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SOUHRN

Pokrocilé mikroskopické techniky detekce erytrocyi a hodnoceni

asymptomatické mikroskopické hematurie

Cilem bakal#ské prace je detaidfi specifikovat vybrané pokgilé techniky, uzivané
v oblasti s¥telné mikroskopie, se zatifenim na detekci erytroayt studium mikroskopické

hematurie a naslednégvedeni teoretickych poznétklo laboratorni praxe.

V prvni ¢asti prace je uveden zakladniepled princifi a vyuziti mikroskopickych
metod pouZzivanych v hematologiicatnt zakladnich informaci o zkoumanych mikach
a proniknuti do problematiky mikroskopické hemaurDruhacast je zarena na testy
osmotické rezistence a zavislost osmotického tlakervené krvinky. Zahrnuje analyzu
vlastre zhotovenych sninmtkza pomoci badatelského mikroskopu Nikon Eclipge 80

KLI COVA SLOVA:
Mikroskopické metody
Mikroskop

Erytrocty

Hematurie

Osmoticka rezisteeence

Hemolyza



SUMMARY

Advanced microscopic techniques for the detectionfaed blood cells and

assesment of asymptomatic haematuria

The objective of the thesis is detailed specifmabf selected developed technics that
are used in the area of light microscopy . The nfagus is on erythrocyte detection,
mikroscopic hematuria that is followed by transomti of theoretical knowledge into

laboratory practice.

The first part of the thesis provides an overvigwthe basic principles as well as
utilisation of microscopic methods commonly used hematology. It includes basic
information about examined cells and further issafeshicrospic hematuria. The second part
is focused on tests of osmotic resistence as walependence between osmotic pressure and
red blood cells. It also covers analysis of authaelf taken images with the research

microscope Nikon Eclipse 80i.
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UvoD

Clovek se snazil vymyslet #isob, jak zrakové vnimani zdokonalit. V tomto
snazeni mu pomohla optika &pdevsim konstrukce mikroskopu. V gaané dob se
smyslemc¢loveéka je zrak, kterym vnimame az @dwetiny viemi okolo nas. Zdravy
novorozenec zp@tku rozliSuje pouze stlo a tmu. Pozgi se nadi rozeznavat barvy.
Lidské oko je jedingny orgén, ale k dokonalosti ma daleko. Je znamok&iskala
mikroskopickych metod, které jsou neustale vylep$gva zdokonalovany. Upiatji
se v nejiizngjSich oblastechddy a techniky. Pokgblé mikroskopické techniky, nejen
v hematologii nam umditiji nahlédnout do sta burgk. Vyvoj se ubiral odcisté
charakterizace fixovanych prepara@z k pozorovani intracelularnich protesrealném
case. V experimentalni¢casti jsem se zabyvala ifimenim snimk za pomoci

badatelského mikroskopu Nikon Eclipse 80i, kteryybaven softwarem LUCIA.



1 Pokrocilé mikroskopické techniky

v hematologii

Cilem této prace bylo fpdstaveni problematiky pokfite mikroskopické
techniky. Rednosti &chto technik je vyuZivani mikroskopovacichiigtusenstvi,
napiklad pro fazovy kontrast, pro pozorovani v temngoli a pro Nomarského
diferencialni interferefni kontrast. Jsou idealni pro vyzkum i pro kontrglunnoha
odwtvich, jako jsou hematologie, biologie, anatomidstdiogie, bakteriologie,

imunologie, farmakognozie, agronomie, chemie, nalwgie, geologie.

1.1 Historie

Jiz od 7. stoleti je zndm nejjedonussi mikroskojrsa sklegna ¢ocka, zndma
jako lupa. Zasluhy sestrojeni prvniho mikroskopoujgxisuzovany Holad@anim.
V 16. Stoleti, otec a syn Janssenovi zkonstruopalni mikroskop. Nejznagsimi
uzivateli byli Robert Hook (1635-1703) a Anton vheewenhoek(1632-1723). Hook
popsal konstrukci mikroskopu s atiehym objektivem, okularem a aglovacim
zaizenim ve svém dile Micrographia. Anton van Leeveskh sestrojil v roce 1676
jednoduchy mikroskop a iwieme ho tak zaslouz&npovaZovat za zakladatele
mikroskopie. Vyrobu prvnich mikroskérahajila firma Carl Zeiss v roce 1847 v den
Mikroskopické techniky dosahly nejsiho rozmachu v minulém stoleti. V roce 1932
byla F. Zernickem poprvé vyuzita metoda fazovéhatkastu a o &kolik let pozdji
George Nomarksifedstavil metodu diferencialniho interfetefho kontrastu. Za tento
objev mu v roce 1955 byla &léna Nobelova cena. V posledni doke téz vyuziva
hojr¢ digitalnich mikroskof, které umot#uji rychly a pohodiny fenos studovanych

preparai do paitaci. [1, 2]

1.2 Klasicka svételna mikroskopie

Swtelna mikroskopie je zaloZzena na zakonech optikgrékpojednava o site,
jeho vlastnostech a chovani. Opticky mikroskoppijstroj, ktery je navrzen tak, aby
byly viditelné i jemné detaily dhem pozorovani drobnychrgumeta a to i velkém
zwétSeni. Pro dosazeni tohotoéeni pouziva soustavu optickyétxek. Pro dosazeni
vysoké rozliSovaci schopnosti musi byt zapSkontrast obrazu a dost&te€ mnozstvi

swtla odrazené od detailu obrazu, ktery chceme 1iaz[i8]



Podle zjisobu pozorovani fizou byt mikroskopy roztleny do dvou skupin.
Episkopické osgtleni shora vyuZzijeme dnem pozorovani fedntta v dopadajicim
swtle, které jsou vesds nepiihledné. Diaskopické ostleni naopak umozni sledovat

prihledné objekty v prochazejicim&he. [4]

1.2.1 Pozorovani ve sutlém poli

Pozorovani ve si#lém poli je z&kladni mikroskopickou technikou ané se
0 nejjednodussi formu mikroskopie. Nazev této metiedodvozen ze skutrosti, ze
tmavy vzorek kontrastuje s jasnym zobrazenim poyeziva kolmého osstleni vzorki
a odrazeného stta. Swtlo z kondenzoru prochazi vzorkem a vstupuje dekibju,
pak okularu a nakonec dctiouzivatele. Objekty absorbuji i a tim zeslabuji
intenzitu prochazejiciho &tla a stavaji se viditelnymi. NepouZivaji se zdéizami,
ktera by ménila vlastnosti sstla (polarizatory a filtry) na rozdil od studia banych
a pirozere pigmentovanych vzortk Zkoumat lze jak nativni preparaty (zejméria p
studiu pohybu neboékeni mikroorganismu) tak i fixované preparaty. RrgepSeni
kontrastu se pouZziva dobarvovani (fuchsin, mettog@mmod a jin€). Barviva ovliviuji
amplitudu s¥tla, které projde preparatem a umozni rozliSeni.téta metod jsou
zavislé pedevsim wdy, jako jsou hematologie, mikrobiologie, parazk, patologie.
V poslednich letech se vyuzivaji digitalni moznastbrazeni. Nevyhodou pozorovani
ve s¢¥tlém poli je edevSim barveni biologickych prepdirakdy bthem procesu
barveni dochazi k usmrceni studovanych olijjeRteparaty je mozno pozorovat suchou

cestou a pod imerzi. [5, 6]

Obrazelg. 1: Pozorovani ve gtiém poli (kolmé osgtleni)

do objektivu

Zdroj: Zaklady s¥telné mikroskopie;
Dostupné na < http://ime.fme.vutbr.cz/files/Studi@0opory/bmsz/datastranek/zsm.htm>
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1.2.2 Metody vyuZzivajici Sikmé os¥tleni

Tyto metody slouzi ke zvyraZni &ch objekf, které vyrazs méni sner Sireni jimi
prochazejiciho sitla.

