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Standardné postupy
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Odber a vySetrenie mozgovomiechového moku (cerebrospinalnej tekutiny, CSF) patri medzi zakladné diagnostické postupy pri potvr-
dzovani alebo vylucovani patologickych procesov v mozgu. Spravna interpretacia vysledkov vyznamne skracuje ¢as do stanovenia diag-
nézy, umoziuje adekvatnu lieébu a napoméha rozhodniit o jej dizke. Bunkovitost (pocet elementov) mozno stanovit dvoma spasobmi:
vo Fuchs-Rosenthalovej komorke, kde sa elementy (leukocyty a erytrocyty) poéitaji v objeme 3,2 mm? (v klinickej praxi zaokriihlene 3
mm?), alebo pomocou likvorového analyzatora, ktory udava pocet elementov v 1 pl. V ¢lanku uvadzame praktické priklady prepoctov,
hodnotenie a interpretaciu nalezov pri diferencidcii neuroinfekcii.

Klacové slova: cerebrospindlna tekutina (CSF), hodnotenie, digitdina morfoldgia, cytogram, Fuchs-Rosenthalova komérka, likvorovy analyzator

Lumbar puncture with cerebrospinal fluid (CSF) analysis is a cornerstone diagnostic method to confirm or rule out pathological pro-
cesses in the brain. Proper interpretation of CSF results facilitates timely diagnosis, guides appropriate treatment, and helps determine
its duration. CSF cellularity can be assessed with a Fuchs-Rosenthal counting chamber (elements per 3.2 mm?, clinically rounded to
3 mm?®) or a CSF analyzer (elements per 1 pl). We present practical examples of CSF calculations, evaluation, and interpretation for dif-

ferentiating neuroinfections.
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VySetrenie likvoru je klacové la-
boratérne vySetrenie v diferencialnej
diagnostike akitnych neurologickych
stavov postihujtcich centralny aj perifér-
ny nervovy systém (1). Spravna interpre-
tacia si vyzaduje komplexné zohladnenie
kliniky - anamnestickych adajov, neuro-
logického nalezu, okolnosti a techniky
odberu, ako aj systémovych markerov
zapalu z periférnej krvi.

V praxi sa neraz stretdvame s tym,
zZe pri ,rutinnom” odbere likvoru nie st
dosledne dodrzané metodické postupy
- od pripravy pacienta cez asistenciu
personalu pri samotnom odbere az po
podmienky transportu vzorky do labo-
ratéria. Odber likvoru je invazivny vykon
a lumbalna punkcia (LP) ma prebiehat
za prisne sterilnych podmienok z dvoch
klaéovych dévodov: 1) prevencia posko-
denia pacienta zavlec¢enim infekcie pri
nedostatocnej antisepse miesta vpichu; 2)
zamedzenie kontaminacii vzorky vonkaj-
$imi faktormi. Okrem doslednej dezin-
fekcie je nutné sterilné prekrytie miesta
odberu a dodrZanie hygienicko-epide-
miologického §tandardu vSetkymi za-

Castnenymi. Samozrejmostou je pouzitie
jednorazovych pomocok (sterilné ruka-
vice, rasko, ¢iapka, jednorazovy plast);
asistujice osoby mozu mat nesterilné
rukavice (1). Pri podozreni na infek¢ného
agensa u pacienta zvazime aj rasko na
tvar pre pacienta, aby sa znizilo riziko
kontaminacie likvoru napr. pri kasli ¢i
kychani. S vekom sa koniec miechy po-
stva kranialne: pri narodeni je na Grovni
tela stavca L3, v dospelosti na Grovni
spodného okraja stavca L1. Za bezpe¢né
miesto vpichu sa povaZuje medzistavco-
vy priestor L3 - L4 az L4 - L5 (2). Celkova
denna produkcia CSF u dospelych je pri-
blizne 500 ml (= 0,5 ml/min). U deti vo
veku 4 - 13 rokov je objem CSF 65 - 150 ml
a obnovuje sa kazdé 4 - 6 hodin (2, 3). Pri
beznej LP sa odobratych 3 - 5 ml likvoru
nahradi za menej nez 1 hodinu (3, 4).
Privykone LP lekar hodnoti vzhlad
a meria tlak likvoru (orientacne alebo
manometrom). Rozmedzia normalneho
tlaku sa v literattre liSia. Shanan et al. (5)
uvadzaji u dospelych a deti > 8 rokov 6
- 25 cm H,0, u deti < 8 rokov vratane
novorodencov 1 - 10 cm H,O. Holland
et al. (6) konStatuji, Ze hodnoty < 28 cm
H,0 mozZno u vacSiny deti povaZovat za
»normalne, pricom vyssie hodnoty treba
posudzovat v kontexte kliniky a podmie-

