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Zpracovani histologického materialu metodou cytobloku

Abstrakt

Zpracovani histologického materialu metodou cytobloku se v laboratofich pouziva
predevsim pfi vySetfeni cytologickych materialii, jako jsou punktaty, aspiraty
¢i kartackové stéry. Pro tyto materidly se Castéji pouziva natér na sklo, cytoblok ma
vSak vyhodu v moznosti vyuziti dopliikovych metod, naptiklad imunohistochemickych.
Pritomnost tekutiny V coelomovych dutinach je fyziologicka, slouzi zde k lubrikaci,
ovSem pii jejim nadmérném mnozstvi se jedna o projev patologickych procest v téle.
Ve spravné odebranych vzorcich se nachazi buiky, které napomahaji kK urceni diagnozy
pacienta, napiiklad k odhaleni nadorovych bunék. Pfi¢iny vzniku vétSiho objemu
tekutiny se vS8ak pohybuji v poétu desitek, proto je nutna korelace s klinickymi tdaji
pacienta. Tato prace je zaméfena na laboratorni zpracovani tekutych vzorki. Cilem
metody cytobloku je dosdhnout co nejvyssi vytéznosti bunéénych elementil
a zpracovani adekvatniho preparatu k mikroskopickému vysSetfeni. Obecna cast je
zaméfena na poznatky z cytologie, cytologické vzorky pro cytoblokové vysSetfeni
a metody barveni. Prakticka cast zahrnuje makroskopické a mikroskopické hodnoceni
materialu, porovnani dvou moznych metod zpracovani, pomoci Zelatiny a celoidinu.
Pod praktickou cast spadd také odvodnéni materidlu, zaliti do parafinu, krajeni,
odparafinovani, barveni a montovani preparati. Rtzné druhy barveni, kterymi jsou
hematoxylin-eosin, Papanicolaou a May-Griinwald-Giemsa, jsou mikroskopicky
zhodnoceny a porovnany. V zavé€ru je prace doplnéna zhodnocenim bunécného
zastoupeni, celularity a rozlozeni bun¢k ve zpracovanych preparatech a také

porovnanim materidlu odebraného s ¢asovym odstupem od stejného pacienta.
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Processing of a histological material by cell block method

Abstract

The processing of histological material by cell block method is used in laboratories
mainly for the examination of cytological materials such as punctates, aspirates or brush
swabs. Slide coating is more often used for these materials, but the cell block has the
advantage of using additional methods such as immunohistochemical. The presence of
fluid in coelom cavities is physiological, used for lubrication, but excessive quantity
indicates the presence of pathological processes in the body. Properly collected samples
contain lots of cells that help diagnose the patient, for example to detect tumor cells.
However, there are dozens of causes for a larger volume of fluid, therefore
the correlation with the patient’s clinical data is necessary. My work is focused on
processing of liquid samples. The aim of the cell block method is to achieve the highest
yield of cellular elements, processing an adequate preparation for microscopic
examination. The general part is focused on knowledge of cytology, cytological samples
for cell block examination and methods of staining. The practical part includes
macroscopic and microscopic evaluation of the material, and comparison of the two
processing methods, using gelatine and celloidin. The practical part also includes
drainage of the material, embedding in paraffin, slicing, dewaxing, staining and
assembly of preparations. Different types of staining, such as hematoxylin-eosin,
Papanicolaou and May-Griinwald-Giemsa are microscopically evaluated and compared.
In conclusion, the work is supplemented by evaluation of cell representation, cellularity
and cells distribution in processed preparations, comparing the material taken with

a time lag from the same patient.
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Uvod

Tato prace se zabyva zpracovanim histologického materidlu pomoci metody zvané
cytoblok. Cytoblok se casto vyuziva ke zpracovani tekutych vzorkt z pohledu
cytologického. Metoda je snadnd, zpracovani je pomérné rychlé a nizkonakladové. Tato
prace je zaméfena na dvé mozné metody zpracovani cytobloku a porovnani téi moznych
metod barveni. Jeden z typi barveni je na oddélenich patologie ¢asto rutinné vyuzivan,
ovSem neni to pravidlem. Dalsi dva typy se fadi mezi barveni specialni. Prace se dale
zabyva makroskopickym vzhledem materiali, mikroskopickym vySetfenim, vyskytem
bunécénych elementil v preparatech.

Na oddé¢leni patologie v jindfichohradecké nemocnici zpracovavaji cytoblok
ponékud neobvyklym zpusobem, za pomoci celoidinu. Vytéznost této metody
je porovnana s metodou cytobloku, ktera vyuziva zaliti vySetfovaného materialu
do zelatiny. Diky témto postuptim se z tekutych materiali stanou nativni preparaty
vhodné pro mikroskopické vySetfeni. Diivodem vybéru tématu je aktualnost diagnostiky
piedevsim nadorovych onemocnéni, ale i dalSich, ktera se diky cytologickému vySetieni
tekutin mohou odhalit. Vypotky jsou Vv dnesni dobé castym problémem interni
medicinské praxe a n€kdy mohou byt prvnim ukazatelem nddorového onemocnéni

(Tefl et al., 2004).



1 Teoreticka cast

1.1  Cytologie obecné

Cytologie je nauka o bunce (z reckého slova , cytos” — bunka) (Zavodska,
2006, s.13). Zrod této discipliny se datuje az do prvni poloviny 19. stoleti. Buiiky jsou
zakladnimi stavebnimi jednotkami Zivych organismd, jsou schopny pohybu,
metabolismu, rustu, rozmnozovani. Cytologie, jakozto diagnosticka metoda, ma dvé
slozky — morfologickou a funk¢ni. Morfologicka ¢ast se zabyva studiem velikosti, tvaru
a struktury, funkéni zkouma fyziologické a biochemické vlastnosti, jako jsou napiiklad
mnozeni a starnuti bunék. Morfologicka Uzce souvisi s cytopatologii, ktera se zabyva
diagnostickymi zmé&nami na urovni bun¢k (Bozner et al., 1986; Glencross et al., 2011;
Machova, 2016).

1.2 Materialy pro cytologické vysetieni

Vzorky odebira 1ékaf, ukolem laboranta je zpracovat z nich preparat vhodny pro
mikroskopické vysetfeni. Odebrany material, ktery je donesen do laboratotfe, musi byt
spravné oznacen zakladnimi 1daji, nddoby nesmi byt potiisnény biologickym
materidlem a musi je doprovazet spravné vyplnéna zadanka.

Spravna zadanka obsahuje zakladni informace, jako jsou:

e jméno a pfijmeni pacienta,

e rodné Cislo,

e Kkod zdravotni pojistovny,

e PSC bydliste,

e identifikace odesilajiciho 1ékate véetné razitka a podpisu,
e klinické udaje a kod diagndzy,

e datum odbéru.

VétSinou se material zasila fixovany, pokud tomu tak neni, musi byt do laboratoie
dorucen ihned po odbéru s upozornénim, Ze je bez fixativa (Chyskova, Cempirkova,
2019). V bézném provozu jsou cytologicka vySetfeni provedena pfiblizné do 7 dnt

(Vecerkova, 2015; Pumpr, et al. 2016).
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1.2.1 Tekuté vzorky

Velice Casto se vySetiuji télni tekutiny, které jsou ziskany punkci télnich dutin,
jako jsou vypotky perikardialni, pleuralni, peritonealni. Dale tekutiny samovolné
vyloucené, napiiklad sputum ¢i moc¢. Mezi tyto materidly fadime také vyplachy,
prikladem je bronchioalveoldrni lavaz, kterd se provadi vyplachem bronchii ptiblizné
200 mililitry fyziologického roztoku. VSechny tyto tekutiny obsahuji volné bunky,
jsou tedy vhodné pro cytologické vysetfeni. Material musi byt odebran do dostate¢né
velké nadoby a poté by mél byt co nejrychleji zafixovan fixativem v poméru 1 : 1.
Pro tyto pifipady se vyuzivd 10% formalin jakoZto universalni fixacni Cinidlo. Tekuté
materialy prvotné mifi k centrifugaci (Bézner et al., 1986; Musil, et al., 2007; Dvorak
et al., 2008; Rollins et al., 2017).

1.2.2 Vzorky odebrané kartickem

Tento odbér ve vétsiné piipadi neklade na pacienty nijak zvlastni naroky, co se
ty¢e pripravy pred odbérem. Provadi se specidlnim kartackem (cytobrush),
popt. dfevénou ¢i plastovou Spachtli. 1 pfesto, ze je dfevénd Spachtle pfijatelna,
doporucuje se spiSe plastova, jelikoz dfevénd vlakna mohou zachycovat diagnosticky
material. NejcastéjsSim ptikladem je stér z délozniho Cipku ¢i pochvy. Pro adekvatni
vzorek je tfeba odebrat a na sklo natfit dostate¢né mnozstvi materidlu, zarovenn vSak
vrstva na skle nesmi byt pfili§ silnd kvali prichodu svétla pifi mikroskopickém
vySetieni. Po natfeni na sklo je nutno preparat fixovat, Casto se pouzivaji fixativa
ve spreji (Kobilkova et al., 1984; Arbyn, et al., 2007; Cibas et al., 2014; Vecerkova,
2015).

1.2.3 Tenkojehlova aspiracni biopsie

Vybaveni pro tento zakrok je malé a lehce prenosné, spada sem napiiklad sterilni
je jehla, jejiz tloustka se odviji dle potfeby odbéru. Béhem biopsie a manipulace
se vzorkem je tfeba dodrzovat standardni bezpecnostni opatieni. Zprvu se aplikuje
lokalni anestezie, poté se piipravi a dikladné oznaci podlozni skla, jelikoz odebrany
material musi byt co nejdiive pfipraven k dal§imu zpracovani, nesmi dojit k jeho
vyschnuti. Pacient je umistén do vhodné polohy, ta je takova, aby mu byla pohodlna
a zaroven byla léze hmatatelna pro 1ékate provadéjiciho odbér. Odbér byva kontrolovan

zobrazovacimi metodami, jako je napf. ultrazvuk. Aspirované builkky se na podlozni
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sklo natiraji podobn¢ jako napt. krevni natér, tudiz se provede roztér materialu hranou
druhého podlozniho sklicka pod uhlem 45°. Pokud natér obsahuje velké castice, mtize
byt zpracovan také pomoci cytobloku. Timto zplisobem je vySetfovana §titnd zlaza, prs,

slinné Zlazy, pankreas a dalsi (Cibas et al., 2014; Vecerkova, 2015).

1.2.4 Dotyk a otisk

Tyto metody nejsou casté, neexistuje o nich zatim ani mnoho literatury,
oproti ostatnim cytologiim. Rozdil v téchto metodach je prosty, dotyk vyuziva Cast
tkan¢ z biopsie, ktera se tazenim povali po povrchu podlozniho skla, otisk vyuziva
velikou tkan ¢i orgéan, ktery je Cerstvé nafezdn a otisknut na podlozni sklo. Buné¢nost
vzorku se na rozdil od natéra ¢i tekutin mize lisit, dotyk i otisk je dilezité je provést
spravné, aby nedoslo k poSkozeni vzorki tkané, coz by vedlo ke ztrat¢ cennych bunék.
Vyhodou je jednoduchost metody a rychlost ziskani cytologické diagndzy. Diagnostika

vSak muze byt narocnd, mohou vznikat bunécéné artefakty (Pantanowitz, 2018).
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1.3 Fixace

Fixace neboli rychld a zaroven Setrnd denaturace bilkoviny bunc¢k a tkani ma
zabranit samovolnému rozkladu, takzvané autolyze. Autolyza vznikd na zékladé
pusobeni enzymi a vede k bunénym zméndm az jejich uplnému rozkladu. Fixace
by se méla provadét co nejrychleji po odbéru biologického materialu. Jeji Setrnost
je dilezitd zejména pro zachovani struktury odebraného materialu. Fixativum musi
do tkané rychle pronikat, aby doSlo ke stejnomérnému profixovani celého materialu.
Fixac¢ni prostiedek dale nesmi narusovat barvitelnost materidlu. NejvyuzivangjSimi
fixacnimi prostfedky jsou prosttedky chemické. Jedna se nejCastéji 0 roztoky
chemickych slou€enin. Fyzikdlni, jako je naptiklad teplo ¢i rychlé vysuSeni,
se V histologickych laboratofich vyuZivaji jen ziidka.

Nejcastéjsi chemickou fixacni tekutinou je formol neboli formalin. Formol
je vodny roztok formaldehydu. Vyhodou je nizka cena, jeho rychla a snadna piiprava
a také moznost uchovani v zasobnich lahvich z tmavého skla. Tmavé sklo zpomaluje
oxidaci a polymeraci. Jedna se o bezbarvou kapalinu, ktera ma drazdivy zapach.
Pti préci s formolem je nutné pouzivat gumové rukavice, kvili jeho drazdivosti miize
zpusobovat ekzémy. K fixaci se pouziva 10% ¢i 20% formol. Dalsi vyhodou je,
ze nemiZze dojit k prefixovani tkané, biologicky materidl mize byt ve formolu vice

nez 24 hodin a nedojde k poskozeni. (Vacek, 1995; Jirkovska, 2006).