+ Sikmé oswtleni

» Pozorovéani ve tmavém poli

Sikmé os¥tleni

Sikmého osttleni pouzival ke zviditekni neabsorbuijicich objekiiz koncem
19. stoleti Ernst Abbe¢mecky fyzik, ¥nujici se problematice vzniku obrazu v optické
mikroskopii. Kondenzor je asymetricky zactonnebo nastaven excentricky, atst
swtelného kuzele vychazejiciho z kondenzoru procladeemo objektiv. To vede ke
sniZzeni jasu zorného pole. Objekty, které ohybednazemci rozptylem s¥étla meni
smer paprsk tohoto kuzele, se jevi ve vysledném obraze jalkavEnnebo sstlejSi nez

pozadi. Objekt je velmi ddb viditelny a jevi se plasticky. [7, 8]

Pozorovani ve tmavém poli

Béhem pozorovani ve sitém poli je sousedno swtlo kondenzorem do
roviny, tak aby dopadalo pod pravym uhlemehBm pozorovani v zastinu je tomu
jinak. Princip Ize vys#tlit na prikladé viditelnosti hwzd za temné noci, navzdory jejich
ohromné vzdalenosti od Z&émDiky ostrému kontrastu mezi jejich &hem, které
vyzauji a ¢ernym nebem. &hem dne jsou neviditelné, protozeepazi drtivy jas ze
Slunce. B Uplném zatmini jsou hwzdy vidkt i pres den. ZjednoduSenieSeno,
viditelnost slabého s$tla hwzdy se enormh zvysi na tmavém pozadi. Upravou
mikroskopu, kdy upravime kondenzor tak, Ze z obraguvylodi swtlo, které by
dopadalo za normalnich podminekinpo do objektivu. Na trhu jsou specialni
kondenzory (paraboloidni nebo kardioidni). Obrazvsaikroskopu jevi jako tmavy
pokud neni fitomen Zadny objekt, ktery by &lo rozptyloval. Pokud j objektiftomen,

jevi se oku pozorovatele jakoiza svitici struktura naerném pozadi.



Obrazeke. 2: Pozorovani ve tmavém poli (Sikmé é&tbeni)

do ob]ekiivu _
mimo
objektiv

7/

Zdroj: Zaklady s¥telné mikroskopie;
Dostupné na:<http://ime.fme.vutbr.cz/files/Studfii0opory/bmsz/datastranek/zsm.htm>

1.2.3

Temné pole v prochazejicim &he. Tato kontrastni metoda je zvikast
pouzivana pro zviditelimi rozptylenych objeki jako jsou malé zZivé vodnich
mikroorganismy. Ty maji index lomu od 1,2 do 1,47 wede k zanedbateln

optickému rozdilu od okolniho vodniho pr@sti. Mikroskop musi byt
vybaveny kondenzorem. Aby nam zadnéng s¥tlo nevstoupilo do

objektivu, numericka apertura (NA) kondenzoru miogti asi o 15 % vysSi
nez NA objektivu. Pro studiumét8iny objeki se pozorovani v temném poli

nehodi, nebdjsou @i ném zdirazreny kontury a malé strukturni detaily. [9]

Temné pole v odrazeném &le umoziuje zviditelnit i nepatrné trhliny

a zmeény ve vySce vzorku diky kruhovému Sikmému é&keni. Vysledny
obraz tvdi rozptylené s#tlo ze vzorku pendéSejici se do objektivu. [10]

Metody s pfFimou detekci fazovych posufi prochazejiciho s¥tla

Fazové kontrast
Diferencialni fazovy kontrast DIC

Metoda fazového kontrastu

technika umo#uje kontrast obrazu zivé bky a jejich struktur. RozliSovaci schopnost

Jedna se o metodu zvysujici kontrastni zobrazesitelném mikroskopu. Tato

fazového kontrastniho mikroskopu se blizi 0,1 pmaaky jsou zachyceny ve svém
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piirozeném stavu bez nutnosti fixace a barveni. 2om ohniskové roviny kondenzoru
je priddna clona se &tinou ve tvaru mezikruzi, kterou pronika¢ge do objektu.
Prochazi-li s¥tlo vzorkem, jsou paprsky odchylovany @vpdniho sniru. V obrazové
ohniskoveé rovig objektivu se nachazi fazova déks, tvaru mezikruzi, posunujici fazi
0 +p/2 nebo -p/2, ti¢tvrtinu vinové délky, diky nagané polopropustné vrst\kovu.
Tato destika propousti paprsky, které negmly svij smér na fazovych objektech.
Ostatni paprsky se na danném objektu ohybaiji, laemmquochazeji bez zimy faze.
Lidské oko nezaznamena posun faze, ale pouze yoedihtenzit swtla. Obraz se
vytvéii interferenci fazo¥ posunutych a neposunutych pajirskazové objekty se jevi,
jako tmavé nebo sWé vaci svému okoli (pozitivni nebo negativni kontradfplime
objektivy podle velikosti fazového prstence s aamm jako Phl, Ph2, Ph3 nebo PhC,
PhL, PhP.Mnohé bezbarvé biologické objekty, ob®Zzpozorovatelné v d&ném
mikroskopu se&adi mezi fazové objekty. Barviva objekty zviditelale ¢asto jsou pro
buiky jedovata. Mikroskopy s fazovym kontrastem uing# pozorovat objekty bez
barveni. Nevyhodou je halo efekt. Vyt/&e na rozhrani mezi objektem a okolim, a tim
jsou ztraceny skut@é hranice objekt Efekt je zgisoben lomem sila na strukturach

s velkym indexem lomu[7, 11, 12,]

Obrazeke. 3: Schéma optické soustavy mikroskopu pro fazantrast

OBRAZOVA ROVINA

siFeni
\\ o difrakiované
zdfent
|
u
ZADNI I
OHNISKOVA
ROVINA !
OBJEKTIVU I" [
h
||=‘ 1
/
PREDMETOVA ROVINA
KONDENZOR

KONDENZOROVA
MASKA

Zdroj: PLASEK,J.: Nové metody optické mikroskodenline]. Dostupné na:
<http://dml.cz/bitstream/handle/10338.dmlcz/139PtktokyMFA 41-1996-1_1.pdf,s.22



Nomarského diferencidlni interferar kontrast (DIC)

DIC vyuziva polarizované stlo. V optickém mikroskopu jsou vioZeny dva
Wollastonovy hranoly a pér #Zenych polarizatdér Metoda dostala ndzev po svém
objeviteli, ktery zamarné upravil hranol a umistil jej do objektivu, jmendse George
Nomarski. Diky spolénému spojeni polarizatoru, analyzatoru a dvou dwajlych
déli¢ct mohou byt objekty krasnviditelné. VySkové rozdily na povrchu studovaného
objektu se zvyrazni a zdaji se nam jakmgznerné. Metoda je vyhodna pro zviditeéhi
nepatrnych reliéfnich stifp a nerovnosti. Nevyhodou je, Ze objekty rigrme za

Zadnou cenu z#tit. Hodnoty jsou nerealng.13]

Obrazelg. 4: Schéma optické soustavy mikroskopu pro Nongrsidiferencialni
interferergni kontrast
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Zdroj: PLASEK,J.: Nové metody  optické mikroskodienline]. Dostupné na
<http://[dml.cz/bitstream/handle/10338.dmlcz/139PtktokyMFA_41-1996-1_1.pdf, s. 13>



Obrazelke. 5: Vlevo erytrocyty-fazovy kontrast, vpravo DI@gtSeni 60x15)

)
Zdroj: MICROSKOPY RESOURCE CENTRE;
Dostupné na <http://www.olympusmicro.com/primestieiques/dic/dicoverview.htrl

1.2.4 Popis mikroskopu

Moderni mikroskopy, s kterymi settteme setkat v hematologické labotajsou
vybaveny sutelnym a kondenzorovym systémem, objektivem, olemér clonou
a Nikolovymi hranoly. Elektronovy mikroskop se o@&tIného mikroskopu odliSuje

rozliSovaci schopnosti, ktera je az 1008tSitj. az 0,2 nm[14]

Popis mikroskopu

Mikroskop je gistroj, ktery slouzi k vizualnimu #t8eni pedneta, které jsou Hlis
malé a nejsou viditelné pouhym okem. Ukoly optiakéhikroskopu mZeme shrnout
do tech bod:

* Vytvoiit zvétSeny obraz vzorku
e Odctlit detaily v obraze

* Vykreslit detaily pro lidské oko nebo fotoaparat

Zékladni prvky mikroskopu:

e Zdroje s¢tla — Zarovka

» Posuvny reostat, ktery regulujesgsiny tok vychazejici ze Zarovky.



* Proud paprsk je soustedn za pomoci kondenzoru. Pomah&é pmené
kontrastu obrazu. Neastni se fimo tvorby obrazu. Vliv na vlastnosti (jas,
ostrost, kontrast).

* Mnozstvi paprsk je ovlivnéno clonou.

» Stolek, na 8z upeviujemetez, umistny na podloznim skiku do specialni
svorky.

* Objektivy jsou optick&leny, které z¥tSuji obraziezu a promitaji ho sérem
k okuldru. Maji fizné hodnoty z&tSeni.

