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Vd
Téma "Preanalytické vlivy cytologického vySetfeni mozkomisniho moku" jsem si
vybrala pfedevSim proto, Ze vySetieni mozkomiSniho moku je v populaci mén€ znamé a

pfitom stejné duleZité jako vySetfeni krve a moci.

Vysetieni mozkomiSniho moku cytologicky a biochemicky patfi mezi zakladni
vySetfovaci metody pii podezieni na néktera neurologickd onemocnéni, jako je zanét
mozku a michy, krvaceni do centrdlniho nervového systému (dale jen CNS), nadorové
onemocnéni a v neposledni fadé autoimunitni a degenerativni onemocnéni nervového

systému.

Pro vydani spravného laboratorniho vysledku je nutné dodrZet bezchybny pracovni
postup ve vSech tfech fazich laboratorniho vySetfeni — preanalytické, analytické a
postanalytické. Cytologické vySetieni likvoru by mélo byt zah4jeno idedln¢ do hodiny,
maximalné do dvou. Pokud se tak nestane, hrozi, Ze ve vySetfovaném vzorku nastane
rozpad ptitomnych bunéénych elementi a dojde ke zkresleni vysledku (faleSné sniZeni).

Ve své praci poruSuji tento hodinovy interval, coZz je pravdépodobné nejcastéjsi

preanalyticka chyba v praxi.

Cilem bakalaiské prace je zjisténi, zda dojde ke snizeni poctu bunécnych elementti

pii cytologické analyze mozkomiSniho moku po poruseni spravné preanalytické faze

laboratorniho stanoveni.

Tato bakalafska prace je rozdélena na dvé Céasti — teoretickou a praktickou.
V teoretické Casti jsou popsany spolecné se zdkladnimi informacemi o likvoru i
specifictéjsi oblasti této problematiky, jako je napiiklad syndromologicka klasifikace
cytologickych nalezli. V praktické ¢asti se zabyvam instrumentalnim zafizenim, které je
potfebné pro cytologické vysetieni. Dédle se vénuji samotnému pocitani bunécnych

elementil s vyhodnocenim vysledku.
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TEORETICKA CAST

1 CHARAKTERISTIKY MOZKOMISNIHO MOKU

MozkomiSni mok — likvor je u dospélého Clovéka €ird, bezbarva tekutina. Pfiblizné
do 3 mésict véku je zluty (xantochromni). Je hypoonkoticky, isoosmolarni a tadi se
mezi transcelularni tekutiny. Je malo bunécny a kvalitativnim sloZenim se podoba
plazmé. Lisi se pouze kvantitativnim slozenim — jsou odliSné koncentrace iontil (nizsi
koncentrace drasliku, vapniku, anorganickych fosfati a bikarbonétii a oproti tomu vySsi
koncentrace sodiku, hoi¢iku a chloridl), obsahuje piiblizné 200krat méné bilkovin.
Likvor vypliuje intracerebrdlni neboli intraventrikularni a extracerebrarni neboli

subarachnoidéalni prostor v poméru 1 : 4. (18, 23, 12, 15)
1.1 Anatomie

Mozek a micha jsou kryty tfemi membranami. Tyto membrany jsou z pojivové tkané
a jejich funkce spoCivd v ochran¢ CNS, cév, které tento systém zasobuji a v
shromaZd’'ovani likvoru. Zevni membrana se nazyva dura mater — tvrda plena, vnitini
membrana se nazyva pia mater — mekka plena, kterd je prithledné a obsahuje cévy. Mezi
tvrdou a meékkou plenou se nachazi arachnoidea — pavucnice, kterd je bezcévna a volné

priléha k tvrdé plené. Likvor je pfitomen v subarachnoidedlnim prostoru. (7, 15)
1.2 Vznik, cirkulace a resorpce likvoru

VéEtsi cast likvoru vznikd aktivni sekreci choroidalnich plext (plexy jsou tvofeny
zahyby mékké pleny mozkové) a ependymélnich bunék jednotlivych komor mozku.

Zbytek se tvofi ultrafiltraci krevni plazmy pies choroidalni kapilary. (7, 20)

Z postrannich komor se posouva do tfeti komory mozku pfes foramina Monroi. Do
¢tvrté komory pfitékd pres aquaeductus Sylvii a z ni pak odtéka do subarachnoidealniho
prostoru neparovym foramen Magendii a parovymi foramina Luschkae. Ze ctvrté

komory se ¢ast likvoru dostava do centralniho kanalu michy. (7, 20)

Mezi vznikem a resorpci likvoru je za fyziologickych podminek ustanovena

rovnovaha. U dospélého Cloveéka je objem likvoru 120-180 ml a stile se obménuje
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(pfiblizné Ctytikrat za den). Za 24 hodin tedy vznikne 500—-600 ml likvoru. (7, 20, 21,
25)

Do zilni cirkulace se likvor resorbuje pfes vybézky arachnoidey, které zasahuji az do
nitrolebeCnich Zilnich splavii. Z mensi ¢asti se resorbuje do lymfatického systému. (7,

20)

Pti poruse cirkulace ¢i resorpce, kdy se likvor hromadi v komorovém systému,
vznikd vnitfni hydrocefalus. Vnéjsi hydrocefalus vznika v piipad¢, kdy se hromadi

v subarachnoidealnim prostoru. (7, 20, 21, 25)
1.3 Bariéry

Bariéry, které reguluji a zajiStuji litkovou vyménu mezi krvi, nervovou tkini a

mozkem, jsou tfi.

Prvni je hematoencefalickd bariéra (BBB), ktera tvoii pifechod mezi krevnimi
kapilarami a mozkovou tkéni. Je sloZzend z vrstvy endotelu mozkovych kapilar (endotel
je spojen pomoci té€snych spojeni - tight junction), bazilni membrany a vrstvy astrocyti.

Prostup makromolekul do mozkové tkan¢ znemoziiuje prave tato bariéra. (21, 23, 15)

Druhé bariéra se nazyva encefalolikvorova — tvoii ji gliovd vldkna na povrchu
mozkové tkané¢ a ependymové bunky komor. Molekuly o velikosti bilkovin mohou

prostupovat obéma smeéry. (21, 23, 15)

Bariéra, kterd odd¢€luje krev a likvor, se nazyvid hematolikvorova. Tvofi ji epitel
choroiddlnich plexti a kapilary pia mater. Pomoci specifickych pfenasecti nebo
prostiednictvim pinocytdzy je umoZnén piestup proteinit z plazmy do likvoru. (21, 23,

15)

Dalsi bariéry jsou enzymatické, které zabranuji prostupu latek do mozku tim, Ze
rozkladaji nebo degraduji napiiklad neurotransmitery. Jsou lokalizovany ve sténé

mozkovych cév. (12, 21)
1.4 Funkce likvoru

Mezi tfi hlavni funkce likvoru patii udrZzovani homeostazy, odleheni mozku a

tlumeni narazi. Redlnd hmotnost mozku, kterd je kolem 1500 g, klesne téméf na
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ekvivalent 25 g v duasledku toho, Ze je mozek v podstaté¢ ponofen v likvoru. Likvor
chrani mozek do jisté miry pfed prudkymi zménami vnéjSiho prostiedi, jako jsou otiesy
a narazy, nebo zmény teploty Ci tlaku.

Caste¢né zabezpetuje piivod Zivin a odvod vzniklych metaboliti. (12, 13)
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2 ODBER, INDIKACE K VYSETRENI MOZKOMISNIHO
MOKU

2.1 Odbér

Nejcastéjsi zpiisob, kterym se likvor ziskava, je lumbalni punkce. Lumbalni punkce
se provadi tak, Ze jehla pronikne ktZi, podkoZim, ligamentum supraspinale, ligamentum
flavum, epidurdlnim prostorem, ktery obsahuje Zilni pleteni, tvrdou plenou, na kterou
bezprostfedné naléha arachnoidea a subarachnoidealnim prostorem. Flexe patefe, béhem
které se oblouky obratlii od sebe oddaluji, napomaha priniku jehly pii punkci. Vykon se

provadi v prostoru mezi obratli Ls— Ls, ¢i jesté 1épe Ls — S. (9, 13)
Dal$i moznosti je punkce subokcipitalni nebo ventrikularni. (12)

Pfi odbéru se posuzuje také vzhled, tlak, pod jakym likvor vytéka, a prichodnost

likvorovych cest.