1.4 Coelomové dutiny

Coelomové dutiny (pleura, perikard, peritoneum, tunica vaginalis testis) vznikaji
Z intraembryonélniho coelomu. Prvotni coelomovd dutina je spolecnd, bé&hem
embryonalniho vyvoje ji rozd€luje septum transversum. V definitivnim tvaru
piedstavuje uzaviené prostory. Tyto dutiny jsou vystliny mezotelidlni vystelkou.
Mezotelové bunky produkuji tekutinu, kterd ptisobi kluzkost povrchu, tim snizuje tfent,
a také chrani dané organy. Tyto prostory jsou Castymi propagatory patologickych
procest, at’ uz zokoli, ¢i dokonce zde vzniklych. Tvorba vypotkli je ovlivnéna

propustnosti kapilar (Cihak, 2002; Cibas et al., 2014; Duskova, 2018).
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1.5 Pleurdlni vypotek

Pleuralnim vypotkem nazyvame tekutinu vzniklou v pleuralni dutiné, tedy mezi
plicemi a hrudnim koSem. Tekutina se hromadi v momenté¢, kdy tvorba pievysSuje
resorpci. Hromadéni tekutiny v pleuralni dutiné ma rtzné pfiCiny, napiiklad srdecni
selhavani ¢i jaterni cirhozu. Punkci provadime, kdyz se objem tekutiny zvétsil
v disledku patologickych zmén (Kobilkova et al., 1984; Glencross et al., 2011).
Systémové onemocnéni Casto souvisi s transudatem, kdezto pleuralni procesy naopak
s exsudatem (Ceska et al., 2010). Pii cytologickém vysetieni je mozno identifikovat
rizné druhy bunék vcetné nadorovych, které napomahaji diagnostikovat pticinu vzniku
vypotku. Odhadem 40 % pacientll s pneumonii ma pleuralni vypotek (Musil et al.,
2007). Velkym problémem pii pleuralnim vypotku je dusnost, nékdy provazena kaslem
¢1 bolesti. K diagnostice se pouzivaji zobrazovaci metody, avSak prvnim ukazatelem
muze byt Spatné dychani, ptitlumeny hrudni poklep ¢i hrudni chvéni. Po odbéru vzorku

nasleduje laboratorni analyza vypotku (Ceska et al., 2010).

1.6  Perikardidalni vypotek

Fyziologické mnozstvi tekutiny v perikardialnim vaku je zhruba 10-50 mililitrd.
Pfi¢inami vzniku abnormalniho hromadéni tekutiny jsou piedevsim kardiovaskularni
onemocnéni. K diagnostice se pouzivéa naptiklad echokardiograf, na kterém se vypotek
zobrazuje jako prazdny prostor mezi listy perikardu. V pfipadé nahromadéni
nadmérného mnozstvi se provadi perikardidlni punkce, kterd miize byt v ptipad¢ srde¢ni
tamponady zivot zachranujici. Srdecni tampondda znamena zvySeni tlaku
perikardialniho vypotku, ktery poté omezuje plnéni komor, a tedy funkci srdce. Pokud
vypotek vznika pomalu a postupné, mize ho byt velké mnozstvi, a to kvili elasti¢nosti
vaku, ovSem pii prudkém pribéhu muze byt zivot ohrozujici 1 malé mnozstvi, jelikoz
se srdce nestihne adaptovat. Velky vypotek miize mit az 1 500 mililitri. (Ceska, 2010;
Zemanek, 2015; Bartin¢k et al., 2016).

1.7  Peritonedlni vypotek

Peritonealni vypotek neboli ascites je oznacovan jako volnad tekutina v dutiné
bfisni, které je vétsi nez fyziologické mnozstvi, tj. 150 mililitrt. Ascites vypliiuje biisni

dutinu, postupné dochazi k vyhlazeni pupku, jelikoZ se rozestupuji biisni svaly. Typické
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jsou strie. Ascites se vySetiuje sonograficky, mirny neni makroskopicky patrny, ovsem
pii dalSich stupnich se vyrazné zvétSuje biicho. Mnozstvi ascitu mize byt vice
nez 3000 mililitrd. Muaze dochazet k vymizeni ascitu a souCasné se muze Objevit
pleurdlni vypotek. K tomuto d&ji dochdzi kvili prichodu tekutiny pfes branici
do pleuralni dutiny, castéji na pravou stranu. Mnohdy nemusi byt ascites
ani zaznamenan, kvili pomalé tvorbé a zaroven rychlému proudéni do pleury. Ascites
je nejCastéji  projevem jaterniho onemocnéni, piedev§im cirhozy. U nékterych
onemocnéni nebyva urgentnim stavem, ovSem u cirhotikli zna¢i velmi Spatnou

prognézu (Musil, et al., 2007; Taborsky, et al., 2017; Zadak, 2017).

1.8 Transudat a exsudat

1.8.1 Transudat

Je povétSinou nezanétlivy vypotek, tedy chudy na bilkoviny. Vznika filtraci krve
pres neporusenou sténu cév pri zvyseném filtracnim tlaku (Navratil et al., 2008, s.115).
Transudat je chudy na pocet bunck (méné€ nez 1 000-5000/ml). OvSem pestrost
vV druhovém zastoupeni zde nechybi, ptfevazuji mezotelie a lymfocyty, v mensi mife
napt. granulocyty, makrofagy apod. Pfi¢inou muze byt napt. plicni embolie, srde¢ni
selhani, jaterni cirhdza a mnoho daldich (Musil et al., 2007). Casto je oboustranny,
vzhledové podobny séru (slamové Zluté) (Tefl et al., 2004; Ceska et al., 2010; Cibas
etal., 2014).

1.8.2 Exsudat

Exsudat je zanétlivy vypotek bohaty na bilkoviny. Ke vzniku dochazi kvili
patologickym procesim poskozujicim cévy (Navratil et al, 2008). Na rozdil
od transudatu jsou zde buiiky zmnozeny. MizZeme zde najit nadorové bunky, mezotelie,
zaplavu erytrocytl, také neutrofilni granulocyty apod. Vznikéd pii infekci, malignité,
imunologickych onemocnénich ¢i jinych zanétlivych procesech (Musil et al, 2007).
Velice casto je jednostranny, vzhledem byva riznorody (riizn¢ zbarveny, zakaleny),

séru se viak vzdaluje (Tefl et al., 2004; Ceska et al., 2010; Cibas et al., 2014).
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1.8.3 Biochemické parametry transuddtu a exsuddtu

Nasledujici tabulka obsahuje zakladni testy pouzivané pii odliSeni transudatu
od exsudatu. Tyto testy se provadéji na oddéleni klinické biochemie. Dal§imi parametry

stanoveni jsou laktatdehydrogenaza, kreatinkindza a dalsi.

Tabulka 1: Parametry exsudatu a transudatu vySetfované na oddéleni biochemie.

Transudat Exsudat
hustota (kg/m’) 1003 - 1015 pies 1018
bilkovina do 3% 3-7%
fibrinogen chybi nebo malé¢ mnozstvi stfedn¢ az mnoho
Rivaltova zZkouska |negativni pozitivni

Zdroj: Kobilkova 1984

Ptikladem stanoveni exsudatu a transudatu je Rivaltova zkouska, ktera se provadi

za pomoci kyseliny octové a je zaloZena na denaturaci bilkovin. Do 100 ml destilované
vody se pridaji dvé kapky koncentrované kyseliny octové. Poté se do roztoku kapne
vySetfovany material. Pokud se jedna o transudat, kapka tekutiny se rozplyne, pokud
se ovSem jedna o exsudat, dojde k precipitaci neboli srazeni (Dolezalova et al., 1995;

Hugo et al., 2005).

1.9 Odbér tekutych vzorki

Zpisob odbéru materialu uréuje 1ékat (ChySkova, Cempirkova, 2019).
Z cytologickych materidlit je odbér tekutych vzork vétSinou nejkomplikovangjsi
anejvice zatézujici pacienta. Vyjimkou muze byt moc, tento odbér pacienta zpravidla
nezatézuje. Odbér ostatnich tekutin provadi lékat a Casto je provadén ambulantné.
Je tedy nutné, aby pacient obdrzel informace ohledné zakroku, jelikoZ je bran jako
operativni (Macdk et al., 2004). Pii odbéru mensiho mnozstvi tekutin, napi. pii odbéru
obsahu cyst, se vzorky zasilaji do laboratote ve zkumavkach. Punktaty se do laboratote
mnohdy zasilaji v plastovych a mnohem vétSich lahvich, vét§inou o objemu 1 litru.
U nékterych pacient pfesahuje mnozstvi odebrané tekutiny 5 litrd, tento celek se vsak
nemusi zasilat do laboratofe, 1 z 1 litru se zpracuje adekvatni vzorek. Na Zadance
by ovSem mélo byt uvedeno mnozstvi celkové. Nejen Ze tohoto materialu je vice,
ale také se musi po odbéru fedit fixativem, kterym je formol. Formolu se doléva stejny

objem, jako je objem odebrané tekutiny (Vecerkova, 2015; Cibas et al., 2014).
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1.9.1 Hrudni punkce

Tento I€katrsky vykon se provadi za ucelem odstranéni patologického obsahu
z pleurdlni dutiny. Zakrok se musi provadét za aseptickych podminek. Veskeré
vybaveni potifebné k zdkroku musi byt sterilni. Pfed samotnym zakrokem Iékar
prohlédne rentgenovy snimek a pomoci dopliujicich zobrazovacich metod si oznaci
misto vpichu. Tim je zpravidla 7.—8. mezizebii. Pacient se posadi obkro¢mo na zidli,
paZzemi se opira o opéradlo. Misto vpichu se vydesinfikuje. K lokalni anestezii dochazi
pouze vyjimecné, pii opakovanych punkcich, kdy ma pacient ztlusté¢lou pohrudnici,
coz vede Kk bolestivosti odbéru. Vpich punk¢éni jehly se vede kolmo pii hrané horniho
zebra, aby nedoslo k poranéni nervii a cévy v mezizebii. Po vytazeni jehly se misto
vpichu stlaci, zkontroluje a pevné pielepi. Jako u vétSiny zdkroku, i zde mize dojit
ke komplikacim. Je zde riziko vzniku pneumothoraxu, proto je nutné, aby byl odbérovy
systém uzavieny. Pfi poranéni zeberni tepny mize dojit K hemothoraxu. Dal§imi
komplikacemi mohou byt zaneseni infekce, plicni edém, poranéni bfiSnich organd.
Po zékroku je nutné pacienta sledovat, vzdy byva proveden kontrolni rentgenovy

snimek (Ceska et al., 2010; Hospital TV, 2015).

1.9.2 Punkce ascitu

Punkci ascitu mizeme také nazvat punkci peritonealni dutiny ¢i paracentézou.
Ascites je piitomnost volné tekutiny v dutiné bfiSni. Pacient by se mél dojit
pted zakrokem vymocit, je lepsi, aby byl mocovy méchyi vyprazdnén. Vysetfovaného
si posadime do polosedu, aby se tekutina dostala do spodni ¢asti dutiny bfiSni. Punkce
ascitu se provadi na spojnici mezi levou spina iliaca anterior superior a pupkem, v misté
zvaném také Monrotv bod. Tento bod se nachézi v levém podbiisku. Vpravo se punkce
neprovadi z divodu rizika poranéni slepého stieva a také u pacientii s jaterni cirhdzou,
ktefi maji jatra zvétSena, tudiz hrozi jejich poranéni. Punkce ascitu se od hrudni punkce
vyrazné nelisi, nehrozi zde riziko nasavani vzduchu do t€lni dutiny, proto nemusi byt
odsavaci systém uzavieny. Misto vpichu se vydesinfikuje a provede se lokalni
anestezie. Zavede se punkcni jehla s hadickou vedouci do sbérné nadoby. Pacient
by mél byt po zakroku sledovan. Samoziejmé, i zde muze dojit ke komplikacim, jako je
napt. krvaceni, zaneseni infekce do peritonealni dutiny ¢i hypotenze po vypusténi ascitu

(Ceska et al., 2010; Roche Ceské Republika, 2019).
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1.10 Cytologicka diagnostika

Tato diagnostickda metoda se zabyva interpretaci bunck, které jsou naptiklad
odlupovany z epitelialnich povrchu ¢i ziskany z riznych tkani. Je rychla, levna a malo
zatézuje pacienta. Mize byt provadéna mnoha metodami, ale v zékladé ji miZeme
rozdélit na 4 Casti. Prvni ¢ast zahrnuje odbér bunck, druha postup zpracovani, tieti
mikroskopické vySetfeni a Ctvrta stanoveni diagnézy. V dneSni dobé hraje velkou roli
v onkologii. Rozdilem mezi cytologii a histologii je, Ze cytologie nema k dispozici
celistvou tkan. Jde zde o pocetnost a morfologii bun¢k. Jednoduse fec¢eno, cytologie je
nauka o bunkéch, histologie je nauka o tkanich. Pfikladem muze byt diagnostika
nadoru. Pro histologii je dilezity nddor jako struktura, jeho fyziologicko-strukturni
charakter, kdezto u cytologie je diilezitd izolovana nadorova bunka. Vyhodou cytologie
je, ze k diagnostice sta¢i minimalni mnozstvi vzorku. I pfes to, Ze shoda cytologického
a histologického vysetfeni je vysokda, ma histologie vyhodu diky identifikaci celé
struktury. Histologie, a mnohdy i cytologie, ma moznost vyuzit pomocné metody
Kk uptfesnéni diagnozy, kupiikladu imunohistochemicka barveni. (Kobilkova et al., 1984;
Musil, et al., 2007; Dvotak, et al., 2008; Glencross et al., 2011; Mathew et al., 2017).