» Okular, ktery obraz je8tvice z¢¥tSuje a jimz obraz pozorujeme.ufk byt
vybaven
i motivem jako je kiZ na stupnici, ukazovaci jehlat’lsd.

e Zaosteni mikroskopu provadime mikrometrickym Sroubererkise nachazi
Z obou stran a posunuje polohu stolku.

* Polohu skléka upravujeme posuvnymi Srouby, které &tém upnutym ve
svorce pohybuji fedozady a pravole¥

» BéZna rozliSovaci schopnost u ésiného mikroskopu je 0,5 - 0,2 um.
Nezbytnou podminkou je, abyleny Wetné oswtlovaciho zézeni lezely

v optické ose mikroskopu12, 15, 16]

Podstata vzniku obrazu v optickém mikroskopu:

Jako prvni tuto teorii v roce 1873 definoval ErnstAbbem. Abbe tuto teorii popisuje,
cituji: ,,Teorie je slozita, ale opira se o Hung@&ngrincip. Huygenév princip je
geometrickou metodou pro zjiif tvaru vinoplochy v libovolném okamziku ze znaméh
tvaru vinoplochy v ékterém z pedchazejicim okamziku. Princifika, ze kazdy bod
vinoplochy niZzeme povazovat za zdroj sekundarnih@nilnkteré se &i vSemi sriry

od jednotlivych bod rychlosti rovnajici se rychlosti/&ni viny.* [17 s. 45]Zaostené

rovina preparatu je takovym objektem.

Schéma prchodu s¥telnych paprsk

» Objektiv vytvai skute&ny, prevraceny a zstSeny obraz.

* Okular vytvai piimy, zwtSeny a zdanlivy obraz.

Opticky mikroskop dosahuje &geni max. 2000 krat, dalSi&Seni neni mozné
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z davodu vinové povahy stla, kterd omezuje rozliSovaci schopnost mikroskoji2]

Obrazeké. 6: Schéma gichodu s¥telnych paprsk pii pozorovani pomoci stelného
mikroskopu

e s'g-; OKULAR

. SKUTECNY ZVETSENY
~. “\PREVRACENY OBRAZ

X ar NESKUTECNY
ZVETSENY PRE-
VRACENT OBRAZ

\
1
/e \| OHNISKO OBJENTIVU
POZOROVANY PREDMET

Zdroj: Swtelna mikrokopie;
Dostupné na <http://ime.fme.vutbr.cz/files/Studifi@i0opory/sm/Optika%20a%20typy%20kap3.html>

Kvalita zobrazeni butk zavisi na:

* dostaténém z¥tSeni obrazu
* kontrastu obrazu

» rozliSovaci schopnosti mikroskopu- primérmavisi na NA a na kondenzoru,
kvalita os\tleni preparatu na nastaveni Koéhlerovastewi

Numerickd apertura - je dana satinem indexu lomu progtdi (n), v gmzZ je
pozorovany objekt a sinu Uhlu mezi osou objektivkragnim paprskem, ktery vstupuje
Z pozorovaného bodu do frontaticky objektivu (d =/NAa NA =n. sin).

Objektiv mikroskopu s malou ohniskovou vzdalenosti viiti® az 100 nasobny
zvétSeny pevraceny skutany obraz, ktery sledujeme okulareri.2]

Zakladni terminy v oboru mikroskopie:

Zorné pole - oblast vzorku, kterou je witlmikroskopem s danym objektivem.

ZvétSeni- soin zweétSovaci schopnosti objektivucacek okularu.
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RozliSeni- dva gednety jsou tak blizko u sebe, Ze jiz nejsou nadalekintany jako

samostatné objekty (zpravidla v nm).
Pracovni vzdalenosie vzdalenost mezétem mikroskopu a stolkem mikroskopu.

Studené s¥tlo - souhrnné ozri@ni pro oswtleni, kterd na vystupu produkuji pouze

swtlo, nikoliv teplo.

Okular a pridavny objektiv — jejich zw¥tSenim se ovlikuje celkové zetSeni
mikroskopu

a pracovni vzdalenost. Uridavného objektivu plati¢gim mensSi zotSeni, tim ¢tSi
pracovni vzdalenost. Zt8eni okularu podstatnovliviuje zwtSeni celé sestavy
mikroskopu. [12, 18]

1.2.4.1 Nikon Eclipse 80i
Tento univerzalni mikroskop je den k mikroskopickému pozorovéani Zivych

burgk s diaskopickym a episkopickym a@tenim. Funkcemi nabity model 80i je
idealni pro digitalni zobrazovani v kazdém labaiatebo vyzkumu v oborech jako je

patologie, hematologie a cytologie .

Obrazek¢. 7: Sestava pro mikroskopovani vedtd8m poli- nazvy hlavnich

sousasti

Obkiliar Ohuigrevy tubus

Wstup DSC (potfebny
fro uklacEni snimki}

-

Lampoyy domedek

Orviddac] jednotka (potfebni
Py Ukl s
{iustratind foto)

Zdroj: Mikroskop Nikon Eclipse 80i- Navod k pouzitidil- Zakladni informace [dokument
University Pardubice, KBBV] s. 14
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Obrazeke. 8: Sestava pro mikroskopovani veétm poli- pohled zprava

Kroufek
dirspalriché
korekce

Packa prapinsnl
aplicks drihy

Packa apartumi

dony kondanzons T

Fnailik pose sholku
WE SMETU 0FY ¥

Knafik pesunu siolku
3 LR T oy«
U nEkrerjch madsli
na lavi srand

Ovlgdade filmh

Halecka elany

Kok mixroposting
Zarrdsho pode

Hnollik maskroposaiu
% homin derazem

Zdroj: Mikroskop Nikon Eclipse 80i- Navod k pouztidil- Zakladni informace [dokument University
Pardubice, KBBV] s. 15

Obrazeke. 9: Sestava pro mikroskopovani veétsm poli- pohled zleva

' Knofiik zaosifeni

kondenzaoru
KrouZek nastaveni
U nékterych tuhosti otaéeni
modeltt a4 knofiiku makroposunu
pravé strané Krofik

miakroposunu

“ Centrovaci
8 Knofiik — i : sroub
mikroposuny T i ; kondenzoru

T G

Krofiik oviadani  Tladitko obnoven!  Kontrolka
jasu nastaveni napajeni

Zdroj: Mikroskop Nikon Eclipse 80i- Navod k pouZzitidil- Zakladni informace [dokument University
Pardubice, KBBV] s. 16
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Obrazelg. 10: Sestava pro mikroskopovani vét®m poli- pohled zezadu

Prostor na uloZeni
nastroje

Hiavni vypinad

Vstup napajeni

Stitek se
specifikacemi
napajeni

Lampovy
domedek

Zdroj: Mikroskop Nikon Eclipse 80i- Navod k pouzttidil- Zakladni informace [dokument University
Pardubice, KBBV] str. 16

Dulezitymi sowastmi mikroskopu jsognimaci jednotka DS-5M aovladaci
jednotka kamery DS-L1 vyvinuté pro digitalni zpracovani mikroskolych
Udaji o obrazu, které jsou automaticky detekovany a mdby ulozeny jako
textovy soubor spot®é¢ s obrazky. Tim se eliminuje eba vkladat data éné.
Je- li digitaIni fotoaparat Nikon DS-5M-L1 namonév na "hlavu" ptizujici
digitalni snimky, pak jsou zobrazovaci port, zoorflueresence, vy filtru
automaticky odhaleny a umaér vytvoreni velké databaze snifkarizenych
V rizném nastaveni. [14]

Do systéemu ositleni byla u poslednich typmikroskopi NIKON ECLIPSE 80i
zarazena optika "musi oko" zaji¥ujici rovnongrné os¥tleni. Vzhled
pfipomind oko hmyzu. Stlo projde soustavowocek tak, Ze se obrazy
swtelného pole promitnou mnohokratep sebe a nedojde k poklesu intenzity
oswtleni k okraji obrazu.
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Obrazeke. 11: Optika "musi oko" s porovnanim d@eynécocky

Comeption of "ly-eye” optics

Crdimary o Foj-myu fons

Zdroj: Mikroskop Nicon ECLIPSE 80i;
Dostupné na: <http://www.techinst.com/pub_docs/buoes/bio/80i_brochure.pdf>

* Objektivy uvedené pod nazvem Plan Apo VC, zajj§ostry obraz ve vysokém
rozliSeni gimo na okraji zorného pole. Snazi se o vyrovnatdreki obrazu do
roviny.

e Okulary uréené pro snimani obrazu z mikroskopu kamerou jsastkoovany
na dokonalé potteni zklenuti obrazu (promitani obrazu do rovisidla).
Takovym okulaim seiika projektivy.