K vysetieni likvoru se obvykle u dosp€lého odebira 10—15 ml, u déti se odebiraji cca
2 ml. Pti 1écebné punkci, kdy je farmakum aplikovano do likvorovych cest, se odebira
takové mnoZzstvi, aby se tlak v likvorovych cestach normalizoval. Po odbéru je tfeba
dorucit likvor do laboratoie co nejrychleji. Cytologické a biochemické vySetieni by

m¢elo probéhnout do jedné, maximalné do dvou hodin od odbéru. (1, 9, 15, 25)

2.2 Indikace vySetfFeni likvoru

Dlvodem indikace lumbélni punkce muiZe byt akutni stav i chronické onemocnéni.
Hlavni vyznam ma jeji provadéni pti podezieni na neuroinfekci. Je nezbytna nejen u
podezieni na meningitidu, ale rovnéz u jinak nejasnych febrilnich stavii, zvIaste u déti.

Déle se vySetfeni indikuje u zéanétlivé - autoimunitnich demyelinizanich
onemocnéni (napf. roztrouSenad skleroza), systémovych autoimunitnich onemocnéni
(napt. vaskulitidy), cévnich mozkovych piithod (ischemické a hemoragické ikty),
traumat, degenerativnich onemocnéni (napt. Alzheimerova choroba), ¢i podezieni na
nadorova onemocnéni (primérni i sekundérni). Patologicky nélez se miZe vyskytovat i
u sekundirnich onemocnéni CNS, napt. pii dekompenzaci diabetes mellitus,

hypothyre6ze, alkoholismu, aj. (9, 12)
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2.2.1 Vybrana zanétliva onemocnéni CNS
Neuroinfekce zahrnuji znéty:

* mozkomiS$nich plen — meningitidy
* mozku — encefalitidy
* michy — myelitidy

* kombinace zanétu

Spolecné se zanétem, ¢i kombinaci zanéti (napt. encefalomyelitida), zde muZe byt i

postiZeni perifernich nervli — neuritidy nebo nervovych kotenll — radikulitidy. (2, 3)

Bakterie obvykle zptsobuji pyogenni infekce. Mezi dal$i plivodce zanétu patii viry

(které zpusobuji ser6zni zanéty), plisné a houby. (2, 3)
2.2.1.1 Purulentni meningitida

Jde o akutni, Zivot ohrozujici infekci subarachnoidealnich prostor mékkych plen.
Pivodci onemocnéni se liSi v zavislosti na véku pacienta. VétSinou vsak jde o
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumonieae, Neisseria meningitidis. Rizikové

skupiny jsou pfedevsim déti, stafi nebo imunosuprimovani lidé a alkoholici. (19, 15)

Onemocnéni se projevuje zpocatku bolestmi hlavy, zvracenim, vysokou teplotou
(40°C) a béhem hodin se rozviji porucha védomi, pfipadné epileptické zachvaty.
Obvykle se rozviji meningealni syndrom, ktery se projevuje ztuhlosti Sije - pacient neni

schopen se dotknout bradou sterna. Na kiizi vznikaji specifické krvacivé projevy. (3)

Diagnézu potvrdi vySetfeni likvoru, ktery vytékd pod zvySenym tlakem a je
zakaleny. V cytologickém nélezu ptevazuji polynukleary (neutrofilni granulocyty)
v fadech desetitisici a biochemické vySetfeni prokdze vysSsi koncentraci bilkoviny
spolecné se snizenou hladinou glukézy. LécCba spociva v podavani vysokych davek

antibiotik a kortikosteroidu. (3, 15)
2.2.1.2 Virové infekce

Vétsinou se jednd o dasledek infekce jinych organa a tkani. Plvodci onemocnéni
jsou vétsinou enteroviry, herpetické viry nebo virus kliStové meningoencefalitidy. (3,

15)
15



Uz v inicidlni fazi virové infekce lze detekovat aktivované monocyty a lymfocyty.
Jde tedy o mononuklearni pleiocytézu. Neutrofilni granulocyty jsou také pritomny
zejména v pocatecni fazi a v pribchu onemocnéni jejich pocet klesd. Biochemickymi
parametry se od bakteridlni infekce liSi zejména nizZs$i hladinou laktitu, celkové

bilkoviny a hladinou glukézy vyssi nez 50% glykémie. (5, 11, 15)
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3 VYSETRENI MOZKOMISNIHO MOKU

VySetfeni se rozd€luje na cast fyzikdlni (tlak v likvorovych cestach, vzhled),

biochemickou a cytologickou.
3.1 Tlak v likvorovych cestach

U vétSiny zdravych jedinct je sekrece a reabsorpce v rovnovaze a tlak je mensi nez
150 mm H,O. M¢éfi se manometrem u lezictho pacienta. Poloha, stupeii relaxace
pacienta a zrucnost lékare, ktery zakrok provadi, miiZze mit na méfeni tlaku znacny vliv.
Kdyz tlak vytékajiciho likvoru vzroste, miZe byt pti¢ina v infekénim nebo neinfek¢énim
onemocnéni. Rychlé zvySeni tlaku mulZe byt zplsobeno akutni infekci, napf.

meningitidou. (5)
3.2 Vzhled

Hodnoceni vzhledu se provadi pfed centrifugaci a po centrifugaci. Za fyziologickych
okolnosti je likvor u dospélého Cloveéka Cird, bezbarva tekutina. Zménu barvy zptisobuje
mj. hnisavy zanét, kdy je likvor Zluty, popi. Zlutozeleny a zakaleny. Pfi pfimési krve je
likvor erytrochromni nebo sangvinolentni a nabyvd nartiZovélého az cerveného
zabarveni. Krev v likvoru miZe byt pfitomna i v disledku poranéni Zilnich pleteni pfi
punkci a patii mezi nejcastéjsi priciny krevni piimesi. U takového krvaceni se postupné
likvor vycCefi a supernatant je po centrifugaci bezbarvy. Kanarkové zluty vzhled je
znamkou piitomnosti bilirubinu. Takovy likvor se oznacuje jako xantochromni.
Fyziologicky zvySeny bilirubin se nachazi u novorozencu diky nezralosti BBB. ZvySena
hladina bilirubinu mtze pretrvavat 3—4 tydny po krvéaceni do likvorovych cest, popf.
muze dojit k prestupu bilirubinu ze séra pfi tézkém ikteru. Methemoglobin
(hemoglobin, ktery obsahuje Fe’" misto Fe") zpusobuje tmavée Zluté az hnédé zabarveni

a je nalezem relativné vzacnym. (7, 12)

Zakaleny likvor miZe byt krom¢ hnisavého zanétu i zndmkou kontaminace. V tomto

piipadé lze zakal odstranit centrifugaci. (9)
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3.3 Biochemické vySetreni likvoru

3.3.1 Proteinorachie

Hladina celkové bilkoviny (dale jen CB) v likvoru je pfiblizn€ 200krat nizSi nez
v plazmé. Je z80% sérového plivodu a zbylych 20% je mozkového ptvodu.
Koncentrace CB v likvoru zavisi na molekulové hmotnosti, naboji, sérové koncentraci a

na funkénim stavu BBB.