1.10.1 Zpracovani cytologickych prepardtii

Cytologickd vySetieni se mohou rozdé€lit na zdkladé odliSnosti materidlt
a predev§$im zpusobu odbéru. Do skupiny exfoliativni cytologie spadaji odbéry
epitelidlnich bunck, nejcastéji v podobé stérti, napiiklad d€lozniho cCipku. Druhou
skupinou jsou punkcni cytologie, kdy se pomoci jehly odebere pottebny material.
Do této skupiny spada vysSetfeni plicni tkané, prsu, ale i obsahu cyst. Metodika se vSak
vyrazné nelisi. Z odebranych vzorkli se zhotovuji mikroskopické preparaty. Nejcastéji
se provadi natér materialu na podlozni sklo, tuto ¢innost ve vétSin¢ piipadi vykonava
1ékatr. Nékteré materidly jsou zasilany do laboratote, kde je laborant vizualné zhodnoti,
popise zbarveni, hustotu, objem zméfi odmérnym valcem, zhodnoti také mnozstvi

pripadného sedimentu (Dvorak et al., 2008; Chyskova, Cempirkova, 2019).

1.10.2 Cytospin

Pti zpracovani tekutych vzork je prvnim krokem centrifugace. Vyznamnou
metodou je cytospin. Pro vznik cytospinového preparatu se pouziva specialni

centrifuga, takzvana cytocentrifuga nebo sklickova odstfedivka, kterd ma modifikovany
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rotor, jenz pojme mikroskopicka sklicka i vzorky tekutiny. Odebrana tekutina je nalita
do specialni kyvety, pod niZ se nachazi podlozni sklo. Odstiediva sila odd€luje bunky
a sedimentuje je jako rovnomérnou vrstvu na podloznim skle (Dvotak et al., 2008;

Glencross et al., 2011).

1.10.3 Cytoblok

Technika cytobloku miiZze byt vyuzivana pro zpracovani sputa a jinych tekutych
materiald, které nelze spolehlivé natfit na podlozni sklo. Metod zpracovani cytobloku
existuyje mnoho, neexistuje zadny tzv. zlaty standard. VétSina laboratofi
ma modifikovanou vlastni techniku, kterd zalezi na dosazitelnosti komeréné dostupnych
souprav €1 objemu vzorkl. Nasledujici body obsahuji 4 piiklady zpracovani tekutych
materiali metodou cytobloku.

e Piecezeni ¢i vybrani kouskd tkané z tekutiny.

e Vysrazeni tekutiny vhodnym cCinidlem, piecezeni.

e Centrifugace ve zkumavce, ktera ma stény pokryté celoidinem.
e Cytospinovy cytoblok, kdy jsou burnky zachytavany v gelu.

Rozdil mezi zpracovanim tekutych materidli cytospinem a cytoblokem spociva
vtom, ze cytoblok vyuziva zaliti do parafinu. Suspenze z buné¢k je vkladana
do histologickych kazet, zalita do parafinu a nakrajena na mikrotomu, tedy zpracovana
jako histologicky materidl a hodnocena na zdklad¢ histologickych fezii. Tato technika
piinasi cytologickym vzorktim strukturalni morfologii. Cytoblok mé vyhodu v moznosti
archivace materidlu pro budouci pouziti a dale v aplikaci doplinkovych postupt,
jako jsou napiiklad imunocytochemické ¢i molekularné genetické metody, jelikoZ je
mozné preparaty vytvofit duplicitné. (Dvoték et al., 2008; Cibas et al., 2014; Krogerus
et al., 2018; Ondi¢, 2018; Chyskova, Cempirkova, 2019).

1.11 Celoidin

Celoidin se vchemii fadi mezi nitroceluldozy. Za surového, pevného stavu
pfipomina nastiihanou vatu. Radi se mezi hoflaviny, je také velice vybusny, a proto se
snim nesmi manipulovat u otevieného ohné. V jindfichohradecké nemocnici
na oddéleni patologie ho vyuzivaji ke zpracovani cytobloku, jiné histologické laboratote
ho ale pouzivaji naptiklad k zalévani tkani. NejcastéjSim zalévacim médiem je stale

parafin, ovS§em pro organy ¢i tuhé tkan¢, jako jsou naptiklad chrupavky a Slachy,
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se vyuziva pravé ve vode nerozpustné médium zvané celoidin. NejcastéjSim zalévacim
médiem je parafin, avSak tuhé ¢i objemné tkané se po zaliti do parafinu Spatné kraji,
tudiz se vyuziva zaliti do celoidinu. I pfes to, Ze zaliti do celoidinu je pro tkan Setrné,
nevyuziva se predevsim kvuli zdlouhavosti. Zalévani do celoidinu totiz zahrnuje 5 etap.
Prvni je odvodnéni tkani, ovSem tato etapa je stejna jako u zaliti do parafinu. Druha
etapa zahrnuje prosyceni vzorkl rozpoustédlem po dobu 6-8 hodin. Tieti etapou
je prosyceni vzorku celoidinem, kdy vzorek prochazi roztoky celoidinu o stoupajicich
koncentracich. Ctvrta etapa zahrnuje vlastni zaliti do 10% celoidinu a pata, zavére¢na
etapa, tvrzeni celoidinovych blo¢kd po dobu minimalné 24 hodin. Teprve po tomto

procesu putuji blo¢ky ke krajeni na mikrotomu (Vacek, 1995; Bancroft et al., 1996).

1.12 Zelatina

Za surového stavu je Zelatina sypka smés bézové barvy. Radi se mezi mékka
zalévaci média, je rozpustna ve vodé. Vyuziva se pfi zalévani fidkych tkani. Tyto tkané
se poté zpevni. Pokud tkan chceme uchovat delsi dobu, zaliti do Zelatiny je také vhodné.
Vyhodou je, Ze zelatina vytésni z tkan€ vodu, kterd se nachazi mezi buiikami. N&které
laboratofe toto zalévaci médium pouzivaji, postup zahrnuje 5 etap. Prvnim krokem
zpracovani tkanovych blo¢ka pro jejich fixaci formolem je prosyceni 10% roztokem
zelatiny pii 37 °C po dobu 4-6 hodin. Druha faze zahrnuje prosyceni 20% roztokem
Zelatiny pfi stejné teploté a po stejnou dobu. Treti faze je zaliti blocku 20% roztokem
zelatiny do kovové krabigky, Zelatina se poté nechd tuhnout. Ctvrtou fazi je tvrzeni
blockli ve 20% formolu po dobu 24 hodin. Posledni, patou fazi je prani Zelatinovych

bloc¢ki ve vod¢ a nasledné krajeni na mikrotomu (Vacek, 1995).
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1.13 Zalévaci média

Zalévaci média museji perfektné prostoupit vzorkem a ztuhnout tak, aby bylo
mozné krajet fezy pro mikroskopické vySetfeni. NejCastéji jsou dé€lena na zalévaci
média rozpustna a nerozpustnd ve vodé. Mezi média rozpustnd ve vodé patii napiiklad
zelatina ¢i vodou rozpustné vosky. Mezi média nerozpustnd ve vod¢ patii naptiklad
parafin a celoidin. V histologickych laboratofich je nejcastéji vyuzivanym zalévacim
médiem praveé parafin. Je to smés nasycenych alifatickych uhlovodikti, v rozehfatém
stavu je to bezbarva tekutina, po ztuhnuti pfipomina bily vosk. Parafin je bez chuti
I zapachu. Jeho velkou vyhodou je nizka cena. Manipulace snim je snadna,
Ize jednoduse recyklovat, tedy opakované pouzit. Ma Sirokou skalu teplot tani (Bancroft
et al., 1996; Jirkovska, 2006).

1.14 Mikrotom

Mikrotom je pfistroj vyuzivany piedevsim v histologickych laboratotich a slouzi
ke zhotovovani fezii tkani. Rezy tkani jsou vyuZivany pro mikroskopické vysetient,
kdy je potfeba mit bufiky v co nejten¢i vrstvé, aby byly mikroskopicky vySetfitelné
a neptekryvaly se vsilné vrstvé. Proto je tloustka fezii v mikrometrech, ptesné
nastaveni mikrometrii se odviji dle materialu. Kraji se pomoci ocelovych nozi
¢i specidlnich Zziletek, zalezi na druhu mikrotomu. Mikrotomy maji mikrometrické
Srouby, které zajiStuji posun ostii k prepardtu. Nejbéznéji vyuzivanym mikrotomem
je mikrotom sankovy, U n&jz se pohybuje niz ¢i Ziletka. Dal$im typem je mikrotom
rotacni, u které¢ho se nepohybuje ostii, ale svorka se zablo€kovanym preparatem. Tretim
Castym typem je kryostat, na némz se kréji zmrazené preparaty pii akutnich vysetfenich

(Jirkovska, 2006; Lichnovsky et al., 2007).
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1.15 Odvodiovaci automat

Odvodnovaci automat neboli autotechnikon, je piistroj vyuzivany v histologickych
laboratofich v rutinnim provoz. Pracuje automaticky dle pfedem nastaveného programu
a zastavda mnoho funkci, jako je fixace, promyvani tkan¢ a dal§i. Autotechnikon
se sklada z programového ¢asového kotouce ¢i novéjsiho mikropocitace, které slouzi
K nastaveni Casu a také K elektrickému pohonu nadobek. Dal$imi ¢astmi jsou nadobky
na tekutiny, deska s jamkami na nadobky, hlavice posunovaciho mechanizmu slouzici

k pohybu, elektromotor, kosi¢ek na pouzdra a dalsi (Vacek, 1995).

1.16 Barveni obecné

Z velké vétsiny jsou cytologické preparaty na podloznim skle bezbarvé, coz velice
znesnadiiuje mikroskopii. V neobarveném prepardtu nerozezndme jednotlivé slozky
kvtli jejich podobné lomivosti svétla, proto se vyuzivaji barviva, kterd pohlcuji svétlo
urcitych vinovych délek. Barveni slouzi nejen ke zviditelnéni, ale také ke snadnéjSimu
rozliSeni tkanovych slozek. Kazdé barveni ma celou fadu modifikaci, divodem
pouzivani vice typa barveni je, Ze optimalizuji viditelnost riznych struktur, a informace
o vzorcich se tim zvySuji. V dnesni dobé se vyrabi pfevazné chemicky. Pro prehlednost
barvicich metod je dulezité, aby se jadra obarvila rozdilnym zptisobem nez cytoplazma
bunék. V histologii se pouzivaji zasaditd a kysela barviva. Nejednd se o kyseliny
a zasady, ale molekuly barviva obsahuji kysel¢ ¢i zdsadité radikdly. Kysela barvi
cytoplazmu, kdezto zasadita jadra bunck. V cytologii je tedy dulezité, aby barveni
zvyraznilo jaderny chromatin a struktury v cytoplazmé (Bozner et al., 1986; Jirkovska,
2006; Duskova, 2018).

1.17 Mikroskop

K mikroskopii se vyuziva zafizeni zvané mikroskop, které slouzi k pozorovani
mikroskopickych predmétl, ty se poté stavaji viditelnymi pro lidské oko. V. mém
pripad¢ se jednalo o svételny mikroskop. Svételny mikroskop se sklada ze tii casti, témi
jsou ¢ast mechanicka, osvétlovaci a opticka.

Mechanicka c¢ast je tvofena stativem neboli kovovym stojanem, ktery sestava
z t¢zké podkovy nesouci stolek a nosi¢. Na nosici je piipevnény okularovy tubus. Tubus

nese revolverovy méni¢ objektivli. Stolek tvofi deska, ktera mé uprostied otvor
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a na povrchu dvé kovové vzpruhy, které slouzi k uchyceni mikroskopického preparatu.
Do mechanické casti dale fadime ovladaci Srouby, jako je makrometricky
a mikrometricky Sroub, které slouzi k zaostteni obrazu.

Osvétlovaci cast zahrnuje svételny zdroj a kondenzor. Svételnym zdrojem byva
v dne$ni dob& nejcastéji nizkovoltova zarovka zasazena do stativu mikroskopu.
U starSich mikroskopti naleznete misto zarovky zrcatko, zde by zdrojem svétla bylo
svétlo slune¢ni. Kondenzor se nachéazi pod stolkem mikroskopu, sbira paprsky svétla
ze zdroje, shromazd’uje je do svételného kuzele, a tim prosvétluje preparat.

Cast optickou tvoii objektivy a okulary. ZvétSeni prosvétleného obrazu
a promitnuti jej okularu zajistuje objektiv. Okular poté obraz dale zvét$i a promita
ho pozorujicimu. Zvétseni mikroskopu je nasobkem pouzitého objektivu a okularu

(Vacek, 1995; Junqueira et al., 2002).

1.18 Typy bunék v prepardtech

ale ur¢eni diagnozy z preparatu obsahujiciho zachycené bunky. Lékat hodnoti, zda jsou
bunky v preparatech fyziologického, nebo patologického plvodu, jejich mnozstvi,
pomér. Vypotky obsahuji rizné typy bun¢k v rizném zastoupeni, nejcastéjsi jsou vSak
krevni buiiky jako naptiklad lymfocyty. Jelikoz pii odbéru téchto materiali obcas
dochazi ke krvaceni, ¢astymi kontaminanty jsou ¢ervené a bilé krvinky. (Dvofak et al.,

2008; Cibas et al., 2014).

