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ANOTACE

Bakalarska prace se zabyva fyziologii, odbérem, transportem a naslednym vysetfenim
likvoru. Zaméfuje se hlavné na zakladni vySetfeni, kvalitativni i kvantitativni. Popisuje
vySetfeni fyzikalni, chemické, cytologické a mikrobiologické. Vysvétluje principy
stanoveni a naslednou interpretaci jednotlivych vysledka.

KLICOVA SLOVA

Mozkomisni mok, vySetfeni likvoru, lumbalni punkce, fyzikalni vySetfeni, chemické

vySetieni, cytologie, mikrobiologie

TITLE
Cerebrospinal fluid analysis
ANNOTATION

The bachelor thesis deals with cerebrospinal fluid physiology, lumbal puncture,
transportation and analysis. It aims primarily on basic analysis, qualitative and
quantitative. It describes physical analysis, chemical analysis, cytology and

mikrobiology. It explains principles of analysis and subsequent intepretation of results.
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Uvod
MozkomiSni mok neboli likvor je Cira tekutina, ktera se vytvafi jako ultrafiltrat z
plazmy. Je tvofena hlavné v plexus choroidei a distribuovana v komorovém systému,

bazalnich cisternach a subarachnoidalnim prostoru. [1]

Jedna se o velmi uziteny material pro vyzkum biomarkert, ucely diagnostiky,

prognozy, monitorovani a identifikaci hlavnich pficin neurologickych onemocnéni. [2]

Je neocenitelny jako diagnosticka pomucka pfi hodnoceni zanétlivych stavd,
infek&nich nebo neinfekénich onemocnéni, neurodegenerativnich onemocnéni a pfi

leptomeningialnich metastazach. [3]

Zmény ve slozkach mozkomisniho moku mohou byt v riznych patologickych
procesech podobné a mohou zpusobovat potiZe s interpretaci. Kombinace souboru
vySetfeni oznaCovanych jako rutinni parametry zvySuje diagnostickou citlivost a

specifitu. [3]

Analyza se nejCastéji sklada z posouzeni fyzikalnich vlastnosti, biochemické

analyzy, cytologie, mikrobiologického vyhodnoceni a stanoveni biomarkeru. [1]
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1 MozkomisSni mok
Mozkomisni mok je Cira az naZloutla alkalicka tekutina. V porovnani s krevni
plazmou obsahuje vysSi koncentrace chloridl, sodiku a hofciku. Naopak v nizSich

koncentracich jsou vapnik, proteiny a lipidy. [4]

VétSina mozkomiSniho moku se nachazi mezi dvéma mékkymi mozkomiSnimi
plenami — arachnoidea a pia mater vtzv. spatium subarachnoideum tedy
subarachnoidalnim prostoru. Zbyla c¢ast (zhruba jedna Cd&tvrtina) je v dutinach

centralniho nervového systému (CNS). [5]

1.1 Vznik

MozkomiSni mok je z vétSi Casti tvofen v plexus choroidei a to aktivni sekreci
epitelialnimi burikami. Dale vznika ultracentrifugaci krevni plazmy, kde dochazi
k pfechodu Na*, Cl- a HCOz3" z krve do mozkovych komor. Tim je vytvafen osmoticky
gradient a spole¢né s ionty dochazi k sekreci H20. Tento jednosmérny transport iontl
je dosazen diky polarité epitelu, jelikoz ionty transportujici proteiny v bazalni ¢asti jsou

jiné nez ty, které jsou na apikalni strané membrany komor. [6]

MozkomiSniho moku je béhem 24 h vytvofeno zhruba 500 ml a z toho sekrece
v plexus choroidea tvofi asi 50-70 %. Celkovy objem mozkomisniho moku zalezi na
stafi, velikosti anatomickych struktur v€etné Sife spinalniho kanalu a velikosti
spinalniho duralniho vaku. Pfi celkovém objemu cca 150 ml se mozkomisni mok za
24 h obmeéni pfiblizné tfikrat. [7]

1.2 Cirkulace

Jak je znazornéno na obrazku 1, cirkulace mozkomisniho moku zacina
v postrannich komorach, kde prochazi pfes interventrikularni foramina Monroi do lIl.
komory. Odtud Sylviovym mokovodem do IV. komory. Dale pfes foramen Mangendie
a apertures laterales Luschkae se dostava do cerebelomedularni cisterny. Odtud
cirkuluje intrakranialné pfi bazi mozku a do subarachnoidealniho prostoru a paterni

michy. [7]
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Obrazek 1 Cirkulace mozkomisniho moku [8]

1.3 Resorpce

MozkomiSni mok je resorbovan vybézky arachnoidey do vendznich sinusu. Tyto
vybézky umozniuji pfechod mozkomiSniho moku do sinusu, ale zaroven zabrariuji
prechodu krve do subarachnoidalnich prostort. VétSina se vstiebava do sinus sagitalis

superior. [9]

1.4 Funkce

Vigwvivys

totiz jako tlumi€ narazd mozku proti lebce. Dale snizuje vahu mozku z 1 500 g na méné
nez 50 g, ¢imz se snizuje i sila pUsobici na parenchym a mozkové cévy béhem

poskozeni. [10]

Dale se podili na udrzeni homeostazy. Reguluje rovnovahu elektrolyta a cirkulaci
aktivnich molekul. Transportuje produkty sekrece pluxus choroideus na mista jejich

pusobeni. [6]
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MozkomiSni mok také napomaha pfi odstrafiovani odpadnich produktd
metabolismu mozku napf. produkty peroxidace, glykosylované proteiny, pfebytecné
neurotransmitery, pozlstatky z vystelky komor, bakterie, viry a jinak zbyte¢né
molekuly. Nahromadéni takovychto molekul naruSuje neuronalni fungovani mozku.
[10]
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2 Intrakranialni bariéry

2.1 Hematoencefalicka bariéra

Je to semipermeabilni bariéra, ktera je tvofena nefenestrovanymi kapilarami, na
které pfilehaji z krevni strany endotelialni bunky. Obvod lumen kapilary je obklopen
jednou endotelialni bunkou. Maji mezi sebou tésna spojeni (tight junction). Endotelialni
buriky v CNS maji unikatni vlastnosti, které jim umozniuji regulaci pohybu iontl a

molekul mezi krvi a mozkem. [11]

Na abluminarni membranu endotelové buriky nasedaji nepravidelné pericyty. Jsou
to dlouhé bunky podél abluminalni membrany endotelu, které mizou preklenout az
nékolik endotelialnich bunék. Obsahuji kontraktilni proteiny, diky ¢emuz maji
schopnost korigovat prumér kapilary. Také se ukazalo, Ze jsou tyto buriky dulezité pro

regulaci tvorby hematoencefalické bariéry b&éhem vyvoje a pro udrzeni jeji funkce. [11]

2.2 Hematolikvorova bariéra

Hematolikvorova bariéra je tvofena burikami plexus choroideus a arachnoideou.
Mezi epitelidlnimi burfikami jsou tésna spojeni, ktera omezuji pohyb molekul
z fenestrovanych krevnich cév do mozkomidniho moku. Diky této funkci se do jisté

miry podili na vzniku mozkomisniho moku. [12]

2.3 Likvoroencefalicka bariéra
Jeji existence se predpoklada na zakladé existence uzkych extracelularnich
prostord mezi jednotlivymi bufikami v CNS a jejich vybézky. Jeji definice ma vyznam

spiSe z hlediska kinetiky pfesunu latek nez z morfologického hlediska. [13]
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3 Vysetreni likvoru

3.1 Preanalyticka ¢ast vysSetreni

Preanalyticka faze ma velky vliv na kone¢né vysledky danych vySetfeni. Spadaji
sem neovlivnitelné faktory ze strany pacienta jako vék a pohlavi. Dale je nutné, aby
pacient dodrzel pokyny |lékafe a pfed odbérem nepil kavu nebo alkohol a nekoufil,
protoZze tyto faktory mohou ovlivnit slozeni mozkomisniho moku. Ze strany
zdravotnického personalu je potfeba dodrzet pravidla spravného odbéru materialu,

transportu, zpracovani a nasledného uchovani materialu. [14, 15]

3.1.1 Indikace k odbéru

Nutnost pouziti mozkomisniho moku k indikaci onemocnéni se snizila s pfichodem
zobrazovacich metod jako je magneticka rezonance nebo pocitacova tomografie (CT).
Stale jsou vSak onemocnéni, ktera se bez vySetfeni mozkomisniho moku neobejdou.
Patfi sem hlavné infekce CNS a subarachnoidalni krvaceni. Dale své uplatnéni najde

u neurodegenerativnich onemocnéni a nadorovych infiltraci. [16]