Fyziologické rozmezi u dospélého cloveka je 0,15-0,40 g/l a s vékem stoupa.
Novorozenci maji koncentraci CB vys$si z divodu nedostate¢né zralé BBB (0,40-0,80
g/1). ZvySena koncentrace CB se oznacuje jako hyperproteinorachie. Tento stav nastiva
nejcastéji pii poruseni BBB, pii poskozeni bunék CNS v pfipad¢ zvySeni strukturnich
proteintl, pii aktivaci imunitniho systému a pii nadorovém bujeni. ZvySenou hladinu
muZe zpusobovat také arteficidlni krvaceni, které je nutno zohlednit pfi hodnoceni CB.
Korekce se provadi tak, Ze se od namétené koncentrace odecte 10 mg/I na kazdych 1000
erytrocyti v 1 pl. Bakteridlni zanét muze zptisobit zvySeni koncentrace CB az na 20 g/l

a kompresivni syndrom az na 40 g/1. (12)
3.3.2 Glykorachie

Jako glykorachie se oznacuje koncentrace glukézy v likvoru. Hlavni energeticky
zdroj pro nervové buiky je gluk6za. Hodnota glykorachie zavisi na glykémii, nabyva
60% sérovych hodnot. Transport glukézy pres transportni systém je limitovana
hodnotou sérové glukézy 38 mmol/l. V tomto okamZiku je transportni systém plné

saturovan a glykorachie se jiz nezvySuje. (23, 12)

Fyziologické hodnoty se nachazi v rozmezi 2,5-3,9 mmol/l. U novorozencu 1,6-4,3
mmol/l. Hypoglykorachie je oznaceni pro nizkou hladinu glukézy v likvoru. Hladina
glukézy se sniZuje, protoZe je pifi hnisavém zénétu spotiebovidvana zejména
neutrofilnimi granulocyty. Klinicky vyznam ma nejen glykorachie, ale téZ pomér
glykorachie a glykémie. Je-li tento pomér < 0,4 (u novorozencu < 0,8), je relativné

vysoka pravdépodobnost pfitomnosti bakterialni meningitidy. (23, 24, 5, 12)

Mowe

Mezi dals$i pfi¢iny sniZzené hladiny glukézy v likvoru patfi mozkové neoplazie

(glukéza je vyuZita jako zdroj energie pro nadorové bunky), subarachnoidealni krvaceni
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a mozkova ischemie. Stanoveni glykorachie je vhodné provést v co nejkratSi dobé od

odbéru. (23, 24, 5, 12)
3.3.3 Laktat

Laktat neprochazi pies hematoencefalickou bariéru, a proto neni zavisly na jeho
plazmatické koncentraci. Tvofi se pii anaerobni glykolyze, fyziologicky je tato

produkce v rozmezi 1,2-2,1 mmol/l. (12, 23)

Klinicky vyznam méa zvySend hladina laktitu. Slouzi zejména jako pomocné
kritérium k odliSeni bakteridlni a virové meningitidy. Pfi bakteridlni meningitid¢ je

laktat nékolikanasobné vyssi nez pti virové infekci. (12, 23)
3.3.4 Chloridy

Chloridy nahrazuji ve sloupci anionti bilkoviny, takze v likvoru je jejich hodnota
vys$si nez v plazmé. Klinicky vyznam ma nizsi hladina chlorida, kterd pomaha zhodnotit
velikost poSkozeni hematoencefalické bariéry, napf. u tuberkul6zni meningitidy. (5, 12,

23)

Fyziologické rozmezi je 120-132 mmol/l. V soucasné dob¢ se upousti od jejich

stanoveni. (12)

3.3.5 Ostatni biochemicka vySetifeni

3.3.5.1 Spektrofotometrie

Tato metoda patii mezi specidlni vySetieni a je asi desetkrat citlivéj$i nez lidské oko
a uplatiuje se pii podezieni na krvaceni do subarachnoideédlniho prostoru. Likvor
k tomuto stanoveni musi byt co nejdiive od odbéru odsttedén. Pti spektrofotometrickém
vySetieni je hodnocena pfitomnost oxyhemoglobinu, bilirubinu, popt. methemoglobinu
na spektrofotometrické kiivce nativniho likvoru (resp. supernatantu) ziskané pii 350-

700 nm dle poslednich doporuceni. (5, 10, 23)

3.3.5.2 Elektroforéza
Z davodt nizké hladiny proteinorachie se musi likvor pied timto stanovenim Setrné
upravit, a to zahuSténim nebo obarvenim bilkovinnych frakci. Od elektroforézy se

v souc€asné dob& upousti. (12)
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3.3.5.3 Izoelektrickd fokusace bilkovin

Slouzi k prikazu oligoklondlnich prouzkti Imunoglobulinu G. IgG ptfechazeji do
likvoru ze séra pii poruSe BBB. D¢leni probiha v elektrickém poli v gradientu pH podle
izoelektrického bodu jednotlivych bilkovin. Pii vySetfeni likvoru touto metodou se
souCasn¢ provadi vySetfeni séra a sleduje se zejména piitomnost oligoklonalnich

prouzku v likvoru, které v séru chybi. (15, 24, 12)
3.4 Cytologické vySetieni likvoru

Cytologie likvoru zkoumé pocet a morfologii pfitomnych bunék. SlouZi k rozliSeni

ser6zniho a purulentniho zanétu, popf. k pritkkazu a identifikaci bakterii. (8, 12)
3.4.1 Cytologie kvantitativni

Pomoci tohoto vysetieni se zjist'uje pocet bunék ve znamém objemu. Stanovuje se ve
Fuchs—Rosenthalové komtrce o objemu 3,2 ul a k obarveni jadernych elementi slouzi
kysely fuchsin nebo jiné barvivo zvyraziujici jaderné struktury. Diferenciace jadernych
elementl timto zpiisobem na mononukleary a polynukledry je ale mélo spolehliva.

Erytrocyty se pocitaji v nativnim likvoru. (12, 15, 18)

I pfi normélnim poctu bun¢k muze byt jejich sloZeni patologické. Proto se
doporucuje ve vSech ptipadech zhotovit preparat pro kvalitativni vySetfeni alespon

v zakladnim barveni. (12, 15, 18)

3.4.1.1 Vyjadiovdni poctu elementit

*  Ngsice/3U] — tento zpilisob vyjadfovani je dodnes pouzivan.

*  Ngsiice/Ml — pocet elementll je d€len tfemi, tento zplisob vyjadfovani poctu
elementi je pouZivan v mé bakalarské praci.

*  Ngsice/ 11 — pocCet Castic na jeden litr. Ackoliv se v likvorologii tento zplisob zatim
moc nepouziva, je uzadkonén a postupné se bude na toto vyjadfovéani prechazet.

(1)
3.4.2 Cytologie kvalitativni

Timto vysetfenim se zjiSt'uje zastoupeni jednotlivych bunéénych element a hodnoti

se jejich morfologie. Buiiky jsou v n€kterych ptipadech v likvoru v nizkém poctu a
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proto je potieba je Setrn¢ zkoncentrovat. K tomuto ucelu slouZi cytosedimentace nebo
cytocentrifugace. Zakladni barvici metoda pro toto vySetfeni je barveni dle

Pappenheima.

Pfi podezieni na piitomnost bakterii se zhotovuje natér ze sedimentu a pro rychlé
urCeni se zvoli barveni dle Gramma. Ostatni typy barveni se pouZivaji podle
predpoklddané diagndzy. Pii podezieni na lipofagocytézu se pouziva barveni na lipidy
pomoci sudanové ¢erné B nebo olejové Cervené. Barveni toluidinovou modii pfispiva k
detekci vysoce aktivovanych elementi nebo malignich bunék. K pritkazu pfitomnosti

Zeleza se vyuziva PAS reakce. (8, 14)

Dnes je mozna identifikace bun¢k v likvoru pomoci imunochemickych metod, které
se bézn¢ pouzivaji pti vySetieni leukocytli v periferni krvi a kostni dfeni. Kvalitni
cytologicky preparit lze pripravit jen z Zivych, neporusenych bunék. Jako prvni
podléhaji cytolyze granulocyty a nadorové buiiky. Zivotnost bunék lze prodlouZit o

nékolik hodin uchovéanim vzorku pii 4°C. (8)
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4 CYTOLOGICKE NALEZY V MOZKOMISNIM MOKU

4.1 Fyziologicky nalez

Fyziologicky se nachéazi v likvoru u dosp€lého ¢lovéka pouze mononukleary (veétsi
¢ast tvori lymfocyty). Prevazuji klidové elementy, aktivovdno muiiZze byt maximalné
10% elementli. Cytologickd norma pfipousti u dospélého do 5 bunék v lul a u
novorozencl do 10 bun¢k v 1ul. Ojedinéle se mohou vyskytovat také bunky vystelky

likvorovych cest. (5, 12, 24)