1.18.1 Mezotelidlni buiiky

Mezotelie nejsou krevni buniky, ale bunky vystelky dutin, jako jsou dutiny pleuralni
¢i peritonealni, které se pti odbéru dostaly do tekutého materialu. Mezotel je epitel
pokryvajici povrch téchto dutin. Tyto bunikky maji v preparatech rtiznou ¢etnost, vétSinou
se jedna o izolované builkky nebo piilezitostné malé shluky. Shluky vznikaji diky
schopnosti nékterych aktivnich bun¢k, které se v tekutiné zvladnou mnozit, k tomu
dochdzi naptiklad pfi probihajicim zanétu. Jednotlivé buniky jsou malé a kulaté,
s bazofilni cytoplazmou. Jadro je kulaté ¢i ovalné, veliké a mtize jich byt v bunice vice,
neni neobvyklé spatfit tyto bunky v mitéze. Vice mezotelialnich bunék byva oddéleno
uzkym prostorem. Mén¢ cCastd je pfitomnost jedné Ci vice cytoplazmatickych vakuol.

Vyskyt velkych shluki o 12 a vice buiikach je velice neobvykly, ovSem tento jev

23



¢i atypické zvétSeni mezotelii mize znamenat malignitu. Mezotelie byvaji castou
pii¢inou fale$né pozitivnich nalez malignity na zakladé jejich Siroké variability
fyziologického obrazu. Degenerativné zménéné bunky, které se méni na zdklad€ dalSich
vyvojovych fad, mohou mit cytoplazmatickou ¢i jadernou zménu nebo cytoplazmu
zcela ztratit, a jadra se mohou zdat suspektni z malignity. Proto je dulezité hledét
na jejich kulatost, ovalnost, pfesné obrysy. Degeneraci bun¢k miize zplsobit napiiklad
dlouhodobé stani odebrané tekutiny pii pokojové teploté (Kobilkova et al., 1984; Ross,
etal., 2011; Fatorova, 2011; Cibas et al., 2014).

1.18.2 Erytrocyty

Cervené krvinky jsou bezjaderné buiiky, které tvarem pfipominaji bikonkavni disk.
Jejich primér je asi 7,5 um. Vyvijeji se v kostni dieni, odkud putuji do krve a zde Ziji
zhruba 110-120 dni. Obsahuji ¢ervené krevni barvivo zvané hemoglobin, diky némuz
prenaseji kyslik v cévach. Nemohou se aktivné pohybovat, mohou se vSak deformovat,
coz jim umozni prichod napt. Gzkou kapilarou. Pokud dojde ke zdufeni erytrocyti
vlivem zmény osmotického tlaku, hemoglobin unikne do okoli, a zptsobi tim hemolyzu
nekterych vypotkd. Pfi mikroskopii lze tedy pozorovat oranzové, splyvavé pozadi

(Kobilkova et al., 1984; Trojan, 2003; Liillmann-Rauch, 2012).

1.18.3 Histocyty

Histocyty jsou bilé krvinky schopné pohlcovat a nasledné prezentovat cizorody
material lymfocytim. Ne¢které vypotky byvaji na histocyty bohaté. Histocyty maji
excentricky uloZené jadro, které je men$i neZ U mezotelidlnich bunék. Jadro byva
kulaté, ovalné ¢i ledvinovitého tvaru, Casté jsou bunky vicejaderné. Cytoplazma
obsahuje granula a také vakuoly. Mitéza neni vzacnd. DalSim rozdilem mezi
mezoteliemi a histocyty je, Ze piilehlé histocyty nejsou oddéleny tizkym prostorem.
Pokud je vypotek hojny na histocyty, pfi zpracovani pomoci cytobloku miize dochazet
K tvorbé shlukd, které¢ jsou jednoduse zaménitelné s malignitou. Proto se vyuzivaji
imunohistochemické metody pro odliSeni mezotelii, histocyti a metastatickych

karcinomi (Kobilkova et al., 1984; Hugo et al., 2005; Cibas et al., 2014).

1.18.4 Eosinofilni granulocyty

Eosinofily se fadi mezi bilé krvinky, do skupiny granulocytl, tedy bunék

obsahujicich v cytoplazm¢ granula. Po obarveni eosinem je pro tyto buiky typicka
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cihlova barva granul. Jadro je rozdéleno vétSinou na 2 segmenty. Jejich funkci je obrana
pied parazity a vyskytuji se také u alergii. Vypotek je povazovan za eosinofilni, pokud
eosinofily pfedstavuji vice nez 10 % ptitomnych jadernych bunék. Nejbeéznéjsi piicinou
jsou pneumothorax a hemothorax, kdy do pleuralniho prostoru pronikne vzduch ¢i krev,
proto jsou castéjsi eosinofilni vypotky pleurdlni nez perikardidlni. Mezi méné Casté
pfi¢iny eosinofilniho vypotku patii rezistence na léky ¢i parazitdrni infekce, ovSem

u vétsiny piipada zistava puvod nejasny (Trojan, 2003; Liilllmann-Rauch, 2012).

1.18.5 Neutrofilni granulocyty

Neutrofily jsou nejpocetnéjsi bile krvinky a také nejcastéjsi granulocyty. Méii 10—
12 pm, jsou tedy zjevné vétsi nez erytrocyty. Jsou také nazyvany polymorfonuklearni
leukocyty, a to kvuli lalo¢natému jadru, které se vlivem staii bunky ¢leni na segmenty.
Nazev neutrofily nesou kviili nedostatku charakteristického cytoplazmatického barveni.
Neutrofilni granulocyty jsou pohyblivé buniky a jejich hlavni funkei je fagocytdza.
Zvyseny vyskyt predev§im mladych forem nalézame pii zanétech a akutnich infekcich

(Trojan et al., 2003; Ross, et al.,2011).

1.18.6 Lymfocyty

Tyto builky maji jedno kulaté, nesegmentované jadro, které miva tmavsi okraj.
Dale maji prevazné Uzky lem bledé bazofilni cytoplazmy bez granul. Lymfocyty
se v krvi vyskytuji pouze zhruba hodinu, a to jen jejich mala cast, vétSinovou c¢ast
nalezneme v lymfatickych organech a lymf¢. Jejich hlavni funkci je imunitni obrana
organismu. Ve zpracovanych vypotcich jsou viditelné pfevazné malé lymfocyty,
tedy s izkym lemem cytoplazmy. Tento nalez je relativné bézny, ale nespecificky.
Navzdory nepfitomnosti malignich buné¢k byva malignita castou pficinou
lymfocytarnich vypotkt. Neni neobvyklé, ze pocate¢ni pleuralni tekutiny u pacientd
s pleuralnim mezoteliomem obsahuji pouze lymfocyty (Kobilkova et al., 1984; Trojan,
2003; Liilllmann-Rauch, 2012; Cibas and Ducatman, 2014).

1.18.7 Nadorové buiiky

Nekteré nadory maji vetsi tendenci Sifit se do pleury, perikardu ¢i peritonea, a proto
tyto buiikky mizeme v preparatech nalézt. Mezi nejcastéjsi nadory, které se do téchto
dutin dostavaji, patfi naptiklad nadory vajecnikl, plic, prsu a prostaty. Dobrym

zpuisobem, jak identifikovat maligni buiiky ve vypotku, je nejprve lokalizovat nékteré
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benigni mezotelidlni buniky. Dulezité je rozliSit naptiklad reaktivni mezotelie od bunék

nadorovych, coz nékdy byva obtizné, a proto je mozné vyuzit imunohistochemické

metody.

Mezi obecné znaky nadorovych bunék pti mikroskopii patii:

rizny tvar a velikost bungk;

nestejné velika a tvarové rtiznd jadra;

vakuolizace jader i cytoplazmy, vakuoly mohou vyplnit celou buiku
a porusit jeji membranu, tim padem se dostavaji do okoli;

hyperchromazie (vétsi barvitelnost);

hola jadra bez cytoplazmy;

nepravidelné mitdzy.

Obecnych znakidl Casto musi platit vice najednou, ale nevyskytuji se vétSinou

vSechny. Hodnoceni nddorovych bun¢k musi provadét zkuSeny 1ékar. Nadorové buiky

nemusi byt nutné vétsi nez buniky mezotelidlni, nékteré maji ptiblizné stejnou velikost,

odliSuji se hyperchromazii nebo pfitomnosti jadérek. Vyjimkou z tohoto pravidla vSak

mohou byt mezoteliomy, u nichz neni patrné rozliSeni mezi benignimi a neoplastickymi

mezotelidlnimi buiikami. Vypotky s ¢etnymi velkymi shluky lze oznacit jako maligni,

je tieba ovSem dbat na moznost shlukovani kvuli centrifugaci (Kobilkova et al., 1984;

Musil, et al., 2007; Cibas and Ducatman, 2014).
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1.18.8 Bakterie, viry a dalsi

Bakterie obvykle zplsobi akutni pleuritidy, perikarditidy a peritonitidy.
Pro ptitomnost bakterii v tekutiné maze svéd¢it krémove zluta barva a predevsim silny
zapach. Mikroskopické preparaty byvaji velice bunécné a skladaji se téméi vyhradné
z polymorfonuklearnich leukocyti neboli neutrofili. Bakterie jsou v preparatu
prokazovany cCasto specidlnimi barvenimi. K pfesnému urceni bakterie se vypotky
posilaji na mikrobiologické vysetfeni. Piikladem bakterii jsou pyogenni bakterie,
tedy streptokoky, stafylokoky, dale naptiklad Mycobacterium tuberculosis.

Viry se vyskytuji velmi vzicné, ve form¢ cytoplazmatickych inkluzi.
Mezi nejéastéji zachycené zastupce patii herpesviry a cytomegaloviry. Ve vypotcich
vzacné mizeme zachytit 1 plisn€, nejcastéji Candida species, Cryptococcus neoformans
¢1 Aspergillus niger. Velice neobvyklym ptfipadem mohou byt nestravené potraviny
Vv pleuralni tekutin¢, k tomuto nalezu dochazi pti ruptufe jicnu (Cibas and Ducatman,
2014; Rozsypal, 2015).
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2 Cil prace

Cilem této prace je porovnani dvou moznych zplisobl zpracovani tekutych
materialt, jako jsou dutinové vypotky, metodou cytobloku. Tyto materialy se vyuzivaji
k cytologické diagnostice nejriizné€jSich onemocnéni, napomahaji uréit klinickou
diagnézu a mohou byt také ukazatelem onemocnéni nadorovych.

Vsech 32 tekutych materialdi, ptijatych na oddéleni patologie v Jindfichové Hradci,
jsem rozdélila na poloviny. Kazdou polovinu jsem zpracovala odlisSnou cytoblokovou
metodou, a to za pomoci celoidinu a Zelatiny. Porovnavala jsem vyhody a nevyhody
obou metod zpracovani.

Dalsim cilem je porovnani tfi riznych metod barveni. Veskery zpracovany material
jsem pomoci mikrotomu nakrajela na tfi podlozni skla, prvni sklo jsem nabarvila
barvenim hematoxylin-eosin, druhé barvivem Papanicolaou a tieti May-Griinwald-
Giemsou. Zde jsem porovnavala mikroskopicky vzhled a také vyhody ¢i nevyhody
barveni.

Na zavér jsem mikroskopicky zhodnotila bunky ve vsech preparatech,
jejich celularitu, rozloZeni v preparatu a srovnala jsem preparaty od stejného pacienta,

kterému byly tekuté materialy odebrany s ¢asovym odstupem.
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3 Prakticka ¢ast

3.1 Posouzeni makroskopického vzhledu materidlu

Makroskopicky vzhled vypotki je v diagnostice velice prospésny. Pokud
se pacientovi odebird vice vzorkl tekutin, mlizZe se makroskopicky vzhled viditelng
meénit, coz napovidda 0 stavu pacienta. Z ptvodné cir¢ho vypotku se muze stat
hemoragicky nebo naopak (Kobilkova et al., 1984). Tekuté¢ materialy ziskané nejcastéji
punkci coelomovych dutin nabyvaji  barvy od prasvitné, lehce naZloutlé
az po neprusvitné, hnédé tekutiny. Dle makroskopického vzhledu délime tekutiny
na serdzni, hnisavé, chylozni a hemoragické. Serdzni se podobaji séru, jsou Ciré, zlutavé
barvy. Hnisavé jsou zakalené, mnohdy zbarvenim az do zelena a mohou se od serdznich
lisit také zapachem. Chyldzni jsou mlééné zakalené vlivem piitomnosti tukt. Krvavé
jsou nejvice odlisné od ostatnich, jsou totiz syté Cervené ¢i hnédé zbarvené. Muze
dochazet i k jejich kombinaci, v mnoha pfipadech se neda piesné urcit, o ktery typ
se jedna, piikladem mutze byt krvavy vypotek se zakalem, muize byt s velikou
pravdépodobnosti kombinace s hnisavym. Jak jiZ bylo feceno v pfedchozich kapitolach,
ne kazdy vypotek musi znamenat malignitu. Hemoragické vypotky byvaji
traumatického a nadorového ptivodu, neni to vSak podminkou, proto je makroskopicky
vzhled pouze orienta¢ni a nelze od né&j odvijet diagnozu pacienta (Tefl et al., 2004).
coz lze pozorovat pouhym okem.