Odbér mozkomisniho moku se naopak nedoporucuje u pacient s trombopenii Ci
jinymi krvacivymi stavy, s antikoagulacni léCbou, pfi podezfeni na spinalni epiduralni

absces a pokud je u pacienta pravdépodobnost zvySeného intrakranialniho tlaku. [15]

3.1.2 Odbér mozkomisniho moku

MozkomiSni mok se ziskava pomoci lumbalni punkce. Pacient mize pfi odbéru
sedét, kdy je potfeba, aby se sklonil, jak nejvic mize. DalSi mozna pozice je vleze.
Pacient lezi na boku a pfitazenim kolen k hrudi dojde k potfebnému ohnuti zad.
Ramena by mél mit ve stejné urovni jako kolena. V obou pozicich dojde pfi ohnuti zad

k zvétSeni prostoru mezi obratlovymi vybézky. [17]

Kdyz je pacient ve spravné pozici, lékar lokalizuje misto vpichu pohmatem. Jehla
muze byt bezpecné zasunuta do subarachnoidalniho prostoru v prostoru L3-4, L4-5
nebo L5-S1, protoZe je to v dostateCné vzdalenosti od spodniho konce michy. Kdyz
je dosazeno subarachnoidalniho prostoru, prestane byt citit odpor. Pokud byla jehla
zavedena spravné, zacne mozkomisni mok po odebrani mandrénu odkapavat do

zkumavky. [18]
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Mnozstvi odebraného mozkomisniho moku by mélo byt kolem 12 ml. Odebrané
mnozstvi ovliviiuje kone€né koncentrace vysetfovanych analytl, zejména proteinu.
Pokud je odebrano malé mnozstvi, odpovida slozeni mozkomisnimu moku z oblasti
duralniho vaku. Zatimco vetSi mnozstvi reflektuje slozeni mozkomisniho moku

cirkulujiciho v komorach. [14]

Mozkomidni mok se odebira do sterilnich zkumavek z polypropylenu, a to hlavné
kvuli amyloidu—B1-42, ktery je velmi nachylny k agregaci a jehoz jiz nizka koncentrace
slouzi k diagnostice Alzheimerovy choroby. Bylo prokazano, Ze koncentrace
amyloidu—B1-42 byla ve sklenénych zkumavkach chybné nizsi. Pokud byl mozkomisni
mok odebran cilené k prukazu Alzheimerovy choroby, pfidava se do vzorku jesté
polysorbat 20. [15]

Spole¢né s mozkomiSnim mokem se odebira i krev, protoze koncentrace analytl
v krvi ovlivhuje jejich koncentraci v mozkomisnim moku. Jako antikoagulacni Cinidlo
se pouziva EDTA. [19]

3.1.3 Komplikace po odbéru

Mezi nejCastéjSi komplikace po odbéru mozkomisniho moku patfi bolest hlavy.
Kromé bolesti hlavy se mize také objevit bolest zad nebo nevolnost. Méné Casté je
krvaceni nebo vznik otoku v misté vpichu. Dale muze po odbéru dojit ke vzniku infekce

z dlivodu Spatné provedeného aseptického odbéru. [14]

3.1.4 Transport, zpracovani a uchovani materialu

Mozkomidni mok je tfeba transportovat hned po odbéru. Rutinni vySetfeni se
idealné provedou do 30—60 minut od odbéru pfi laboratorni teploté. Nejdéle vSak do
dvou hodin. Pro specialni testy se mozkomi$ni mok muze uchovavat az mésic pfi
—20 °C. Pokud je potifeba vzorky uchovavat déle nez mésic, musi byt uchovavany pfi

teploté —80 °C. [20]

Casto dochazi ke kontaminaci vzorku krvi. Pro analyty, které maji v krvi vysokou
koncentraci, jako napfiklad koagulacni proteiny, mlize vést vySetfeni tohoto vzorku
k faleSné pozitivité. Krev mize byt odstranéna po centrifugaci vzorku. Centrifugace
mozkomiSniho moku se doporucuje pfi 2000g/10min. Vzorky obsahujici vice jak

500 erytrocytd/pl by nemély byt pouzity k vySetfeni. [19]
18



3.2 Fyzikalni vysetreni

3.2.1 Tlak
Nejjednodussim zplsobem, jak méfit tlak je pfi lumbalni punkci, ktera je provadéna
vleze. Jakmile zaCne mozkomisSni mok odkapavat, pfipoji se manometr, pomoci

kterého se tlak zméfi. [21]

Normalni tlak je mezi 60 az 200 mm vodniho sloupce. U obéznich lidi muze

dosahnout az 250 mm bez zjevnych komplikaci. [21]

ZvySeni tlaku maze byt zpusobeno mnoha faktory napf. zvySenim objemu at’ uz
samotného mozku pfi jeho otoku, nadorovym onemocnénim nebo vznikem krevni
srazeniny. DalSi pfi¢inou muze byt zvySena produkce nebo naopak snizena resorpce
mozkomiSniho moku a vznik hydrocefalu. [22] Pokud dojde k poruSe rovnovahy mezi
sekreci a resorpci, zacne se mozkomisni mok hromadit v subarachnoideovém
prostoru. Dojde k rozsifeni tohoto prostoru a spolu s tim i ke zvySeni tlaku, ktery pusobi
na mozek. Nasledné dochazi k poskozeni mozku. Pokud hydrocefalus vznikne
v ristovém obdobi, kdy jesté nejsou uzaviené lebecCni Svy, zpusobi nadmérné

hromadéni zvétSeni a rozSifeni lebky. [4]

3.2.2 Viskozita

Viskozita mozkomi$niho moku je pfi 37 °C 2,8:10° mm?/s, coz je viskozita podobna
vodé. [23] Je pozorovana pfi odbéru, kdy mozkomisni mok odkapava do zkumavky.
Jeji zvySeni muze byt ukazatelem mucinézniho adenokarcinomu nebo kryptokokové

meningitidy. [24]

3.2.3 Barva

MozkomiSni mok je za normalnich podminek d&ira, bezbarva tekutina. Vzorek
v prUsvitné zkumavce se porovnava se zkumavkou, ktera obsahuje stejné mnozstvi
Cisté vody. Je doporuceno provadét porovnani proti bilému pozadi za denniho svétla.

Jakakoliv odchylka ukazuje na patologicky nalez. [24]

Zakaleni vzorku je zpUsobeno vétSim mnozstvi bunék. Zakal je mozno pozorovat

okem pfi poc¢tu 400 bunék/mm® a vice. Pokud je koncentrace bunék okolo
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50 bunék/mm?3 muzeme proti svétlu pozorovat opalescenci. Dalsim divodem zakaleni

muze byt pfitomnost bakterii nebo epiduralniho tuku. [24]

Jako xantochromni se vzorek oznacuje, pokud je zbarveny do Zluta. PFiinou
takového zabarveni je pfitomnost bilirubinu, ktery vznika rozpadem cervenych krvinek.
Pfi¢inou xantochromie muze byt akutni mozkova hemoragie, mozkové nadory, infekce

nebo tézka systémova Zloutenka. [25]

PFfitomnost oxyhemoglobinu se projevi €ervenym, rdZzovym nebo oranZovym
zbarvenim. Hnéda barva mozkomiSniho moku ukazuje na pfFitomnost

methemoglobinu. [24]

Vzacné muize mit mozkomidni mok zelenou barvu. Pfi€inou je Pseudomonas
aeruginosa. Tato bakterie produkuje modro-zeleny pigment pyocianin, jehoz

pfitomnost se projevi na barvé odebraného vzorku. [26]

3.2.3.1 Subarachnoidealni krvaceni
Subarachnoidealni krvaceni (SAK) je spole¢né s traumatickym odbérem

mozkomisniho moku nejcastéjsi pfi€ina pfitomnosti krve ve vzorku. [24]

Krvaceni je nejCastéji zplisobeno rupturou aneurysmatu. Dale muze byt pficinou
arteriovenézni malformace, vaskulitida, traumatické nebo idiopatické stavy. NejCastéji
pacient trpi akutni bolesti hlavy, ktera s Casem nabira na intenzité. U vaznéjSich

pfipadl maze pacient upadnout do bezvédomi. [1]

V dnedni dobé se pro diagnostiku SAK vyuziva CT. To je vS8ak povazovano za
vysoce citlivé az pét dni po SAK a i pfi klinickych pfiznacich maze byt CT vySetfeni
negativni. Pokud je tedy vysoké podezieni na SAK a CT je negativni, odebira se
mozkomi$ni mok. PFfitomnost vice nez 1 000 erytrocytd/mm? ve vzorku se povaZzuje za

pozitivni nalez. [1]