Tabul'ka 1. Normadlne hodnoty tlaku likvoru
podla veku pri LP v polohe na boku v pokoji (6)

Novorodenec | 0 - 7,6 (limitované déta)

28 dni = 1rok | priemerne 5 (limitované data)

1-18rokov | 6 -20 (az do 28 bez sedécie,
bez obezity)

Dospely 6 - 25 (v niektorych pripadoch

az do 30)

nok LP (hibka sedacie, sedativa, obezita,
nepokoj). V nizsich vekovych kategoriach
su data limitované (tabulka 1).

Za fyziologickych okolnosti je
likvor Ciry a bezfarebny. Pri sangvino-
lentnom vzhlade treba rozliSit artefi-
cialne zakrvacanie pri tazsej punkcii
(v skimavke sa vytvori koagulum) od
patologického krvacania (v skimavke sa
vytvori sediment; po jemnom premiesani
sa rozptyli a likvor je ruzovy az cerve-
ny). Xantochrémny (zltkasty) likvor moze
signalizovat starSie krvacanie do likvo-
rovych ciest. Xantochrémia sa vSak vy-
skytne aj pri nehemoragickych pri¢inach
- privyrazne zvySenych koncentraciach
bielkovin (= 150 mg /dl), pri hyperbiliru-
binémii (171,04 - 256,56 umol /1) (7) alebo
prilistériovej meningitide (1, 4). Vyrazne
krvavy vzhlad ma likvor pri = 6000 RBC/
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Obrazok 1. Fuchs-Rosenthalova komorka (archiv
autorky)

ul (7). Zakalenie vyvola uz priblizne 200
WBC/ul alebo 400 RBC/pl; pri purulent-
nej meningitide byva likvor zakaleny az
bieloZltkasty (8).

VysSetrenie v laboratériu

Medzi zakladné vySetrenia likvoru
patri cytologické (kvantitativne — pocet
elementov; kvalitativhe - cytogram),
biochemické a spektrofotometrické
vySetrenie, vySetrenie funkcie hema-
toencefalickej bariéry (koeficient ener-
getickej bilancie), stanovenie gluk6zo-
vého kvocientu a intratekalnej syntézy
protilatok. Dalsie dopliiujice vy$etrenia
(oligoklonalne pasy, $pecifické proteiny,
cytokiny, metabolické testy a i.) patria
medzi Speciadlne metdédy pre vybrané
neurologické ochorenia a realizu-
ja sa v $pecializovanych laboratériach.
Fyziologické parametre uvadza tabul-
ka 2 (2). Proteinorachia (zvySena bielko-
vina) nemusi byt vzdy patologicka; meni
sa s vekom. Tesné spojenia hematoen-
cefalickej bariéry st dobre vyvinuté aj
u predcasne narodenych novorodencov
a proteiny sa do CSF dostavaju aktiv-
nym transcelularnym transportom. Za
normalnu sa povazuje koncentracia biel-
kovin < 1,5 g/1 u pred¢asne narodenych
a <1,0 g/1 u donosenych novorodencov
(9), niektori autori uvadzaji 1,3 g /1 (10).
Tento nalez mdze pretrvavat do 4. tyz-
dna. Nasledne horna hranica s vekom
klesa. Hyperproteinorachia moéze su-
visiet aj s poruchou cirkulacie likvoru
(hydrocefalus) ¢i so systémovymi zapa-
lovymi ochoreniami (napr. vaskulitidy,
lupus erythematodes) (4, 11).

