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SEED Télnf tekutiny
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with diagnostics

VySetfeni poctu bunék v télnich tekutindch -

provedeni a interpretace vysledkd

Télni tekutiny mohou byt fyziologického i patologického pivodu
a jsou bézné vysetfovéany ve vétsiné laboratofi. Pozadovana vyset-
feni zahrnuji stanoveni poctu a diferenciaci bunék, biochemické
parametry, sérologii, identifikaci nddorovych marker(, cytologii,
bakteriologii a dalsi specializované analyzy. Analyza bunék v tél-
nich tekutindch poskytuje dilezité diagnostické informace potreb-
né pro vyhodnoceni zdravotniho stavu a diferencialni diagnostiku,

,,,,,

Preanalyticka faze

Spréavna validace vysledku vyzaduje informaci o typu vyset-
fovaného materialu. Pfesné informace o typu télnich tekutin,
s vyjimkou mozkomi3$niho moku (CSF - cerebrospinal fluid),
laboratofi ¢asto chybéji. Mozkomisni mok je specifickou télni
tekutinou, kterd ve srovndni' s ostatnimi t&€lnimi tekutinami vy-
Zaduje zvlastni pFistup. ZpUsob jejiho odbéru ¢asto umoziiuje
ziskani pouze malého mnoZzstvi materialu k analyze.

Obecné plati, Ze veskeré vzorky télnich tekutin by mély byt
zpracovany okamZité, nejpozdéji béhem jedné aZ dvou hodin
po odbéru [1, 2]. To plati zejména pro zpracovani vzorku

metodou cytospinu urcenou k diferenciaci bunék. Nékteré
burky, napf. ty aktivované, se ve vzorku rozpadaji ve srovnani
s ostatnimi bunikami mnohem dfive [2].

Obecna doporuceni pro odbér vzorkii télnich tekutin:

® nativni (zkumavka bez prisad): pro klinickou biochemii
a sérologickd vysetreni

m zkumavka s EDTA: pro stanoveni poctu a diferenciaci bunék
mozné vyjimky:
m CSF: obvykle bez EDTA, protoZe CSF neobsahuje Zddné
koagulacni faktory
m synovidlni tekutina: muzZe byt pouZit heparin sodny,
zabrariuje tvorbé artefakti pri stanovenr krystalii

m zkumavka s heparinem: detekce nddorovych bunék

® zkumavka s fluoridem sodnym: stanoveni laktdtu
mozné vyjimky:
m CSF: obvykle se pouZivd nativni vzorek
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Tento ¢lanek se zaméfuje na vysvétleni nalezd pfi stanovenf
poctu a diferenciaci bunék v pleurdlni, ascitické a synovialni te-
kutiné, v mozkomisnim moku a v kontinudlnim ambulantnim pe-
ritonedlnim dialyzatu (CAPD - continuous ambulatory peritoneal
dialysis). Tento ¢lanek se nezabyva biochemickymi a serologicky-
mi parametry ani bakteriologickym vy3etfenim.

Prehled télnich tekutin

1. Pleuralni tekutina

Plicni pleura se skldda ze dvou tenkych seréznich membran,
které obklopuji plice a lemuji vnitfni stranu hrudni dutiny
vrstvou mezotelu. PleurdIni dutina lezi mezi témito vrstva-

mi mezotelu a obsahuje fyziologicky ¢irou serézni tekutinu

o objemu mensim nez 15 ml. Pleurdlni vypotek je disledkem
nadmérného hromadénf tekutiny v pleurdini dutiné. Nejcastéj-
Simi pficinami pleurdlniho vypotku jsou kongestivni srde¢nf
selhdni, nddory vcetné karcinom( a zanét [3].

Primarni otazkou v diferencidlni diagnostice pleurdiniho vypo-
tku je rozliseni, zda se jednd o transudat nebo exsudat, coz ma
rozhodujici vliv na terapii. Uréeni transuddtu nebo exsudatu
zavisi na vysledcich nékterych klinicko-chemickych, sérologic-
kych a hematologickych parametr(. Tabulka 1 uvadi hlavni roz-
hodovaci kritéria [2]. Vysledky jsou vyhodnoceny podle tzv.
meznich limiti (rozhodovacich limitd). Pro vyhodnoceni nejsou
stanoveny referen¢ni hodnoty.