Pti artificidlni pfimési krve pfi odbéru likvoru nachdzime erytrocyty i segmenty. (12,

24)
4.2 Patologicky nalez

Jako patologicky nalez se oznacuje ptitomnost erytrocytll, segmentil, vétsi zastoupeni
aktivovanych lymfocytd, pfitomnost plazmocytd, fagocytti, vyssi pocet bunck vystelky
likvorovych cest a nalez nadorovych bunék. Pfitomnost erytrocytl a segmentl je
piipustnd pouze pfi arteficidlnim krvaceni pti odbéru. V pifitomnosti vétSiho mnoZstvi
erytrocytl pfi arteficidlnim krvaceni, je nutné provést korekci. Pocet leukocytt se snizi

o 1-2 na 1000 erytrocytu. (9, 12, 24)
4.2.1 Syndromologicka klasifikace likvorovych cytologickych nalezii

Oligocytdza je termin uzivany pro pocet bunék do 10/3 ve Fuchs — Rosenthalové
komtrce, zatimco pleocytdza oznacuje vyssi pocet buncék. Podle bunécného sloZeni 1ze
formulovat oligocelularni ¢i pleocytarni likvor do jednotlivych cytologickych
syndromii. Kazdy z nasledujicich syndromt mé jednu pifevazujici slozku, ale pii

ruznych patologiich miZou nastat i rizné kombinace téchto syndromd. (9, 5)
4.2.1.1 Oligocytoza

a) Granulocytdrni
Tvorii ji z velké Casti neutrofilni granulocyty napf. pfi nehnisavém
zanétu a mozkové ischemii. Piitomnost eozinofilnich granulocytii znaci

napft. alergickou reakci. (9, 15, 16)
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b)

c)

d)

Lymfocytdrni
Zde je pritomnost aktivovanych lymfocyti a plazmatickych bunék.
Tento néalez je casty pii roztrousené skler6ze a pii chronickych

neuroinfekcich. (9, 15, 16)

Monocytdrni

U tohoto syndromu je pfevaha aktivovanych monocyti. Takto
aktivované monocyty — fagocyty se hiife rozpoznavaji.

Ptitomnost monocytl je detekovdna v termindlnich fézich
neuroinfekci. Dale ji 1ze pozorovat u polyradikulonefritidy Guillain —

Barré. (9, 15, 16)

Tumorozni
Zde jsou pfitomny maligni buniky pochdzejici z nadori, které se
nachézi v blizkosti likvorovych cest, nebo se jednd o maligni infiltraci.

9, 15, 16)

4.2.1.2 Pleocytoza

a)

b)

c)

Granulocytdrni s prevahou neutrofilnich granulocytii
Pocet neutrofilnich granulocytii je zvySen nad 5/ul, nékdy az na tisice
a desetitisice. NejcastéjSi vyskyt je pfi bakteridlni meningitidé. (9, 15,

16)

Granulocytdrni s prevahou eozinofilnich granulocytu
Jednd se o mén¢ Casty nélez — tzv. obraz eozinofilni meningitidy.
Nejedna se o zanétlivé onemocnéni, ale o projev zdvazné alergické

reakce, parazitarni, mykotické nebo autoagresivni onemocnéni. (9, 15,

13)

Lymfocytdrni
U tohoto typu pleocytézy se nachdzi vysoky pocet lymfocytl a jejich
aktivovanych forem. Tento nalez provazi nehnisava zéanétliva

onemocnéni jako je virova meningitida a spirochetélni infekce. (9, 23)
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d) Monocytdrni

Monocyty zde vétSinou jevi znamky aktivace — nespecificky znak pro
piitomnost neinfekéniho onemocnéni. Aktivovany monocyt — makrofag
zprostiedkovava fagocytézu. Podle specifického substratu 1ze makrofagy
déale klasifikovat. Erytrofagy znali Cerstvé intermeningedlni krvéacent,
siderofagy starsi krvaceni, leukofidgy znaci pfitomnost hnisavého zanétu
a lymfofagy nehnisavého zanétu. Lipofagy se vyskytuji napf. pii

degenerativnim nemocnéni CNS. (5, 9, 15, 16, 23)
Tumorozni pleiocytoza

Vyskyt vys§iho poctu malignich elementti spole¢né s jejich

fagocytovanou formou. (9, 15, 16)
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5 PREANALYTICKA CAST LABORATORNIHO
VYSETRENI

Spravnost vysledkl laboratorniho vysetfeni je ovlivnéna mnoha faktory. Tyto faktory
se rozd€luji na preanalytické, analytické a postanalytické. Chyby v preanalytické fazi

tvoii znacnou Cast vSech laboratornich chyb. (19)

Preanalytickd faze laboratorniho vysetieni zahrnuje mnoho vlivli a procest, které se
vyznamnym zpusobem podili na konecném vysledku stanoveni jeSté pfed tim, nez se
vzorek dostane do laboratofe. Preanalytickd ¢4st zahrnuje postupy a operace od indikace

vySetieni az po zahdjeni analyzy vzorku. (4, 15, 19)

Mezi hlavni preanalytické vlivy patii pfiprava pacienta na odbér vzorku, odbér
biologického materidlu, uchovani a piipadny transport materidlu do laboratofe. Dalsi
vlivy jsou biologické - ovlivnitelné, ¢i neovlivnitelné. Mezi neovlivnitelné biologické

preanalytické vlivy, ve vztahu k vySetieni likvoru, patifi zejména vek pacienta. (4)
5.1 Odbér materialu

Pted odbérem biologického materidlu musi byt odbérova nadoba jasn¢ oznaena, aby
nedoSlo k zdméné vzorkid. Likvor odebira 1€kat do sterilni zkumavky bez aditiv,

s umé&lohmotnou nebo gumovou zatkou. (10)

K hodnoceni hematoencefalické bariéry a intrathekdlni syntézy imunoglobulint je
tieba zaslat do laboratofe soucasné Zilni krev bez protisrazlivych prostiedkli. Krev na
stanoveni koncentrace glukézy se odebird do zkumavky s protisrazlivym a
antiglykolytickym prostfedkem. Krev ma byt odebrana pfiblizné 30 minut pfed odbérem

likvoru. (15, 4)
5.2 Transport materialnu

Je nutné, aby byl biologicky material dopraven s fadné€ vyplnénou Zadankou, aby
identifika¢ni ddaje na odbérové nadob¢ souhlasily s identifikacnimi tdaji na Zadance.

(10)
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Transport likvoru probiha zasadné pii laboratorni teploté. Spolu s krvi je vhodné
likvor transportovat v obalech, které jsou pro tuto cinnost urCeny. Obaly chrani

biologicky materiél pied vykyvy teploty, svétlem a mechanickymi otfesy. (11, 10)
5.3 Preanalyticka faze v laboratori

Pfi pfijmu vzorku do laboratofe probchne kontrola identifika¢nich udajt, zadani
pozadavkt do laboratorniho informacniho systému a oznaceni zkumavek carovym

kodem. (4, 10)
5.4 Pozadavky ke zpracovani

Nativni a centrifugovany likvor je nutné zpracovat do jedné, maximaln¢ do dvou
hodin od odbéru ke kvantitativni i1 kvalitativni cytologii. K biochemickému zpracovani,
je mozné po stejnou dobu pouZzit likvor centrifugovany. Ke spektrofotometrickému
vySetieni je nutné centrifugovat likvor nejdéle do jedné hodiny do odbéru. Pokud neni
provedeno vysetieni ihned, musi byt supernatant skladovan v temnu pfi teploté 4°C. (4,

10)
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PRAKTICKA CAST
6 CiL A HYPOTEZY

6.1 Cil

V pritbéhu plnéni praktické Casti bakalaiské prace chci zjistit, zda se budou meénit
pocty sledovanych bunécénych elementl po poruseni preanalytické ¢asti laboratorniho

vySetieni.
Pro dosazeni tohoto cile je nutno splnit nasledujici predpoklady:

1. Sbér dostate¢ného mnozstvi kvalitnich vzorku likvoru.

2. Nastudovat vzhled buné¢nych elementt pro jejich naslednou diferenciaci.
6.2 Hypotézy

Erytrocyty a leukocyty potiebuji ke svému metabolismu glukézu jako zdroj energie.
Z krve ji prijimaji pomoci pfenasect na svém povrchu. Kdyz se erytrocyty a leukocyty
nachizi v odebraném vzorku likvoru, kde je dostatek glukézy, mohou ji po néjakou

dobu Cerpat a jejich pocet by se nem¢l menit.