Pfi traumatické lumbalni punkci, tedy kdyz pfi odbéru dojde k poranéni epiduralni
zZilni pletené, je vSak vyskyt erytrocytu také vySsi a vede k faleSné pozitivité. [1]
K odliSeni traumatické lumbalni punkce a SAK se mozkomiSni mok odebira do tfi

zkumavek. Pokud je vyskyt erytrocytu v prvni zkumavce znaéné vySsi nez v posledni

odebrané zkumavce, jedna se o traumatickou lumbalni punkci. DalSi metodou je
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odstfedéni mozkomidniho moku a nasledné zjisténi, zdali je vzorek xantochromni.
Xantochromii je mozno pozorovat jiz po 12 hodinach, kvuli lyze erytrocytd a uvolfiovani

oxyhemoglobinu, methemoglobinu a bilirubinu. [1]

Pro diagnostiku opakovaného SAK se vSak vzhled mozkomisniho moku pouzit

neda, protoze pigmenty jsou ve vzorku pfitomny az tfi tydny po prvnim SAK. [1]

3.3 Kvalitativni vySetreni

3.3.1 Pandyho zkouska

Tento test slouzi ke stanoveni zvySené hladiny proteint (hlavné globulint). K 1 ml
roztoku fenolu, pyrogallové kyseliny nebo kresolu se pfida jedna kapka mozkomisniho
moku. Reakce je pozitivni, pokud doslo ke vzniku zakalu, popfipadé az mlécné

srazeniny podle stupné obsahu proteinu. [27]

3.3.2 Zlatosolova zkouska

Jedna se o koloidni reakci k ur€eni patologické zmény bilkovin. Hodnoti se zména
koloidniho stavu a barvy u koloidniho zlata po pfidani mozkomisniho moku. Tato
metoda se dnes jiz nepouziva. Vyuziva se misto ni napfiklad elektroforéza bilkovin.
[28]

3.3.3 Benediktova zkouska

Jedna se o test pritomnosti redukujicich cukrd ve vzorku. Ke vzorku mozkomisniho
moku se pfida Benediktovo Cinidlo (obsahujici siran médnaty). Hodnoti se barevna
zména, ke které dojde vlivem redukce barviva. Pokud k redukci dojde, pozorujeme
barevnou zménu z plvodni modré barvy na hnédou. Intenzita barevné zmény

odpovida koncentraci redukujicich sacharida. [29]

3.3.4 VDRL test

Jedna se o netreponemovy test kindikaci pfitomnosti Treponema pallidum
v mozkomisSnim moku, kde zpulsobuje neurosyfilis. Test je zalozen na detekci
protilatek, které produkuje napadené télo. Ke vzorku se pfidava specificky antigen.
Pokud je protilatka pfitomna, dojde k shlukovani, které je odecitano mikroskopicky.
[30]
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3.4 Chemické vysetieni

3.4.1 Glukéza
Glukoza tvofi hlavni zdroj energie pro mozek. Jeji koncentrace v mozkomiSnim
moku se nazyva glykorachie a jeji normalni hodnoty jsou 2,8—4,4 mmol/l, coz je zhruba

60 % oproti koncentraci v krvi. [31]

Vysoka koncentrace se nazyva hyperrachie, neni vSak tolik klinicky vyznamna.

Vyskytuje se spiSe spolecné s hyperglykémii. [32]

Nizka koncentrace glukdzy se nazyva hypoglykorachie. Nej¢astéjSi pfi€inou jsou

bakterialni nebo mykézni onemocnéni a méné €asto jsou to virova onemocnéni. [32]

ProtoZze koncentrace glukézy v mozkomisnim moku je zavisla na koncentraci
glukozy v krvi, vytvafi se z téchto dvou hodnot pomér, ktery je napomocen pfi uréeni
diagndzy. Rovnovazného stavu mezi koncentracemi je dosazeno 4 az 6 hodin po jidle,
a proto by se méla lumbalni punkce u pacienta provadét na laéno. Pomér se normalné

pohybuje v rozmezi od 0,5 do 0,8. [33]

U meningitidy naznacuje nizka hladina glukézy v mozkomisnim moku a nizky pomér

glykorachie/glykémie spiSe na bakterialni nez virové onemocnéni. [33]

DalSi pfi¢inou snizené koncentrace je syndrom GLUT-1 deficience. Glukdza se pres
hematoencefalickou bariéru dostava pomoci transportniho proteinu GLUT1. Pfi mutaci
genu SLC2A1 tento protein nefunguje. Typicky klinicky nalez je tedy hypoglykorachie

s glykémii v normé a pomér glykorachie/glykémie je nizSi nez 0,4. [34]

Pro stanoveni koncentrace glukézy v mozkomisnim moku se pouziva hexokinazova

metoda nebo glukézooxidazova metoda. [35, 36]

Hexokinazova metoda se sklada se ze dvou sprazenych enzymovych reakci (viz
reakéni schéma 1). V prvni reakci dochazi k pfeméné glukézy na glukéza-6-fosfat za
pritomnosti enzymu hexokinazy. Ve druhé reakci je preménén glukdza-6-fosfat za
pritomnosti glukéza-6-fosfatdehydrogenazy (G6PD) na 6-fosfoglukonat. Pfi druhé
reakci je NADP* pfeménéno na NADPH + H*. Touto pfeménou dochazi k narustu
absorbance pfi 340 nm. MnoZstvi vzniklého NADPH + H* je pfimo umérné koncentraci
glukozy. [35, 36]
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hexokindza

glukéza + ATP —— glukéza — 6 — fosfat + ADP

G6PD
glukéza — 6 — fosfat + NADPt* —— 6 — fosfoglukonat + NADPH + H*

Reakéni schéma 1 Princip hexokinazové metody [35]

Glukézooxidazova metoda je specificka pro B-D-glukozu a také se sklada ze dvou
reakci (viz reakéni schéma 2). V prvni reakci dochazi k oxidaci B-D-glukézy na
kyselinu glukonovou a peroxid vodiku za katalyzy glukézooxidazy. Ve druhé reakci je
pfidan chromogen a peroxidaza. Vznikne barevny produkt, ktery se méfi fotometricky.
[35, 36]

glukozooxidaza

p —D — glukéza + O, ——— kys. glukonova + H,0,

; peroxidiza ) i
H,0, + redukovany chromogen ——  oxidovany chromogen + H,0

Reakéni schéma 2 Princip oxidazové metody [35]

3.4.2 Laktat
Koncentrace laktatu v mozkomisnim moku je 1,3-2,4 mmol/l a neni zavisla na

koncentraci v séru. [37]

Mnohonasobné zvySena koncentrace se nachazi u bakterialni meningitidy a
pomaha tak k jejimu rozliSeni od ostatnich meningitid, kdy je koncentrace laktatu
zvySena pouze mirné. U bakterialni meningitidy totiz pravdépodobné dochazi
k anaerobni glykolyze v dusledku snizeného pritoku krve mozkem a absorpce kysliku.
Proto mohou byt hodnoty laktatu i vice nez 6 mmol/l. Sledovani koncentrace laktatu
v pribéhu IéEby onemocnéni nam poskytuje informace o uspésnosti [éCby. [37, 38]

Dale je zvySena hodnota laktatu u neurodegenerativnich onemocnéni nebo u

mitochondrialnich dysfunkci. [39]

Koncentrace laktatu v mozkomiSnim moku se stanovuje pomoci enzymaticke
reakce, kde dochazi k pfeméné laktatu na pyruvat a NAD* na NADH + H* za
pritomnosti enzymu laktatdehydrogenazy (viz reakéni schéma 3). Je méfen narust

absorbance pfi 340 nm, ktery odpovida koncentraci laktatu. [31]
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, laktatdehydrogenaza ,
laktat + NAD™ > pyruvat + NADH + H

Reakéni schéma 3 Princip enzymatického stanoveni laktatu [31]

3.4.3 Celkova bilkovina

Koncentrace celkové bilkoviny v mozkomisnim moku je 0,45 g/l a klinicky vyznamné
je hlavné jeji zvyseni. Hematolikvorova bariéra se sklada z rliznych struktur, které jsou
dulezité pro difuzi a filtraci makromolekul z krve do mozkomidniho moku. Jeji integrita
a objemovy tok mozkomi$niho moku urCuje obsah proteinu v mozkomisnim moku.
Proto se celkova koncentrace bilkovin pouziva v krajnich pfipadech pro hruby odhad
funkce hematolikvorové bariéry u nékterych onemocnéni jako je tfeba hnisava
meningitida, stendza spinalniho kanalu nebo polyneuroradikulitida. Na zvySené
koncentraci bilkovin se vSak podili vice faktoru, které nemusi pfimo souviset
s onemocnénim. Patfi sem koncentrace bilkovin v krvi, misto vpichu a objem
odebraného vzorku nebo intratekalné produkované proteiny. Proto je kromé celkové
bilkoviny nutno provést dalSi vySetfeni napfiklad albuminu a vypocet albuminového

kvocientu nebo stanoveni imunoglobulinu. [3, 40]