Kvantitativne a kvalitativne

vySetrenie likvoru

Pocet elementov v likvo-
re sa stanovuje dvoma spdsobmi -
Fuchs-Rosenthalovou komérkou (tra-
di¢na, dlhodobo pouzivania metdda)
(obrazok 1) alebo pomocou analyzatora

Obrazok 2. Digitdlna morfoldgia - vysledok na ploche pocitaca (archiv autorky)
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(obrazok 2), t. j. krvinkového analyza-
tora s rezimom pre telesné tekutiny
vratane CSF. Pre urgentnost, malt po-
trebnt vzorku a nedostatok personalu
mnohé laboratoéria preferuji analyza-
tor. Vo Fuchs-Rosenthalovej komorke
sa bunkovitost stanovuje v 3,2 mm?
(3,2 pl) a vysledok sa uvadza ako po-
Cet elementov/3 ul; starSie zaznamy
moézu uvadzat skratene ,/3“ (napr.
»El 100/3%). V analyzatore je hodno-
tiacim objemom 1 pl a vysledok sa
uvadza ako pocet elementov/1 pl.
Aby sa predislo chybnému hodnoteniu, je
klacové vediet, v akych jednotkach je vy-
sledok vydany. V odbornych publikaciach
sa Casto udava pocet elementov na 3 pl;
pre klinicky prepocet z 1 ul na 3 pl vy-
sledok z analyzatora vynasobime tromi.
Zaroven treba zohladnit arteficialne za-
krvacanie. Pri krvavo kontaminovanom
likvore odpoditame od celkového poctu
leukocytov odhadovany pocet leukocy-
tov prinesenych periférnou krvou pod-
la poctu erytrocytov v likvore. Na 1000
erytrocytov orienta¢ne pripada 1 arte-
ficialny leukocyt (8). Rovnaky prepocet
pouzivame pri prechode z 1 pul na 3 pl aj
pre RBC. Primes periférnej krvi skresluje
tiez koncentraciu bielkovin - na 1000
RBC pripada priblizne 10 mg /1 artefici-
alnych bielkovin v likvore. Niekol'ko §tudii
u deti sa zaoberalo nepriamym vztahom
medzi RBC a CSF proteinom. Lyons et al.
(12) uvadzajt, Ze RBC v CSF zvySuju CSF
protein 0 1,1 - 1,9 mg/dl na kazdych dal-
$ich 1000 RBC. Nigrovi¢ et al. (13) navr-
huja pri Gprave WBC pri primesi krvi in-
terval 1 WBC na 500 - 1500 RBC. Z praxe
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vyplyva, zZe pri arteficialnom zakrvacani
s po¢tom RBC > 10 000/ul (> 30 000/
3 pl) je nalez tazko hodnotitelny (8). Za
uspes$nt LP povazujeme vykon, pri kto-
rom ziskame dostatok likvoru s < 1000
RBC/ul (1). Fyziologicky nalez v likvore
(oligocytdza) zodpoveda poctu WBC do
10/3 pl alebo do 4/ul; u novorodencov je
fyziologicky pocet vyssi - az do 90/3 ul
(resp. 30/ul). Vyssi pocet leukocytov
oznacujeme ako pleocytozu (syn. pleio-
cytdza). V oboch pristupoch ma zasadny
vyznam kvalitativne zhodnotenie cyto-
morfologie - cytogram. Na kvantitativ-
ne a kvalitativne cytologické vySetrenie
je potrebny nativny nescentrifugovany
likvor spracovany najneskor do dvoch
hodin od LP (14), inak dochadza k rozpa-
du buniek. Pri priprave nateru sa likvor
scentrifuguje (cytospinom) pri 1300 ot./
min pocas 4 minat; mnozstvo vzorky (100
- 400 pl) zavisi od bunkovitosti. Zakladné
farbenie je podla May-Grinwald
a Giemsa-Romanowski (4, 11, 14). Nater
sa ma spravit do dvoch hodin od odberu;
neskor dochadza k rozpadu buniek (14,
15). Cytogram hodnotime mikroskopicky
alebo digitalnou morfoloégiou. Manualne
hodnotenie je ¢asovo naro¢né a zavislé
od skusenosti, ale umoznuje opakovant
verifikaciu nejasnych buniek. Pri digital-
nej morfoldgii analyzator vytvara foto-
dokumentaciu a zaraduje bunky do mor-
fologickych skupin; vysledok musi skon-
trolovat laborant. Cytogram sa vyjadruje
percentualne, podobne ako diferencial
krvného obrazu. Vyhodou je vacsi pocet
buniek v hodnoteni; kedZe ide o scen-
trifugovany sediment, absolitny pocet
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Obrazok 3. Bunky norméalneho cytogramu likvoru: A - lymfocyt, B — monocyt, C - aktivovany monocyt/makrofég, D a E - zhluk ependymovych a/alebo

