | 0,007 0 12 0 0 12 0
245 29 | 006 | 0001 | 0031 | 0020 | 0001 | 123 | Qedindle | e | 57 | Makrofagy

plné i stiny
246| 79 | 001 | 0,001 | 0,002 | 0,008 0 12 0 2 10 0.
247 27 | 056 0 0,123 | 0437 | 0,009 | 1160 0 140 | 1020 | Pritomny
248| 5 0 0 0 0 0 3 0 0 3 0
249| 63 | 9,388 | 0,006 | 9,2335 | 0,153 | 0,001 | 20736 | Stinyiplné | 20480 | 256 0
250 59 | 0,003 0 0,002 | 0,001 0 3 0 0 3 0
251| 45 | 0,001 0 0 0,001 | 0001 | 6 0 0 6 0
252 89 | 0,653 | 0,001 | 0,311 | 0,342 | 0,003 | 1296 | PInéistiny | 816 | 480 0
253 71 | 0,003 0 0,002 | 0,001 0 0 0 0 0 0
254] 81 | 0,003 0 0 0,003 | 0001 | 2 0 0 2 0
255 15 | 0,002 0 0 0,002 0 1 0 0 1 0
256 81 | 0,004 0 0003 | 0001 | o001 | a4 | Ojedinéle | 3 0
stiny i plné

257 70 | 0,106 | 0,446 | 0,083 | 0,023 | 0003 | 348 | Zaplava | 280 | 68 0
258 35 | 0,01 0 0,006 | 0,004 0 17 0 0 17 0
259| 81 | 0,001 0 0,001 0 0 4 0 1 3 0
260| 87 | 0,027 0 0,003 | 0,024 | 0001 | 55 0 8 47 Misty
261| 27 | 0,077 0 0,007 | 007 | 0002 | 212 0 4 | 208 | Pritomny
262| 44 | 0,006 0 0,005 | 0,001 | 0001 | 4 0 2 2 0
263| 23 | 0,015 0 0 0,015 0 13 0 0 13 | Ojedindle
264 8 | 0,008 0 0,004 | 0,004 0 11 0 7 4 0
265| 53 | 0,003 0 0 0,003 0 3 0 1 2 0
266 63 | 0,003 0 0,00L | 0,002 0 7 0 0 7 0
267| 63 | 0,005 0 0,004 | 0,001 0 1 0 0 1 0
268| 73 | 0,002 0 0 0,002 0 1 0 0 1 0
269 | 47 | 0,007 0 0 0,007 | 0001 | 14 0 1 13 0
270 81 | 0,009 0 0,006 | 0,008 | 0,001 | 5 0 1 4 0
271| 17 | 0,005 0 0,00L | 0,004 0 11 0 2 9 0
272 59 | 0,003 0 0 0,003 | 0001 | 4 0 1 3 0
273| 47 | 0,002 0 0 0,002 0 4 0 0 4 | Ojedindle
274| 23 | 0,034 | 0,001 | 0,004 | 0,03 0 53 | Misty stiny | 1 52 | Pritomny
275| 63 | 0,046 0 0,004 | 0,042 | 0009 | 21 | Ojedindle | 2 12 7
276 | 28 | 0,002 0 0 0,002 0 2 0 1 1 0
277 62 | 0,765 0 0419 | 0,346 | 0,005 | 1360 0 768 | 592 | Ojedincle
278 80 | 0,003 0 0,002 | 0,001 | 0002 | 1 | Ojedindle | 0 1 0
279| 62 | 0,005 0 0,002 | 0,003 0 7 0 1 6 | Ojedindle
280| 48 | 0,011 0 0,004 | 0,007 0 16 0 0 16 | Ojedinéle
281 39 | 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
282| 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
283| 79 | 0,015 | 0,016 | 0,008 | 0,007 | 0,001 | 19 Stiny 10 9 0
284| 66 | 1,335 | 0,001 | 001 | 1,325 | 0,007 | 3152 0 32 | 3120 0
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Mikroskop

Vék XE-5000 ,,Body Fluid*
WBC RBC PMN# MN# | HF-BF# | WBC RBC PMN | MN [ Hist-mono
285 62 0,055 0 0 1,325 0,007 88 0 3 85 ?
286 75 0,003 0 0,001 0,002 0 0 0 0 0 0
2871 35 0,403 0,005 0,347 0,056 0,001 1104 Cetng 1072 32 Misty
288 42 0,005 0 0,002 0,003 0 1 0 0 1 0
289 63 0,003 0 0 0,003 0 6 0 1 5 0
290 43 0,005 0 0,001 0,004 0 5 0 0 5 0
291 71 0,067 0 0 0,067 0,003 188 0 8 180 0
Tabulka 18: Primarni data — opakovatelnost
1. méfeni 2. méreni 3. mérFeni 4. meéreni 5. méreni
Pacient] WBC RBC WBC RBC WBC RBC WBC RBC WBC RBC
1. 0,025 0 0,03 0 0,03 0 0,04 0 0,043 0
2. 1,455 0,003 1,413 0,003 1,384 0,003 1,461 0,003 1,449 0,003
3. 1,335 0,001 1,347 0,001 1,348 0,001 1,326 0,001 1,322 0,001
4, 0,055 0 0,053 0 0,055 0 0,051 0 0,054 0
5. 0,011 0 0,011 0 0,011 0 0,014 0 0,011 0
6. 0,403 0,005 0,437 0,005 0,408 0,006 0,426 0,006 0,424 0,006
7. 0,011 0 0,017 0 0,009 0 0,013 0 0,011 0
8. 0,228 0,002 0,26 0,001 0,285 0,002 0,269 0,002 0,262 0,002
9. 0,171 0,009 0,154 0,009 0,163 0,009 0,16 0,009 0,162 0,009
10. 0,434 0 0,413 0 0,453 0 0,484 0 0,493 0
Tabulka 19: Primarni data — stabilita v ¢ase
Pokojova teplota 2-8°C
WBC RBC PMN MN WBC RBC PMN MN
TO 0,171 0,009 0,095 0,076 0,171 0,009 0,095 0,076
T+5h. 0,142 0,009 0,07 0,072 0,151 0,01 0,087 0,064
T+24 h. 0,16 0,009 0,082 0,078 0,153 0,01 0,085 0,068
T+48 h. 0,151 0,009 0,091 0,06 0,148 0,009 0,085 0,063
T+72 h. 0,023 0,009 0,014 0,01 0,147 0,009 0,085 0,062
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