2. Asciticka tekutina

Fyziologicky objem peritonealni tekutiny je velmi maly. Termin
ascites oznacuje abnormalni hromadéni tekutiny v peritonedlni
dutiné. Nahromadénd tekutina se ¢astéji oznacuje jako ascitickd
tekutina nez jako peritonedlni tekutina.

ProtoZe primarni onemocnéni miZe byt jak benigni tak maligni,
analyza ascitu md zasadni vyznam pro dalsi diagnosticky a tera-
peuticky pristup. To plati také pro rozliSeni mezi neinfikovanou
a infikovanou ascitickou tekutinou [2].

Tabulka 1 Charakteristika pleurdiniho vypotku — hlavni rozhodovacf kritéria

Nejcastéjsi pricinou ascitu je jaterni cirhéza (pfiblizné 80 %),
pficemz zbyvajicich 20 % je zplsobeno kongestivnim srde¢nim
selhdnim, tuberkulézou, nddorovym onemocnénim, nebo jinymi
pri¢inami [3].

Vysledky jsou vyhodnoceny na zékladé rozhodovacich limitl
(meznich hodnot). Pfitomnost ascitu je vzdy patologicka, k vy-

hodnoceni vysledkd se pouZivaji mezni limity nejbéznéjsi p¥iciny
- jaterni cirhozy.

Skladba bunék v ascitické tekutiné [4]:

m pocet leukocytli (WBC - white blood cell) < 500/pl
m béZné se vyskytuji: mononukleary (MN) jako lymfocyty
a monocyty/makrofagy, ale také mezotelialni buiiky
(non-WBC)
m polymorfonukleary (PMN) jsou méné casté a mély by byt
pod 10 %
m pocet erytrocytd (RBC - red blood cell) < 10 000/pl

Pocty WBC a PMN jsou dilleZité zejména pfi detekci spontanni bak-
teridIni peritonitidy (SBP). Po¢et PMN > 250 bunék/pl pfi absenci
zjevného nitrobfisniho zdroje infekce potvrzuje diagnézu SBP [5]

a odetfujici |ékaF by mél okamzité zahajit empirickou lé¢bu antibio-
tiky.

3. Dialyzat, CAPD

U ¢asti dialyzovanych pacient(l je moZné vyuZivat kontinudini am-
bulantnf peritonedlni dialyzu (CAPD). BEhem dialyzy se napIni pe-
ritonedlni dutina pres katetr sterilnim dialyzacnim roztokem. Latky,
které by byly normalné z téla vylouceny ledvinami, prechézeji na za-
kladé osmézy do dialyza¢ni tekutiny, kterd se vyménuje kazdych
4-6 hodin. Pacienti jsou schopni po kratkém tréninku provédét
dialyzu bez cizi pomoci, coz jim poskytuje lepsi kvalitu Zivota, pro-
toZe nemuseji na dialyzu soustavné dochdzet. Nevyhodou je mozné
riziko vzniku peritonitidy zanesenim infekce pres pristupovy katetr.
Kontrola u lékare probiha za normalnich okolnosti jednou mésicné.

Transudat Exsudat

Celkovy pocet bunék <1000/pl = WBC + non-WBC (napft. mezotelidlni
bunky)

Celkovy pocet bunék >1000/ul = WBC + non-WBC (napt. mezotelialni
bunky)

Neutrofilni granulocyty < 250/l Neutrofilni granulocyty > 500/pl
RBC <1000/l RBC >10 000/pl

Dalsi zohlednéné klinicko-chemické a sérologické parametry: albuminovy gradient sérum/pleuralni tekutina, karcinoembryonalni antigen, celkovy
protein, celkovy protein sérum/pleuralni tekutina, a-amyldza, cholesterol, laktatdehydrogendza, glukéza a dalsi
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PFicinou peritonitidy zplsobené CAPD jsou bakterie zavlecené
napf. kontaminovanou dialyzaéni nebo prodluzovaci hadi¢kou
v misté vstupu katetru, nebo tunelové infekce. Mezi dal$i moz-
né priciny patff alergické reakce pacientli na nékteré slozky
dialyzacni tekutiny nebo spojovaci systémy na zac¢atku CAPD,
které pak vedou k takzvané eozinofilni peritonitide.