Ze 32 vySetfovanych vzorkt byly nejcastéjsi vypotky zluté barvy, bez zakalu,
kterych bylo 15, druhymi nejcastéjSimi byly hnédé zbarvené, také bez zakalu, S poctem
8. Dalsi 4 tekuté vzorky byly zbarvenim hnédé se zakalem a 5 jich bylo zbarveno Zlut¢,

také se zakalem.
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Obrazek 1: Makroskopicky rozdil mezi krvavym neboli hemoragickym (vlevo)
a hnisavym tekutym materialem (vpravo). Zkumavka vpravo obsahuje ptfidanou kapku

hematoxylinu, ktery se vaze na shluk bunék.

Zdroj: viastni vyzkum
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3.2 Objem materidalu

K makroskopickému vysetfeni materidlu patii také zjiStovani objemu lékarem
zaslané tekutiny. Mnozstvi punktatu zaslané do laboratofe vétSinou nebyva mnozstvim
celkové odebranym, pacientim se mnohdy odebere az néckolik litrGi tekutiny
a pro tvorbu adekvatniho preparatu neni potiebny celkové odebrany objem. Cast
odebrané tekutiny se Casto také zasild do jinych laboratofi, jako je tfeba klinicka
biochemie ¢i mikrobiologie. Celkové mnozstvi odebrané pacientovi byva uvedeno
na zadance.

Vsechny vySetiované tekutiny byly jiz nafedény fixativem. Objem tekutin jsem
meéfila pomoci 2000mililitrového odmérného valce, ktery jsem musela po kazdém
pouziti peclivé umyt, aby nedoslo k nezddouci kontaminaci jinym vypotkem. NejcCastéji
se vyskytovaly vzorky o objemu kolem 500 mililitr, nejvétsi objem mél vzorek
s 1060 mililitry a nejmensi s50 mililitry. Nejméné objemny material byl velice
viskdzni, protoi toto mnozstvi bylo dostacujici k tvorbé adekvatniho preparatu.
Az po zméfeni celkového objemu jsem vzorek rozdélila na poloviny, jedna polovina

byla ur€ena pro zpracovani pomoci celoidinu, druha pro Zelatinovou metodu.

3.3 Priiprava celoidinu

Do nadoby suzkym hrdlem jsem pridala 10 gramt celoidinu Geig a zalila
50 mililitry absolutniho alkoholu (96%). Celoidin jsem pomoci sklenéné tycinky
zatlac¢ila do alkoholu a nechala bobtnat 24 hodin. Po 24 hodinach jsem ptidala
50 mililitri éteru. Pro uchovani v lednici je dulezitd nadoba se zabrousenou zatkou
a tzkym hrdlem, kterd poskytne minimalni vypatovaci prostor. Miize se stat, ze celoidin
po urc¢ité dob& zhoustne, pro navraceni konzistence staci nafedit jej alkoholéterem,

coz je absolutni alkohol a éter v poméru 1 : 1 (Chyskova, Cempirkova, 2019).

3.3.1 Zpracovani pomoci celoidinu

Zkumavku o objemu 10 mililitrd jsem naplnila jiz pfipravenym celoidinem,
ktery jsem nasledné opét vylila zpét do zasobni lahve a zkumavku otocenou dnem
vzhtru jsem nechala lehce okapat nad papirovymi utérkami poloZenymi na pracovni
desce. Okapani je dulezité pro vznik celistvé a tenké vrstvy na vnitini sténé zkumavky.
Poté jsem do ni nalila 70% alkohol, ktery jsem zde nechala po dobu 1 minuty. Tento

krok slouzi k zaceleni vrstvy celoidinu, ktera se udrzela na vnitinim povrchu zkumavky.
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Po wyliti alkoholu musela celoidinova vrstva ve zkumavce zlstat neposkozena,
nezvrasnénd, prusvitnd. Pokud by doslo k poskozeni této vrstvy, hrozi protrzeni
¢1 necelistvost celoidinového ,,pytlicku®. Pokud by doslo k protrzeni, musel by se cely
proces opakovat a doSlo by ke ztraté biologického materidlu. Takto pfipravenou
zkumavku jsem naplnila vySetfovanym vzorkem o objemu 9 mililitrti a pfidala 2 kapky
Mayerova hematoxylinu pro barevné zvyraznéni bunék, tedy snaz$i makroskopickou
orientaci. U hnédych neboli hemoragickych vzorkii neni Mayertiv hematoxylin potieba,
bunééna suspenze je makroskopicky viditelna. Zkumavky jsem centrifugovala
pii 3000 otackach po dobu 10 minut. Po sliti supernatantu jsem pomoci pinzety opatrné
odlepila vznikly ,,pytlicek™ z celoidinu a vytahla ho ze zkumavky. Piebyte¢nou cast
pytlicku jsem zastiihla nlizkami a uZzite¢nou ¢ast s bunéénym sedimentem jsem zabalila

do papiru vhodného pro vlozeni do histologické kazety (Chyskova, Cempirkova, 2019).
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Obrazek 2: Celoidinovy pytlicek vyjmuty ze zkumavky, obsahujici cytologicky material

obarveny Mayerovym hematoxylinem.

Zdroj: viastni vyzkum
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3.4  Priprava Zelatiny

Metoda zpracovani cytobloku pomoci Zelatiny se na oddéleni patologie
v Jindtichové Hradci nevyuziva, jelikoz laboratof nema zpracované postupy pro tvorbu
zelatiny jakozto adekvatniho zalévaciho média, proto jsem nejprve musela spravné
fedéni zelatiny s destilovanou vodou zkouset. Pripravila jsem si 4 kadinky a do kazdé
nalila 100 mililitri destilované vody. Do prvni kddinky jsem nasypala 3,5 gramu
zelatiny, do druhé¢ 4,5 gramu, do tieti 5,5 gramu a do ¢tvrté 6,5 gramu. Pomoci sklenéné
ty¢inky jsem roztoky zamichala a poté zahtivala na vatic¢i, dokud tekutiny nebyly ¢iré.
Horké roztoky jsem nechala chladnout a pozorovala tuhnuti.

Roztok se 3,5 gramy zelatiny tuhnul velmi dlouho, ani po 15 minutach, nebyl
dostate¢né tuhy. Roztok s 5,5 a 6,5 gramy tuhnul zase pomérné rychle, proto jsou tyto
gramaze pro praxi nevhodné. Nejadekvatnéjsim fedénim bylo 100 mililitrti destilované
vody se 4,5 gramy Zelatiny.

Nov¢ vytvofenou Zelatinu potfebnou k zalévani jsem zprvu opét rozmichala
ty¢inkou, zahrala na vafi¢i do Cirosti a poté jsem ji nechala chladnout pii pokojové
teploté, oviem ne tak dlouho, aby ztuhla. Zelatina se nemiZe pouzivat horka,

aby nedoslo k poskozeni bunééného materialu.
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3.4.1 Zpracovani pomoci Zelatiny

Pro zaliti do zelatiny jsem vyuzivala niz§i zkumavky s menSim objemem,
z vysokych zkumavek by totiz nebylo mozné nasledné vyjmout potfebny material.
Do zkumavky o objemu 8 mililitri jsem nalila vySetfovany material. Pro snazsi
makroskopickou orientaci jsem do nekrvavych vypotkii pfidala 2 kapky Mayerova
hematoxylinu a zkumavku vlozila do centrifugy, kde se materidl stacel
pii 3000 otackach po dobu 10 minut. Ze zkumavky jsem poté slila supernatant
a k bunéénému sedimentu pridala 1-2 mililitry pfedem pfipravené, chladné, ale stale
tekuté Zelatiny. Objem nalité Zelatiny zalezel na mnozstvi sedimentu, ktery byl mnohdy
rozdilny. Pokud ho bylo malo, postacil 1 mililitr Zelatiny. Dale jsem pomoci sterilni
injekeni jehly roztok ve zkumavce rozmichala a nésledné opét centrifugovala, tentokrat
vsak pii 3000 otacek jen 2 minuty. Zkumavku jsem vyjmula z centrifugy a nechala
ji vychladnout a ztuhnout v lednici po dobu 10-15 minut. Po ztuhnuti jsem material
ve zkumavce obkrouZila injekéni jehlou za soucasného vstiikovani 10% formolu,
to zplsobilo uvolnéni vzorku, ktery jsem nésledné vloZila na papir vhodny pro zabaleni

do histologické kazety.
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Obrazek 3: Cytologicky material zality v Zelating, vyjmuty ze zkumavky.

Zdroj: viastni vyzkum

3.5 Zpracovani hotového cytobloku

Tato Cast zpracovani je pro obé zvolené metody, tedy za pomoci celoidinu
a zelatiny, Stejna. Vzorek obsahujici bunéény sediment, polozeny na vhodném papiru,
jsem pomoci sterilni pinzety zabalila do malého bali¢ku tak, aby nedoslo k jeho vyliti.
Balic¢ek se nasledné vesel do histologické kazety, kterou jsem poté uzaviela kovovym
vi¢kem, spravné oznacila fixem a ponofila do nadoby obsahujici formol, ktery material

fixuje do doby dal$iho zpracovani.

3.5.1 Odvodnéni materialu

Histologické kazety jsem vyjmula z formalinu a vlozila je v kovovém kosicku
do odvodnovaciho tkanového automatu neboli autotechnikonu. Autotechnikon slouzi
k vymyti fixativa, odvodnéni, projasnéni a prosyceni zpracovavaného materialu. Tento
pristroj pracuje automaticky, staci pouze nastavit vhodny program. K odvodnéni
dochazi na zaklad¢ prichodu vzorki pies fadu alkoholl ve stoupajici koncentraci, voda

ve vzorku je tedy nahrazena alkoholem.
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Projasnéni vzorku znamena proces, pfi kterém se ze vzorku odstranuje alkohol
z procesu odvodnéni. Alkohol neni misitelny se zalévacimi médii nerozpustnymi
ve vodé, proto je nutné ho nahradit latkou, ktera se s médiem misi. Touto latkou
je naptiklad xylen.

V zavéreCné fazi tohoto procesu dochazi k prosyceni tekutym parafinem,

ktery je obsazen ve vice laznich (Jirkovska, 2006; Chyskova, Cempirkova, 2019).

3.5.2 Zaliti do parafinu

Odvodnéné, projasnéné a prosycené vzorky jsem zalila do parafinu. Parafin
je nejbéznéjsi zalévaci médium, nejen diky své nizké cené. Tento proces jsem provadéla
na parafinové zalévaci lince, ktera obsahuje vyhiivanou nadrz, do niz jsem nasypala
tuhy parafin, ten se vlivem vysoké teploty pfeménil na tekuty. Vzorek vyjmuty
Z autotechnikonu jsem vloZila do vyhtaté ¢asti zalévaci linky, pokud bych tak neucinila,
tkan by ztuhla nasledkem piedchoziho prosyceni parafinem V tkdiiovém procesoru.
Poté jsem zpracovavany vzorek vyjmula z histologické kazety, pomoci sterilni pinzety
jsem rozbalila bali¢ek z papiru a veSkery biologicky material jsem pfemistila do kovové
zalévaci formicky o vhodné velikosti. Kovovou formicku jsem piikryla plastovou ¢asti
histologické kazety a zalila parafinem, ktery je v zalévacim automatu udrzovan ve vyssi
teplote, aby byl tekuty. Po zaliti jsem parafin nechala ztuhnout na chlazené ploténce,
ktera proces tuhnuti velice urychlila. Po ztuhnuti jsem parafinovy blocek vyjmula

z kovové formicky (Jirkovska, 2006; Chyskova, Cempirkova, 2019).

3.5.3 Krdjeni na mikrotomu

Abychom vzorky mohli pozorovat pod mikroskopem, je tfeba je nakrdjet na tenké
platky o tloust’ce 5-7 um (Macak et al., 2004). K fezani materialu jsem pouzila sainkovy
mikrotom. Bloc¢ek z parafinu jsem upevnila do svorky a pomoci Ziletky piipevnéné
na mikrotomu jsem krajela fezy. Nejprve je tfeba skrojit parafinovy blocek,
aby se v fezu zachytil adekvatni biologicky material. Tloustku fezti jsem si v prub&hu
krdjeni upravovala mikrometrickym Sroubem, dokud nevzniknul adekvatni fez.
Pro vhodné&jsi mikroskopicky preparat je lepsi série fezl, tedy dva ¢i tii na jedno

podlozni sklo, dle velikosti fezaného vzorku (Jirkovska, 2006).
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3.5.4 Natahovdni parafinovych iezi

Natahovani parafinovych fezi se provadi na podlozni skla vhodna
pro mikroskopovani. Nejprve jsem na Cisté podlozni sklo natfela velmi tenkou vrstvicku
kamencové zelatiny, ktera zde slouzi jako takzvané adhezivni médium. Na sklo jsem
tedy képla malou kapku této zelatiny, prstem ji rozetiela po celé plose podlozniho skla
a vrstvicku jsem nechala dostate¢nou dobu zaschnout. Takto ptipravené podlozni sklo
jsem si fadn€ oznacila obycCejnou tuzkou.

Po ukrojeni adekvatniho fezu na mikrotomu jsem fez pfemistila do predem
pfipravené vodni lazné piedehiaté na 45 °C. Uinkem teplé vody se fez napnul.
K upravé nedostateéného napnuti, nerovnosti a vybéru vhodnych fezti jsem pouzivala
patradla. Ve vodni lazni jsem jednou rukou ptidrzovala téméi ponotené podlozni sklo
a druhou rukou jsem fez nasunula na sklo, také za pomoci patradla. Toto sklo jsem
na zavér polozila na vyhfatou ploténku, aby doSlo k zaschnuti (Jirkovska, 2006;
Chyskova, Cempirkova, 2019).