leptomeningedlnych buniek bez zndmok atypie

A B

o W

buniek v cytograme sa moze lisit od cel-
kového poctu elementov (napr. cytogram
56 buniek pri celkovom pocte 7/3 pl).
Z toho dovodu nie je spravne tvrdit, Ze
pri oligocytoze cytogram ,netreba“.
Pri normalnom zloZeni likvoru prevladajt
mononuklearne bunky - malé lymfo-
cyty 70 - 90 % a monocyty 10 - 30 %
(pomer lymfocytov k monocytom 7 : 3);
do 10 % mozu byt aktivované (reaktiv-
ne) lymfocyty. Ojedinele nachadzame
ependymové bunky alebo bunky vystelky
likvorovych ciest (1, 11, 16) (obrazok 3).
Hodnotime najviac 200 buniek. Ak cy-
togram pri oligocytéze obsahuje iné
bunky alebo nie je zachovany fyziolo-
gicky pomer, hovorime o patologickej
oligocytoze. Pri arteficialnom krvacani
Casto vidime sled buniek podobny dife-
rencidlnemu krvnému obrazu; preto je
dolezité vysetrit krvny obraz a diferen-
cial v den odberu. Pleocytozu aj patolo-
gick oligocytdzu blizsie Specifikujeme
podla prevladajicej populacie buniek
(s prevahou mononuklearov alebo po-
lymorfonuklearov) (4).

Priklady

Priklad 1

Vysledok z analyzatora: WBC
0,032 x 10°/ul, RBC 1,000 x 10°/ul; mo-
nonukleare 0,013 x 10%/ul (40,6 %), po-
lymorfonukleare 0,019 x 10%/ul (59,4 %).
Prepocet na 3 pl (nasobime tromi): WBC
0,032 x10%/ul = 32 /ul — 96/3 pl. Pri pri-
mesi erytrocytov (RBC 1,000 x 10%/ul =
3000/3 pl) odpocitame arteficialne leu-
kocyty (=~ 1WBC/1000 RBC), t. j. 3 WBC:
96/3 pul - 3 = 93/3 ul. Zasttpenie frakcii
z percent: mononukleare = 38/3 11 (40,6 %),
polymorfonukleare = 55/3 ul (59,4 %).
Zaver: pleocytdza s prevahou polymor-
fonuklearov.