» Ergonomicky okularovy tubus a designova platforma zajige pohodiné
ovladéani pro vSechny uZivatele.

* Masivnikonstrukce zaji&'uje velmi fesné a stabilni zadesni.

* Provozni platforma je ergonomicka a lze s ni snadno manipulovégtng
polohovatelné rukojeti a vyklépiho teleskopického ergonomického
okularového tubusu, jehoz délka a sklon mohou bgtaveny tak, aby
vyhovovaly kazdému subjektu.

* Nikon vyrazré zvysil stabilitu v porovnanim sit@dchozimi modely Eclipse.
Zvysena stabilita minimalizuje moznost neclnié rozostni obrazu nebo
posuny, které mohou nastdt pozorovani s velkym 2¥Senim.

» Mikroskopy byly dive konstruovany tak, zZe jejich mechanicka délkausu
byla 160 mm. Bylo nutnosti s kazdym optickgienem vkladat do tubusu dalsi
¢ocky, aby se opticka délka tubustizmisobila prodlouzeni jeho mechanické
délky. To gindSelo zhorSeni kvality vysledného obrazu.édm nastala po
zavedeni ,nekormé optiky* (CFI). Je jednim z paramétmikroskopickych

objektivii. Je to vzdalenost v milimetrech od plochy, ktedmseda objektiv do
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revolverového nose k povrchu preparatufipadré kryciho skla. U objektifr
fady CFIl 60 ¢ini parfokalni vzdalenost 60mm, coz vede k del&cpvni
vzdalenosti a vysoké N.A., zatimco produkuje ostrjasny obraz s vysokym
kontrastem a minimalnim rozmazanim. Ma-li vzniknoobrazek detailu
predmetu, leziciho mimo optickou osu, poskytuje ,nekémé optika“ vyhodu.
Paprsky sviraji s optickou osou mensi Uhel, nezikraskopu s kon&ou
optikou. Ztraty jasu obrazu budou omezeny. Vyhodhévre u fazovém

kontrastu a i pouziti diferencialniho interferéniho kontrastu (DIC).

Obrazeké. 12: Chod paprsk v mikroskopu s kongou optikou (A) a v mikroskopu

s nekonénou optikou (B)
ohriskows vzdElenost A
objalt ' i '
-,..._p_? hl'.-.-_\____\_ E ozowvd paprsly ’I!\ obraz
r ’,‘.. R TR —j_‘_ __'__.'_ ;
\.r .y - -
P-—-ﬂi—-.-- ----q-=llll| aug J!’
paprsky mimo osu
obje ki
ckuldr
paralalni razzil=hla cbrazod
oplicla rovwing
d_,:h:. - odéalls tubusu ™ aikulr
nhnl: kowa wrdalants r
oby ekt .'.!1!}. obraz
! 1
E I'..._ ——— -E;_: s ——
‘_df:h“ill 3 j‘
-------- -
e
-]

cbjaktiv  tubusowd o bular

Eod b B
(paralelni opticka draha mezi objektivem a tubusovou ofkou dovoluje prodlouZeni
mechanické délky tubusu)

Zdroj: NIKON (Zakladni metody stelné mikroskopig
Dostupné na <http://ime.fme.vutbr.cz/files/Studifi@i0opory/sm/Optika%20a%20typy%20kap3.ml

* Pomocisoftwaru LUCIA ToolScan umaiujici 3D vizualizaci nasnimanych
objekti. Idealt se hodi v ramci vyzkumu, kde jéeba aplikovat zobrazeni
nejen biologickych objekt ale i pdizovat fotodokumentaci. [18]

* Mechanismus optického zoomu 0,8 x 2,0 x na zadmirtupumouje foceni pi
jakémkoliv zwtSeni. Na rozdil od digitalniho zoomu, opticky zomytvari
hedvabg hladky obraz, maximalizuje celkovy &t pixefi na CCD. [14]
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1.3 Obecna charakteristika ery

Erytrocyty fadime spoléné s leukocyty a trombocyty mezi formované krevni
bezobratlych Zivéichia. U obratlovd jsou jiZz plre vyvinuty. U &tSiny Zivaticha tohoto
podkmene nenachazime jaderné erytrocyty. Uisggadro z biiky vypuzeno ped
vstupem do okhu. V dosglosti erytrocyty vznikaji v krvetvornych organecakp je
kostni den. Odumiraji ve slezif) kde jsou postupnpohlcovany specializovanymi
bunkami. Jadro se vyskytuje pouzeéhem vyvoje. Bez jadra a mitochondrii nedokazou

syntetizovat nové enzymy. [19,20,22]

1.3.1 Tvorba krve (hematopoéza)

Délka jednotlivych krevnich eleménse |iSi. Doba existencgrvené krvinky
u ¢loveka se pohybujéadow okolo 110-120 dni. Misto vzniku secarvenych krvinek
béhem vyvoje mini. Zahajeni krvetvorby wlovéka nastava jiz prenatanve
Zloutkovém véku (2-3. tyden). Od Sestého do dvanacteho tydmeojda gesunuta do
jater a sleziny. Toto obdobi se nazyva hepatolign&e 20. tydnu se kotirou stava
kostni den, kde probih& po zbytek Zivota. Poté se krvetvanvezuje na kostniieh,
hrudni kost, obratle a dlouhé kosti (pazni a steherktivita kostni derg v ostatnich
kostech ustava, az ustane @plwyssi vyskyt adipocyit dava deni novou formu, je

vyplnéna tukem a ma podle toho i typickou Zlutou barfig, 20, 23, 26]

1.3.2 Morfologie

Cervena krvinka je typicka svym bikonkavnim (dvojga) tvarem, ktery ji
dokonale pomaha plinit transportni funkéi pymeéne plyna, kysliku(z plic ke tkanim)
a oxidu uhléitého ( od tkani do plic) a umndje tedy flexibilni piichod kapilarami.
Jedingénym tvarem fipominajici cukrésky piskot, je docileno maximalniho povrchu
pii zachovani stejného objemu. Diky tomuto wsagbeni se erytrocytarni povrch, oproti
kouli stejného porru, zwtsi asi o 30%. Rmeér disku se v suchém i pohybu
okolo stedni hodnoty 7,4 (+0,5um) . Takovym krvink&kame normocyty. V krvi se
mohou vyskytovat i mensi atéi (mikrocyty a makrocyty). TlodEa ¢ini 2,5um,
uprosted 0,8 urfi Povrch cervené krvinky je 130-140 pin Objem zaujima
85(x10fl). [19, 20, 22, 26]

Dosplé cervené krvinky setfadi mezi bezorganelové iky. Postupnym

starnutim ztraceji elasticitu. Virtk buiky je vyplnin cytoplazmou, kde je rozptylen
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hemoglobin. Jedn& se o dychaci barvivo, di&yumz ma erytrocyt zelenozlutou barvu,

kterou ve ¥tSi vrstw vnimame jak@ervenou. [23]

Tabulka¢. 1: Charakteristika lidskyctervenych krvinek

Muzi Zeny
Hematokrit  (Hct) 47 42
(%)
Cervené  krvinky 5,4 4.8
(RBC) (106/l)
Hemoglobin  (Hb) 16 14
(a/l)
Prameérny objem| = _Hct-10 87 87
erytrocytu (fl) RBC (106ll)
Primérny obsah Hb = Hb - 10 29 29
v erytrocytu (pg) RBC (106il)
Praimérna = _Hb-100 |34 34
koncentrace Hb Hct
erytrocytu (g/l)
Stredni pimér | = Prmamér z 500| 7,5 7,5
erytrocytu (um) burgk v natru

Bunky o objemu > 95 fl (femtolitr) jsou makrocyty, o objemu 80 fl jsou mikrocytyilty s obsahem hemoglobinu
25 pg jsou hypochromii
Zdroj: Vlastni zpracovani s odkazem na GANONG, WrFehled Iékéské fyziologie,s.536