Nejcastéji kladené otazky béhem vySetfeni CAPD jsou:

m zanétlivy nebo nezanétlivy dialyzat?
m pocet neutrofilnich granulocytl
m pocet eozinofilnich granulocytd

Bunécné slozeni CAPD tekutiny je srovnatelné se sloZzenim asci-
tické tekutiny (tj. mezotelidIni buiiky, makrofagy, monocyty, lym-
focyty a polymorfonukledrni buriky), protoze dialyza¢ni roztok
prochazi peritonealni dutinou. Pocet bunék v dialyzatu castecné
zavisi na délce trvani dialyzy [6].

Mezinarodni spole¢nost pro peritonealni dialyzu (ISPD)
doporucuje stanovit diagnézu peritonitidy vzdy, pokud jsou
splnéna alespori dvé z nasledujicich kritérii:

(1) klinické priznaky, které jsou typické pro peritonitidu, tj.
bolest bficha anebo zakalena dialyzacni tekutina

(2) dialyza¢ni tekutina s WBC»> 100/pl (po dobu trvani dialyzy
alesponi 2 hodiny), s PNM> 50 %

(3) pozitivni kultivace odpadniho dialyza¢niho roztoku [6]

Eozinofilni peritonitida je definovana pfitomnosti WBC > 100/yl,
pficemz eozinofily tvofi > 10 % celkového poctu leukocytd.

4. Synovialni tekutina

Analyza synovidlni tekutiny je kli¢covym ndstrojem pro stanove-
ni diagndzy u pacientl s kloubnim vypotkem a rozlisenf teku-
tiny na nezanétlivou, zanétlivou nebo septickou. Casto slouzi
ke stanoveni diagndzy vyluc¢ovaci metodou. V kazdém piipadé
je analyza synovidlni tekutiny ddlezitym pfimym diagnostickym
kritériem pro dnu, pseudodnu, jiné depozice krystalll a septic-
kou artritidu. Jako antikoagulant se doporucuje heparin sodny,
protoZe, kromé poctu a diferenciace bunék, je dllezitym analy-
tickym krokem vyhodnocenf krystalii ve vzorku. PouZitf jinych
antikoagulancif, jako je heparin lithny, EDTA nebo oxalat, mlze
vést pfi detekci krystall k pritomnosti artefaktd [1].

Charakteristika synovialni tekutiny
Fyziologické mnoZstvi synovialni tekutiny je malé, v koleni
dospélého ¢lovéka priblizné 3,5 ml.

B je svétld aZ sldmové Zlutd a ¢ira

B béZné se jedna o velmi viskdzni tekutinu

m biochemické sloZenfi je podobné sloZeni plazmy diky obsahu
lipidd, bilkovin, vody a glukdzy; dale obsahuje kyselinu
hyaluronovou a buné¢nou slozku

m funkci synovidlnf tekutiny je omezit tfenf, umozZnit absorpci
narazd a zajistit transport Zivin a odpadu

Viskozita synovidlni tekutiny je dana polymeraci kyseliny hyal-
uronové. Velmi vysoka viskozita mize vést k obtiznému stano-
veni poctu bunék. To Ize vyfesit bud narfedénim vzorku fyziolo-
gickym roztokem, nebo pfidanim hyaluronidazy (400 jednotek
na 1 ml synovialni tekutiny, poté inkubujte po dobu 10 minut pfi
37°C) [1].

Soucasné stanoveni po¢tu WBC a PMN je z diagnostického hle-
diska dileZité pro okamzité rozliSeni nezanétlivého, zanétlivého
a infek¢niho pavodu.

m Synovialni tekutina ve zdravém kloubu obsahuje
= WBC <200/l
m PMN<25%
m 74dné RBC

Nasledujici tradicni klasifikacni systém byl sestaven Americ-
kou revmatologickou asociaci (American Rheumatism Asso-
ciation) [3]:

m nezéanétlivy plvod: WBC < 2 000 x 10%/1, PMN < 25%
m zanétlivy pdvod: WBC 2 000 - 50 000 x 10%/I, PMN > 50 %
m septicky plvod: WBC > 50 000 x 10%/I, PMN > 75%

Dalezity je pomér PMN k celkovému poctu WBC - u zanétlivého
plvodu mize dosahovat vice nez 70 % a u septickych artritid
az 95 %.

