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1 SOUHRN

| pfes velky nastup zobrazovacich diagnostickych metod je biochemicka,
cytologicka a i imunologicka analyza mozkomisSniho moku pfi nékterych dife-
rencialné diagnostickych uvahach nezastupitelna. K témto situacim patfi pode-
zfeni na infek€ni onemocnéni CNS. Vzhledem k tomu, Ze se vétSinou jedna o
urgentni situace, je nezbytné, aby metody uzivané v likvorologické diagnostice
byly provadény s dobrou kvalitou erudovanymi pracovniky a ¢ast z nich byla

Casové neomezené dostupna i na pracovistich nejen velkych nemocnic.

Likvorologickou diagnostiku provadi biochemické laboratore, kde se pfipra-
vuje a hodnoti i zakladni cytologicky obraz a vétSinou byvaji dostupné i elektro-
foretické techniky pro hodnoceni bilkovinného spektra moku. Likvorologie je tak
obor hranicici s cytologii a imunologii a dobra spoluprace s témito laboratofemi
je vzdy pfinos. Tato spoluprace v nasem pfipadé umoznila i hodnoceni bunék

imunitniho systému na cytometru BC EPICS XL.

V likvorologické diagnostice je velkym omezenim dostupnost a mnozstvi
zpracovavaného moku. Pfes velky pokrok v odbérové technice je odbér
mozkomiSniho moku traumatizujici zalezitost, mnozstvi materidlu omezené a
opakovani odbéru Casto nemozné. Pfi opakovani je Casto obraz ovlivnén i
pfedchozim odbérem. Jsem si védoma, Ze tato omezeni poznamenala i moji

praci.



2 SUMMARY

Despite a vast increase of various imaging methods in medical diagnostics
and research the biochemical, cytological and immunological analysis of
cerebrospinal fluid is still essential; especially in diagnostic cases of potential
central nervous system infections. Since described diagnostic cases are usually
urgent and critical, it is necessary and important that the applied likvorology di-
agnostic methods would be run with high quality by qualified biomedical staff

and would be present in hospitals on limitless basis.

Currently, the diagnostics is carried out by biochemical laboratories, where
a general cytological image is prepared and evaluated. Furthermore, the protein
spectrum of cerebrospinal fluid can be diagnosed by the electrophoresis tech-
nigues that are generally also available in standard biochemical laboratories.
Although an enormous progress has been made in extraction techniques, the
extraction and sampling of cerebrospinal fluid is traumatic experience for pa-

tients.

Unfortunately, repeat of extraction is not always possible and consequently
the sample volume of cerebrospinal fluid is a significant limiting factor in likvo-
rology diagnostics. Likvorology is a multidisciplinary field including both cytolog-
ical and immunological methods, thus tight cooperation between cytological and
immunological laboratories is beneficial and valuable. In my work, such cooper-

ation allowed us to test cells of immune system using cytometer BC EPICS XL.

Moreover, the repetitive is often partially influenced by preceding extractions
and this restraint affected also my presented work.



3 UvoD

Onemocnéni centralni nervové soustavy a mozku jsou zavazne, Zivot ohro-
Zujici stavy. NejCastéjSimi onemocnénimi centralni nervové soustavy, zvlasté

v letnich mésicich, jsou Lymeska borelidéza a Klistova encefalitida.

V bakalarské praci jsme se zabyvali sledovanim biochemickych, cytologic-
kych a imunologickych nalezi u nékterych nasich pacientl s podezifenim na
virové onemocnéni centralni nervové soustavy. Pfi patologickych stavech do-
chazi k vystupniovani proliferace a k aktivaci elementd imunitniho systému, za-
jimal nas proto cytologicky a imunologicky obraz téchto onemocnéni, i to, nako-

lik se cytologické nalezy s nalezy pratokové cytometrie shoduiji.