1.3.3 Kuvantitativni parametry ¢&ervenych krvinek

RBC (Red Blood Cells) vyjadje celkovy pdet krvinek v jednom litru.
U novorozence se hodnoty pohybuji ve vys&iithech az 7 miliéa v 1 mnt. Tento
fakt je zapicinén tim, Ze arteridlni krev plodu se syti kyslikenplacen pii nizSim
parcialnim tlaku. P&t se postuphsniZuje az do 3. #sice, kde z&nou ot znovu
rapidre stoupat az do dosiosti, kde se RBC postuprustali, ale je ovlivén ohlavnimi
hormony(testosteronem a estrogenem) na erytropoetin. pic¢kauje, Ze muzi mivaji
vySSi fyziologické rozmezi. Vezmeme-li v Gvahu,sBeu mu# se pohybuje pet ery
mezi 4,3 -5,7-1% |. Pti objemu krve 5 lith Ize odhadnout na 25 x ¥0tj. 25 bilioni.
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U Zen 3,8- 4,9-1d |. Fyziologicky zvySené hodnoty se krémovorozend objevu;ji i u
lidi Zijicich delSi dobu ve vysSich nadifskych vyskach, kde je impulzem pro tvorbu
pokles parcialniho tlaku kysliku v arterialni knRatologickym jevem je ipkrateni
fyziologického rozmezi u miznad 5,7- 18/ | a Zen 4,9 - 1 |. MaZe byt disledek
konstatovani hypoerytrocytdzy, polycytémii vefiasekundarni polyglobulinémie ( u
vrozenych srdénich vad, naddr;, plicnich onemoaimich). Ubytekeervenych krvinek
nebo-li hypoerytrocytéza, se vyskytuji &&$tji u velkého mnozstvi vrozenych anemii
(aplastické ¢i hemolytické), ale i u ziskanych, kteréasto doprovazeji dktera
onemocgni. [22, 23, 24]

1.3.4 Osmoticka rezistence ery

Zachovani spravné funkce krvinek zavisi na ragpitém udrZzovani
bikonkavniho tvaru i prachodu nejteéim kapilarnim systémem a slezinnymi sinusy,
kde jsou nuceny zmensit se az na 1,5(ivogni velikosti. Tato mechanicka vlastnost
je dana submembranovym propojenim prateMembranovy skelet zajigje fluiditu,
pruznost a snadnou neformovatelnostiikyu Rozhodujici Ulohu zde sehrava
cytoplazmatickda membrana, hlavrbilkoviny tvaici polovinu vahy membrany.

Spektrin je jeden z hlavnich protéinytoskeletu erytrocytu, slozeny ze dvetEzci.

V cytoskeletu se vyskytuje jako tetramér difeta a je propojen s kapnoforinem
(proteinem vyndnujicim aniony, prouzek.3) prostednictvim ankyrinu aies band-4.1

protein je vazan na transmembranovy integralni afiyin C a aktinova vldkna. [22,
s.129]

Erytrocyty jsou do velké miry zde¢ odolné wici zménam osmotické
rovnovahy. Zkoumame-li odolnost krvinekidr nizkému osmotickému tlaku prostli,
je prisuzovana podle koncentrace roztoku, ve kterém npgame prvni znamky
osmotické hemolyzy erytrodyt (tzv. minimalni osmoticka rezistence) a podle
koncentrace roztoku, ve kterém hemolyzovaly vSechkmyinky (tzv. maximalni
osmoticka rezistence). V izotonickém presti (0,9% NaCl) je forma zachovéana.
Koncentr&ni gradient astava konstantni. Déervenych krvinek se nedostava zadna
tekutina, ani neni voda nasavana davithem zngn fyziologickych podmineki pri
vyskytu patologickych je¥ v organismus tive dojit k jeji ztr&l. V hypertonickém
roztoku, koncentrace prdastli je vy3Si nez intracelulasn se buika smr$uje.

Osmotickou odolnost je mozné stanovit pomoci raztdlaCl, jehoz koncentrace se
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pohybuje mezi 2,0-9,0 g/ | soli. S postépklesajici koncentraci chloridu sodného
negasgji o 0,2 g/l , dojde kjevu, minimalni osmotickézigtenci, kdy zé&inaji
hemolyzovat nejstarSi krvinky. Ve zkumavce pozangenad sedimentem &le
cerveneé zbarveni. [22, s. 281] Maximalni osmotig@stence erytrocitje stav, kdy
zatnou praskat i ty nejodolsi cervené krvinky. Projevi se uUplnou hemolyzou ve
zkumavce s njpadréervenym zabarvenim roztoku, ktery je bez sedimeatwzdilu
téchto rezistenci, f¥e byt spoéitana rezistetni Sie. Vypovidd o odolnosti

k hypotonickému prosgedi v celé populaci krvinek. [22, s. 282-283]

Tento & se nazyva hemolyza. V roztocich o nizSim osmeétficktlaku,
hypotonickém prosgedi, postup& dochazi k vyrovnani tlakového gradientiijipyanim
vody z vrgjSiho prostedi do buiky. ZvétSovani objemu erytrocytu vede k naslednému

naruseni buttné membrany, prasknuti a k uvéhi hemoglobinu. [20, s. 125]

Tabulka¢. 2: Fyziologické hodnoty osmotické resistence

Fyziologické hodnoty:

4°C  osmoticka rezistence minimalni 4,4-4,0 g/l N&344-0,40% NaCl)
osmoticka rezistence maximalni 3,2-3,0 g/l NaG3e@®,30% NacCl)

20°C osmoticka rezistence minimalni 4,6-4,0 g/l N&G46-0,40% NaCl)
osmoticka rezistence maximalni 3,4-3,0 g/l NaG34@,30% NacCl)

Zdroj: PECKA, M. akolektiv. Prakticka hematologie: Laboratorni metd®83
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Obrazeke. 12 : Osmoticka resistence ery
Koncentrace (% NaCl)

ﬂ_.ll? 010 0,13 06 0,20 0,23 0,26 039 033 036 040 043 046 050 053 056 050 053 066 070 07

Hereditalni aférc
{0,73-0,40 % Nacl]

LA

Oblast l:asl:aﬁn& hemolyzy

Zdrawvy jedinec
(0,46-0,30 % NaCi)

JOU0UDUUOUULoagguuag

Oblast &4stecné hemoljzy

Talasemie
(0,50-0,07 % NaCi)

JUUUUUUULUDURUuLLY

Oblast Edstesns hemolyzy

Osmotickd rezistence erytroeyid (normalni nilez, ndlez u hereditirni sfErocytizy a talasemie)

Zdroj: PECKA, M. a kolektiv. Praktickd hematologie: Labtmmi metody s. 71

V klinické praxi se sniZzenou osmotickou rezisteatkame u hemolytickych anémii
a hereditarnich sférocyt6z. ZvySena osmoticka texme je typicka pro: polycytemie,

jaterni onemoceni, srpkovitou anemifi anemii z nedostatku Zelezg22, s. 281]

1.3.5 Membrana ¢ervenych krvinek

Membrana erytrocyt je strukturovand jako plocha lipidova dvojvrstva.
Hydrofilni konce fosfolipid tvoii zevni a vnini cytoplasmaticky povrch membrany,
hydrofobni konce jsou orientovany k golbve stedu membrany. Asymetricky
uspdadané proteiny seél na integralni membranové proteiny, které jsaimp
zabudovany do lipidové dvojvrstvy a udeme je dale d&it na penetrujici
a nepenetrujici, a periferni membranové proteingrék jsou k povrchu membran
piipojeny volrgji a jsou situovany na zevnim nebo ¥nim povrchu membrany.

Proteiny v membrannejsou schopny lateralni difaze.

Spektrin ( prouzek 1)

Je hlavnim cytoskeletarnim proteinem. Obsahifjgi vazebna mista pro spektrin,
ankyrin, aktin a posledni pro protein 4.1.
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Ankyrin (prouzek 2.1) pripominajici svym tvarem jehlan. Vaze k gobpektrin
a prouzek 3. zaji%lje vazbu spektrinu k cytoplazmatické memkgran

Kapnoforin(nebo-li prouzek ¢islo 3)zabezpéuje transport chloridovych aniant

Prouzek 4.1utvai trojici spole&né se spektrinem a aktinem. Vznikajici komplex vazou

k cytoplazmatické membrénPoruchy srétuji k hereditarni eliptocytoze.

Glykoforiny A,B,C se tadi mezi intergralni proteiny, které prostupuji ifh&p
mebranou. [19,20,23]

1.3.6 Hemolyza-chovani v roztocich
Hemolyza Je to stav, kdy dochazi k poruSeni intggmembranycervené

krvinky. Obsah se dostava ven ziky.
RozliSujeme:

Osmoticka — béhem pobytu krvinky v hypotonickém présti absorbuji vodu adni
se v kouli. MladSi erytrocyty maji &itou odolnost. To se nedéci o starSich, ty

hemolyzuji dive.

Fyzikalni- nastava za podminek, kdy jsou erytrocyty vystgvamenam teplot nebo
mechanickémuiepani.

Chemicka- typickymi predstaviteli jsou rozpou&dla, kyseliny a louhy vyvolavajici

reakci v membrah Dochazi k interakci s lipidovou sloZzkou membrany.