Pokud vykazuje likvor znamky zanétlivého bakteridlniho onemocnéni, tak by se
m¢ély erytrocyty a leukocyty rozpadat rychleji, protoze glukézu Cerpaji jako zdroj
energie i pfitomné bakterie. Soucasné neni zanétlivy mozkomiSni mok pro bunécné
elementy pfirozené prostfedi. Po delSim stani vzorku pfi laboratorni teploté by se tedy

mohlo stat, Ze pocet erytrocytl a leukocyti bude fale$n¢ snizeny.

Pocet erytrocytll by se mohl ménit i v zavislosti na osmolalité prostiedi. Likvor je za
fyziologickych podminek isoosmolarni — pro erytrocyty je takové prostiedi piirozené.
Pokud ale nastane zména ve sloZeni likvoru, miiZze se zmeénit i jeho osmolalita.
Hypoosmolarni prostfedi by zptsobilo sniZeni poctu erytrocyti v disledku nasavani
vody z okoli a jejich néslednou lyzu. Naopak hyperosmolarni prostfedi, by zptsobilo
svrastovani a deformaci bunék. Takové erytrocyty by se v nativnim likvoru hiie

rozpoznavaly a byly by snadnéji zaménitelné s jinymi bunéénymi elementy.

27



7 PRISTROJOVE VYBAVENI A POMUCKY

7.1 Binokularni mikroskop Olympus BX41

Tento opticky mikroskop se sklddd z mechanické, optické a osvétlovaci Casti.
Zakladnimi prvky optické €asti jsou objektiv a okuldr — soustava spojenych Cocek.
Pomoci objektivu se pozorovany objekt zobrazuje jako zvétSeny, skuteCny a
pfevriceny. Okular zajiStuje, Ze je pozorovany objekt pifevriceny, zvétSeny a

neskutecny. (6, 14)
Popis mikroskopu:

Obrazek &islo 1. Mikroskop Olympus BX41

Zdroj: viastni foto porizené ve FN Plzeri na UKBH

Legenda: 1...okular, 2...tubus, 3...objektivy, 4...stolek, 5...makroSroub,

6...mikroSroub, 7...zdroj svétla
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Postup pii mikroskopovani: (6, 14)

[S—

. Spinacem jsem zapnula osvétleni.

2. Na stolek jsem umistila Fuchs—Rosenhthalovu komirku, kterd musi byt zaji$téna
svorkami.

3. Nastavila jsem si objektiv na poZadované zvétSeni — konecné zvétSeni vzorku
bylo 200x, popt. 400x.

4. Pomoci makroSroubu jsem pfibliZila objektiv co nejbliZe ke komtirce.

5. Zorné pole jsem doostfila jemnym posunem pomoci mikroSroubu.

6. Za pouziti vodi¢ii jsem posouvala stolek s komirkou dle potfeby.
7.2 Pipety a Spicky

Pro stanoveni byly pouZity kalibrované pistové pipety znacky Eppendorf. Pistové
pipety jsou velmi pfesné, bezpecné a barevné odliSitelné podle objemu. Soucasti pipet je

mechanismus na odhazovéni Spicky. (6)
Spicky jsou jednordzové a jsou vyrobeny z polypropylenu.
7.3 Fuchs-Rosenthalova komiirka

Fuchs-Rosenthalova komtrka méa objem 3,2 pl a rozdéluje se trojitymi ¢arami na 16

velkych a 256 malych ctverct.

Obrazek ¢&islo 2. Fuchs—Rosenthalova komiirka s obarvenym likvorem

Zdroj: viastni foto poiizené ve FN Plzeii v UKBH

7.4 Barvici roztok

Pro obarveni jadernych elementl a lyzu erytrocytii bylo vhodné pouZzit Samsoniv

roztok. (17)
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SloZeni Samsonova roztoku:

* ledova kyselina octova...90 ml
e fenol...6 ml

* piesyceny kysely fuchsin...6 ml
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8 PRACOVNI POSTUP

1. Opatrnym pievracenim zkumavky jsem promichala zkumavku s likvorem.
2. Do Ccisté zkumavky jsem napipetovala 100 pl likvoru a 10 pl pfipraveného
Samsonova roztoku.
3. Inkubace trvala 10 minut pfi laboratorni teplot¢.
4. Pod kryci sklicko na Fuchs—Rosenthalové komiirce jsem napipetovala do jedné
poloviny doCasny obarveny likvor a do druhé poloviny likvor nativni.
5. Bunécné elementy jsem pozorovala pti 200ndsobném zvétSeni:
* Erytrocyty — v nativnim likvoru
e Jaderné elementy — v obarveném likvoru
6. Po odectu vysledku jsem komurku diikladné umyla, osusSila, vylestila a ulozila

do obalu.

Cely postup jsem provedla ihned po pfijeti vzorku do laboratofe a nasledné po 1,5

hoding a 3 hodinach, kdy byl likvor ponechan pfii laboratorni teploté.
8.1 Vlastni po¢itani ve Fuchs—Rosenthalové komiirce

Erytrocyty v nativnim preparatu a jaderné elementy v barevném preparétu se pocitaji
v 256 ctvereccich. Pokud bylo obtizné spocitat bunééné elementy ve vSech Ctvereccich,
bylo mozné spocitat pouze napi. 5 Ctverecku. Z 5 libovolnych ctvereCkli se spocital
pramér, ktery se vynasobil 256. Tento postup jsem zvolila v piipadé, Ze pocet
bunécénych elementi byl velmi vysoky a pocitani vSech Ctvereckli by bylo ¢asove

naro¢né.
De256=c
@...pramér z péti ¢tvereck,
c...vypocteny pocet bunck

Dalsi zpasob pocitani bun¢k ve Fuchs—Rosenthalové komirce je pocitani po

uhlopficce:

a+b
2

el6=c
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a...uhlopficka vedena ve Fuchs—Rosenthalové komurce z levého horniho rohu do

pravého dolniho rohu
b...uhlopficka z pravého horného rohu do levého dolniho rohu
c...vypocteny pocet bunck

Obrazek cislo 3. Schéma Fuchs —Rosenthalovy komiirky

e

0,25
1mm

Zdroj: http://www.bdl-cee.com/komurka-pocitaci-fuchs-rosenhal
Pokud bylo 1 tak pocitdni obtizné, nebo se bunky prekryvaly, bylo nutné likvor

natedit. Redéni se provadélo fyziologickym roztokem — 0,9% NaCl. Podet bun&énych

element se pak vynasobil ¢islem fedéni.
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9 SLEDOVANE BUNECNE SPEKTRUM

Pro splnéni tucelu této bakalaiské prace jsem se naucCila rozezndvat erytrocyty
v nativnim preparitu a leukocyty v doCasném barveném preparatu. Provadéla jsem

diferenciaci leukocytli na polynukleary a mononukleary.

Erytrocyty jsou bezjaderné, bikonkavni buiiky. Velikost erytrocytu je v priméru 7x2
pm. Jsou velmi citlivé na zmény osmotického tlaku. Pokud se osmoticky tlak snizi, tak
erytrocyt piijima vodu z okoli, jeho objem se zvétSuje a miiZe dojit k jeho prasknuti.

V opacném piipadé vodu odevzdava do okoli a svrast'uje se. (7, 14)

Hlavni pozornost pfi po€itani erytrocytil jsem musela vénovat typickému centrdlnimu
projasnéni. Erytrocyty jsou snadno zaménitelné s leukocyty podobné velikosti. Proto je
nutné pii mikroskopovani stale proostfovat preparat a hledat buiiky bez jader, s Cistym

projasnénim.