4 TEORETICKA CAST

4.1 Virové onemocnéni mozku - virové neuroinfekce

Virové encefalitidy jsou zavazna, zanétliva onemocnéni centralni a
periferni nervové soustavy. Mezi jejich nejcastéjSi plvodce patfi napfiklad: virus
klisStové encefalitidy, enteroviry (echoviry, coxsackieviry), virus pfiusnic, virus
herpes simplex, virus varicelly- zosteru, cytomegalovirus, vir vztekliny — Rhab-

dovirus.

vrwvse

logické formé. V klinické praxi, ale i v patomorfologii, je vSak termin encefalitis

bez dalSiho upfesnéni spojovan s nehnisavymi zanéty virového puvodu.
Klasifikace encefalitid:

A) primarni: jsou zpusobené neurotropnimi viry. Postihuji charakteristicky
nervovy systém, jsou pfenasené na Clovéka ze zvifat, morfologicky jsou
charakterizované poskozenim neuronu, perivaskularni infiltraci lymfocy-
ty, plazmatickymi bufikami a reaktivnimi zmé&nami glie.

B) sekundarni: maji mozek postizen nekonstantné jako komplikaci celko-
vého zakladniho onemocnéni. V etiologii se uplatiuji napf. enteroviry,

herpesviry, virus parotitidy a jiné (Feit, J., 2009, web atlases.muni)

4.1.1 KIlistova meningoencefalitida
Pdvodcem onemocnéni je virus klistové encefalitidy z rodu flavivirus.

Rezervoarem nakazy jsou drobni savci, vektory klistata rizného druhu. Inku-

bacni doba onemocnéni je 7- 14 dni.

Onemocnéni Casto probiha ve dvou fazich. V prvni fazi se projevuje po-
dobné jako chfipkové onemocnéni, teplotou, bolesti hlavy a kloubt. Toto obdobi
trva zhruba tyden a nemusi byt odhaleno. Nasleduje rozvoj druhé viny onemoc-
néni, které se projevuje jako meningitida, meningoencefalitida nebo encefalo-

myelitida.



A) Meningicka forma: je provazena teplotou, bolesti hlavy, svétlopla-
chosti, zavratémi, zvracenim a meningealnim drazdénim.Po nékolika
dnech dochazi k ustupu teplot a postupnému ustupu i dalSich potizi.

B) Encefaliticka forma: zavaznéjSi postizeni funkci mozku, poruchy
spanku, paméti, tfes, poruchy védomi, zpomalenim psychomotoric-
kého tempa, spavost az bezvédomi, delirentni stavy, zmatenost.
Poruchy hybnosti (obrny) hlavovych nervu, n.VII.

C) Encefalomyeliticka forma: je charakterizovana rozvojem chabych

obrn, Casto jde o postizeni hornich koncetin. (Bednar a spol., 1996)

Klistové encefalitidy a encefalitidy pfenasené Clenovci se vyskytuji po celém
svété (e. venezuelska, e. St. Louis, e. kalifornska, e. japonska a dal$i). Virus
stfedoevropské klistové encefalitidy je blizky viru skotské ov&i encefalitidy a

viru ruské jarné-letni klistové encefalitidy.

4.1.2 Herpeticka encefalitida

Vyvolavatelem onemocnéni jsou viry z Celedi herpesviridae: herpes sim-
plex typ I. a ll. (HSV-1, HSV- 2)

A) Typ . vyvolava béznou kozni afekci na rtech (herpes labialis) a sto-
matitidy, hlavné u dospélych jedincu.

B) Typ Il. vyvolava analogické kozni afekce v okoli genitalu (herpes
genitalis), vyskytuje se u novorozencu. (Feit, J., 2009, web atla-

ses.muni)

Herpeticka encefalitida patfi k nejvaznéjsim projevim infekce HSV, vede
k nekréze nervovych bunék v temporalni oblasti mozkové klry. Prikaz puvodce
je Casto obtizny, cytologicky obraz je rGzny podle stadia, které bylo zachyce-

no.(Chmelik, V., 2008, web eamos.pf.jcu)

U neléCenych pfipadd je mortalita 80%, u lé€enych 30%. Po vyléCeni pa-
cientll zUstava velmi €asto trvala zména intelektu i motoriky. (Feit, J., 2009, web

atlases.muni)



Také dalSi viry z Celedi herpesviridae byvaji puvodci encefalitid. Virus
varicella-zoster, ktery vyvolava plané nestovice a pasovy opar byva ptivodcem
meningoencefalitid, u nemocnych se syndromem ziskané imunitni nedostatec-
nosti se jako komplikace onemocnéni vyskytuji encefalitidy zpldsobené cytome-

galovirem.(Bednar a spol., 1996)

4.1.3 Enterovirové meningitidy
Pdvodcem jsou viry z rodu enterovirus: polioviry, echoviry, coxsackie viry.

A) Polioviry: vyvolavaji onemocnéni détské obrny-polyomyelitis ante-
rior acuta. Epidemické onemocnéni s postizenim Sedé hmoty pfednich
roht misnich, vede k destrukci motorickych neuronl a naslednym trva-
lym paralyzam. Proti tomuto onemocnéni se od 50. let evropska popula-
ce oCkuje. V nasich podminkach se v sou€asné dobé diky ockovani jiz

nevyskytuje.