U novorozencu jsou koncentrace proteinu vysoké, ale postupné se snizuji bé€hem
prvniho roku Zivota a v détstvi jsou udrZzovany na nizké urovni. U dospélych se

koncentrace s vékem opét zvySuje. [3]

3.4.3.1 Vazba barviva

Jedna z metod stanoveni proteinu v likvoru je stanoveni pomoci navazani barviva.
Jako barvivo je nejpouzivanégjsi pyrogalolova Cerven. Dojde k navazani barviva na
bilkovinu a vzniku barevného komplexu, jehoZ absorbance je pfimo uUmérna

koncentraci bilkovin. Fotometrické méfeni se provadi pfi 600 nm. [17]

3.4.3.2 Turbidimetrické stanoveni

Turbidimetrické stanoveni proteinu vyuziva Cinidla, ktera bilkoviny vysrazi a vznikly
zakal je méfen turbidimetricky. Jako srazeci CcCinidlo se nejCastéji pouziva
benzethoniumchlorid déle je mozno pouzZit Kkyselinu trichloroctovou nebo

sulfosalicylovou. [17]
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3.4.3.3 Lowryho metoda

Lowryho metoda stanoveni bilkovin je zaloZena na reakci biuretu s dalSimi kroky a
reagenciemi na zvySeni citlivosti. Jako Cinidlo se pouziva kyselina
fosfomolybdenova/fosfowolframova také znama jako Folin-Ciocalteuovo cCinidlo. Toto
¢inidlo reaguje s médnatymi ionty a postrannimi fetézci tyrosinu, tryptofanu a cysteinu
za vzniku modrozelené barvy, ktera muze byt detekovana mezi 650 nm a 750 nm.
Nevyhodou této metody je, Ze mezi interferen¢ni faktory patfi bézné latky jako K*,
Mg?*, NHa*, EDTA, Tris-HCI, uhlohydraty a redukéni Cinidla. Dal$i nevyhodou je, Ze
Cinidlo je reaktivni pouze kratkou dobu po pfidani a je destruktivni pro proteiny, takze

jakmile vzorek proteinu reaguje s barvivem, nemuze byt uz pouzit. [41]

3.5 Spektrofotometrie

Absorbance mozkomidniho moku pfi ur€itych vinovych délkach svételného spektra
poskytuje informace o koncentraci riznych pigmentd, které vznikaji pfi rozkladu
erytrocytld. Maximalni absorbance se vyskytuje u kazdého produktu v rizné vinové
délce. Proto nam méreni celého spekira poskytne informace o pfitomnosti danych

pigmentd. [42]

Provadi se u pacientt s podezienim na SAK, u kterych je CT negativni. Dllezité je,
aby vzorek mozkomisniho moku byl odebran az 12 hodin po zac¢atku krvaceni, aby
doslo ke vzniku bilirubinu. Také by se mélo jednat o posledni odebrany vzorek, aby se
snizila moznost interference oxyhemoglobinem. Vzorek se musi uchovavat mimo
svétlo, aby nedoslo k degradaci bilirubinu. Vzorek je tfeba hned po pfijeti centrifugovat

a vysetfit. [43]

Méfeni se provadi v rozmezi 350 az 600 nm, coz na grafu predstavuje osa x. Na
ose y je absorbance, a to od 0 do 0,1. Hodnoti se dvé hodnoty: NBA (absorbance
v oblasti piku bilirubinu ) a NOA (absorbance v oblasti piku oxyhemoglobinu ). NBA se
nachazi v rozmezi 490 az 530 nm a pik v tomto rozmezi nam svédCi o pfitomnosti
bilirubinu. NOA se nachazi u 413-415nm, coZz je absorpcni maximum

oxyhemoglobinu a pik v této ¢asti grafu znaci jeho pfitomnost (obr. 2). [43]
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Obréazek 2 Vyhodnoceni NOA a NBA [45]

Za normalnich podminek mozkomiSni mok neobsahuje zadna barviva. Pfi
fyziologickém nalezu se tedy na grafu nenachazi zadny pik, ktery by indikoval jejich
pfitomnost (obr. 3). Vtom pfipadé Ize vyloudit jakékoliv krvaceni v pribéhu
predchozich 12 hodin. [42]

A
a8

K « A0 o 500 0 &0

Obrazek 3 Spektrofotometricka krivka likvoru bez pritomnosti barviv [44]

Pfitomnost oxyhemoglobinu, kterou nam indikuje pik pfi 415 nm (obr. 4), znamena
krvaceni, které jesté neni starsi 12 hodin, a tedy jesté nedoSlo ke konverzi na bilirubin.
[43]
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Obrazek 4 Spektrofotometricka kfivka oxyhemoglobinu [44]

Pfritomnost oxyhemoglobinu i bilirubinu znaci krvaceni starsi 12 hodin a ukazuje na
SAK (obr. 5). [43]

~
» o oo ) L

Obrazek 5 Spektrofotometricka kfivka oxyhemoglobinu a bilirubinu [44]

Analyza pomoci spektrofotometrie je povazovana za citlivy a spolehlivy test pro
prokazani xantochromie. Poskytuje objektivni a kvantitativni vysledek, ¢imz zabranuje
subjektivité pfi hodnoceni zabarveni okem. [42]
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3.6 Detekce protilatek

3.6.1 Imunoturbidimetrické stanoveni

U této metody se vyuziva tvorby komplexda antigen-protilatka v roztoku a s tim
spojeny vznik zakalu. Méreni se provadi v zoné prebytku, kde je koncentrace protilatky
udrzovana konstantni a mnozstvi vytvofeného komplexu antigen—protilatka zavisi

pfimo na koncentraci antigenu ve smési. [44]

U mozkomiSniho moku se pouziva predevSim ke stanoveni albuminu a
imunoglobulinG, zejména imunoglobulinu G (IgG), ktery je znich diagnosticky
nejdalezitéjsi. [3]

Koncentrace albuminu neni ovlivnéna syntézou intratekalnich proteind. Jeho
koncentrace zavisi na koncentraci v krvi. Z poméru koncentrace albuminu v likvoru a
séru se vypocita kvocient (Qan), ktery se v souCasné dobé pouziva k hodnoceni
propustnosti hematoencefalické bariéry. Dale koncentrace albuminu zavisi na véku.

v v

vypoctu normalni hodnoty albuminu musi pfihlédnout k véku (vzorec 1). [3, 45]

4 + vék) 10-3
15
Vzorec 1 Vypocet normalni koncentrace albuminu v likvoru [45]

Albumin = (

Kvocient likvor/sérum IgG (Qigs) odrazi jak rychlost propustnosti IgG do

mozkomisniho moku z krve, tak intratekalni syntézu I1gG. [45]

Z poméru Quge/Qalb se vypocita IgG index. Jeho zvySeni nad hodnotu 0,7 naznacduje
existenci intratekalni syntézy IgG. Tento vypocet se neda pouzit, jestlize hodnoty Qan
jsou vy8Si nez 20. Znamena to, Ze je poSkozena hematolikvorova bariéra a dochazelo

by k fale$né pozitivnim vysledkim. [45, 46]

Dale se kvyhodnoceni propustnosti hematoencefalické bariéry a intratekalni
syntézy pouziva Reiberiv diagram. K hodnoceni je tfeba stanovit koncentraci
albuminu a imunoglobulinu v séru a mozkomidnim moku. Poté se vypocita kvocient

likvor/sérum a vysledky jsou zaneseny do diagramu (obr. 6). [47]
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Obrazek 6 Rieberuv diagram pro QlgG/Qalb [48]

Vysledky mizeme zaradit do péti zon. V prvni jsou hodnoty odpovidajici normalni
funkci bariéry. Pokud se hodnoty vyskytuji ve druhé &asti grafu, je funkce bariéry
narusena. Vysledky nad QLim vypovidaji o zvySené koncentraci IgG. Pokud se nachazi
ve tfeti zoné, je jejich zvySena koncentrace zplsobena porusenou funkci bariéry. Zéna
Ctyfi svéddi o intratekalni syntéze IgG. Posledni, pata zéna, je vysledkem chybného

vySetieni. [48]

Syntéza intratekalnich imunoglobulin svéd¢i o onemocnéni CNS a je spojeno
s lokalni imunitni reakci. Pro detekci intratekalni syntézy 1gG je detekce oligoklonalnich
prouzku IgG lepSi nez index IgG a nelinearni vzorec jak z hlediska citlivosti, tak

specifiCnosti. [3]