Podrobnéji se o synovialni tekutiné pise ve dvou vyhrazenych
¢lancich SEED. Cast 1vysvétluje hlavni charakteristiky a sloZenf
synovidlni tekutiny, ¢ast 2 se zaméfuje na laboratorni vysetfeni
a popisuje diagnosticky nezbytné testy. Oba ¢lanky si mlzZete
pfimo stahnout z webovych strdnek Sysmex Europe: Synovial
fluid — part 1: main characteristics a Synovial fluid — part 2:
laboratory evaluation.



https://www.sysmex-europe.com/academy/library/educational-articles-seed/sysmex-seed-synovial-fluid-part-1-main-characteristics-29355.html
https://www.sysmex-europe.com/academy/library/educational-articles-seed/sysmex-seed-synovial-fluid-part-1-main-characteristics-29355.html
https://www.sysmex-europe.com/academy/library/educational-articles-seed/seed-synovial-fluid-part-2-laboratory-evaluation-36274.html
https://www.sysmex-europe.com/academy/library/educational-articles-seed/seed-synovial-fluid-part-2-laboratory-evaluation-36274.html
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5. MozkomiSni mok (CSF - cerebrospinal fluid)
Tento materidl predstavuje nejvétsi vyzvu pro vSechny zicastné-
né - od odbéru vzork(l az po jeho zpracovani v laboratofi. Obsah

nasledujiciho textu se vztahuje na vzorky mozkomi3niho moku
dospélych pacientu.

Indikace k vySetieni CSF pokryva velmi Siroké spektrum.
Mozné diivody jsou nasledujici:

zanét

nadorovd onemocnénf
dysfunkce bariér
infekce

krvaceni

Lumbdlni punkce se provadi pro diagnostické i terapeutické
tcely.

Referencni meze poctu bunék:

CSF ziskany lumbalni punkci: WBC < 5/pl [3]

fyziologicky se mohou vyskytovat lymfocyty nebo monocyty
z4adné granulocyty

Zadné RBC

V zdvislosti na zdravotnim stavu mize CSF obsahovat i ne-
hematopoetické buriky (napt. nddorové buriky, astrocyty,

oligodendrocyty atd.). Hematologicky analyzator fady XN
mUze poskytnout rychlou odpovéd diky predbézné informaci
o pfitomnosti PMN nebo MN.

Automatizovana analyza télnich tekutin

Za zlaty standard stanoveni poCtu a diferenciaci bunék ve vzor-
cich télnich tekutin se povazuje pocitani v komtrce a barveni
vzorku po predchozi cytocentrifugaci. Stanoveni pocet bunék
vsak |ze dnes provadét jak manudlné tak automaticky [1, 3], je
dulezité znat limity obou metod.

Stanoveni poc¢tu bunék v télnich tekutinach se tradi¢né provadi
manualnim mikroskopickym po¢itanim RBC a jadernych bunék/
WBC v pocitaci komlrce. Pfesnost této metody silné zavisi

na fadé proménnych, véetné spravného objemu vzorku, nalezi-
tém fedénf a poctu pocitanych ¢tvercl a bunék. Navic je to sub-
jektivni a extrémné narocny proces vyzadujici vysokou troven
odbornosti. V mnoha laboratofich navic klesa pocet technickych
odbornikd. Se zvysujicim se pracovnim zatiZzenim maji nyni
laboratofe moznost automatizovat pocitdni bunék pomoci au-
tomatizovanych hematologickych nebo mocovych analyzator(.
Jsou navrZeny tak, aby byly rychlej3i, pfesnéjsi a snadnéji pouZzi-
telné ve srovnani s manudlnimi metodami. Analyzuji vétsi objem
vzorku nez pocitaci komurka, coZ zvysuje preciznost a spravnost
vySetieni. Tabulka 2 porovnavé vyhody a nevyhody pocitacich
komrek a analyzatord Sysmex [3].