Dnes viry z rodu enterovirus vyvolavaji pfedevsim onemocnéni lehéiho menin-
gického priubéhu— aseptickou meningitis, ktera u vétSiny postizenych konci
uzdravenim. Vaznéjsi formy se vyskytuji zfidka, ale jsou mozné. Onemocnéni
provazi zvysSena teplota, vétSinou vyrazna bolest hlavy, angina, zavraté, bolest

bficha a nevolnosti. (Bednar a spol., 1996)

4.1.4 Vzteklina—-rabies

Pdvodcem onemocnéni je virus vztekliny, patfici do rodu lyssavirus. Do
organismu se virus dostava po poranéni, kousnuti nebo Skrabnuti vzteklého
zvirete. Vzteklina je rozSifena po celém svété. V nasich zemépisnych podmin-
kach je nejCastéjSim zdrojem nakazy liSka, psovité Selmy, vétsSi savci, netopyr.
Virus se po kousnuti replikuje v pficné Zihaném svalu, vnika do periferniho ner-
vu a postupuje do michy a do spinalnich ganglii. Po inkubaci 3-8 tydnu se rozvi-
ji klinické pfiznaky. Onemocnéni za€ina unavou, anorexii, bolestmi hlavy a ho-
reCkou. Typické jsou také deprese, podrazdéni, nespavost. Tyto symptomy jsou
pozdéji vystfidany vaznymi symptomy postizeni CNS. Jsou to meningealni pfi-
znaky, zachvaty hyperaktivity, poruchy vegetativnich funkci, zvy$ena tenze sva-

I0 a hyperestezie. Rozviji se obrny. (Bednar a spol., 1996)
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4.1.5 Encefalitis u AIDS

Se vyskytuje u poloviny nemocnych AIDS s klinickymi znaky postizeni

CNS. Je zplsobena virem HIV a ma nékolik forem:

A) Asepticka meningitida: s klinickymi znaky virové meningitidy se vy-
skytuje u 10% pacientt s HIV infekci.

B) Subakutni encefalitis: postihuje 30% pacientu, ktefi zemfeli na
AIDS. V postizenych oblastech mozku Ize prokazat virus. U pacientt
s AIDS jsou casté encefalitidy typu oportunni infekce: encefalitida
cytomegalicka, herpeticka, toxoplazmova a jiné. (Feit, J., 2009, web

atlases.muni)

4.1.6 Pomalé virové encefalitidy

Zpusobené pomalymi viry jsou infekce s velmi dlouhym obdobim latence a
s klinickym nalezem, ktery neodpovida charakteristickému prabéhu encefalitidy.
Do skupiny Ize zafadit: subakutni sklerotizujici panencefalitidu, progresivni za-
rdénkovou panencefalitidu, subakutni spongiformni encefalopatii (morbus Ja-
kob-Creutzfeldt) a progresivni multifokalni encefalopatii.

A) Subakutni sklerotizujici panencefalitida se vyskytuje u déti a u mla-
dych osob mezi 4.- 20. rokem. Prubéh je progresivni, vede ke smrti bé-
hem nékolika mésict az dvou let. Choroba zacina poruchou psychiky,
pokraCuje prfes ztratu volnich pohybl k demenci a decerebracni rigidité
s celkovou kachexii. Onemocnéni vznika, az za nékolik rokud po béznych
spalnickach. Jde o reaktivaci viru, ktery perzistoval v mozku v latentni
formé. Patogeneze neni zcela jasna. Nékteré nalezy dokladaji, ze pu-
vodcem je defektni spalniCkovy virus, jina teorie zdlraziuje pacientovu
abnormalni imunologickou odpovéd.

B) Progresivni zardénkova panencefalitis je vzacna. Vyskytuje se jako
pozdni nasledek vrozené nebo i v pozdéjSim obdobi Zivota ziskané za-
rdénkové infekce.