Toxicka- maze byt vyvolana najklad po usStknuti hadem nebo po vystaveni jinym

toxinum

Imunologicka- hlavnim vinikem je komplement, ktery ma Iytick@&nky. [20, s.125]

1.3.6.1 Anemie za zvySené destrukce erytrocit hemolyticka
Chudokrevnost nebo-li anemie je onem#nn jejiz @ic¢inou je zkracené

piezivani erytrocyt. Spaiva v okolnich podminkéach a vlivech.

Hemolytické anemie (HA) dlime na:

» Dédiéné nebo-li korpuskularni HA (icina hemolyzy sp&iva giimo v krvince)

o Talasemie - porucha tvorby hemoglobinu
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o Srpkovitd anemie - tvorba hemoglobinu probihd, jalepatologicka.
Krvinky srpkovité tvary.
o De¢diéni sférocytoza -. defekt v membearZtrata bikonkavniho tvaru.
Erytrocyt kulovity.
» Ziskané (extrakorpuskularni) HA - nesouvisi s krvinkou jatké&ovou
e Imunitni HA

* Neimunitni HA
Definice HA:

,,Heterogenni skupina chorobnych stakdy k rozpadu erytrocytu dochazi astbdku
pisobeni jinych nez imunitnich vlivpricemZ vSak porucha samotna neni ve vilastnim
erytrocytu.” [24, s. 204]

Tabulka¢. 3: Rozaleni extrakorpuskularnich anemii

Imunitni Neimunitni
Zpasobené aloprotilatkami: Z pricin chemickych, metabolickychi
postransfuzni hemolytické reakgehiologickych

hemolytické onemocmi novorozence Z pric¢in fyzikalnich

Zpusobené autoprotilatkami: Z pri¢in infekenich

autoimunitni HA Mikroangiopatické HA

Zdroj: Vlastni zpracovani, NEJEDLA, M., SAFRANKOVA..: Interni oSabvatelstvi |., 5.96

Anemie by nerdla byt brana jako choroba, ale spiSe jako syndreemikajici z #iznych
pri¢in a charakterizovanych snizenim koncentrace hewbogl pod 135¢g/ | u muza
1209/ | u zen (podle WHO pod 110 g/l,) hematolaifpo’tu erytrocytz.” [25, s. 96]

Clovéka trpiciho anemii je mozno subjektévpoznat podle vzhledu. Jevi se jako
bledy. Sam pociuje slabost a malatnost. Organismus se snazi karapahbugénou
hypoxii €mito mechanismy:

* zvySuje gisun kysliku (nemocny hyperventiluje- zrychieycha)

e zrychlena srd&ni akcelerace (tachykardie). Pomaha rychlejSimuvada
kysliku po tle a tim i minutovy objem srdai.

e zvySuje hormonalni zabezfmni tvorbou erytropoetinu v ledvinach. Uspisi
krvetvorbu v kostni ikni. [25, s. 98-99]
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1.4 VySetreni hematurie v mocovém sedimentu s vyuzitim fazového

kontrastu

1.4.1 Definice
,Hematurie (z latinského haematuria, aej.fhaima — haimos krex. aron ma@ ) je
pritomnost erytrocyt v mai. Norma : 5 erytrocyt / ul ( hranice stanovitelnosti

testa’nimi papirky je 5-10 ery) / |fl [27, s.28]

U zdravého jedince by se v zorném poli centrifug@ieo vzorku neity
erytrocyty vyskytovat. Nalez 1- 2 krvinky v zornépoli, pii vySeteni m@&ového
sedimentu se gad nepovazuje za patologicky. Pokud se jedna ¢, kiera nebyla
centrifugovana, pak za fyziologické hodnoty povaimg 0 — 2 erytrocyty v zorném
poli. U hodnoceni pomoci Birkerovy kérky je vyhodnocen jako normalni nalez do 5
erytrocyfi na 1 mmi. Hematurie mZe byt velmi doke znatelna pouhym zrakem nebo
vyhodnocena mikroskopemCasto se v literatie setkavame s uZivanim slova
erytrocyturie, jako synonyma hematurie. Oba terméeypouZzivaji k ozrani dosti
podobnych syndroi u kterych se objevuje krev v gioNa rozdil od erytrocyturie je

hematurie vzdy postrenalnihéymdu, rekdy se objevuji i koagula. [25]

1.4.2 Klasifikace

a. Dle mnozZstvi (intenzity)

* Mikroskopicka
0 Mo¢ neni zbarvena doéervena. Potvrzeni pozitivniho vysledku
pomoci laboratorniho vydeni. Jetasto asymptomaticka,
0 Prozkoumani maového sedimentu pod mikroskopem
( 2-5 ery/zorné poleipzvétSeni 400krat)
* Makroskopicka
o Viditelna pouhym okem, Mo ma typickou ¢ervenou barvu,
piechazejici do hidych odstii.

b. Podle vyskytu:
» Prechodna (ojedifa)
* Opakovana (intermitentni)

e Trvala (permanentni)
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Prechodné a intermitentni formy hematurii se objevéinou u mladsSich pacient
Onemocgni ma leli prabéh, ¢asto se v praxi setkavame s benignim charakterem.
Hlavni skupinou, kt& trpi permanentni formou jsou lidé nad 50. letodPibzy na

uzdraveni nejsou takignivé. Jedna ser@devsim o maligni zvraty.

c. Dle patofyziologie:

Prerenalni - Hemoragickeé diatézy, systémova porucha proce&iigosti, iatrogend

nepimeritelna antikoaguldni terapie.

Renalni - Postizeni glomerdl nebo tubulo - intersticialni. #chodem erytrocytpres
poruSenou membranu seemi jejich tvar, vznikaji dysmorfni erytrocyty”.77&vaha
dysmorfnich erytrocyit v ma@'ovém sedimentu 7p vySeteni fdzovym kontrastem je

znamkou glomerularnihaigodu.

Postrenalni- Porusena sliznice vyvodnych cesttowych. Fimés erytrocys ma pivod

v pfimém prosakovani z cév sliz5, s.119]
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d. Z hlediska piciny:

Tabulka ¢. 4. Rozdleni hematurii z hlediska Figin:
extrarendlni priciny w predavkovint antikoaguladnimi leky
» protidestickove inhibitary
¢ leukemie

= polycythaemia vera

intrarenalni priciny » idiopatick glomerulenefritida

» glomerulopatie v rAmel systémaonych chorob (systémony lupus erythematodes,
Shénleinova-Henochava purpura, Wegenerava granulomataza, mikroskopicka
polyarteritida, polyartertis nodosa, Goodpasturedyv syndrom, endocarditis lenta)

* glomerulopatie v ramci jinych chorob (hemalyticke-uremicky syndrom, Alportiy
syndrom, benigni familiarni hematurie, Fabryho choroba, nail-patela syndrom)

s vaskularni piiding imaligni hypertenze, tromboembolicka choroba ledvin,
cholesterolovi embelie ledvin, trombdza rendlni tepny, stendza rendln
tepny - hematurie je zplsobena periumterdinim kolaterdinim cévnim systémem,
tramboza renalni 2y, intrarendlnl arterdovendzni fistule)

» akutniintersticlalnl nefritida (alergicka forma, leptospirdza, hantaviry, akutni
intrarenalni obstrukee - akutnl uratovad nefropatie, vysokd ddvka metotrexdtu)

* lokalizované a dalii rozkéné piiginy (Grawdtziv tumer, polycystickd choroba
ledvin, papilarni nekraza - zejména pii analgeticke nefropatii, trauma, houbovita
ledvina nebc nefrokalcingza z jinych pricin)

postrenalni priginy + litlaza v pdnvicee nebo ureteru

» urotelidlni karcinom

« tuberkuliza

# hydronefroza

+ bakteralni infekce

s proze ledviny - intermitentni vendan| kangesce

« Fraleyly syndrom - hydrokalix pii aberantni cévé komprimujici kréek kalichu
# pelviureterdlni obstrukce

¢ Ormandova choroba - postradiadnimi vazivevymi zménami podminéné
abstrukee modovod(

« varkozity a divertikly ureteru
» malfarmace = malrotace, dystopie, ektopie ledviny, podkovovita ledvina

vezikdlni a subvezikalni # urotelilni karcinom {papilokarcinom) nebo infiltrace extravesikalnim
pFiiny karcinomem

» veghkolitiaza a cizi télesa

* zanet

+ cyklcfosfamidova a postradiadni cytopatie

= trauma a mikrotrauma

v cytokela, divertikly a pseudodivertikly, vagino-vezikalni a rekto-verikdlni Rstule
pif katcinormech a Crohnove chorobé, vabend]i traumatuy

+ endometrioza motového méchyre
o hypertrofie prostaty, karcinom prostaty
Zdroj: TEPLAN, V. Prakticka neurologie, s. 26
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1.4.2.1 Popis hematurii
Makroskopicka hematurie

Hodnocena podle viditelného zabarveni. Zbarvenéemma Sirokou barevnou
Skalu od tmavorudégcervenou, pes tma¢hnédou az ke vzhledu, ktery byva
piirovnavan vzhledu vody po vyprani masa. Provaziyiao dopravnich nehodéach.