Tabulka 2 Souhrn vyhod a nevyhod riiznych metod stanoveni poctu bunék v télnich tekutindch (upraveno podle [3])

Metoda Vyhody

Manualni pocitani v komurce v nizké néklady
v/ maly objem vzorku

v pocet TNC/WBC/RBC

zkraceni TAT
bez nutnosti pfipravy vzorki

Hematologické analyzatory
fady XN a XN-L s BF médem

maly objem vzorku
nizky limit detekce

vyzkumny 4populaéni diferencial
vétsi analyzovany objem

hldska informujici o abnormalitach
komeréné dostupny QC material

R SSXSXKXSK~K~«K<X

Mocové analyzatory
UF-4000/5000

BF méd vidy soucasti analyzatoru
(WBC, RBC, EC, TNC, BACT)

AN NN

bez nutnosti pfipravy vzorku

2populacni diferencial WBC (PMC a MN)

2populacni diferencial WBC (PMC a MN)
nizky limit detekce WBC, RBC a bakterif

Nevyhody Doporuceni

m vysokd nepfesnost
m vysoka variabilita vysledkd
m cCasova ndrocnost

pouZijte v pfipadech

a) pro ovéteni vysledk( z hematologického
analyzatoru

b) u vzorki s podezienim na malignitu

m  nejnizii reportovatelnd hodno-
ta RBC 1000 bunék/pl*

m limitace v detekci malignich
bunék

v pfipadé abnormalit zkontrolujte scatter-
gramy a histogramy a pfipadné dopliite
manudlni metodou

m  VvétSi objem vzorku TNC=WBC + EC
m v soucasnosti bez detekce

atypickych bunék

*Tyka se zobrazeného rozsahu RBC-BF (0,000 az 99,999 x 10¢/pl). Podrobné informace o vykonovych specifikacich si prosim vzdy pre¢téte v ndvodu na pouziti pfislusného analyzatoru



SEED Télni tekutiny | VySetfeni poctu bunék v télnich tekutinach - provedeni a interpretace vysledk

Sysmex Educational Enhancement and Development | Rijen 2019

A ’ TC-BF# A

TC-BF#

SFL
SFL

HF-BF HF-BF

WBC-BF

TC-BF# = celkovy pocet jadernych bunék v téIni tekutiné
WBC-BF = pocet leukocytii v téIni tekutiné

RBC-BF = pocet erytrocytii v téIni tekutiné

PMN

PMN = polymorfonukledry
MN = mononukledry

HF-BF = buriky v oblasti s vysokou fluorescenci

e (vyzkumny parametr)

Obr. 1 Parametry télnich tekutin ve WDF scattergramu (vlevo) a rozsiteném (extended) WDF scattergramu (vpravo)

Analyzédtory Sysmex fady XN a XN-L nabizeji specidlni méd pro
analyzu télnich tekutin - maéd télnich tekutin (XN-BF mad).

Po vybéru XN-BF médu se automaticky provede kontrola
pozadi. Pouzivané méfici kandly jsou:

® WDF kanal

m impedancni RBC/PLT kanal

Vzorek se mé&Fi v manudlnim médu bez jakékoli specidlnf
pfipravy. V analyzatoru dochazi k rozliSeni mezi PMN a MN.
Absolutni (#) a relativni (%) poCty téchto bunék vychazeji

z poc¢tu WBC (WBC-BF). Pokud vzorek télni tekutiny obsahuje
ijiné bunky nez WBC, jak je vysvétleno v pfedchozim textu, je
dlleZitd i hodnota parametru celkového poctu bunék (TC-BF).
Parametry analyzy vychdzejici ze scattergramu jsou vysvétle-
ny na obrazku 1.

Parametr TC-BF# zahrnuje vSechny jaderné bunky detekované
ve WDF kanalu. Leukocyty jsou zastoupeny v oblasti WBC-BF,
zatimco jiné buriky v oblasti s vysokou fluorescenci (HF-BF).
Jedna se napfiklad o mezotelidlni buriky, které jsou mnohem
vétdi nez leukocyty a maji vy3si obsah RNA/DNA. Nadorové
buriky se mohou také objevovat v této oblasti diky vySsimu
obsahu RNA/DNA a jejich velikosti, jak je ukdzano v prikladu
na obrazku 2.