C)Subakutni spongiformni encefalopatie Jacob-Creutzfeldt je vzacné
onemocnéni vyskytujici se u dospélych na celém svété (1-2 pfipady na
milion obyvatel, u 1/5 pfipadu je vyskyt familiarni). Klinicky dominuje or-
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ganicky psychosyndrom s progredujici demenci a parézami. Pacienti
umiraji vétSinou do 1 roku. Onemocnéni je pfenosné intracerebralni ino-
kulaci infikované mozkové tkané na opice a jina laboratorni zvifata. Pu-

vodcem je dosud nepresné identifikovany, velmi rezistentni virus.

4.1.7 Encefalopatie nejasné etiologie

A) Reyelv syndrom: je akutni encefalopatie sdruzena s tukovou dystrofii
organu, predevsim tézkou steatdézou jater. Postihuje déti od 6 tydni do 16
let. Umrtnost se pohybuje kolem 20%. U vétSiny pacient(i pfedchazi klinic-
ké projevy postizeni mozku virovy infekt. V popredi stoji klinické znaky
mozkoveého edému, delirium, stupor i koma. U vyléCenych mohou pretrva-
vat trvalé znaky poskozeni mozku. Etiologie je nejasna, jde pravdépodob-
né o interakci infekce nebo toxinG s vrozenou metabolickou poruchou.
Z infekci bylo u Reyova syndromu prokazano kolem 20 rdznych virll, nej-
Castéji virus chfipky (A i B) a virus planych nestovic. Z toxickych vlivl jsou
uvadény salicylaty, aflatoxin, insekticida. Na mozku je znacény edém bez

zanétlivych zmén. (Feit, J., 2009, web atlases.muni)

4.2 Mozkomisni mok

Mozkomisni mok je pro svuj tésny vztah k centralnimu nervovému sys-
tému (CNS) vyznamny pro diagnostiku nékterych neurologickych onemocnéni,
protoZe patologické zmény v mozku a miSe se velmi Casto odrazeji ve zméné-

ném slozZeni této tekutiny.

4.2.1 Uloha mozkomi$niho moku v CNS

Mozkomisni mok ma v centralnim nervovém systému regulacni a me-
chanickou funkci. Vytvafi vhodné mezibunécné prostfedi, podili se na regulaci
sloZeni extracelularni tekutiny, ve které se nachazeji nervové a gliové buriky.
ZajiStuje mozkovym burnikam pfisun zivin, deoxynukleosidl, vitaminu, napf. ky-
selinu askorbovou a listovou, odstranuje produkty katabolismu, jako jsou laktat
a COg, podili se na imunologickych procesech. PIni také ulohu mechanickou,
nadnasi mozkovou tkan a chrani ji proti narazim, zménam teplot a tlaku. (Ho-
loubkova, 2006)
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4.2.2 Vznik mozkomisniho moku
Tvorba mozkomiSniho moku probiha intraventrikularné a subarach-

noidalné. Asi polovina vznika ultrafiltraci plazmy a je tedy dialyzatem krve, dru-
ha polovina vznika aktivni sekreci choroidalni i extrachoroidealni. Likvor vyplfu-
je intracerebralni-intraventrikularni prostor (20%) a prostor extracerebralni—
subarachnoidealni (80%). U dospélého jedince &ini objem likvoru 150-180 ml,
denni produkce dosahuje 500-600 ml. MozkomisSni mok je resorbovan z 80% do
Zilniho systému a z 20% do systému lymfatického. Mezi tvorbou a resorpci je
rovnovaha. (Racek, 1999)

4.2.3 Odbér mozkomisniho moku
Likvor ziskavame nejCastéji lumbalni funkci, méné €asto punkci subokci-

pitalni nebo ventrikularni. (Racek, 1999)

Indikace k odbéru mozkomisniho moku (CSF) je v neurologii pomérné
Casta, at' uz k diagnostickym ¢&i terapeutickym ucelim. Mok se odebira pfi lozis-
kovych i difuznich procesech michy a mozku, zejména pfi podezieni na neuro-
infekce, subarachnoidealni krvaceni, demyelinizaci onemocnéni a polyradikulo-
neuritidy. Vedle diagnostickych punkci se provadi i tzv. odlehCujici punkce napf.

