Katedra laboratornich metod Bakalarské studium — zdravotni laborant
LF MU Klinicka biochemie — cvi¢eni

Praktické cvi€eni €. datum: jmeéno:

Téma praktika:
Biochemické a cytomorfologické vysetreni mozkomisniho moku

Pristroje a pomlcky:
Automaticky biochemicky analyzator
Vzorky likvoru

Ukoly:
1) Rozdélte vzorek likvoru €.1 a €.2 na alikvoty pro biochemické vySetfeni a alikvoty pro cytologicke
vysSetfeni.Alikvot pro biochemické vySetfeni centrifuguijte pfi 2500 ota¢kach po dobu 5 minut:

2) Provedte makroskopicky popis vzhledu pfed centrifugaci a po centrifugaci s vyuzitim komentari
pouzivanych na OKBH:

Likvor 1:
Likvor 2:

3) Provedte semikvantitativni stanoveni koncentrace hemoglobinu pomoci prouzku HEMOPHAN:

Likvor 1:
Likvor 2:

4) Na biochemickém analyzatoru provedte zakladni biochemické vysetfeni likvidu — stanoveni
glukosy, CB a laktatu. Vysledky véetné jednotek zapiste:

glukosa CB laktat
Likvor 1:
Likvor 2:
Normalini hodnoty: CB - 0,15-0,40 ¢/

Laktat — 1,2 - 2,1 mmol/l
glukosa — 2,5 — 4,0 mmol/|

5) Kvantitativni cytologie — sezndmeni a demonstrace

Pfipravi se dva preparaty — nativni a barveny. Zatim co pocitame burky v nativhim preparatu, v
druhém dochazi k cytolyze erytrocytd a obarveni jadernych bunék. Optimalni doba barveni je 5-15
minut. Po delSi dobé muze dojit k pfebarveni bunék a je pak Iépe pfipravit preparat novy.

Pocitani elementt ve Fuchs-Rosenthalové komirce:

Dle nize uvedeného postupu naplnit komarku a prohlizet a pocitat v mikroskopu za pouziti objektivu
20 (event. 40). Pocitat ve vSech , tj. 16 x 16 = 256 ctvereccich.

Pfi velkém mnozstvi bunék, Ize pocitat jen v €asti komurky a pfislusné vynasobit.



a) celkovy pocet bunék se pogéita v nativnim likvoru:

20 ul nativniho, promichaného likvoru se napipetuje do komurky , vioZi do mikroskopu a
spocita se.

b) pocet jadernych elementt se ziska po obarveni a rozpadu erytrocytl vlivem kyselé
methylvioleti.

50 ul promichaného likvoru napipetovat na hodinové sklo + 5 ul nefedéné barvy
(methylviolet)

Promichat a napipetovat 20 ul nabarveného likvoru do komlrky a spocitat pouze jaderné
buriky.

Odhad procentudlniho pomé&ru mezi jadernymi burikami ( mononukleary a polynukleary) se urci
az z cytospinového preparatu .

c) pocet erytrocyta :

celkovy pocet bunék z nativniho likvoru -- celkovy pocet jadernych bunék z obarveného
likvoru = pocet erytrocytu

Takto ziskané vysledky se déli 3 a vyjadfuji po¢et bunék v 1 ul.

6) Kvalitativni cytologie - seznameni a demonstrace

Zhotoveni preparatu na Cytospinu:
- na podlozni sklo napsat €islo preparatu tuzkou
- vyjmeme rotor z Cytospinu a zatazenim za uvolfovaci koli¢ek odjistime a odejmeme vrchni
pruhlednou ¢ast rotoru
- do kyvety v pfipraveném klipu napipetujeme 200 ul moku
- vlozit do rotoru, vyvazit jinym klipem
- uzavrit prihlednym krytem a zajistit zatlacenim na uvolfovaci/zajiStovaci koli¢ek
- vlozit do Cytospinu, uzavfit, zapnout pfistroj a dale :
1.vyvolat pfislusny program - zmacknout LOAD
2.zvolit Cislo programu 1
3.potvrdit — ENTER
4 .START (Nastaveni : 800 otacek,10 minut,low-pomalu).
Cytospin se sam zastavi,oteviit — OPEN/LID — 2x,cytospinovy klip vyndat,odstranit filtraCni papir ,
komurku namocit do desinfekéniho roztoku.
- sklo se vzorkem musi byt dokonale suché, pak ihned barvit.