Doprovazi nefropatii, urolitiazu, infekce gmvych cest, koagulopatie, rombocytopenie.

Mikroskopicka hematurie (okultni)

Az polovina mikroskopickych hematurii je bez zjévralezené patologiefigina je
neznama. Na mikroskopickou hematurii séchpazi hem kontroly mei, ktera je
provadna z jinych divoda, proto se nazyva také skryta hematurie. JesmpShahodou
v ramci onemocni, které nemusi stimto problémentibec souviset. Rkaz je
provadn testovacim ponornym prouzkem. Jako fatedozitivni vysledky mohou byt
vyhodnoceny vzorky mi s vyraznym alkalickym pH. Takéfripomnost wkterych
bakterii, bilych krvinek a spermiiihe vyhodnocovany vysledek vyrazmkreslit. Ve
vodk solubilni vitamin C, ktery sefpvysSich koncentracich dostava dodmonmize

v

1. Klasické vySateni ma@&oveho sedimentu — pouziti specilrupraveného
mikroskopu (fazovy kontrast )§ip400 nasobném ztSeni.

2. Pritokova cytometrie - necentrifugovana nativni ané¥esnost a spravnost
vysledku ovliviuje predevsim transport vzorku. Doba po &db by nendla

piesahnout dobu 45 minut. Ide&ii je odebrani vzorku az z druhé ranni mikce.
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Obrazek¢.13: Obraz cervenych krvinek v glomerularni hematurigypicky vzhled:
vlastni RBC jsou malé a liSi se velikosti, tvareobaah hemoglobinu.
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Zdroj: INDIAN PEDIATRICS,
Dostupné na : <http://www.indianpediatrics.ne#2006/nov-965-973.htm>

Mikroskopickd hematurie, négdstavuje v zadnémtipac klinicky zavazny
problém. Vyjimkou niZze byt extraglomerularni hematurigi miz dochazi k tvord
srazenin, jejiz vyskyt je organismu nezadouci. &yol/é, neurologové i gynekologové
se setkavaji s hematurii pravidelde dilezité, aby picina, ktera by vedla k odhaleni
zavaznému ledvinnému nebo urologickému onermicrbyla odhalena, co néjde.
Vyznamné postaveni v ramci odhaleni mikrohematerieeinvazivni metoda vydeni
mocového sedimentu ve fazovém kontrastu. Toto stariodekaze odliSit, zda ma
onemocgni glomerularnici neglomerularni vod. Po dsledné konzultaci s lékam
se voli i radikélgjSi metody stanoveni, jako je rendlni biopsie, &tdokaze zjistit

pravou ic¢inu postizeni. [33]

1.4.2.2 Vysetieni mati a mo¢ového sedimentu

K biochemickému vySé&eni ma@i se pouzivaji specialni diagnostické testovaci
prouzky, které dokdzou diky zZme barvy odhalit krev v ms. Pafi k rutinnim
vySetenim. Provedeni je jednoduché a fitrah nenaréné. Ke zminé dojde
specifickou reakci chemickeé latky, kterou je napudpapirek a stanovované slozky
(erytrocyfi) v mcti. Zpusob hodnoceni je ldu subjektivni (zrakem)ki za pouziti
specialnich fotomelr PouZivani testovacich papirbomohlo ke zvySenému zachytu
mikroskopické hematurie. Vyznamnou metodou je stand formovanych elemeint
v matovém sedimentu. Pouziva se ke stanoveni kldwmek (Cervenych krvinek,
leukocyti, epitelii), krystah, valai, parazit (Trichomonas vaginalis), bakterii,

artefakfi. Jedna se o cytologickou analyzu, kterd pomatiasg@noveni spravné
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diagndzy. Provadi se u paciérttpicich hematurii sifznaky infektu méovych cest.
Pro pacienta s nefropatii je vyhodou stanovenindiag bez provedeni invazivniho
vySeteni. V rekterych gipadech mohou byt laboratorni vysledky zkreslené.
Kontaminace rize byt zapicinéna menstruani krvi, pohlavnim stykem, kndasré po
porodu, poSkozenim ZlkbZniho ¢ipku bEhem kolpitidy fluorem. Naméah&&i cviceni
jako je aerobik nebo jizda na koni, kde dochazir&shm, mohou zafi¢init piipadnou
pozitivitu. Po konzultaci s pacientem, kteryade udat wBktery z gedchazejicich
argumeni, se doportuje laboratorni vysSégni po ®jaké dolkd zopakovat. Bhem
Klinické praxe znamy i ifpady, kdy si sami pacientitigavali krev do odebraného
vzorku. Abychom si byli jisti, Ze se jedna opravduhematurii, je nutné vylait
bilirubinémii, hemoglobinurii, myoglobinurii nebagdyrinurii. Jsou takeé typickeé tim,

Ze tma¥ zbarvuji ma. [21]

Rozdéleni hematurie z hlediska fFicin:
Glomerularni typ

Pricina je nefrologicka. Krvinky fechézeji pes membranu glomerulu a pak
smeérem do ledvinovych tubtilse stavaji saiasti ma@i. V mocovém sedimentu bychom
nasli dysmorfni tvary erytroclt které vznikly poskozenim membranyéhiem
transportu. Krev by #a byt filtrovana zpt do cév a nedostavat se dodindypickym
nalezem jsou akantocyty. Vice jak 5% nal&zhto burk je tén®i jistym potvrzenim
glomerulonefritidy. Spojeni hematurie s granulovanypuréénym ¢i hyalinnim typem

valcem ot potvrzuje tuto diagnézu.

Problém u neglomerularniho typu bychom museli hledat v urologickém
poskozeni. Zpravidla hodnotime 100 erytrogyt pricemz 80% a véce dysmorfnich
erytrocyt: swdci pro glomerularni typ hematurie. Naopak 80% a vizemorfnich

erytrocyt: swdci pro neglomerularni hematurii.[21, s. 27]

28



Obrazek ¢.13: Akantocyty v periferni krvi nemocného s henticko-uremickym
syndromem

: ﬁ"
‘? 200 A Bl

Zdroj: Medicabaze, Dostupné na
<http://www.medicabaze.cz/index.php?sec=term_d&tailegld=14&cname=Hematologie+a+transfuzn
%C3%AD+|%C3%A9%a%C5%99stv%C3%AD&termld=770&tname=2AG3%A9mie+hemolytick%C
3%A9+mikroangiopatick%C3%A9&h=empty#jump>
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2 Experimentalnicast zamirena na testy osmoticke
rezistence a vyhodnoceni tuara velikosti

erytrocyfi v zavislosti na osmotickém tlaku

Realizaci jsem provéth v laboratéi fyziologie pomoci badatelského
mikroskopu Nikon Eclipce 80i. K tasnh byly vyuZzity vzorky vlastni krve, které byly
odebrany ve zdravotnickém izzeni za Gelem stanoveni, zda vysledné chovani

v roztocich bude adekvatni Zn¢ tvaru.
Zamérila jsem se na:

e praci s mikroskopem (studentsky i badatelsky)
» testy zamitené na osmotickou rezistenci — jejich provedeni
» testy chovani ery v roztocichané koncentrace

* pofizeni snimk a nasledné vyhodnoceni.

2.1 Provedeni testu osmotické rezistence erytrocit
Material:
» nesréazliva lidska krev (pouzity protisrazlivy pr@stek: chelaton 3)
* zkumavky
*  pipety
* 1% roztok NaCl
» Pasteurova pipeta
» destilovana HO

Postup prace:

1. Ze zasobniho 1% roztoku NaCl a destilované vodya byipravena sada

zkumavek (ozng&né 1-11)iznych koncentraci podle nasledujiciho schématu:

Tabulkac¢. 5: Riprava roztok (vlastni zpracovani)

Cislo zkumavky 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11]
c%(Nacl) 0,7 0,66 0,62 0,58 0,54 0,5 0,46 0,42 0,38 0,34 0,3
V (NaCl) [ml] 3,5 3,3 31 2,9 2,7 2 Z 2,1 1,9 1,7 1,5
V (H,0) [ml] 1,5 1,7 L9 2,1 2,3 2 2,7 2,9 31 3,3 3.5

2. Do takto gipravenych zkumavek dana 1 kapka nesrazlivé kroglY1
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3. Obsah zkumavky byl opatnpromichan obracenim zkumavky tak, abychom
ziskali stejnormdrné zabarvenou suspenzi erytrotykterou nechame stafip
pokojové teplat.