u hnisavych meningitid, hemocefalu. (Urbanek, 2002)

4.2.4 Barvaavzhled
Za normalnich okolnosti je mozkomisni mok Cira a bezbarva tekutina.Ke

zméné barvy dochazi u hnisavého zanétu, pfi obstrukci a pfi krvaceni. (Racek,
1999)

4.2.5 Chemické vysSetreni mozkomisniho moku

4.2.5.1 Kvantitativni chemické vysetreni
e Celkova bilkovina: za fyziologického stavu je koncentrace celkové bil-
koviny (CB) v mozkomisSnim moku-proteinorachie asi 200x nizSi nez
koncentrace sérova. Klinicky vyznam ma zvySeni hladiny CB zpusobené
poruchou hematoencefalické bariéry, intratekalni syntézou pfi aktivaci
imunitniho systému ¢i zvySenim strukturnich proteinu pfi poskozeni bu-

nék CNS. Na zvySeni hodnoty CB se muze podilet i nadorova bilkovina
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nebo artificialni krvaceni, vyrazné zvySené hodnoty nachazime pfi ob-

strukci v cirkulaci CSF likvorovymi cestami—napf. obstrukci nadorove.

Glukéza: je zakladnim energetickym zdrojem nervové tkané. Hladina
glukézy v mozkomisnim moku—glykorachie zavisi na glykemii, za nor-
malnich okolnosti tvofi asi 60% sérové hodnoty. Klinicky vyznam ma sni-
Zena hladina glukdzy, u bakterialni meningitidy mohou byt hodnoty glyko-

rachie az nulové, glukézu zde konzumuiji bakterie a leukocyty.

Laktat: malé mnozstvi laktatu je za fyziologickych okolnosti produkovano
CNS pfi anaerobni glykolyze. Klinicky vyznam ma vyssi hladina laktatu
k rozliSeni bakterialni a virové meningitidy. VyS$si hladinu laktatu nacha-
zime i pfi poruse zasobeni mozku kyslikem, zvySeni intenzity metabolis-
mu oxidativnim vzplanuti neutrofil, které je na zaCatku vSech patologic-
kych procesl— bakterialniho i virového zanétu a je taky prvni reakci na

subarachnoidealnim krvaceni.

Chloridy: vyznam ma predevSim nalez snizené koncentrace chloridd,
ktery ukazuje na velikost poruchy hematoencefalické bariéry napf. u tu-

berkulézni meningitidy, t€z8i hnisavé meningitidy, mykotické meningitidy,

maligni meningealni infiltrace.(Racek, 1999)
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Tabulka I. : Referenéni rozmezi CSF (Racek, 1999)

Analyt Referen¢ni rozmezi
Glukbéza 2,5-3,9mmol/l (60% S-Glu po 4hod)
Laktat 1,2-2,mmol/Il
Celkova bilkovina 0,15-0,409/I (stoupa s vékem)
Chloridy 120-132mmol/|

4.2.5.2 Kvalitativni chemické vysetreni
e Pandyho zkouska: orientacni zkouska na zvySeni gamaglobulind, pfi
niz dochazi k vysrazeni globulini roztokem fenolu ve vodé. Hodnoti se

intenzita vzniklého zakalu.(Racek, 1999)

4.2.6 Bunécné spektrum v mozkomisnim moku
Rozmanitost bunélnych typu, které se mohou vyskytnout

v mozkomisnim moku, neni velka. Jedna se o lymfocyty, monocyty, neutrofilni,

eozinofilni a bazofilni granulocyty a nadorové buriky.

V mozkomi$nim moku se za normalnich podminek vyskytuji:
e malé lymfocyty
e monocyty
e ojedinéle buriky choroidalniho plexu, ependymalni bunky, buriky arach-

noidey a pialni bunky.

Za patologickych okolnosti v mozkomiSnim moku nachazime:

e granulocyty neutrofilni

e granulocyty eozinofilni

e granulocyty bazofilni

e aktivované lymfocyty

e plazmocyty

e aktivované monocyty

e makrofagy

e nadorové bunky
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Maly lymfocyt. (klidovy lymfocyt) je burika o velikosti 8-10um, jeho velikost
je srovnatelna s erytrocytem, ma uzky plazmaticky lem a kompaktni jadro, které
vypliiuje témér celou bunku. Tyto bunky najdeme v normalnim mozkomiSnim
moku, ale abnormalni zachyt malych lymfocytl v kvalitativnim cytologickém ob-
razu pfi sou¢asné& normalnim podtu elementt v mm® byva &asto u pacientt
s chronickymi zanéty nervového systému a u demyelinizaci. Po setkani
s antigenem se lymfoidni buiky transformuji a jejich vzhled se znac¢né méni.
Vétsina T-lymfocytll vykazuje fenotyp pamétovych bunék CD*" i CD®" subpopu-

laci.