Pfi interpretaci oblasti HF-BF je tieba vzit v Gvahu typ materidlu
i klinické souvislosti. Napfiklad mezotelialni buriky zanamenané
v oblasti HF-BF se mohou bézné nachazet ve vzorcich pleuralnf
tekutiny. Pokud se naopak buriky vyskytuji v oblasti HF-BF u vzor-

kd CSF, nejedna se o normalni nélez a musi byt vyjasnén mikrosko-

pickym vysetfenim preparatu. Na zakladé nékterych publikaci by
mohla byt nepfitomnost bunék v oblasti s vysokou fluorescenci
(HF-BF) pouZita k vylou¢eni malignich stavi ve vzorcich seréznich
tekutin [7-9]. Tyto pFiklady jasné ukazuji, Ze informace z oblasti
HF-BF musi byt hodnoceny v zdvislosti na klinickych souvislostech
a typu materialu.

Pro podporu interpretace vysledkl z hematologickych analy-
zatorl Sysmex lze vyuZit specidlni pravidla pro télni tekutiny,
ktera jsou soucasti middleware Extended IPU. Zohlediuji rlizna
kritéria validace vysledkl podle typu materidlu (tj. dvé katego-
rie: (1) CSF a (2) vSechny ostatnf).

A WDF

HF-BF

SFL

Obr. 2 WDF scattergram (vlevo) se zvysenym poctem bunék v oblasti HF-BF
a cytospinovy obraz (vpravo, pofizeny digitdlni morfologii Sysmex DI-60)
ukazujici nddorové buriky v CSF od pacientky s rakovinou prsu
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Tato pravidla zahrnuji:

aktivaci hlaSky WBC Abn Scattergram
klasifikaci HF-BF pro vysoce fluorescenéni buriky
klasifikaci EO-BF pro eozinofilni granulocyty v CAPD

ovéreni suspektni interference RBC pfi odbéru

U nékterych télnich tekutin laboratore upfednostiuji vyddni vy-
sledku celkového poctu bunék, zatimco u jinych davaji prednost
poc¢tu WBC. Diferencidlni rozpocet WBC vZdy souvisi s po¢tem
WBC-BF. V piipadé, Ze je vydavan vysledek TC-BF#, Extended IPU
vypocitd na zékladé TC-BF# také PMN a MN, veetné vyzkumnych
parametr( (napf. HF-BF, EO-BF, NE-BF, LY-BF, MO-BF).

Podle doporuceni [1] je makroskopické vysetfeni (véetné barvy,
Cirosti, tvorby sraZeniny, viskozity) nezbytnou soucdsti analyzy tél-
nich tekutin. Diky Extended IPU (od verze 4.6) jsou nyni k dispozici
Ctyfi nové parametry, které umoznuji zaddvani téchto charakteris-
tik béhem validace vysledku.

Pravidla také upozormiuji na interference a doporucuiji dali postupy
(napt. mikroskopicka kontrola).

Diky snadnému, standardizovanému a automatizovanému mérenf
télnich tekutin v kombinaci s pravidly pro validaci vysledk télnich
tekutin (Extended IPU) nabizi Sysmex dostupnost a validni vysled-
ky béhem celodenniho i pohotovostniho provozu laboratore.

Souhrn

m Referencni meze a mezni limity vysledkd vzork( télnich teku-
tin se li87 v zavislosti na vy3etfovaném materidlu.

m V zdvislosti na vyhodnocovaném typu materialu je nutné
rozlisovat celkovy pocet bunék a pocet WBC. Ve vzorku
mohou byt pritomny i jiné buiiky nez WBC (napf. mezote-
lidIni bunky, nadorové burky atd.), které nejsou zahrnuty
v poctu WBC. To znameng, Ze celkovy pocet bunék a po-
¢et WBC nebyvd vzdy totozny.

®m Automatizované méreni télnich tekutin a standardizova-
na validace vysledkd pomdhaji zlepsit kvalitu a rychlost
analyzy.
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