C D

Priklad 2

Vysledok z analyzatora: WBC
0,010 x 10%/ul, RBC 7,000 x 10%/ul; mo-
nonukleare 40,6 %, polymorfonukleare
59,4 %. Chybné by bolo hodnotit pleo-
cytézu len podla prepoctu WBC 30/3 ul
bez zohladnenia primesi erytrocytov.
Spravny prepocet: RBC 7,000 x 103/ul
=21 000/3 pl, preto odpocitame 21 ar-
teficialnych WBC. Vysledok: WBC 9/3
ul, RBC 21 000/3 pl - ide o oligocyto-
zu. Ak je cytogram fyziologicky alebo
kopiruje diferencial krvného obrazu, je
pravdepodobnost neuroinfekcie nizka.
Pri pretrvavani podozrenia je vhodné LP
zopakovat o 4 - 5 dni (napr. pri patolo-
gickej skladbe cytogramuy).

Praktické odporicania

Na celkové zhodnotenie likvoru je
potrebné stibezné biochemické vySetre-
nie likvoru a séra (glykorachia, glukdzovy
kvocient, albumin, laktatdehydrogenaza,
laktat, chloridy, koeficient hematoence-
falickej bariéry). Dolezit( ilohu zohrava
podrobna anamnéza, zapalové para-
metre, kultivacné a sérologické vySet-
renia (PCR, protilatkova odpoved IgM/
IgG, intratekalna syntéza IgG) a klinic-
ky priebeh. V praxi sa Casto vyskytuje
chybné hodnotenie likvoru bez kom-
plexného zohladnenia stavu a anamnézy.
Pri podozreni na purulentntt menin-
gitidu je klucova informacia o podani
antibiotik pred odberom. Tento fakt
moZe zasadne zmenit likvorovua for-
mulu - namiesto pleocytozy s preva-
hou polymorfonuklearov byva pleo-
cytéza s prevahou mononuklearov (4).
Ak vysledok poctu elementov nekore-
luje s biochemickou formulou likvo-
ru, plati pravidlo ,Doveruj, ale preve-
ruj!“ - pocet elementov treba overit vo
Fuchs-Rosenthalovej komorke.

K omylom dochadza aj pri ser6z-
nej meningitide s réznorodym spektrom
nalezov. U priblizne 85 % pacientov byva
lymfocytarna pleocytéza (30 - 1500/
3 ul), no mo6zu sa vyskytnat aj iné va-
rianty: zmie$ana pleocytdza s prevahou
segmentov, patologicka oligocyt6za
lymfocytarneho typu; pri fulminant-
nom priebehu (napr. herpetickd me-
ningoencefalitida) je u ~ 8 % pacientov
oligocytéza s normalnym cytogra-
mom a pripustnou primesou RBC (30
- 1500/3 ul) (4, 17). Samozrejme, treba
zohladnit aj biochemické parametre
(tabul'ka 2) a zapalové markery v krvi.
V klinickej praxi povazujeme za bezpec¢-
né ukoncit antibioticku lie¢bu pri puru-
lentnych zapaloch CNS pri nasledovnom
naleze: pocet elementov < 100/3 ul s pre-
vahou mononuklearov, pri¢om pripustny
pocet polymorfonuklearov je < 15/3 pl.
Stanovenie diagnozy a zacatie antimik-
robialnej lieCby pri urgentnych neuroin-
fekciach ma prebehnit do jednejhodiny
od prijatia do nemocnice. Pre spravne
spracovanie likvoru je rozhodujice do-
drzanie predanalytickych podmienok.
Odber krvi na vypocet vztahovych vzor-
cov k likvorovym parametrom ma byt
priblizne 30 minat pred odberom likvoru;
pre imunochemické vySetrenia mozno
akceptovat interval + 48 hodin, pre in-
dex intratekalnej syntézy protilatok + 12
hodin (14, 15, 16). Likvor spolu s krvou je
vhodné prepravovat v nddobach urcée-
nych vylu¢ne na transport biologického
materialu, chraneny pred mrazom, tep-
lom, svetlom a otrasmi. Ak nie je moz-
né zachovat predanalytické podmienky
(opakovany odber ¢asto nie je mozny), je
potrebné likvor vySetrit, no laboratérium
ajhodnotiaci lekar musia byt informovani
o datume a Case LP a o stazenych pod-
mienkach pri odbere a transporte (14).
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Tabul'ka 2. Prehlad najc¢astejSich likvorologickych ndlezov v akutnych §tadidch seréznych a purulent-
nych meningitid (2); upravené podla Kala a Kelbich et al. (1, 11)