Barveni preparatu : setem Diff-Quik (MEDION Diagnostics)
Set obsahuje 3 roztoky,umoziujici rychlé obarveni cytologickych preparatu se zcela srovnatelnym
vysledkem jako pfi klasickém barveni dle Pappenheima.

Roztok | - fixa€ni (Fast green v metanolu) zelenomodry
Roztok Il — barvici roztok 1 ( Eosin G v pufru) cervenooranzovy
Roztok Ill — barvici roztok 2 (Thiazin v pufru) tmavomodry

Provedeni: ¢ sklicko s cytologickym sedimentem ponofime 5 x na 1 vtefinu do roztoku l.Pfebytek
barvy lehce oklepeme do bunicité vaty a ze zadni stény otfeme.
» sklicko ponofime 5 x na 1 vtefinu do roztoku Il a pfebytek barvy odstranime
stejnym
zpusobem.
+ sklicko ponofime 4-5 x (dle potfeby) na 1 vtefinu do roztoku Ill a ihned
oplachneme
destilovanou vodou. (Nutno pouzivat destilovanou vodu dobré kvality — od Modularu.)



Hodnoceni: jadra bunék modra, cytoplazma Sedo-modra - mononukleary
jadra bunék granulovana modra, cytoplazma riizova - polynukleary

Cervené burky s projasnénim - erytrocyty
Normaini rozmezi : mononukleary do 3 /ul
polynukleary do 0,3 /ul
erytrocyty 0 /ul

Vysledky ziskané v bodé pét a korigované pomoci cytospinu zapiste do tabulky:

Pocet/ul mononukleary | polynukleary erytrocyty
Likvor 1:

Likvor 2:

7) Dle navodu pouzivaného na OKBH provedte méfeni spektrofotometrické kfivky likvoru.
Vysledky v€etné spektra zhodnotte a pfiloZte k protokolu:

Pri spektrofotometrii patologického likvoru Ize prokazat krevni pigmenty s absorp&nimi maximy:
oxyhemoglobin — HbO:2 415 nm ( minoritni max.540 a 577nm)

methemoglobin - MetHb 407nm

bilirubin 420 a 460 nm (méfime pfi 455 nm)

Vysledna spektrofotometricka kfivka je sumacni - maxima nejsou oddélena, ale ¢asto jen naznacena.
PFfitomnost MetHb se projevi posunem abs. maxima Hb ke kratSim vinovym délkdm 410 - 408 nm

Hodnoceni:

8) Prlkaz oligoklonalnich pasu pfi elektroforéze bilkovin likvoru — seznameni s fokuzaci,
ukazka elektroforeogramu a jejich hodnoceni:

Takto se ziskaji dllezité informace pro podporu klinické diagnézy nékterych demyelinizaénich
onemocnéni (hlavné SM) a infekénich chorob CNS.

PouZita metoda : izoelektricka fokuzace na agarézové vrstvé

Izoelektricka fokusace bilkovin se vyuziva k prikazu oligoklonalnich past IgG v likvoru. Déleni
probiha v elektrickém poli v gradientu pH podle izoelektrického bodu jednotlivych bilkovin.

Princip:

Jde o metodu, pfi které se latky déli elektroforeticky podle velikosti svého izoelektrického bodu.
Izoelektricky bod je takova oblast pH, kdy ma ¢astice celkovy naboj nulovy a v elektrickém poli se
nepohybuje.

Déleni probiha v gradientu pH (pH nosice se v prubéhu déleni rovhomérné méni smérem od kyselé
k alkalické oblasti). U anody je pH nejniZ3i a smérem ke katodé roste. Pfi déleni narazi bilkoviny na
pH svého izoelektrického bodu (pl) a dale se jiZ v el. poli nepohybuiji.



Pro stanoveni se nejprve stanovi koncentrace IgG v séru a likvoru, sérum i likvor se nafedi na
koncentraci 20 mg/I.
PFi analyze se vzdy nanasi vzorek likvoru a séra vedle sebe.
Vysledek je positivni v pfipadég, ze jsou pasy pfitomny.
Moznosti pfitomnosti pasu:
1) PFitomny v likvoru a nejsou v séru - lokalni syntéza imunoglobulint ve tfidé IgG (autoimunitni
onemocnéni — RS , neuroinfekce - boreliéza)
2) Vlikvoru a séru jsou ve stejném misté — poruSsena hematolikvorova bariéra (meningitida)
3) Kombinova porucha — vice pasu v likvoru nez v séru - tézké poskozeni CNS, encefalitida
4) PFitomnost monoklonalniho IgG — 3-4 silné pouzky v Uzkém gradientu pH v séru i likvoru —
monoklonalni gamapatie