Diky barveni Samsonovym roztokem dojde k rozpadu erytrocyti, takze v barveném
preparatu zistanou polynukledry a mononukledry. Pro spravné rozd€leni bunék je

potieba rozliSovat jejich velikost, tvar a velikost jadra a mnoZzstvi cytoplazmy. (14, 23)

Mononukledry se rozdéluji na lymfocyty a monocyty. Lymfocyty miiZzeme dale

rozdélit na T-lymfocyty a B-lymfocyty, které vSak nelze okem rozpoznat. (14, 23)

Klidové lymfocyty, o velikosti 8—10 um, maji veliké jadro, které vypliiuje buniku tak,
Ze cytoplazma predstavuje pouze tzky lem kolem néj. Aktivovany lymfocyt je buiika o
velikosti 11-18 um. Nejvétsi lymfoidni bunikou je plazmocyt. Vyviji se z B-lymfocytu

(konec¢né stadium) a je veliky 21 pm. (14, 23)

Monocyty jsou velké jaderné bunky o velikosti 15-30 um. Jaddro ma nepravidelny
tvar a byva lalo¢naté. Cytoplazma se barvi svétleji nez u lymfocytl. Aktivovany

monocyt se od klidového lisi velikosti a ptitomnosti vakuolizace. (14, 23)

Polynukleary se rozd€luji na neutrofilni, eozinofilni a bazofilni granulocyty. OdliSuji
se velikosti, tvarem jadra a granulaci cytoplazmy. Neutrofilni granulocyty jsou veliké
pramérné¢ 10-14 um. Ve zralém stiadiu se jejich jadro rozdé€luje na 3-5 segmenti a

cytoplazma obsahuje vyzrdla granula. Eosinofilni granulocyty jsou vétsi a jadro je
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rozdeleno tzkym mustkem pouze na dva segmenty. Granula jsou cihlové ¢ervena. Jadro
bazofilniho granulocytu je nepravidelné — esovité nebo lalocnaté. Granula jsou velikd a

temné¢ modra. (14, 23)
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10 SOUBOR PACIENTSKYCH VZORKU

Data byla pofizena ve Fakultni nemocnici v Plzni na Ustavu klinické biochemie a
hematologie. VySetfovan byl kazdy vzorek bez ohledu na vék a pohlavi pacienta.
Jednim z tuskali byl objem odebraného materidlu, ktery v nékterych ptipadech nebyl
dostacujici pro ucely mé bakalaiské prace, protoze cytologické vySetfeni muselo byt
provedeno tfikrat. Sbér vhodnych vzorki probihal v obdobi od prosince 2016 do ledna
2017. Z diivodu ¢asové narocnosti a nizkého poctu poZadavkil na toto vySetfeni bylo

vysetieno pouze 7 vzorku.

Vzorky likvoru jsou oznadeny &isly od 1 do 7. Ctyii vzorky byly pfijaty z odd&leni
hematoonkologie z indikace sledovani rozsahu zakladniho nadorového onemocnéni,
kdy byla zvySena pravdépodobnost nilezu nadorovych bunck. Cytologické vySetfeni
likvoru se v téchto piipadech doplituje o priitokovou cytometrii, kterd je zaloZena na
pocitani bunék impedan¢ni metodou. Ostatni vzorky likvoru byly pfijaty z oddéleni
neurochirurgie, pediatrické kliniky — jednotky intenzivni a resuscitatni péce, a

neurologické kliniky.

10.1 Cytologické nalezy a kazuistiky

Tabulka 1
Pocet bunécnych elementl v ase
Vzorek 1 [hodiny]
Vysledek
N tements /1L Netomenti /M | Notomenei/ L laby;aniky
a0 hodin | 7@ 15 hodiny | za 3 hodiny | z UKBH v case 0
Entrosyly 470 565 560 740
Polynukleary 0 0 0 0
Mononukleédry 12 13 1 17

Zdroj: vlastni zpracovdni.

Pohlavi pacienta/ky — muzské

Vek — 67 let
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Vzorek likvoru ¢islo 1 byl pfijat z hematoonkologického oddé€leni. Lumbalni punkce
byla indikovdna z dGvodu zjiSténi stagingu (pokrocilosti) zdkladniho onemocnéni,

kterym byl t. €. folikularni lymfom.

Pacient podstoupil 1é¢bu Sesti cykly chemoterapie. Po dvou mésicich od 1écby
nastala progrese onemocnéni a byla provedena excize zvétSenych lymfatickych uzlin
v pravém tfisle. Dle PET MR (magneticka rezonance s pozitronovou emisni tomografii)
byla prokazana vysoce metabolicky aktivni lymfomova infiltrace uzlin v oblasti tfisel a
pateiniho kandlu v rozsahu celé bederni patefe a v sakralnim kanalu. Byl aplikovan
prvni cyklus chemoterapie. Kontrolni lumbalni punkce prokézala infiltraci likvoru pfi

zakladnim onemocnéni.

Vzorek likvoru ¢islo 1 mél fyziologicky vzhled — ¢iry a bezbarvy. Pocet

mononukleari byl vyssi nez 10/ul takze se jednalo o lymfocytiarni a monocytarni

pleiocytézu.
Tabulka 2
Pocet bunécnych elementl v ase
Vzorek 2 (hodiny]
Vysledek
Nalamanrﬁfui Na!amanrﬁf;“'l Na:ammnifl*l laborantky
-0 hodin za 1,5 hodiny | za 3 hodiny | z UKBH v ¢ase 0
Erytrocyty 67 = 70 75
Polynukleary 0 0 0 0
. 2 2 1 )
Mononukleéry

Zdroj: vlastni zpracovdni.
Pohlavi pacienta/ky — muzské
Vek — 59 let

Vzorek likvoru ¢islo 2 byl piijat z odd€leni hematoonkologie. Stejn€ jako vSechny
ostatni vzorky v mé bakaldiské praci z tohoto oddéleni byl i tento vySetfovan kvuli
zjisténi stagingu zdkladniho onemocnéni. Pacient se t. ¢. 1éCil z dlivodu pfitomnosti
Non-Hodgkinova lymfomu, takze se primarn¢ sledovala pfipadna pifitomnost a pocet

nadorovych bunék v likvoru.
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Z divodu ucelu mé bakalaiské prace jsem vsSak sledovala pouze pocty erytrocyti,

polynuklearti a mononukleari.

Vzhled likvoru byl fyziologicky — Ciry a bezbarvy. Takto zvySeny pocet erytrocytii
nema klinicky vyznam. MnoZstvi mononukleart a polynuklear bylo v normé. Piipadna
dalsi diagnostika se opird o vySetfeni pratokové cytometrie, kde je piipadné

identifikovano zastoupeni suspektnich elementil pii znamé malignité.

Tabulka 3
Pocet bunécnych elementl v Case
Vzorek 3 [hodiny]
Vysledek
Na!amanrﬁful Na:amanni.";“'l Ng:ammrﬁflii lali);rfmiky
2a0 hodin | #a 1.5 hodiny | za 3 hodiny | z UKBH v éase 0
Erytrocyty >4 52 60 21
Polynukleary 0 0 0 !
Mononukleary 3 2 3 1

Zdroj: vlastni zpracovdni.
Pohlavi pacienta/ky — Zenské
Vek -9 let

Vzorek Cislo 3 byl piijat z odd€leni détské hematoonkologie. Pacientka se t. €. 1éCila
s akutni lymfoblastickou leukemii a indikace k tomuto vySetfeni byla sledovani rozsahu

onemocnéni.

Vzhled likvoru byl fyziologicky — Ciry a bezbarvy. Takto zvySeny pocet erytrocytll
nema klinicky vyznam. Polynukledry nebyly pfitomny a mnoZstvi mononukledr bylo

fyziologické.
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Tabulka 4

Vzorek 4

Pocet bunécnych elementl v ase

[hodiny]
Vysledek
L —— Jul Neiome ?ﬂﬂ:l"';“'l Na!amanrﬁf |*LE' laborantky
za 0 hodin za 1,5 hodiny | za 3 hodiny | z UKBH v case 0
Erytrocyty 4 3 3 5
Polynukleary 0 0 0 1
Mononukleary L 0 0 1

Zdroj: vlastni zpracovdni.
Pohlavi pacienta/ky — Zenské

Vek - 25 let

Vzorek likvoru ¢islo 4 byl pfijat z hematoonkologického oddé€leni z diivodu stagingu
zakladniho onemocnéni, kterym t. ¢. byla akutni lymfoblasticka leukemie. Vylouceni

infiltrace narodovymi buiikkami musi byt kromé cytologického vySetfeni potvrzeno i

pratokovou cytometrii.