Tlak (kPa) 07-25 zvyseny zvyseny
Vzhlad ciry ciry skaleny az hnisovy
Pandyho reakcia negativna (+) = (++4) (+) = (+++4)
Leukocyty novorodenci desiatky az tisice tisice aZ desattisice
(pocet/3 pl) <90/3 l
1 pl zodpoveda ostatni
1 mm? <10/3 pl
Cytoldgia MN prevazne prevazne
MN* PMN
Bielkoviny (g/I) novorodenci -1 M-
do1,3**
ostatnf
0,2-045
Q glu (glukézovy 0,55-0,65 N, | W=
kvocient)
Laktat (mmol/I) 1,2-2, N, 1 M-
(<3) (>10)
Chloridy (mmol/I) 116 - 130 N N, |

*V prvych drioch virusovej meningoencefalitidy byva pleocytdza s prevahou polymorfonukledrov, neskor
prevladnu mononukledre; patologicka oligocytdza virusovd meningoencefalitidu nevylu¢uje. Normalny
cytogram: lymfocyty - monocyty = 7 : 3, toleruje sa do 10 % aktivovanych lymfocytov.

**Bdlint et al. (10)

Na cytologické vySetrenie musi byt nes-
centrifugovany nativny likvor spracovany
do dvoch hodin; po zmrazeni dochadza
k poskodeniu celistvosti buniek a cyto-
logicky preparat nie je mozné urobit.
Pri indikacii spektrofotometrického
vySetrenia je naro¢né zabezpecit pred-
analytiku. Treba mat na pamati: 1) ¢as od
zaciatku krvacania - odber > 12 hodin po
zaciatku; 2) vzorku vySetrit do jednej ho-
diny, ak to nie je mozné, scentrifugovat
a pri4 °C v tme Co najskor transportovat
(8, 14). Pri subarachnoidalnom krvacani
(SAK) dochadza po 4 - 6 hodinach k ak-
tivacii monocytov, po 6 - 12 hodinach
k fagocytoze erytrocytov (obrazok 4)
a neskor k rozpadu hemoglobinu na he-
mosiderin (obrazok 5), ktory je pritomny
od 4. - 5. dria a mo6ze pretrvavat tyzdne.
Zlty hematogénny pigment (hematoi-
din) v makrofagoch tvori typické krystaly
(krystalicky bilirubin) a méze sa pridruzit
od 14. dna zakrvacania (obrazok 4B) (8,
14). Adhézia erytrocytov na monocyty
je povazovana za patognomicky znak pri
SAK; ak sa v8ak vzorka spracuje one-
skorene, mdze sa tento jav vyskytnut aj
pri arteficidlnej primesi krvi pri tazkej
punkcii. Casto pozorujeme reaktivnu
aseptickl meningitidu; v cytologii mo-
Zu byt pritomné vsetky vyvojové Stadia
lymfocytovej linie, lymfofagy, granu-

locyty - najma neutrofily, ktoré mézu
v Gvode prevladat. Lipofagy sa vysky-
tuju pri nekréze mozgového tkaniva (8).
Na biochemické vySetrenie pouZivame
scentrifugovany likvor, idealne do dvoch
hodin od LP (14). Scentrifugovany likvor
a sérum na dodatoc¢né analyzy (najma
Specifické proteiny) mozno skladovat
jeden tyzden pri +4 az +8 °C, pri -20 °C
jeden rok (bez opakovaného rozmrazo-
vania) a pri =70 °C viac ako jeden rok (bez
opakovaného rozmrazovania) (12, 13, 14).
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a transfuziolégie NUDCH za poskytnutie
fotodokumentdcie buniek likvoru a spres-
nenie laboratédrnych postupov.
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