3.6.2 Elektroforéza

Pouzitim elektroforetickych technik je mozné klasifikovat humoralni odpovéd podle
poctu produkovanych klonl protilatek (monoklonalni, oligoklonalni, polyklonaini). Toho
se vyuziva k prukazu oligoklonalnich prouzkd IgG. V dnesSni dobé se nejCastéji

pouziva izoelektricka fokusace a nasledna imunofixace. [3]
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U izoelektrické fokusace dochazi k déleni na zakladé gradientu pH podle
izoelektrického bodu. Dojde k oddéleni jednotlivych populaci IgG a ty jsou nasledné

precipitovany v gelu imunofixaci. Po fixaci se imunoprecitat obarvi. [49]

Jelikoz imunoglobuliny v plazmé mohou pfechazet skrze bariéru do mozkomisniho
moku, je dulezité provést zaroven i stanoveni IgG v krvi a vysledky mezi sebou

porovnat. [3]

PFfi porovnavani vysledki z mozkomiSni moku a séra muizeme pozorovat 5

charakteristicky riznych typu vysledku (obr. 7). [50]
1 2 3 4 5

C s cC S cC S cSsS CS
Obréazek 7 Pét vyslednych typu elektroforézy IgG [50]

Typ 1 je normalni obraz, kde nejsou identifikovany zadné prouzky. Typ 2 oznacuje
intratekalni syntézu, kde jsou vidét prouzky pouze v likvoru. Typ 3 ma shodné prouzky
se sérem, ale vyskytuji se zde prouzky specifické pro likvor. Jako typ 4 se oznacuje
obraz, kde jsou prouzky shodné jak v séru, tak v likvoru, coz prokazuje, ze IgG se
pasivné rozptylil do CNS. Typ 5 se vyskytuje vzacné, a je to v pfipadé, ze v séru i

likvoru je pas monoklonalnich 1gG. [50]

Elektroforéza proteinu v séru a likvoru slouzi k ureni diagnézy mnohocetného
myelomu, gamapatii a demyeliniza&nich onemocnéni CNS, a to hlavné roztrousené

sklerozy. [46]
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Dal$i moznosti prikazu intratekalni syntézy imunoglobulind je prukaz volnych
lehkych fetézcu (fLC). Jejich vySetfeni vykazuje mnohem vétsi citlivost a Ize je

prokazat i u vzorkl s negativnimi oligoklonalnimi prouzky. [51]

K urceni jejich syntézy se vyuziva vypocet fLC indexu, ve kterém se vypocita pomér
fLC v likvoru a séru a tento pomér se vztahuje na Qan (vzorec 2). [51]
fLClikvor/fLCsérum

Qawv
Vzorec 2 Vypocet fLC indexu [51]

fLC index =

Hodnoty vyS8Si nez 6 vypovidaji o intratekalni syntéze imunoglobulind. [52]

Nékteré studie prokazaly, Ze existuje vztah mezi benigni prognézou u roztrousené
sklerézy a chybéjici nebo nezjistitelnou humoralni imunitni odpovédi v mozkomisnim
moku. [51]

3.7 Cytologické vysetieni

Analyza bunék mozkomisniho moku je dulezita pro diagnostiku akutnich infekci,
subarachnoidealniho krvaceni a neoplastickych nemoci. Zatimco kvantifikace
krevnich bunék je automatizovana, u bunék mozkomisniho moku se stale pfevazné

pouziva hodnoceni pomoci svételného mikroskopu. [53]

Cytologické vyhodnoceni by mélo byt provedeno do dvou hodin po odbéru, nejlépe

vSak do 30 minut, kvali lyze erytrocytt a lymfocytd. [3]

Bunécnost, tedy pocCet bunék v mozkomisnim moku, se obvykle pocita ve
Fuchsové—Rosenthalové komurce, a to v objemu 3 pul. Proto se pocty bunék vztahuji

na tento objem. Dale je mozZné vysledek korigovat na 1 pl. [3]

K ziskani dostatecného poctu bunék pro cytologii se vzorek mozkomisniho moku
centrifuguje. Mezi dalSi moznosti patfi napfiklad membranova filtrace nebo vyuziti

sedimentaéni komarky. [3]

NejCastéjSim barvenim, které se pouziva pro bunécnou diferenciaci, je barveni
May—Grunwald—Giemsa. Pro detekci malignich bunék je mozné vyuzit i specialni

barveni. [3]
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Lymfocyty a monocyty v klidové fazi se v mozkomisnim moku mohou vyskytovat i
normalné, a to v poméru 7:3 s toleranci do 10 % aktivovanych lymfocytu. Dale se tam
mohou vyskytovat buriky vystelky likvorovych cest. Zadné jiné buriky se za normalnich
okolnosti ve vzorku nenachazeji. Normalni hodnoty pro bunky, které se

v mozkomisnim moku vyskytuji, jsou 10 elementt/3 pl nebo 4 elementy/1 pl. [3, 54]

3.7.1 Pleiocytéza
Pleiocytdza je zvySeny pocet elementl ve vzorku. Dale se déli podle pfevazujiciho
typu bunécnych elementu. Vyjimkou je nalez nadorovych elementd, které se znadi jako

nadorova pleiocytéza a nedéli se podle poctu prevazujicich elementu. [54]

3.7.1.1 Granularni pleiocyt6za
U této pleiocytdzy prevazuje zastoupeni granulocytd. Mnohem Castéji se jedna o

neutrofilni granulocyty. Méné Casté jsou eosinofilni granulocyty. [55]

Neutrofilni granulocyty patfi mezi elementy nespecifické imunity. Maji schopnost
fagocytdzy, a proto se Casto vyskytuji u hnisavych infekci, kde se podili na imunitni
reakci fagocytézou extracelularnich bakterii. Jejich zvySeny pocet muzeme tedy
konkrétné nalézt u bakterialnich meningitid. Mohou také pohicovat virové partikule, a
proto je jejich pocCet zvySen i v Casném stadiu virového postizeni CNS. U virovych
infekci se vyskytuji pouze na zacCatku infekce, protoze poté prechazi nespecificka

imunita v imunitu specifickou. [54, 55]

Neutrofilni granulocyty se také mohou vyskytovat v cytologickém obraze u pacient(
po subarachnoidalnim krvaceni. Hlavnim chemotaktickym faktorem a pfiinou

aktivace neutrofilt je v tomto pfipadé pfedevsim slozka komplementu C5a. [54]
Eosinofilni granulocyty se mohou vyskytovat pfi reparaci a regeneraci tkané, po
probéhlém postizeni CNS. Pokud je jejich poCet vyrazné zvySeny, ukazuje to na
probihajici parazitarni onemocnéni. [54]
Mezi vzacné klinické obrazy se zvySenym poctem eosinofilnich granulocytu patfi

tzv. eosinofilni meningitida. Nejedna se o zanétlivé onemocnéni, ale o celkovou

zavaznou alergickou reakci organismu. [55]
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3.7.1.2 Mononuklearni pleiocytéza

Do této skupiny patfi zvySeny pocet lymfocytd a monocytl. [55]

U lymfocytarni pleiocytézy pfevazuje zastoupeni lymofcytu, které jsou v aktivované
formé. Patfi sem regulacni Tu lymfocyty, cytotoxické Tc lymfocyty, B lymfocyty a
NK buriky. U chronického pribéhu zanétu pfechazi B lymfocyty v plazmatické buriky.
Pomoci svételné mikroskopie Ize diferencovat az tato pozdéjsi stadia B lymfocytl. [54,
55]

Lymfocyty se mohou vyskytovat v normalnim cytologickém obraze pfi
tzv. preventivni neuroprotekci v pfipadé systémovych zanétlivych onemocnéni.
V takovém pripadé jsou jejich fyziologické hodnoty 60—-80 % z celkového poctu bunék.
[54]

Zvyseny pocet lymfocytu se vyskytuje hlavné u serdznich zanétd, jejichz pavodci

mohou byt bud' virova agens, nebo muze jit o spirochetalni onemocnéni. [55]

Pfevaha elementd monocytarni fady se nazyva monocytarni pleiocytéza. Jejich
normalni hodnoty v mozkomisnim moku tvofi 20-40 % z celkového poctu bunék.
Monocyty se pfi aktivaci zvétSuji a jsou vice patrné vakuoly, popfipadé se pfemeénuji
v makrofagy. Monocytarné-makrofagicky systém v organizmu pini funkci imunitniho
dozoru. Elementy maiji schopnost fagocytdzy a pohlcuji rizné ¢astice endogenniho i
exogenniho systému. Pohlcené Castice po zpracovani prezentuji na svém povrchu.
Aktivuji tak slozky specifické imunity a z klinického hlediska tim umozniuji snadné;si
urCeni etiologické diagndzy. Proto je pfi hodnoceni dllezité zhodnotit nejen kvantitu
téchto bunék, ale také pfislusSné morfologické znaky a identifikaci fagocytovaného
substratu. [3, 54, 55]