4. Vysledek odététe @iblizné za 2 hodiny. Pro posuzovani je rozhodujici vzhled
roztoku a jeho zabarveni ve zkumavce. Ve zkumakae nedoSlo k hemolyze,
vidime nepiihledny fizovy sediment erytrocita nad nintiry, bezbarvy roztok
NaCl. P@inajici hemolyzu poznéate podléZzového zbarveni roztoku NaCl nad
nepiihlednou @zZzovou sedlinou erytroc§it RiZzové zabarveni je #Agobeno
hemoglobinem uvoknym z hemolyzovanyckiervenych krvinek. Koncentrace
NaCl v této zkumavce udava minimalni osmotickoustenci. PakliZze je obsah
zkumavky fizovy bez sedimentu erytrodyt znamena to, Ze v roztoku
hemolyzovaly vSechny krvinky a koncentrace NaCl étot zkumavce je

hodnotou maximalni osmotické rezistence.

Obrazek ¢. 14: Zkumavky se suspenzi erytracyy hypotonickych roztocich NacCl

o O

1, 2. 3.

sediment erytrocyit+ bezbarvy roztok NacCl
2. sediment erytrocyt + riZzovy roztok NaCl (odpovida hodrominimalni osmotické
rezistence)
3. razovy roztok NaCl bez sedimentu erytracybdpovida hodnétmaximélni osmotické
rezistence)
Vysledek:
Hodnota minimalni osmotické rezistence byla 0,46%ACNa 0,34% NacCl
u maximalni osmotické rezistence. Vysledek prométie testu je v rozmezi
fyziologickych hodnot. Osmoticka resisten Sika byla vypdétena 0,46 — 0,34 = 1,2%
NaCl.
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2.2 Chovani erytrocyti v roztocich
Materidl:

podlozni a kryci skéka
0,8 -5 % roztoky NacCl

destilovana voda

zkumavky, kadinky

Postup prace:

Prace <erstvou krvi, ktera byla nabrana do fialovych zkueta obsahuijici

protisrazlivou latku EDTA.

Tabulka¢. 5: Fiprava jednotlivych roztak

sklerena pipeta a automaticka pipeta

Badatelsky mikroskop Nikon Eclipse 80i

Kadinky Navazka NaCl + dopkmi do 50 ml
0,8 % roztok NacCl 0,49

0,9 % roztok NaCl- isotonicky roztok 0,459

1,0 % roztok NacCl 0,59

1,1 % roztok NacCl 0.55¢g

1,2% roztok NacCl 0,69

5% roztok NaCl - hypertonicky roztok 2,59

Destilovana voda — hypotonicky roztok 50 ml

1.

Byly ptipraveny jednotlivé roztoky podle tabulky. 5. Reprezentantem

hypotonického progedi bude destilovana voda a hypertonického 5% NacCl.

1 ml daného roztoku byl smichan s 200ul krve. Tqkfjoravime 7 zkumavek.

Preparaty ppraveny na podloznim skKu. Zvolena reverzibilni forma

pipetovani, ktera je ipsrejSi. Davkujeme 10ul krve, kterou smichame
s kapkou jednotlivych roztak prikryjeme skltkem a studujeme pod
mikroskopem.

Pro pozorovaniifpravenych preparatoyl vyuzit badatelsky mikroskop Nikon
80i. fazovéhontrastu i

400 nasobném 2t8eni v mist, kde nejsou erytrocytyifis blizko u sebe, jsou

VesSkeré objekty pozorovany metodou

rozptyleny. Procwiovany techniky mikroskopovani s cilemifaeni kvalitniho
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snimku. Pokud se do preparatu dostalo vice bublibgkpreparat fipraven

Znovu.

Hodnoceni vybranych snimki:

Snimky 1 — 4: Erytrocyty byly vystaveny {sobeni roztoku NaCl vrozmezi
koncentraci

0,8 az 1,2%. Biky si zachovavaji sy bikonkavni, diskoidni tvar s centralnim
projasgnim. Takto vypada pohled na krvinky zdravého jedin@a normalnich

okolnosti by ngly bunky vypadat jako na obrazku 4.

Snimky 4 — 5:Rozdil mezi ¢mito snimky srovnava tvarovou Znu stejného vzorku

krve po 5. hodinach od &atku mikroskopovani.

Snimky 6 — 7:Na €chto dvou snimcich jsatervené krvinky vystavené uz takovému
koncentrgnimu gradientu NaCl, Ze dochazi keeotvaru krvinek. Na snimké. 6 se
snimek

¢. 7 se peswdcime, Ze membrana je jiz Z2mna (hwzdickovani). Jetzné zprohybéna.
Snimky 8 — 9:Zachycuji erytrocyty 5. hodin po &tku prace s krvi. Po obvoduitiy

se vytvdeji cetné vylgzky. Za zminku stoji fakt, Ze na snimku 9 by nemdlo dochazet

ke svragovani buk, ale po gti hodinach ztraci membrana erytrocglvou odolnost.

Snimek 10Na snimku vidime odchylky jednotlivych t¥aerytrocyfi- poikilocyty. Na
snimku patrné stiny byvalych erytrogyt

Snimek 11Erytrocyt v hypotonickém roztoku nasava vodu z okalétSujici objem
napind membranu,cbem tohoto &e dochazi k jejimu naruSeni a prasknutiniBu
syté, tmavsi, nenachazime profasnuprosted tetiku. Takovym btikam setika

sférocyty.

Snimek 12:Krvinky po dvou minutovémiépani na vortexu vykazuji také poskozeni

integrity membran.
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Snimeke. 1: erytrocyty v 0,8 % roztoku NaCl @$eni 40x10, Ph2)
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Snimeke. 3: erytrocyty v 1,1 % roztoku NaCl @$eni 40x10, Ph2)

Snimeke. 4: erytrocyty v 1,2 % roztoku NaCl @$eni 40x10, Ph2)
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Snimeke. 5: erytrocyty v 1,2 % roztoku NaCl po 5.hod§Beni 40x10, PhH2

Snimeke. 6: erytrocyty v 5 % roztoku NaCl (&&eni 40x10, PH2
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Snimeke. 7: erytrocyty v 5 % roztoku NaCl (&&eni 40x10, PH2

Snimeke. 8: ery v hypertonickém roztoku po 5.hod{Beni40x10, Ph2)

37



Snimek ¢. 9: ery ve fyziologickém roztoku po 5 hod é&S8eni 40x10, Ph2).
Snimek zachycujeipchod do isotonického prostli.

Snimeké. 10: erytrocyty vystavené krystah NaCl (zé¥tSeni 40x10, Ph2)

38



Snimeke. 11: erytrocyty v hypotonickém roztoku &seni 40x10,Ph2)
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ZAVER

Cilem bakal#ské prace bylo vypracovat literarni reSersi shaiyjroblematiku
vybranych pokreilych mikroskopickych technik v hematologii s vytign badatelského
mikroskopu Nikon Eclipse 80i a jehaigluSenstvi. Mikroskop v 21. stoleti uz neni
chapan jako fistroj, ktery slouzi jen k zobrazeni okem nevidijeh pgedntta.
Mikroskopicka technika proSla pozoruhodnym histoyim vyvojem a v dnesni deéb
zaznamenava filom v jednotlivych od¥tvich wdy a techniky. Hlavnim zagrem bylo
vyzvednout jejich pednosti, objasnit jednotlivé principy a vyuziti koétnich metod.
Pozornost byla za#hena na studium funkce a vlastnosti erytracykteré sehravaji
Zivotre dilezitou roli v lidském organismu a jejich 2Zny, které mohou vést k rozvoji
vaznych onemocmi. Prace objasije problematiku vySégni hematurie v mmvém
sedimentu za pomoci fazového kontrastu. Jeho vyzraitrhuje v analytickéasti, kde
byla tato metoda vyuZitatippozorovani a vyhodnocovani téatervenych krvinek
vlastre zhotovenych prepariét Testy osmotické rezistence a testy sledujici &hov
erytrocyti v roztocich slouzily k potvrzeni obecznamych zakonitosti tykajicich se

ery.
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