3.6 Odparafinovini

Pred kazdym barvenim se vzorky zalit¢ do parafinu museji odparafinovat,
tedy parafinu zbavit. Bez dukladného odparafinovani by nedoslo ke spravnému
nabarveni preparatu, jelikoz parafin je ve vodé nerozpustny. Tento proces jsem
provadéla v barvicim automatu, vnémz automaticky k odparafinovani dochazi

pfed samotnym barvenim HE. Postup je uveden v tabulce.

Tabulka 2: Postup automatického odparafinovani

Suseni 20 min.
Xylen 8 min.
Xylen 7 min.

96% alkohol |2 min.
90% alkohol |1 min.
88% alkohol |1 min.
80% alkohol |1 min.
70% alkohol |1 min.
Voda 30 min

Zdroj: SOPV-PAO-001 Zpracovani bioptického materidlu
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3.7 Barveni

3.7.1 Hematoxylin-eosin

Tato metoda vyuziva kombinaci bazického hematoxylinu a kyselého eosinu.
Hematoxylin je jedno zmala pfirodnich barviv a slouzi k obarveni jader.
Od hematoxylinu jakozto jaderného barveni se poZaduje, aby nejen dobie barvil jadro,
ale neptebarvoval jej kvili jadernym strukturdm, dale aby nemcénil ostatni
cytoplazmatickd barviva. Eosin naopak barvi cytoplazmu. Cytoplazmatickd barveni
nesmi meénit barvu jader, které jsou obarvend jadernym barvivem, kvuli zaniku
viditelnosti jadernych struktur. Déle také musi rozlisit, které buiiky jsou eosinofilni
¢i basofilni. Eosinofilni se barvi cervené a basofilni modfe az modrozelené
(Kobilkova et al., 1984; Jirkovska, 2006; Dvorak, et al., 2008; Chyskova, Cempirkova,
2019).

Barveni HE je na odd¢leni patologie rutinn¢ vyuzivano a pro hojnost preparati

v Jindfichové Hradci vyuzivaji barvici automat. Postup barveni je uveden v tabulce.

Tabulka 3: Postup automatického barveni hematoxylin-eosin.

SuSeni 20 min.
Xylen 8 min.
Xylen 7 min.
96% alkohol 2 min.
90% alkohol 1 min.
88% alkohol 1 min.
80% alkohol 1 min.
70% alkohol 1 min.
Hematoxylin-Weigert |10 min.
Voda 2 min,
Kysely alkohol 7 sec.
Voda 10 min.
Eosin 1 min.
Oplachovaci alkohol 1 min.
Oplachovaci alkohol 1 min.
Aceton-xylen 1 min.
Aceton-xylen 2 min.
Karbol-xylen 2 min.
Xylen 2 min.
Xylen 1 min.

Zdroj: SOPV-PAO-001 Zpracovani bioptického materidlu
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3.7.2 Papanicolaou

PAP barveni se pouziva k diferenciaci bun¢k pii gynekologickych natérech, sputa,
moci €i tekutych materiala. Jedna se o barveni polychromatické. K obarveni jader slouzi
hematoxylin, polychrom EA 50 k obarveni cytoplazmy. Dalsi dileZitou slozkou barviva
je Oranz G, ktera slouzi k obarveni keratinu. Pfi barveni PAP se jadra obarvila
do modrofialové, cytoplazma vétSiny bunék do odstinu Eervenortizové (Bozner et al.,
1986; Arbyn, et al., 2007; Branca, et al., 2000; Dvoiak, et al., 2008).

Toto barveni jsem provadéla v jindfichohradecké gynekologicko-cytologické
laboratofi GYN-CYT, nikoliv na oddéleni patologie. Zde ho vyuzivaji rutinng,
pro obarveni gynekologickych natérd a pro jejich hojnost vyuzivaji barvici automat
Shandon  Varistain  Gemini. V automatickém  pfistroji  preparat postupoval

dle nasledujici tabulky.
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Tabulka 4:

Postup automatického barveni Papanicolaou.

Kyselina octova 3% | 20 sec.
Alkohol —ether1:1 |2 min.
Alkohol 70% 20 sec.
Destilovana voda 20 sec.
Hematoxylin

(Harristv) 3 min.
Tekouci voda 1 min.
Amoniak 20% 1 min.
Tekouci voda 4 min.
Alkohol 96% 30 sec.
Alkohol 96% 30 sec.
Alkohol 96% 30 sec.
Oranz G 3 min.
Alkohol 96% 30 sec.
Alkohol 96% 30 sec.
Alkohol 96% 30 sec.
Polychrom EA 50 3 min.
Alkohol 96% 30 sec.
Alkohol 96% 30 sec.
Alkohol 96% 30 sec.
Xylen —aceton1:1 |30 sec.
Xylen—aceton1:1 |30 sec.
Xylen 30 sec.
Xylen 30 sec.
Xylen 20 sec.
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V ptipad¢ poruchy pfistroje ¢i pii dlouhodobém vypadku proudu lze barvit

manualné dle nasledujici tabulky.

Tabulka 5: Postup manualniho barveni Papanicolaou

Kyselina octova 3%

10x protdhnout

Alkohol —ether1:1

10x protahnout

Alkohol 70%

10x protdhnout

Destilovana voda

10x protahnout

Hematoxylin

(Harrisiv) 3 min.
Tekouci voda 1 min.
Amoniak 20% 1 min.
Tekouci voda 3 min.

Alkohol 96%

10% protahnout

Alkohol 96%

10x protahnout

Alkohol 96%

10x protahnout

Oranz G

3 min.

Alkohol 96%

10x protahnout

Alkohol 96%

10x protdhnout

Alkohol 96%

10x protahnout

Polychrom EA 50

3 min.

Alkohol 96%

10x protahnout

Alkohol 96%

10x protahnout

Alkohol 96%

10x protahnout

Xylen —aceton 1:1

10x protahnout

Xylen —aceton1:1

10x protahnout

Xylen 10% protahnout
Xylen 10x protahnout
Xylen 10x protahnout

Zdroj: SOPV 01-GYN-CYT s.r.o.

3.7.3 May-Griinwald-Giemsa

Toto monochromatické barveni piedstavuje kombinaci barviv May-Griinwald
a Giemsa (Dvoték, et al., 2008). Vysledkem barveni jsou eosinofilni slozky dortizova,
basofilni v riznych odstinech modré. Roztoky May-Griinwald a Giemsa Romanovski
o objemu 1 litr. Barveni jsem provadéla v odvétravaném laboratornim boxu. Nejdiive
jsem si ptipravila 11 kyvet na mikroskla. Do prvni kyvety jsem nalila 100 mililitra

koncentrovaného May-Griinwalda, do druhé fedény May-Grinwald v poméru 1 : 1
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s destilovanou vodou (50 mililitrd MG : 50 mililitrti destilovana voda). Do tfeti kyvety
jsem si nafedila Giemsu s destilovanou vodou v poméru 1 : 20 (4 mililitry Giemsa :
80 mililitra  destilovana voda). Dale jsem pokracovala Vv plnéni zbylych kyvet
dle tabulky a vSe si fadné popsala. Skla jsem vyskladala do prvni kyvety a manualné

prendavala v zavislosti na uvedenych ¢asech (Chyskova, Cempirkova, 2019).

Tabulka 6: Postup manualniho barveni May-Griinwald-Giemsa.

May - Griinwald (koncentrovany) |5 min.
May - Griinwald (fedény) 1 min.
Giemsa (fedény) 20 min.
70% alkohol 10 sec.
96% alkohol 10 sec.
96% alkohol 10 sec.
96% alkohol 30 sec.
Aceton 30 sec.
Xylen 1 min.
Xylen 1 min.
Xylen 2 min.

Zdroj:SOPV-PAO-001 Zpracovani bioptického materidlu

3.8  Montovani preparatu

Vyraz montovani se V histologii vyuziva pro zavére¢nou fazi vzniku trvalého
preparatu, kterd zahrnuje pfikryti podlozniho skla sklem krycim. Aby na sobé skla
drzela, pouziva se vhodné montovaci médium. Tato média by méla mit stejny index
lomu jako sklo, aby nedochazelo k nezadoucim efektim pii mikroskopickém vysSetteni.
Pti vybéru vhodného média je tfeba dbat také na jeho pH, pokud je kyselé, miize
ovlivnit pouzité barvivo, a tim zménit jeho barevny ton. V jindfichohradecké nemocnici
na oddéleni patologie vyuzivaji Pertex. Montovaci médium Pertex obsahuje xylen (30—
65%) a methylbenzen (0-20%). Diky tomuto sloZeni se fadi mezi hoflavé kapaliny
s hoflavymi parami, drazdi kazi, pii dlouhodobém vdechovani muze dojit ke vzniku
respira¢nich poruch. Proto je nutné pfi manipulaci s Pertexem pracovat v ochrannych
rukavicich, pod digestofi. Toto montovaci médium neni misitelné s vodou, fedi se tedy
xylenem. Stejné jako u vSech chemikalii uchovavanych v laboratofi, i tato musi mit svij
bezpecnostni list. Alternativou Pertexu je kanadsky balzam, ovSem ten se kvuli své cené
tolik nevyuziva, je zna¢né drazsi. V gynekologicko-cytologické laboratoti, kde jsem

barvila PAP, vyuzivaji montovaci médium Bio mount. Montovani muze byt rucni
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¢1 za pouziti montovaciho automatu. Po barveni HE a PAP jsem vyuZzivala montovaci
automat, ktery cely proces zajisti sdm, ovSem po obarveni v MGG jsem vyuzivala ru¢ni
montovani. Na obarveny preparat jsem képla dostatecné velkou kapku montovaciho
média, prikryla ho krycim sklem a v pfipadé¢ vzniklych bublin, které by mohly
negativné ovlivnit mikroskopovani, jsem je lehkym tlakem prsty vytlacila ven. Takto
ptipravené preparaty jsou vhodné k mikroskopii (Jirkovska, 2006; Chyskova,
Cempirkova, 2019).

3.8.1 Mikroskopovani

Potfebny mikroskopicky preparat jsem umistila do drzaku skel tak, aby nedoslo
k nezadoucimu pohybu po stolku mikroskopu. Vypinac¢em na mikroskopu jsem zapnula
zdroj svétla a na revolverovém meénici jsem nastavila objektiv s nejmensim zvétSenim.
Pomoci Sroubu pro kiiZovy posun jsem posunula preparat po stolku do sttedu zorného
pole. Dale jsem makrometrickym Sroubem zaostfovala, dokud jsem nezahlédla buiky
V preparatu. Pfi tomto kroku je dulezité dbat zvySené opatrnosti, jelikoz zde hrozi
prorazeni sklicka objektivem. Po nalezeni obrazu preparatu jsem ostrost zlepSila
mikrometrickym Sroubem. Preparat jsem prohlizela cely, tedy jsem dale vyuzivala
i Sroub pro kfizovy posun. Dle potieby jsem ménila objektivy, neboli upravovala
zvétSeni. Posledni, imerzni objektiv, ktery slouzi k nejvétsimu zvétseni, jsem k tomuto

pozorovani nevyuZzivala.
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4 Vysledky

Na oddéleni patologie v Nemocnici Jindfichtiv Hradec jsem zpracovala 32 tekutych
materidld. Do téchto materiali spadaly pouze vypotky, punktaty. Tyto biologické
materialy jsem zpracovala metodou cytobloku za pomoci celoidinu a za pomoci
zelatiny. Kazdy vybrany tekuty material jsem rozdé€lila na polovinu, vzniklo tedy 64
parafinovych blockl, 32 blockd zpracovanych celoidinovou a 32 zpracovanych
zelatinovou metodou. Z kazdého blocku jsem nakrajela fezy na 3 podlozni skla. Prvni
sklo stezy putovalo kobarveni hematoxylin-cosinem, druhé sklo do barviva
Papanicolaou a tieti jsem barvila barvenim zvanym May-Griinwald-Giemsa. Vzniklo
tedy 192 trvalych mikroskopickych preparati. Kvili vzniklé chybé, kterd nastala
pii zpracovani a je objasnéna v diskuzi, jsem pracovala pouze se 168 preparaty.

V¢ek pacientt, kterym byly odebrany vysetfované tekutiny, se pohyboval nejcastéji
v rozmezi 60—80 let, vyskytla se pouze jedna vyjimka, a to pacient ve véku 34 let.
Castgj§i pohlavi bylo muzské, oviem tento aspekt ziejmé nehraje ve tvorbé vypotkd
roli, zalezi zde na onemocnéni. Kvili malému mnozstvi hodnocenych vzorkd jsem

se témito statistikami vice nezabyvala, tato informace je pouze pro doplnéni.

Pocet vysetrovanych dle pohlavi

= Muzi: = Zeny:

Obrazek 4: Graf zobrazujici pomér muzl a zen z celkového poctu vySetfovanych

tekutin

Zdroj: viastni vyzkum
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4.1 RozloZeni bunék v prepardtu

Pfi mikroskopickém hodnoceni rozlozeni buncék jsem pozorovala vSechny
zpracované trvalé¢ preparaty. Pfi tomto pozorovani jsem se zabyvala bunénym
rozlozenim V celém preparatu. Hodnotila jsem primérnou vzdéalenost mezi bunkami
a stanovila stupnici od 1 do 3. Stupen 1 znaci bunky velice vzdalené, stupenn 3 bunky
nahus$téné u sebe. Preparaty, které byly nehodnotitelné, tedy v piipadé,
kdy se na podloznim skle material viibec nevyskytoval, jsem hodnotila ¢islem O.