Erytrofagy se vyskytuji u Cerstvych intermeningealnich krvaceni. Jejich pfitomnost

ve vzorku je jiz 12—22 hodiny po krvaceni. [3]

Siderofagy byvaji pfitomny u starSiho krvaceni. Obsahuji hemosiderin a jsou

pozorovany 1-2 dny po krvaceni a mohou pretrvavat tydny. [3]

Makrofagy obsahujici hematoidin  (krystalizovany bilirubin, degradovany

z hemoglobinu) se mohou objevit asi 2 tydny po krvaceni. [3]
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Leukofagy se déli do dvou skupin, podle druhu leukocytl, ktery je fagocytovan.
Granulocyty, a to hlavné neutrofilni, jsou fagocytovany v terminalnich fazich hnisavych
zanéth. Naopak elementy lymfocytarni fady jsou fagocytovany v terminalnich fazich

nehnisavych zanétu. [55]

Lipofagy oznacuji destrukci tkané CNS u mozkovych ischémii a degenerativnich
onemocnéni, protoZe fagocytuji nekrotickou tkan CNS. Vyznacuji se pfFitomnosti

tukovych kapének v cytoplasmé. [3]

Pfitomnost makrofagd bez detekovatelného intracelularnihno materialu je
nespecificky nalez, ktery se vyskytuje pfi hernaci diskd, maligni meninginalni infiltraci,
spinalnich nadorech, traumatu hlavy, cévni mozkové pfihodé, vaskulitidé, infekcich a

subarachnoidealnim krvaceni. [3]

3.7.2 Patologicka oligocytéza

U patologické oligocytézy nedochazi k celkovému zvySeni bunénych elementa.
Celkovy pocet elementd je v normalnich hodnotach, ale previada pouze jedna slozka
bunék. [55]

Toto vyhodnoceni je komplikované, protoze se pracuje s velmi nizkym poctem

elementl. Nékteré druhy oligocytdz plynule pfechazi v pleiocytézu. [55]

3.7.2.1 Granulocytarni oligocytéza

Ve vzorku se nachazi vysoky pocet neutrofilnich granulocytd. Netvofi pfechod ke
granulocytarni pleiocytéze. Na rozdil od granulocytarni pleiocytozy, ktera se vyskytuje
u hnisavych infekci, se totiz vyskytuje v iniciaCnich fazich nehnisavych zanétu. Dale

se muze objevit u asnych stadii mozkové ischemie. [55]

3.7.2.2 Lymfocytarni oligocyt6za

Vys§Si pfitomnost aktivovanych lymfocytarnich elementd se vyskytuje u roztrousené
skler6zy a u nékterych serdznich neuroinfekci. U chronického prubéhu infekce se
mohou vyskytovat i plazmatické buriky. Tento druh oligocytézy tvofri plynuly pfechod

k lymfocytarni pleiocytoze. [55]
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3.7.2.3 Monocytarni oligocytéza
Pro tuto oligocytézu je charakteristicky zvySeny pocet monocytl, popfipadé
makrofagu. Vyskytuje se vterminalnich fazich v8ech neuroinfekci, u

polyradikuloneuritidy Guillain—Barré a u destruktivnich procesu CNS. [55]

Pokud jsou pfitomny makrofagy je u nich tfeba identifikovat specifické substraty

fagocytdzy pro lepSi zafazeni nalezu. [55]

3.8 Mikrobiologické vysetreni

Do mikrobiologické laboratofe se dostava mozkomidni mok od pacientl
s podezifenim na meningitidu, pneumonii nebo u nevysvétlitelnych hore€natych stavu.
[56]

Identifikace plvodce onemocnéni probiha na zakladé specifické morfologie kolonii
na ruznych agarech, barvicich vlastnosti u Gramova barveni nebo detekci specifickych

antigenu. [56]

Mezi nejCastéjSi patogeny, které zpusobuji meningitidu u novorozencu, patfi
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Streptococcus agalactie a bakterie rodu
Enterobacteriaceae. U dospélych jsou to potom Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae (typ b), Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis a Listeria

monocytogenes. [57]

3.8.1 Gramovo barveni

Jedna se o empirickou metodu pro rozliseni bakterialnich druht do dvou velkych
skupin na zakladé chemickych a fyzikalnich vlastnosti jejich bunécnych stén. Gramovo
barveni, které je zakladem diagnostiky infek€nich onemocnéni, je Siroce dostupné,

levné a rychlé. [56, 58]

Mozkomisni mok by mél byt fadné odstfedén, aby se ziskal sediment pro dany
postup. Spravny natér by mél mit jednu vrstvu mikroorganisma, dostate¢né hustou pro
vizualizaci, ale zaroven tenkou, aby odhalila morfologické vlastnosti. Méla by se

pouzivat Cista sklicka. [56]

Pozitivni a negativni kmeny kontroly kvality by mély byt testovany spole¢né
s neznamymi vzorky. Kromé znamych referenénich kmenu pro Neisseria meningitidis,
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Streptococcus pneumonie a Haemophilus influenzae zahrnuji referenéni kmeny, které
Ize pouzit jeSté Staphylococcus aureus pro gram-pozitivni koky a Escherichia coli pro

gram—negativni tycky. [56]

V posledni dobé je Gramovo barveni nahrazovano molekularnimi testy. Stale ma
vSak své uplatnéni pfi v€asné diagndze. Klinicky uziteCny vysledek Gramova barveni
poskytuje informace nejenom o tvaru a barvitelnosti bunééné stény bakterii, ale
spravné provedené barveni a jeho vyhodnoceni muze poskytnout i informace
k identifikaci na zakladé ukazatell patogeneze a indikatorl infekéni patologie
specifické pro kazdy mikroorganismus. Dale také slouzi k posouzeni kvality klinického
vzorku. [59]

SloZeni bunééné stény u gram—pozitivnich a gram—negativnich bakterii je rozdilné.
Pfi barveni preparatu krystalovou violeti a naslednym mofenim pomoci jodu dojde ke

vzniku komplexu. [60]

U gram-pozitivnich bakterii nedojde k vymyti vznikléeho komplexu pomoci
organického rozpoustédla, protoze jejich bunéfna sténa obsahuje silnou vrstvu
peptidoglykanu a kyselinu teichoovou. Proto jsou gram—pozitivni bakterie v preparatu

modré az fialové. [60]

U gram-negativnich bakterii se vznikly komplex vymyva a dochazi Kk jejich
odbarveni. Pro zvyraznéni se tedy dobarvuji kontrastnimi barvivy jako je napfiklad
safranin nebo karbolfuchsin. V preparatu maji potom gram-—negativni bakterie

¢ervenou barvu. [60]

Natér se pfipravi nakapanim jedné az dvou kapek dobfe promichaného sedimentu
mozkomisniho moku na sklicko tak, aby kapka vytvofila jednu velkou mirné zakalenou
suspenzi. Pfi pfipravé natéru z izolované kultury se da na sklicko jedna az dvé kapky
destilované vody nebo fyziologického roztoku a vytvofi se mirné zakalena suspenze
bunék. Vytvofena suspenze musi byt pfed samotnym barvenim zcela sucha. Na
suspenzi se nanese 95% methanol a po uplynuti dvou minut se oplachne destilovanou
vodou. Misto methanolu se k fixaci mGze pouzit i protazeni sklicka nad plamenem.

Sklicko se vSak nesmi pfili§ zahfat, protoZe by doslo k poSkozeni bunék. [56]
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Poté se sklicko necha jednu minutu v krystalové violeti. Barva se oplachne
destilovanou vodou a poté se na néj nanese jod, ktery pusobi jako mofidlo, protoze
vaze fialové barvivo alkalickych krystald na bunétnou sténu. Opét se oplachne
destilovanou vodou. Dale se natér odbarvuje pomoci 95% ethanolu, dokud dochazi
k vymyvani barvy (zhruba 5-10 sekund). Na zavér se na natér nanese na tficet sekund
safranin nebo Ize misto safraninu pouzit na deset az patnact sekund karbolfuchsin.
Sklicko se oplachne destilovanou vodou, pfebyte€na voda se slije a natér se necha
uschnout na vzduchu. Zaschly obarveny natér se poté pozoruje pod mikroskopem.