Aktivovany lymfocyt. (reaktivni, imunocyt, imunoblast, lymfoplazmocyt) - je
lymfoidni bunka 11-18um velka, s vyraznou bazofilni plazmou a s velkym ja-
drem. Vyskytuje se pfedevSim v moku pacientl s akutnim neurologickym one-

mocnénim.

Plazmocyty: jsou nejvétsi lymfoidni burnky o velikosti az 21um s bazofilni
plazmou. Kulaté nebo ovalné jadro nékdy i s patrnymi jadérky byva ulozeno
excentricky. Typické je perinuklearni projasnéni plazmy. Plazmocyty jsou ko-
ne¢nym stadiem B-lymfocytd po imunologické stimulaci a produkuji imunoglo-
buliny. Vyskytuji se jen v patologickém mozkomiSnim moku a jsou popisovany u
pacientl se zanéty nejCastéji virového puvodu, ale také u syfilitidy, tuberkulozy,

sarkoiddzy, roztrouSené sklerdzy.

Monocyty: jsou bunky velké 15-30um. Jadro miva nepravidelny tvar, nej-
Castéji podkovy nebo fazole. Plazma se barvi svétleji nez u lymfocytu. Jsou to

buriky morfologicky velmi proménlivé

Aktivované monocyty. se odliSuji od monocytu predevsim veétsi velikosti,
vakuolizovanou plazmou a tendenci ke shlukovani bunék. Kromé antigenniho
podnétu maze aktivaci monocytl stimulovat napf. kontuze mozku, operacni za-
sah do nervové soustavy, krvaceni do mozku, opakované odbéry mozkomisni-
ho moku, lékova terapie, krvaceni do mozku, porodni trauma u novorozencl
atd. Jsou schopny fagocytézy jinych bunék nebo nebunéénych partikuli. Aktivo-
vané monocyty s fagocytovanym materialem se nazyvaji makrofagy. Podle fa-

gocytovaného materialu Ize rozliSit rizné typy, napf. erytrofagy pfi krvacivych
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stavech, lipofagy, které vznikaji fagocytosou lipoidnich substanci pochazejicich
z odumrelych bunék CNS apod. Monocyty jsou soucasti normalniho bunééného
obrazu, aktivované monocyty nebo makrofagy svéd¢i o aktivaci nervového sys-

tému v oblasti likvorovych cest.

Neutrofilni granulocyty: jsou bunky o pramérné velikosti 35um. Za nor-
malnich okolnosti se vyskytuji v mozkomiSnim moku velmi sporadicky a pouze
ve zralé, segmentované podobé. V mozkomiSnim moku jsou z granulocytarni
fady nejCastéjSi a provazeji akutni zanéty nervového systému, zejména zanéty
bakterialni a objevuji se jako prvni obranné bunky v pocCatecnim stadiu serozni-
ho zanétu i jako reakce na krvaceni. Granulocyty maji schopnost fagocytovat

baktérie, nejsou ale schopny fagocytovat jiné leukocyty nebo erytrocyty.

Eozinofilni granulocyty: jsou o néco vétsSi nez neutrofily. Jadro byva nej-
Castéji rozdéleno na dvé Casti a v plazmé je po barveni mnozstvi naCervenalych
granuli. V. mozkomisnim moku jsou dosti vzacnym nalezem. NejCastéji se uva-
déji u parazitarnich onemocnéni nervového systému, neurosarkoidozy a jako

nasledek alergické reakce na cizi téleso v nervovém systému.