Do primérného rozloZzeni jsem zapocitavala i ¢islo 0. Celkem 96 preparati
zpracovanych celoidinovnou metodou mélo primémé rozlozeni 1,95. Rozlozeni
preparatt obarvenych HE bylo 1,91; v ptipad¢ preparati MGG 1,84 a u PAP 2,09.

72 preparatii zpracovanych metodou za pomoci Zelatiny mélo primérné rozlozeni
1,68; z toho preparaty obarvené HE 1,50; MGG 2 a PAP 1,78. Primérné rozloZeni
MGG neni objektivni, jelikoz jsem hodnotila pouze 8 preparati, proto je primér oproti

ostatnim vysSi.

4.2  Celularita vzorki

Celularita neboli bunécnost prokazovala pocet bunék v zorném poli. Zorné pole
jsem zvolila takové, aby mélo nejvice nahusténych bunék. Pro toto hodnoceni jsem
stejné jako u rozlozeni zvolila stupnici od 1 do 3 s tim, ze 3 znamenala nejvyssi stupen
celularity. Spatné zpracovanym preparatim, tedy nehodnotitelnym, bez bunééného
materialu, jsem pridélila ¢islo 0.

Stejné jako u hustoty jsem ¢islo 0 zapocitavala do primérnych hodnot. Preparaty
zpracované metodou celoidinovou v poctu 96 mély primérnou celularitu 2,31.
Bunéc¢nost preparatii barvenych HE byla 2,19; MGG 2,38 a PAP 2.40.

Preparaty zpracované zelatinovym cytoblokem mély primeérnou celularitu 1,88.
Téchto preparatii je 72. Preparaty barvené HE mély pramér 1,69; MGG 2,13 a PAP 2.
Hodnota priméru preparati barvenych MGG neni objektivni, jelikoz byl pramér

pocitan pouze z 8 preparatd.
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4.3  Srovndni opakovanych odbéri

Cilem Dbylo porovnani makroskopického vzhledu, porovnani objemu,
mikroskopického vzhledu, které zahrnovalo zhodnoceni rozlozeni bun¢k v preparatech
a celularity dvou vzorki od stejného pacienta, odebranych s c¢asovym odstupem.
Porovnani jsem provadéla u tii pacientli, u kazdého jsem doplnila klinickou diagnézu,

ktera byla vyhodnocena odbornym lékafem.

4.3.1 Pacient Cislo 1

Vzorky od tohoto pacienta byly odebrany v rozmezi 7 dni. Jednalo se o tekutiny
z pravé pohrudni¢ni dutiny. Makroskopicky byly totozné, jednalo se o zlutou tekutinu
bez zakalu. Rozdilny byl objem, prvni material m¢l objem 200 mililitrd, druhy 590
mililitrd. Mikroskopicky nalez byl také velice obdobny, v obou vzorcich byly nalezeny
mezotelie, malé lymfocyty, erytrocyty, neutrofilni granulocyty. Celularita i rozlozeni
bun¢k vsak byly u druhého vzorku o tad vyssi.

Pied dvéma lety byl pacientovi diagnostikovan tumor pravé plice. Po dvou letech
se objevilo velké mnozstvi pravostranného pleurdlniho vypotku, az do vySe
4. mezizebii. Pozdéji byl pacientovi diagnostikovan oboustranny pleuralni vypotek,
ovSem pravostranny byl masivni. V tomto pfipadé nebylo klinicky mozné vyloucit
ani podil srde¢niho selhani. Pii mikroskopickém vySetieni potvrzen tumor pravé plice.

Dale diagnostikovéna hilova lymfadenopatie, hypertenze, hyperthyreosa.
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4.3.2 Pacient ¢islo 2

Odbér materialt se provadél v rozmezi 74 dni. Tekutiny z pohrudni¢ni dutiny byly
makroskopicky lehce odlisné, obé byly bez zakalu, ovSem prvni byla zbarvena Zluté,
druhd nesla odstin svétle hnédé, tedy patrné vétsi pfimes krve. Objem prvni byl
1060 mililitrd, druhé 950 mililitrd. V mikroskopickych preparatech byly patrny
erytrocyty, mezotelie, ojedin€lé i v trsech. V prvnim vzorku se nachazelo vice malych
lymfocytu, neutrofild, proto celularita i rozlozeni bunék byly o jednotku vyssi.

Pacient byl opakované hospitalizovan na internim oddéleni. Z chronickych
onemocnéni byl u pacienta diagnostikovan DM II. typu a arteridlni hypertenze.
K vylou¢eni nddorového onemocnéni plic bylo provedeno CT vySetieni, na kterém byla
zjiSténa fibroza jater. Nasledné endoskopické vySetieni horniho gastrointestindlniho
traktu prokazalo jicnové varixy, které souviseji s diagnézou jaterni fibrozy.
Jelikoz mikroskopicky vySetfeny pravostranny vypotek byl serézni, byl piipad

hodnocen jako vypotek pfi jaterni fibroze.

4.3.3 Pacient ¢islo 3

Tekutiny zpravé pohrudniéni dutiny byly odebrany vrozmezi 66 dni.
Z makroskopického pohledu byly velice odlisné, prvni, o objemu 1000 mililitrti, byla
tmaveé hnéda, zakalend, druhd, o objemu 800 mililitrti, zluta, pouze s lehkym zakalem.
Pti mikroskopii obou preparati nalezeny malé lymfocyty, erytrocyty, mezotelie,
samostatn¢ i v trsech. Celularita a rozlozeni bun€k se vyrazné nelisily.

Pacient byl piijat kvlili hemoptyze a byl mu diagnostikovan pravostranny hrudni
vypotek. Pfi mikroskopickém vySetfeni byla objevena dysplazie epitelovych bunék
Z bronchialni biopsie, dle tohoto nalezu nebylo mozné vyloucit ptitomnost infiltrujiciho
maligniho tumoru. O mésic pozdéji se pravostranny vypotek opét zvétSoval, leva strana
bez vypotku. Vypotek plsobil tlakové zmény na plicni parenchym pravého dolniho

laloku. Za tii mésice pacient zemtel na srde¢ni selhani.
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5 Diskuze

Hromadéni nadmérného mnozstvi vypotku v lidském téle mize byt komplikaci
U mnoha onemocnéni. Mikroskopické zhodnoceni bun¢k Iékatem piispiva k diagnodze,
mohou se odhalit také bunky nadorové. Ztéchto preparati nelze bez pomoci
doplikovych, naptiklad imunohistochemickych metod, stanovit konkrétni druh a ptivod
nadoru, ovSem upozorni na jeho pfitomnost v téle a dle klinické diagnézy se nadory
dohledaji. Ukolem laborantii je zpracovani téchto tekutin tak, aby byly mikroskopické
preparaty co nejadekvatnéjsi, ¢im vice bunék budou preparity obsahovat, tim bude
diagnostika lékafem piesnéjsi.

Pti praktickém zpracovani vzorkil doslo k chybam, a to kvili lidskému faktoru.
Prvni komplikace nastala pii barveni metodou PAP. Skla zpracovana na oddé€leni
patologie, jsem nesla do gynekologicko-cytologické laboratofe, kde maji pro tuto
metodu barveni barvici automat. Vzorky jsem spravné umistila do automatu, vyckala
do konce procesu barveni. Pfi pohledu pouhym okem bylo vidét, ze se preparaty
neobarvily. Divodem této komplikace bylo neodparafinovani vzorkl. Proto jsem
musela zpracovat preparaty nové, odparafinovat je a vlozit do barviciho automatu. Poté
se preparaty obarvily.

Druhou komplikaci byl nedostate¢ny systém v nabarvenych preparatech.
| pfes relativné malé mnozstvi vzorkl se stalo, ze vzorky Cislo 1-24, zalité¢ do Zelatiny,
neprosly barvenim PAP, ale jsou duplicitné nabarveny MGG. Téchto 24 preparati
z celkového poctu 192 tedy chybi.

V Jindfichové Hradci na oddéleni patologie cytoblok zpracovavaji pomoci
celoidinu. Tato netradicni metoda je pro cytoblok velmi vhodnd, zpracovani
je jednoduché, pomérné rychlé a velice snadno reprodukovatelné. Dilezita je spravna
ptiprava celoidinového ,,pytlicku®, ktery se poté vytdhne ze zkumavky s veskerym
biologickym materidlem, nedochazi tedy ke ztratdm bunck. Vyhodou celoidinu
je moznost uchovani v lednici pro jeho dal§i pouziti. Mald nevyhoda se jevi
pti mikroskopickém vySetfeni, kde byva patrna tenka vrstvicka celoidinu.

Celoidinovou metodu jsem porovnavala s metodou Zelatinovou, ktera se jevi
pro cytoblok méné vhodna. Zelatina byla zvolena na zakladé podobnosti s agarem, ktery
se pro zpracovani cytobloku v histologickych laboratofich hojné vyuziva,

ovSem pro jeho vysokou cenu jsem zvolila pravé zelatinu. Zpracovani je oproti

vvvvvv
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metody je ztrata bunééného materidlu. K této komplikaci dochézi pfi vyjimani materidlu
zalit¢tho zelatinou ze zkumavky. 1 pfes peclivé obkrouzeni injekéni jehlou
a za soucasného vstiikovani formolu dochazi k pfichyceni ¢asti bunék ke zkumavce.
Dalsi nevyhodou oproti celoidinu je nemoznost uchovani zelatiny naptiklad do druhého
dne, zelatina po urcité dobé ztuhne a nedd se opét natfedit. Proto se vzdy musi
odhadnout potfebné mnozstvi pii fedéni Zelatiny, aby nedochézelo k velkému plytvani.
V mikroskopickych preparatech zelatina ztistava v pomérné velkém mnozstvi.

Mikroskopické preparaty byly Casto velice bunééné, vyskytovaly se zde vSechny
mozné typy bunék, nadorové buiky jsem zachytila u péti pacientti. Pfi mikroskopii byla
zietelnd nevyhoda Zelatinové metody, zelatina totiz mnohdy piekryvala buiky
V preparatech, které poté nebyly dobie viditelné. To témét u poloviny Zelatinovych
preparati znemoznilo objektivni hodnoceni rozlozeni bunék a celularity, mohlo by to
tedy ovlivnit i lékafskou diagnézu. Tenkd vrstva celoidinu viditelnd v preparatech
se nejevila jako velky problém, neméla zasadni vliv na hodnoceni.

Na 12 z celkového poctu 168 mikroskopickych skel se biologicky material viibec
nevyskytoval, nebylo tedy mozné je mikroskopicky hodnotit. Ke ztratdm materialu
muze dojit napiiklad pii barveni, kdy se fez ze skla odlepi a odplavi. Nejcasté&ji
biologicky material chyb&l u barveni HE zpracovanym Zelatinovym cytoblokem.
Material vSak chybél i u PAP a MGG, a dokonce i u celoidinovych cytoblokd, proto
tyto ztraty nelze spolehlivé obhdjit.

Z mikroskopického hlediska se nejadekvatnéjsim barvenim jevilo barveni HE. Toto
barveni je velice ptrehledné, buiiky jsou od sebe vétSinou rozeznatelné. Nekteré
preparaty mi pfiSly vyraznéjsi, tedy o néco lepSi, méné vyrazné preparaty se hiie
hodnoti kvili horSimu rozpoznani typti bun¢k. Diivodem kolisavé vyraznosti barveni
byva Cerstvost namichanych barviv v barvicim automatu. Pfi tomto barveni nebyla
natolik viditelna Zzelatina vyskytujici se V preparatech. Celoidinové preparaty byly
naprosto v poradku, vrstvicka celoidinu obarvena HE je svétle rizova, tedy jesté méné
viditelna v porovnani s zelatinou, a proto nema vyrazny vliv na hodnoceni.

Vyhodou barveni MGG je jeho vyraznost, ovsem vadila mi jeho neptehlednost, vSe
bylo zbarveno do odstinti modré, proto byla orientace v preparatech tézka a piehlednost
vyskytujicich se bun¢k byla nizka. Rizné typy bunck na prvni pohled vypadaji stejné,
az pii velmi podrobném zkoumani jsem typy dokazala relativné odliSit. Ne vSechny
jsem v$ak dokazala s piesnosti 100 % oznagit. Zelatina se také obarvila do modra,

proto byly tyto preparaty velmi nepichledné. Vrstvicka celoidinu byla v tomto barveni
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vyraznéjsi, ovSem nenaru$ila pozorovani tak jako Zelatina. Celkové mi toto barveni
prislo nejméné vhodné.

Barveni PAP bylo pfehledné, typy bun¢k od sebe byly relativné jednoduse
odlisitelné. Toto barveni je znacné sytéjs$i nez napiiklad pozorované barveni HE,
proto zde byl vétsi problém se Zelatinou, kterd se obarvila do velmi syté rtzové
az fialové a velice vyrazné piekryvala bunécny obsah. I zde byla celoidinova vrstva

vyraznéjsi, ale stejn€ jako u MGG nenarusovala pozorovani tak jako Zelatina.
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6 Zavér

Tuto studii v ramci bakalaiské prace jsme vybrali na zakladé dilezitosti zpracovani
punktati metodou cytobloku, kviili jejich diagnostickému piinosu nejen v onkologii.
Cilem bylo porovnani laboratorniho zpracovani cytobloku metodou za pomoci zelatiny
a metodou za pomoci celoidinu. Pomoci obou metod jsem zpracovala 32 tekutych
materiali. Metoda zpracovani celoidinem je jednoducha, reprodukovatelna. Zelatinova
metoda je o trochu pracnéjsi, také reprodukovatelna, ovsem dochazi zde ke ztratam
biologického materialu a hodnoceni je limitované ¢astéj§im piekrytim vySetfovaného
materidlu zbytky zelatiny, pro cytoblokovou metodu je tedy méné vhodna.