Vzhled likvoru byl fyziologicky — Ciry a bezbarvy. Takto nizky pocet erytrocytii

nema klinicky vyznam.

Tabulka 5
Pocet bunécnych elementl v Case
Vzorek 5 [hodiny]
Vysledek
N oiomenen /1L Nﬂiﬂmﬂnﬁl-"’ll‘l’l Na!amanhﬂ:f“’l laborantky

a0 hodin | @ 1.5 hodiny | za 3 hodiny | zUKBH v ¢ase 0
Erytrocyty 456 373 373 20
Polynukledry 40107 39538 39253 36693
Mononukledry 5973 3840 4693 7509

Zdroj: vlastni zpracovdni.
Pohlavi pacienta/ky — muzské

Vek — 44 let
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Vzorek likvoru €islo 5 pochazel z neurochirurgického oddéleni. Pacient byl pfijat pro
polytrauma s kontuzi mozku, hematocefalus a fraktury obratlli. VySetfeni na
pocitacovém tomografu (CT) ukazalo rozSiteny komorovy systém. Stav pacienta se
postupné hor$il. Byla indikovdna lumbdélni punkce a cytobiochemické vySetfeni
mozkomiSniho moku, které prokazalo purulentni zanét. Po stale se zhorSujici poruse
védomi nastala zastava krevniho ob&hu. Po opakované nepiimé srde¢ni masazi doslo
k obnoveni krevniho ob¢hu, avSak doslo k prohloubeni poruchy védomi do kématu.
Nésledné CT vySetfeni prokazalo lehkou progresi ndlezu — jako mozZna pfiCina byla
uvadéna nahromadéni hnisu v komorovém systému. Byla zavedena komorova drenaz.
Nésledné CT vySetieni prokazalo prognosticky neptiznivy edém mozku. Nedochéazelo
ke zlepSeni stavu pacienta a byla nutni podpora dechu i ob¢hu. Po dvou dnech doslo
opétovné k zastavé obchu. I pres veSkeré tsili nebyla obnovena srdecni ¢innost a

pacient zemfel.

Vzhled vzorku ¢islo 5 byl pred centrifugaci Zluty a zkaleny. Vysledek
cytobiochemického vySetfeni likvoru prokéizal ptitomnost purulentniho zanétu. Pocet
mononukleari a polynuklearti viz Tabulka 5. Neutrofilni granulocyty v trvalém
cytologickém prepardtu vyrazné prevazovaly, ndlez byl oznaCen jako smiSena
pleocytdéza s pfevahou neutrofilnich granulocyti. Mikrobiologické vySetieni urcilo jako

puvodce infekce gramnegativni tycku - Enterobacter aerogenes.

Tabulka 6
Pocet bunécnych elementl v ase
Vzorek 6 (hodiny]
e ful Nazamﬂnﬂjul Na!amannﬁf Mi l:}f;£2iil]:y
a0 hodin | @ 1.5 hodiny | za 3 hodiny | z UKBH v ¢ase 0
Erytrocyty 237227 ZIEASE 215040 399360
Polynukleéry 36 43 37 4
Mononukledry 2l 21 21 53

Zdroj: vlastni zpracovdni.

Pohlavi pacienta/ky — muzské

Vék — 5 meésica
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Vysetieni vzorku likvoru ¢islo 6 bylo indikovdno primarné z divodu vylouceni
zanétu. DalSi moZnou diferencialné diagnostickou rozvahou bylo vzhledem k anamnéze

krvéceni do likvorovych cest.

Pacient byl plvodné pfijat na pediatrickou kliniku pro suspektni subduralni
hematom. MR vySetfeni popisovalo bilateralni hemisferalni subduralni kolekce, které
mély charakter subakutniho pozdniho hematomu. Déle byl popsan rozvijejici se
hydrocefalus a oboustranné rozsifeni subarachnoideédlnich prostori. V disledku
nartistajici nitrolebni hypertenze byla provedena trepanace a evakuace hematomu. V
disledku recidivujicich obtiZi byly ve spolupréci s neurochirurgem zavedeny katétry a
dle potieby byla providdéna evakuace. Kone¢né MR vysSetfeni prokizalo vyznamnou

regresi subduralni kolekce. Pacient byl nadale pfedan do ambulantni péce.

Likvor mél krvavy a zakaleny vzhled pied centrifugaci. Po centrifugaci byl
xantochromni. Proto byl vzorek nafedén fyziologickym roztokem v poméru 1:20 a
nasledné stanoven pocet erytrocytll. Barveni a ostatni kroky vySetieni se shodovaly
s pfedchozimi stanovenimi. Pocet leukocytli byl stanoven po obarveni kyselym

fuchsinem v nefedéném vzorku.

Tabulka 7
Pocet bunécnych elementl v Case
Vzorek 7 [hodiny]
Vysledek
N tements /1L Netomenti /M | Notomenei/ L laby;aniky
a0 hodin | 2@ 15 hodiny | za 3 hodiny | z UKBH v case 0
Erytrocyty 18 13 16 0
Polynukleary 0 0 0 0
Mononukleédry 4 3 3 3

Zdroj: vlastni zpracovdni.
Pohlavi pacienta/ky — muzské
Veék — 52 let

Vzorek likvoru byl pfijat z neurologického oddéleni, kde byl pacient hospitalizovan

pro pretrvavajici zavrat€ trvajici cca 2,5 roku.
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Vzhled likvoru byl fyziologicky — €iry a bezbarvy. Pocet polynuklearti byl nulovy a
pocet mononukledrt ve fyziologickém rozmezi. MnoZstvi erytrocytl nema klinicky

vyznam.

Dle dalsiho vysetieni byla potvrzena piitomnost boreliovych IgG protilatek v likvoru
1 v séru. Vzhledem k nemoznosti vyloucit prodélanou neuroboreliozu a trvajici potize

néasledné piijat na infek¢ni kliniku k ATB 1éEbe.
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DISKUZE

Na spolehlivé zjiSteéni statistické a nasledn€ zejména klinické vyznamnosti zmény
poctu elementll pii opozdéném provedeni kvantitativniho cytologického vySetfeni
mozkomiSniho moku by bylo potieba provést vySetfeni vice vzorki. Jedna se o obtizny
ukol vzhledem k faktu, Ze mozkomisni mok je vzacny materiadl a soucasné zahrnuje
vzorky jak relativn€ acelularni, popf. s hraniénimi pocty elementtl, tak soucasné vzorky
extrémné bunécné. Zejména vzhledem k rozdilnym poctim elementll a soucasné k
rozdilnym indikacim cytobiochemického vysetieni jsem se rozhodla provést zhodnoceni

vzorku ¢aste¢né oddélene.

VysSetteni vzorku ¢. 6 z neurochirurgického oddéleni bylo provedeno z indikace
zjisténi piipadné pfitomnosti zejména purulentniho zanctu. V tomto piipadé je tieba
posoudit pievazujici bunécnou slozku, kterou ve vSech Casech byly s jasnou prevahou
neutrofilni granulocyty. Sou€asné biochemické vySetfeni vyrazné svédcCilo pro obraz
purulentniho zanétu. Navzdory extrémné vysokému poctu elementli jsme neprokéazali,
Ze dochéazi k rozpadu vétsiho poctu polynuklearti nez ostatnich slozek leukocytarni
fady, jak uvadi ve své praci R.W. Steele et al. (26) Posouzeni poctu erytrocytli v tomto
pfipadé nehraje vyznamnéjsi roli, protoZe jaderné elementy byly vyznamné pievazujici

slozkou.