Pozoruje se pfi zvétSeni 1000x za pouziti olejové imerze. [56]

3.8.2 Bakterialni izolace
Kultivace mozkomisniho moku je povazovana za diagnosticky referenéni standard.
Bakterialni izolace je dulezita pro testovani citlivosti na antibiotika a také pro

molekularni epidemiologii. [58]

Kultivace mozkomiSniho moku vyzaduje minimalné den a vice a ma omezenou
citlivost, ktera se pohybuje kolem 70-90 %. Na citlivost ma vliv charakteristika
pacienta, pouzivany laboratorni postup i kultivovany patogen. Dulezitou roli hraji i
antibiotika, ktera jsou Casto podavana jiz pfed lumbalni punkci a znacné snizuji

mnozstvi vykultivovanych kolonii. [58]

Pro oCkovani bakterii je vhodné zvolit spravné kultivaéni médium, k éemuz nam
pomulze predbézna diagnostika pomoci Gramova barveni. Pokud nebyly v natéru
pozorovany zadné mikroorganismy nebo neni interpretace natéru zcela jasna, je nutné
inokulovat celou Skalu médii. Mezi nejCastéji pouzivana média patfi krevni agar,
c¢okoladovy agar a McConkey agar. DalSi doplfiujici puda muze byt napfiklad

Léwenstein—Jensenova puda. [57]

Rust na McConkey agaru naznacCuje pfritomnost bakterii rodu Enterobacteriaceae.
Bakterie by méli byt dale identifikovany pomoci metod a medii doporucenych pro

enterické patogeny. [57]

Kolonie gram—pozitivnich kokl s Uzkou zénou B—hemolyzy mize byt Streptococcus

agalactie. Jeho pfitomnost se potvrzuje reverznim CAMP testem. [57]
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Ploché kolonie s konkavnim stfedem a neuplnou hemolyzou jsou pravdépodobné
Streptococcus pneummoniae. Pro jeho potvrzeni se pouziva optochinovy test. Kdy se
na krevni agar husté naocCkuje Cista kultura podezielého kmene a umisti se sem
optochinovy disk. Po inkubaci pfes noc budou pneumokoky vykazovat kolem disku
inhibi¢ni zénu. [57]

Kolonie Haemophilus influenzae porostou pouze na ¢okoladovém agaru a jako

satelitni kolonie v blizkosti stafylokokové ¢ary na krevnim agaru. [57]

Za meningokoky lze povazovat gram—negativni diplokoky, které rostou jak na
krevnim agaru, tak na agaru cokoladovém. Pro jejich potvrzeni se pouziva oxidazovy

test. BlizSi ur€eni se provadi pomoci latexové aglutinace s pfislusnymi antiséry. [57]

Kolonie gram—pozitivnich ty€inek s uzkou zénou B-hemolyzy na krevnim agaru
ukazuje na pfitomnost Listeria monocytogenes. Jeji pfitomnost se potvrzuje pomoci
katalazové reakce nebo pomoci rlstu a ¢erném zbarveni na agaru obsahujicim ZIug.
[57]

Pokud je podezfeni na tuberkul6zni meningitidu, méla by byt naocCkovana
Léwenstein—Jensenova puda. Inkubace v tomto pfipadé trva po dobu Sesti tydnu.
Bé&hem prvnich dvou az tfi dnli by se zkumavky s pudou méli inkubovat ve vodorovné
poloze se Sroubovym uzavérem uvolnénym na pul otacky. Zkumavky by mély byt

kontrolovany na rust v tydennich intervalech. [57]

3.8.3 Latexova aglutinace
Tento test vyuziva sérum obsahujici bakterialni protilatky nebo komercné vyrabéné

antisérum namifené proti kapsularnim polysacharidim patogena. [61]

Jedna se o rychly a jednoduchy test. Nemél by byt vyuzivan pro rutinni diagnostické
vySetfeni. Jeho vyuziti by mélo byt hlavné pro detekci bakterialnich antigenu u vzorkd,
kde vySlo Gramovo barveni negativni. Dale se muze vyuzit pro detekci bakterii

naro¢nych na kultivaci. [62]

Pro latexovou aglutinaci jsou vyuzivany komercéni soupravy. Pfi pouziti téchto testl
by se méli pfesné dodrzovat pokyny vyrobce obsazené v soupravé. Je velmi dllezité,

aby soupravy byly pfed pouZzitim uchovavany v chladu, protoze vysoké teploty mohou
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vést k nespolehlivosti vysledkl( testu, jeSté pfed datem expirace soupravy. Pro
dosazeni nejlepSich vysledkl je doporu€eno testovat supernatant centrifugovaného

vzorku co nejdfive. [56]

Provedeni testu je velmi snadné. Na jednorazovou karti€ku, ktera je v sadé nebo na
podlozni sklicko, se da kapka od kazdého cCinidla. Ke kazdé kapce latexoveho cCinidla
se pfida 30-50 pl supernatantu mozkomisniho moku. Vzorky se ru¢né promichaji
kyvavym pohybem. PFfi michani a davkovani cCinidel nesmi dojit ke kfizové
kontaminaci. Vizualni vysledek aglutinaéni reakce se hodnoti za jasného svétla proti
tmavému pozadi. U pozitivniho vysledku dojde k aglutinaci latexovych ¢€astic, coz
znacCi pfitomnost vySetfovaného antigenu. U negativniho vysledku zUstava suspenze
homogenni s mléénym zakalenim. V takovém pfipadé se ve vySetfovaném vzorku

dany antigen nevyskytuje. [56]

3.8.4 Imunochromatografické stanoveni
Tento test je zalozen na vertikalnim imunochromatografickém stanoveni
specifického antigenu v mozkomiSnim moku a je vhodny pro okamzité testovani

odebraného vzorku, protoze neni potfeba pfedchoziho odstfedovani. [56, 63]

Stanoveni probiha na prouzku obsahujicim nitrocelulézovou membranu potaZenou
monoklonalnimi detekénimi protilatkami, aby zachytili rozpustné polysacharidové

antigeny specifické pro urcité séroskupiny v mozkomisnim moku. [56]

Pokud je pfitomen specificky antigen, vytvofi se mezi timto antigenem a jemu
pfibuznou znacenou protilatkou komplex. Vytvofeny zna¢eny imunokomplex antigen-

protilatka je pak vazan druhou protilatkou. [64]

Vysledky jsou ve formé viditelnych prouzkid. U pozitivniho vysledku dojde
k vytvoreni dvou viditelnych prouzku. V pfipadé, ze je vzorek negativni, nedojde ke
vzniku znaceného imunokomplexu antigen-protilatka. Vznikne tedy pouze jeden
prouzek, protoZe dojde k navazani detekéni protilatky a druhé protilatky, ktera slouzi
jako kontrola. [64]
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3.8.5 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR), funguje na principu amplifikace malého
mnozZstvi cilené DNA. V soucCasné dobé se pouziva pro definitivni identifikaci hlavné
virovych infekci CNS, jako je napfiklad enterovirova meningitida. Také se pouziva pro

pomalu rostouci bakterie, napfiklad Mycobacterium tuberculosis. [65]

V zasadé zavisi technika PCR na cyklech s opakovanym zahfivanim a
ochlazovanim pro denaturaci DNA a enzymatické replikace DNA. Pouzivaji se zde
kratké fragmenty DNA, které se nazyvaji primery. Primery obsahuji sekvence
komplementarni k cilové oblasti DNA a umozniuji sekvenacné specifickou amplifikaci
DNA. [66]

Metoda PCR zahrnuije tfi kroky: denaturaci, hybridizaci a elongaci. [67]

V prvnim kroku je DNA denaturovana pfi vysokych teplotach (90-97 °C po dobu
20-30 sekund). K amplifikaci segmentu DNA pomoci PCR se vzorek nejprve zahfeje,

aby DNA denaturovala nebo se rozdélila na dva kusy jednofetézcové DNA. [67]

K fazi hybridizace dochazi pfi nizSich teplotach (560—60 °C). To umozfuje primerdm
hybridizovat se svymi pfisluSnymi komplementarnimi templatovymi viakny. Nové
vytvofeny fetézec DNA primeru pfipojeny k templatu se potom pouZije k vytvoreni
identickych kopii z puvodnich pozadovanych viaken. DNA polymeraza pfidava

dostupné nukleotidy na konec primeru. [67]

Treti faze probiha pfi pfiblizné 72 °C po dobu 2-5 minut. Primery, které dosedly na
jednoretézcovou DNA tak vytvofili usek, na ktery se mize navazat DNA polymeraza.
DNA polymeraza se navaze a zacina syntézu DNA. DNA polymeraza enzymaticky
sestavuje a syntetizuje novy fetézec DNA komplementarni k templatu DNA ve sméru

od 5°-konce k 3’-konci a dochazi k elongaci. [67]

Obecné témérF vSechny aplikace PCR pouzivaji tepelné stabilni DNA polymerazu
(enzym zvany Taq polymeraza). V disledku toho je mozné sériové opakovat postup
tepelného cyklovani, sestavajici ze stfidavych kroki ohfevu a chlazeni. Taq
polymeraza syntetizuje dva nové fetézce DNA, pfiCemz plvodni fetézec pouziva jako

templat. Tento proces ma za nasledek zdvojeni pavodni DNA, pfi¢emz kazda z novych
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molekul obsahuje jeden stary a jeden novy fetézec DNA. Pak |ze kazdy z téchto

fetézcu pouzit k vytvofeni dvou novych kopii. [66, 67]