Druhé porovnani zahrnovalo vyhody a nevyhody barveni. Porovnavala jsem
barveni HE, MGG a PAP. NejadekvatnéjSim barvenim pro zpracovani cytobloku
a jeho nasledné mikroskopické hodnoceni bylo barveni HE.

Ma prace prispéla hodnoticim 1ékaifim a laborantim z nemocnice Vv Jindfichové
Hradci. Hodnotici 1ékafi uz delsi dobu uvazovali o zméné¢ metody laboratorniho
zpracovani cytobloku, pifedevs§im kvili viditelné vrstviéce celoidinu v mikroskopickych
preparatech, a premysleli také nad Zelatinovou metodou, ovsem ta se dle mé prace jevi
jako mén¢ vhodna, protoze zelatina mnohem vice ovliviiuje mikroskopické vySetieni.
Laborantim jsem poskytla vysvétleni o naroCnosti a nevyhodach Zelatinové metody
v porovnani s metodou celoidinovou. Laboranti z oddé€leni patologie jsou
s celoidinovou metodou spokojeni a vyuzivaji ji uz nékolik let.

Diky této praci jsem se naucila nejen zpracovavat cytoblok, ale také pracovat
se zakladnimi histologickymi metodami, jako je prace s autotechnikonem, zaliti
materialu do parafinu na zalévaci lince, krajeni fezti na mikrotomu, odparafinovani,
barveni a montovani mikroskopickych preparati. Tyto Cinnosti se hojné vyuzivaji

ke zpracovani jakéhokoliv bioptického materialu v histologickych laboratofich.

51



7 Seznam literatury

10.

11.

ARBYN, M., HERBERT, A., a kol., 2007. European guidelines for quality
assurance in cervical cancer screening: recommendations for collecting
samples for conventional and liquid—based cytology*. Cytopathology [online].
18(3), 133-139 [cit. 2020-02-13]. DOI: 10.1111/j.1365-2303.2007.00464.x.
ISSN  09565507.  Dostupné  z:  http://doi.wiley.com/10.1111/5.1365-
2303.2007.00464.x

BANCROFT D. J., STEVENS A., 1996. Theory and Practice of Histological
Techniques. New York: Pearson Professional Limited. ISBN 0-443-04760—X.
BARTUNEK, P., JURASKOVA, D., HECZKOVA, J., 2016. Vybrané kapitoly
Z intenzivni péce. Praha: Grada Publishing, a.s. ISBN 978-80-247-4343-1.
BRANCA, M., COLEMAN, D. V., a kol., 2000. Quality assurance and
continuous quality improvement in laboratories which undertake cervical
cytology. Roma. PHARM IT Srl. Dostupné Z:
https://www.eurocytology.eu/sites/default/files/resources/Quality%20Assurance
%20In%20Laboratories%20Which%20Undertake%20Cervical%20Cytology.pdf
BOZNER, A., a kol., 1986. Cytolégia: Ucebnica pre prirodovedecké fakulty.
Martin: Osveta. ISBN 70-059-86.

CIBAS, S., E., DUCATMAN, S., B., 2014. Cytology: Diagnostic Principles and
Clinical Correlates. Philadelphia: Saunders. ISBN 978-1-4557-4462-6.
CESKA, R., a kol., 2010. Interna. Praha: Triton. ISBN 978-80-7387-423-0.
CIHAK, R., 2002. Anatomie 2: Druhé, upravené a doplnéné vydani. Praha:
Grada publishing, a.s. ISBN 80-247-0143-X.

DOLEZALOVA, V., a kol., 1995. Principy biochemickych vysetirovacich metod,
1I. ¢ast. Brno: IDVPZ. ISBN 80-7013-206—X.

DUSKOVA, J., 2018. Cytologie vypotkd v coelomovych dutinach. Cesko —
Slovenska patologie a soudni lékarstvi. Praha: Nakladatelstvi Olympia, a.s. €. 4.
ISSN 1210-7875.

DVORAK, K., DVORAKOVA, Z., FEIT, J., LUKAS, Z., SMARDOVA, J.
2008. Zaklady histopatologickych vysSetiovacich metod [online]. [2020-13-02].
Dostupné z:
https://is.muni.cz/el/med/jaro2016/BLKHMO0422c/um/Zaklady _histopatologicky

ch_vysetrovacich_metod.pdf?lang=en

52



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

FATOROVA, 1, 2011. Encyklopedie laboratorni mediciny pro klinickou praxi:
Mezotelie [online]. [2020-16-02]. Dostupné z:
http://www.demo4.smitka.eu/encyklopedie/ A/FIAED.htm

GLENCROSS, H., AHMED, N., WANG, Q., SMITH, CH., 2011. Biomedical
science practice. New York: Oxford University Press. ISBN 978-0-19-
953329-9.

Hospital TV, 2015. Hrudni punkce — nabodnuti pohrudnicni dutiny a odcerpdni
vypotku. Youtube video [2020-12-02]. Dostupné z
https://www.youtube.com/watch?v=20YdNQRHLMM

HUGO, J., VOKURKA, M., a kol., 2005. Velky lékarsky slovnik 5. vydani.
Praha: Maxdorf, s.r.o. ISBN 80-7345-058-5.

CHYSKOVA, P., CEMPIRKOVA, D., 2019. SOPV-PAO-001: Zpracovini
bioptického materialu. Oddé€leni patologie. Nemocnice Jindfichtiv Hradec, a.s.
CHYSKOVA, P., CEMPIRKOVA, D., 2019. SOPV-PAO-010: Zpracovdni
cytologického materidalu metodou cytobloku. Odd¢leni patologie. Nemocnice
Jindfichuv Hradec, a.s.

JIRKOVSKA, M., 2006. Histologickd technika pro studenty [ékaistvi a
zdravotnické techniky. Praha 5: Galén. ISBN 80-7262—-263-3.

JUNQUEIRA C. L., CARNEIRO J., KELLEY O. R., 2002. Zdklady histologie.
Praha: H&H a.s. ISBN 80-85787-37-7.

KOBILKOVA, J., SIRACKY, J., a kol., 1984. Cytodiagnostika v gynekologii.
Praha: Avicenum. ISBN 80-201-0001-6.

KROGERUS, L., KHOLOVA, 1., 2018. Cell Block in Cytological Diagnostics:
Review of Preparatory Techniques. Acta Cytologica. Ro¢. 62, ¢. 4. DOI:
10.1159/000489769.

LICHNOVSKY, V., a kol., 2007. Piehled histologie cloveka v obrazech.
Olomouc: Universita Palackého v Olomouci. ISBN 978-80-244-2277-0.
LULLMANN-RAUCH, R., 2012. Histologie. Praha: Grada Publishing, a.s.
ISBN 978-80-247-3729-4.

MACAK, J., MACAKOVA, J., 2004. Patologie. Praha: Grada Publishing, a.s.
ISBN 80-247-0785-3.

MACHOVA, J., 2016. Biologie ¢lovéka pro ucitele. Praha: Karolinum. ISBN
978-80-246-3357-2.

53



26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

MATHEW P., E.,, NAIR, V., 2017. Role of cell block in cytopathologic
evaluation of image—guided fine needle aspiration cytology [online]. [2020-05-
02]. Dostupné z: http://www.jcytol.org/article.asp?issn=0970-
9371;year=2017;volume=34;issue=3;spage=133;epage=138;aulast=Mathew
MESCHER, L. A., 2018. Junqueirovy zdklady histologie. Praha: Galén. ISBN
978-80-7492-324-1.

MUSIL, J., PETRIK, F., TREFNY, M., a kol., 2007. Pneumonologie. Praha:
Karolinum. ISBN 978-80-246-0993-5.

NAVRATIL, L., a kol., 2008. Vnitini lékarstvi pro nelékaiské zdravotnické
obory. Praha: Grada Publishing, a.s. ISBN 978-80-247-2319-8.

ONDIC, 0., 2018. Negynekologicka cytologie — navod na pieziti. Cesko —
slovenska patologie. Praha: Olympia, a.s. Ro¢. 54, ¢. 4. ISSN 1210-7875.
PANTANOWITZ, L., XING, J.,, MONACO, E., S., 2018. Atlas of touch
preparation cytopathology. New York City: Springer Publishing Company.
ISBN 9781620700686.

PECKA, M., BLAHA, M., 2010. Praktickd hematologie: Laboratorni metody.
Cesky Tésin: Infiniti art. ISBN 978-80-903871-9-5.

PUMPR, P., POKORNA, H., 2016. SOPV 01. GYN — CYT s.r.o. Nemocnice
Jindfichiiv Hradec, a.s.

Roche Ceska Republika, 2019. Punkce ascitu|Vysetrovaci
metody|Mojemedicina.cz.  Youtube video [2020-13-02]. Dostupné z
https://www.youtube.com/watch?v=H5dG1hujJrc

ROLLINS, D, S., RUSSEL, K., D., 2017. Cytopathology in Focus: Cell blocks:
Getting the most from the least invasive method [online]. [2020-19-02].
Dostupné z: http://www.captodayonline.com/cytopathology-cell-blocks-getting-
least-invasive-method/

ROSS, M., H.,, PAWLINA, W., 2011. Histology: a text and atlas. Baltimore:
Lippincott Williams & Wilkins. ISBN 978-1-45110-150-8.

ROZSYPAL, H., 2015. Zdklady infekcniho lékarstvi. Praha: Karolinum. ISBN
978-80-246-2932-2.

TABORSKY, M., ZADRAZIL, J., SCUDLA, V., 2017. Interni propedeutika.
Praha: Mlada fronta. ISBN 978-80-204-4645-9.

54



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

TERL, M., PESEK, M., TAUCHMAN, A., 2005. Pleuralni vypotek v lékaiské
praxi. Vnitini lékarstvi. Praha: Medica Publishing and Consulting, s.r.o. Ro¢. 51,
¢. 4. ISSN 0042-773X.

Dostupné z: https://www.prolekare.cz/casopisy/vnitrni-lekarstvi/2005-
4/pleuralni-vypotek-v-interni-praxi-38047/download?hl=cs

TROJAN, S., a kol., 2003. Lékarska fyziologie. Praha: Grada Publishing, a.s.
ISBN 80-247-0512-5.

VACEK Z., 1995. Histologie a histologicka technika — I1.¢ast. Brno: Institut pro
dalsi vzdélavani pracovnikl ve zdravotnictvi. ISBN 80-7013-202-7.
VECERKOVA, 1., 2015. Laboratorni piirucka: Cytologickd laboratoi Brno
[online]. [2020-16-02]. Dostupné z: http://www.damier.cz/soubory/laboratorni-
prirucka.pdf

ZADAK, Z., 2017. Intenzivni medicina na principech vnitiniho lékarstvi. Praha:
Grada Publishing. ISBN 978-80-271-0282-2.

ZAVODSKA, R., 2006. Biologie bunék: zdiklady cytologie, bakteriologie,
virologie. Praha: Scientia. ISBN 80-86960-15-3.

ZEMANEK, D., 2015. Perikarditidy. Kardiologickd revue — Interni medicina.
Praha: Ambit Media, a. s. C. 4. ISSN 2336-2898. Dostupné z:
https://www.kardiologickarevue.cz/casopisy/kardiologicka-revue/2015-
4/perikarditidy-56860

55



8 Seznam priloh a obrazki

Tabulka 1: Parametry exsudatu a transudatu vySetfované na oddéleni biochemie......... 16
Tabulka 2: Postup automatického odparafinovani...........ccccoecveiiiiiiiiiniiiin e, 37
Tabulka 3: Postup automatického barveni hematoxylin-€0Sin. ...........ccoceeverenencrennnnn 38
Tabulka 4: Postup automatického barveni Papanicolaou. ...........ccccoovvviiiiniiiiicinenn, 40
Tabulka 5: Postup manualniho barveni Papanicolaou..........c.ccooerieiiiiciinninicnieseene, 41
Tabulka 6: Postup manualniho barveni May-Griinwald-Giemsa. ............ccccceevivernennn. 42

Obrazek 1: Makroskopicky rozdil mezi krvavym neboli hemoragickym (vlevo)

a hnisavym tekutym materidlem (vpravo). Zkumavka vpravo obsahuje pfidanou kapku
hematoxylinu, ktery se vaze na shluk bunék. 30
Obrazek 2: Celoidinovy pytli¢ek vyjmuty ze zkumavky, obsahujici cytologicky material
obarveny Mayerovym hematoxylinem. 32
Obrazek 3: Cytologicky materidl zality v Zelatin€, vyjmuty ze zkumavky. 35
Obrézek 4: Graf zobrazujici pomér muzil a Zen z celkového poctu vySetfovanych

tekutin 44

56



9 Seznam zkratek

HE — hematoxylin-eosin

MG — May-Griinwald

MGG — May-Griinwald-Giemsa
PAP — Papanicolaou

57