V ptipad¢ vzorku €. 5 byla indikace provedeni cytobiochemického vySetieni ke
zjisténi pfitomnosti zanétu a posouzeni piipadné pfitomnosti krvaceni. Vzhledem
k faktu, Ze erytrocyty byly vyznamné pievazujici slozkou, je duleZité posoudit pomé&r
poctu leukocytll a erytrocytli a provést korekci poctu leukocytli na pocet erytrocytd.
Tato korekce ve vSech piipadech (v Case 0, za 1,5 a za 3 hodiny) svéd¢i spiSe pro
nezvySeny pocet elementli. Hodnoceni pfitomnosti zanétu je v tomto ptipad¢ vSak velmi
slozité a kone¢né zhodnoceni je vzdy tfeba posuzovat s vysledky mikrobiologického
vySetieni. Pfi posuzovéni ptipadné pfitomnosti krvaceni cytologicky obraz mohl svédcit
pro arteficielni pfimés krve €i pro velmi Cerstvé krvaceni (dle zhodnoceni trvalého
cytologického preparatu nebyly piitomny cytologické znamky uklidové reakce po

Vv

krvéaceni). Detailnéjsi hodnoceni neni predmétem moji prace. Pocet jadernych elementi
v ¢ase 3 hodiny nebyl nizsi nez v piipad¢ prvniho stanoveni poctu elementl, rozdil v
poctu erytrocytll je vzhledem k vysokému poctu zanedbatelny. Za zminku stoji, Ze se
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hodnoty cytologickych parametrii ur¢enych mnou liSily od vysledki stanovenych
laborantkou. Rozdil mohl byt zplisoben napf. rozdilnym fedénim (mym a laborantky)
nutnym ke stanoveni poctu elementi, popf. rozdilnou zkuSenosti v provadéni
kvantitativni C¢asti cytologického vysSetien. Pro posouzeni rozdilii by bylo vhodné

provést porovnani pocitani elementii u vice vzorki a vZdy vice pracovniky.

Vzorky 1, 2, 3, 4 a 7 jsem se vzhledem k relativné nizké buné€nosti rozhodla
zhodnotit spolecné. Pouze v ptipad¢ vzorku €. 1 se jednalo o pleocytézu a i v tomto
jediném piipadé byl pocet erytrocytt >500. V piipad¢ vzorki 2, 3, 4 a 7 se jednalo ve
vSech ptipadech o oligocytézu. Pfi posouzeni zmén v jednotlivych Casech v Case 0, za
1,5 a za 3 hodiny se v ptipad¢ vzorkl 2, 3 a 4 jednd vidy o oligocytézu, v piipade
vzorku €. 7 se z hlediska leukocyt jedna o acelularni vzorek. U jediného vzorku €. 1 se
jedna o mirnou pleocytézu, kde zjistény pocet elementl je v ¢ase za 1,5 hodiny vyssi
nez v ¢ase 0 o 1 element/ul, a nasledné v Case za 3 hodiny nizZsi nez v ¢ase za 1,5 hodiny
o 2 elementy/ul. Na statistické posouzeni zmény poctu elementd u likvort s
oligocytézou nebo nevyraznou plecytdzou je tieba vétsiho poctu vzorki. K posouzeni
klinické vyznamnosti zmény by bylo tfeba zhotoveni a zhodnoceni trvalych
cytologickych preparati ve vSech casovych tsecich a soucasné¢ doplnit vySetfeni
cytologické o zhodnoceni vysledkli dalSich vysSetieni, kterd se bézné k posouzeni
v jednotlivych indikacich provadéji (napf. provedeni analyzy pomoci pritokové
cytometrie u likvort indikovanych k posouzeni pfitomnosti hematologickych malignit),
coz v praxi neni jednoduSe proveditelné vzhledem k extrémni naroCnosti na mnoZstvi

vzorku.
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Cytobiochemické vySetfeni mozkomiSniho moku patii mezi vySetfeni dileZita pro
diagnostiku primarnich, ale téZ sekundarnich onemocnéni nervového systému. Pro
spravnou interpretaci je dulezité dodrzeni obecné¢ uznidvanych preanalytickych
podminek. Jejich nedodrzeni muze vést ke Spatné interpretaci a mit dopad na

diagnostiku a nasledné terapii pacienta.

Utelem moji prace bylo zhodnotit pfipadné zmény pii kvantitativnim vySetieni
mozkomi$niho moku pfi nedodrZzeni Casovych preanalytickych podminek vzhledem
k faktu, Ze tato obecné¢ uzndvand doporuceni nejsou podpoiena odkazy na recentni

studie zabyvajici se touto problematikou v béZzném laboratornim provozu.

Vysledek moji prace dokladuje, Ze v pfipad¢ cytologického vySetfeni mozkomisSniho
moku nedochézi pii opozdéni o 1,5, ale ani o 3 hodiny k razantnim zménam, které by
mohly mit vliv na stanoveni koncové diagnézy u vzorkl s oligocytézou, ale téZ u
vzorkl s vyraznou pleocytézou. Nicméné je tfeba zdlraznit, Ze v piipadé infek¢nich
onemocnéni s vyraznym cytobiochemickym nalezem sice nemusi mit opozdéné
provedeni cytobiochemického vysSetfeni dopad na kone¢nou interpretaci, avSak samotné
zdrZeni diagnostiky muZe byt zdrojem opozdéného zahijeni adekvatni terapie, cozZ mize
mit fatilni dasledky. V piipadé nadorovych ¢i chronickych, autoimunitnich procest
zdrzeni vysledku o 1,5 — 3 hodiny nemd zisadni vyznam a nemocného akutné
neohroZzuje na Zivot¢ téz vzhledem k faktu, Ze diagnostika je v téchto piipadech
zaloZena rovnéZ na vysledcich dalSich vysetfovacich metod (priitokova cytometrie,

bioptické vySetfeni, stanoveni protilatek, provedeni MR ¢i CT vySetfeni a dalsi).

Jak vyplyva z moji prace, zvlastni kapitolou by mohlo byt samotné provedeni
cytologické casti cytobiochemického vysSetfeni, zejména posouzeni vlivu lidského
faktoru a jeho disledek na moZnou odliSnost kone¢nych vysledkl. Stanoveni poctu
elementll je moZzno provadet téZ pomoci piistrojii pracujicich na principu stanoveni
poctu elementd, jak erytrocytd, tak leukocytll, v plné krvi, coZ sice miiZze eliminovat
lidsky faktor, avSak v pfipad¢ mozkomiSniho moku je nemalo vzorkd s velmi malou

bunécnosti. Nemalym problémem pak muze byt minimalni mnozstvi vzorku nutného ke
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stanoveni poctu elementl, coZ miZe byt problém zejména u pediatrickych pacientt.

Zabyvani se témito dskalimi vSak neni pfedmétem moji price.

Ma préace je vhodné vychodisko k provedeni rozsahlejsi studie preanalytické
¢asti cytobiochemického vySetieni mozkomisniho moku, kterd by v idedlnim piipadé
meéla mit téZ ¢ast zaméfenou na porovnani provadéni diferenciace elementl v likvoru

vice zkuSenymi pracovniky vzhledem k nutnosti eliminace lidského faktoru.

Zaveérem moji prace je mozno fici, Ze nevedla ke spolehlivému potvrzeni, Ze by
odloZeni provedeni kvantitativni cytologické casti cytobiochemického vysetfeni o 1,5,

piipadné 0 3 hodiny vedlo ke sniZeni poctu elementt.
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SEZNAM OBRAZKU

Obrazek ¢islo 1. Mikroskop Olympus BX41
Obrazek €islo 2. Fuchs—Rosenthalova komiirka s obarvenym likvorem

Obrazek cislo 3. Schéma Fuch —Rosenthalovy komurky
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

aj. —ajiné

ATB - antibiotika

BBB - Blood — Brain Barrier (hematoencefalicka bariéra)
CB - elkova bilkovina

CNS - centralni nervovy systém

CT - pocitacova tomografie

ELFO - elektroforéza

FN - fakultni nemocnice

H>,O — voda

Hod. — hodina

L4 — 4. bederni obratel

Ls— 5. bederni obratel

mj. — mimo jiné

MR - magneticka rezonance

Napft. — napftiklad

PET MR - magneticka rezonance s pozitronovou emisni tomografii
Popt. — poptipadé

S — kiiZovy obratel

t. €. — toho Casu

UKBH - Ustav klinické biochemie a hematologie