Jak postup tepelného cyklovani postupuje, syntetizovany fragment DNA se sam
pouziva jako templat pro replikaci a uvadi se do pohybu fetézova reakce, ve které je

templat DNA exponencialné amplifikovan. [66]

Provedenim simultanni detekce a identifikace specifického patogenu muize byt
dosazeno za pouZiti jediné efektivni platformy, kdy je pouZita sada primerl a sond,
které mohou detekovat vSechny bézné Cinitele zpusobujici nej¢astéjsi onemocnéni
CNS. [65]

3.8.5.1 Kvantitativni polymerazova retézova reakce

Normalné se PCR provadi ve zkumavce a po dokonceni reakce se produkty reakce
(amplifikované fragmenty DNA) analyzuji a vizualizuji gelovou elektroforézou.
Kvantitativni polymerazova fetézova reakce umoznuje analyzu produktl, zatimco
reakce probiha. Toho je dosazeno pouzitim rlznych fluorescencénich barviv, ktera

reaguji s amplifikovanym produktem a mohou byt méfena pomoci pfistroje. [66]

3.9 Specialni vysetreni

3.9.1 C-reaktivni protein
C-reaktivni protein (CRP) je reaktant akutni faze uvolhovany z jater v reakci na
zanét. Jeho zvySenou hladinu muUzeme nalézt jiz 6 hodin po prvnim podnétu.

NejvysSich hodnot je dosazeno po 36 hodinach. [68]

Jednou z jeho hlavnich funkci je vazat se na fosfolipidové komponenty poSkozenych

bunék nebo bakterii, coz vede k aktivaci klasické cesty komplementu. [68]

Jak v séru, tak v mozkomi$nim moku je vyuzivan k rozliSeni bakterialni meningitidy
od aseptické nebo virové meningitidy. U bakterialni meningitidy mohou hodnoty CRP

dosahovat ke koncentraci 40 mg/l a vysSi. [68]

Stanoveni CRP vykazuje vysokou citlivost a specifitu. Pfesto se nedoporucuje

vyuzit toto stanoveni jako jediné kritérium k uréeni diagndzy. [68]
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3.9.2 a-fetoprotein a lidsky choriovy gonadotropin

Nadory intrakranialnich zarodecnych bunék patfi mezi vzacné novotvary vyskytujici
se hlavné u déti a dospivajicich. ProtoZze nadory mohou produkovat o—fetoprotein
a/nebo lidsky choriovy gonadotropin (HCG), mohou jejich zvySené hodnoty
v mozkomi$nim moku slouzit jako nadorové markery. Casto se pouzivaji ke sledovani

odezvy na terapii. [69]

Protoze tyto nadory ¢asto ovliviuji neurohypofyzu, mohou byt zaménény
s tuberoinfudibularni hypofyzitidou a jinymi supraselarnimi lézemi, coZ nepfiznivé
ovliviiuje nebo oddaluje spravnou lé¢bu. Koncentrace HCG v séru muzZe byt nékdy
velmi nizka nebo tézko interpretovatelnda, a proto je v takovych situacich vyuzZivano

stanoveni HCG v mozkomiSnim moku. [70]

a—fetoprotein patfi k nejpouzivanéj§im diagnostickym biomarkerim na zakladé
svého pouziti pfi screeningu malignit. Jeho pouziti jako biomarkeru ma vS8ak své
omezeni. Napfiklad hladina a—fetoproteinu neni pfi HCG vzdy zvySena. Dale mlze byt
hladina ao—fetoproteinu zvySena béhem onemocnéni jater, u kterého neni pfitomna

rakovina. [71]

Koncentrace a—fetoproteinu a HCG se stanovuje pomoci imunoanalytickych metod.
[70]

3.9.3 Amyloid—B

Amyloid—B je produkovan nepfretrzité jako rozpustny protein béhem normalniho
bunécného metabolismu a je vyluCovan do extracelularniho prostoru, a tedy i do
mozkomisniho moku. Jedna se o produkt proteolytického Stépeni a je odvozeny od

amyloidového prekurzorového proteinu. [72]

Jeho snizena koncentrace se nachazi u pacientu s Alzheimerovou chorobou. Toto
snizeni mlze byt zpusobeno depozici amyloidu—3 (konkrétné amyloidu—Baz)
v senilnich placich. Mozkova depozice amyloidu—B42 pravdépodobné zacina jiz pred
tim, nez se nemoc stane klinicky zjevna. Je povazovan za marker faze, coz znamena,

Ze odrazi pfitomnost onemocnéni v ur€itém stadiu. [72]
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Nizké hladiny byly také nalezeny u demence s Lewyho télisky a mirné az stfedni
snizeni bylo zjisténo u urcitého procenta pacientl s frontotemporalni demenci a

vaskularni demenci. [72]

Stanoveni tohoto amyloidu se provadi metodou ELISA. [72]

3.9.4 Tau-protein
Tau je mozkovy fosfoprotein, ktery podporuje sestaveni a stabilitu neuronalnich

axonul vazbou na mikrotubuly. [72]

Pfi Alzheimerové chorobé dochazi kjeho hyperfosforylaci a zacne tvofrit
neurofibrilarni spleti. To vede k depozici neurofibrilarnich plakl a dezintegraci
mikrotubull. Proto je jeho zvySena koncentrace jeden z hlavnich ukazatelt

Alzheimerovy choroby. [72]

Zvysena koncentrace se muze vyskytovati u jinych neurodegenerativnich onemocnéni
jako je napfiklad Creutzfeldt-Jakobova nemoc. Dale muze byt u traumatického
poskozeni mozku, mozkovych komplikaci po operaci aorty nebo pfi akutni ischemické

mozkové pfihodé. Stanoveni se provadi metodou ELISA. [72]

3.9.5 Neuron specificka enolaza

Jedna se o dimerni izoenzym glykolytického enzymu enolazy a pochazi
z neuronalnich cytoplazmatickych a neuroendokrinnich bunék. Tento izoenzym je
vysoce rozpustny protein, ktery se po poranéni tkané snadno uvolfuje do
mozkomisniho moku. Role neuron specifické enolazy v CNS neni dosud zcela
pochopena, ale nékteré studie poukazaly na jeji neuroprotektivni roli. Bylo
zaznamenano, ze béhem vyvoje CNS se podili na tvorbé membranovych struktur a
podili se na vSech energeticky zavislych bunécnych procesech. Také je nezbytna pro

udrZeni excitability neuronalni membrany. [73]

Jelikoz je neuron specifickd enolaza nedilnou soucasti cytoplazmy a dendritu
neuronud, nachazi se v mozkomisnim moku pouze v malych koncentracich. ZvySena
koncentrace je u ischemie mozku, kdy je funkéni poSkozeni nebo strukturalni deficit
bunéné membrany nasledovano €asnym uvolnénim izoenzymu z poskozenych

neurony. Stanoveni se provadi pomoci imunohistochemickych metod. [73]
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4 Zaver

Ve své bakalarské praci jsem se zabyvala vySetfenim likvoru. V prvni ¢asti jsem se
zaméfila na fyziologii likvoru, jeho vznik, cirkulaci a resorpci. V praci je popsan odbér
likvoru pomoci lumbalni punkce. Spravné provedeni odbéru hraje velkou roli pfi
naslednych vysSetifenich. Pfi nespravném odbéru mize dojit k znehodnoceni vzorku
krvi, coz je nezadouci hlavné pokud je vzorek vySetfovan pfi podezieni na SAK. Kromé
odbéru jsou zde popsany indikace a kontraindikace k samotného odbéru, spravny

transport a nasledné uchovani jednotlivych vzorka.

Druha cast prace je vénovana jednotlivym vySetfenim. Je zde popsano fyzikalni
vySetieni, které se provadi hned po odbéru a slouzi spiSe jako vySetfeni podplrné. U
chemického vySetfeni jsou popsana stanoveni zakladnich parametrt likvoru, jako je
napfiklad koncentrace glukozy, laktatu nebo celkové bilkoviny. Zmeény v koncentracich
téchto latek, ukazuji na probihajici patologicky proces, neslouzi vSak k pfesnému
ureni diagndézy. Na zakladé vysledkl z chemického vySetfeni se poté provadi dalSi
podrobnéjSi vySetfeni. Svou roli hraje i vySetfeni protilatek, které nejen vypovida o
probihajicim zanétu, ale také slouzi k hodnoceni propustnosti hematoencefalické
bariéry. O zanétu nas dale informuje vySetfeni mikrobiologické a cytologické.

v

pomoci mikrobiologického vySetfeni zjiStujeme jeho pficinu.
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