Bazofilni granulocyty: s tmavymi granuly v plazmé o velikosti 10pm se ta-
ké nékdy uvadeéji v mozkomisnim moku. Jejich vyskyt je velmi vzacny a vyznam

pro diagnostiku neurologickych onemocnéni neni znam. (Glosova, 1998)

4.3 Cytologicky obraz viroveé infekce v mozkomisnim moku

V akutnim stadiu zanétu centralni nervové soustavy jsou nejCast&jSim
nalezem v mozkomisnim moku neutrofilni granulocyty. Granulocytarni faze by-
va velmi kratka, odbér mozkomisniho moku se €asto provadi az v dobé, kdy se
granulocyty nezachyti viibec nebo jen v malém procentu. Byva provazena leh-
kym zvySenim laktatu, které je reakci na jejich vysokou metabolickou aktiva-
ci.(Glosova, 1998)

Granulocytarni obraz rychle pfechazi v lymfocytarni pleiocytézu. Aktivo-
vané lymfocytarni elementy se stavaji pocetné prevazujici bunénou populaci,
pfi déle trvajicim onemocnéni se dale objevuji lymfoplazmocyty a plazmocyty.
Nalez plazmatickych bunék je u chronickych virovych infekci obvyklym jevem.
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Neutrofilni granulocyty v pocCateCnich stadiich hojné az pfevazujici, postupné
ubyvaji, bézné vSak dosahuji az jedné tretiny vSech elementl i u plné rozvinu-
tého onemocnéni, v malém poctu az zcela ojedinéle mohou byt pfitomny i
v prubéhu chronickém. Pfi pfechodu do chronicity Ize také ojedinéle pozorovat
granulocyty eozinofilni. Znamky aktivace monocytarni fady lze pozorovat jiz u
inicialnich stadii virovych neuroinfekci. Po probéhlé aktivaci pak lze pozorovat i
znamky fagocytarni aktivity, jedna se o uklidovou reakci monocyto-
makrofagového systému. Objevuji se lymfofagy, makrofagy fagocytujici ele-
menty lymfocytarni fady, Casto v rdzném stupni aktivace. Jejich nalez je
ve vysokém poctu pfiznivym jevem, svédcCi o tendenci ke snizeni poctu pfitom-
nych elementd uklidovou fazi., a tak i k ustupu zanétlivého obrazu v likvoru.
Dalsimi makrofagyckymi elementy mohou byt lipofagy. Jejich nalez svédci pro
pritomnost destrukce nervové tkané, byva obvykle v souladu s nalezem Klinic-
kym. U nekrotickych encefalitid muze byt poCatecni zastoupeni lipofaga velmi

vysoké, coz odpovida i rozsahu poskozeni mozkoveé tkané.

U virovych zanétl Ize také pozorovat pfitomnost hemoragické kompo-
nenty zanétu, ta se projevi jak pfitomnosti volnych erytrocytl, tak i jejich fagocy-
tézou aktivovanymi monocytarnimi elementy, objevuji se erytrofagy,
v pozdéjSim pribéhu i siderofagy. V terminalnich stadiich byva pfitomna mono-
cytarni pleiocytéza nebo monocytarni oligocytéza s pfitomnosti aktivovanych

elementl lymfocytarni fady. (Adam, 1995)
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Tabulka Il. : Cytologicka stadia u virové neuroinfekce (Adam, 1995)

1. SmiSena pleiocytéza | Obraz Casného stadia onemocnéni. Nepfilis
S pfevahou segmen- Casto zachyceny.
td
2. Lymfocytarni pleiocy- | Ruzného stupné, pocet bunék kolisa od né-
toza kolika desitek az do tisicu na mikrolitr.
3. Monocytarni pleiocy- Pfitomnost fagocytujicich elementd. Vzdy
téza lymfofagy, pfi destrukci nervové tkané lipofa-

gy, pfi pfitomnosti hemoragické slozky zané-

tu i erytrofagy.

4, Rezidualni monocy- Jiz bez fagocytarni aktivity.
tova faze
5. Normalizace cytolo-

gického nalezu

4.4 Imunologicky obraz virové infekce v mozkomisnim moku

U zdravého ¢lovéka neni centralni nervovy systém dostupny pro antigeny
ani buiiky imunitniho systému.

Z tohoto dlivodu je CNS povazovan za imunologicky privilegované misto.
Dnes ale neni pochyb o tom, Ze imunokompetentni bufiky mohou za urcitych
okolnosti vstoupit do CNS a zah4jit imunitni reakci.

VétSina monocytl a T lymfocytu, které Ize v mozku identifikovat za nor-
malnich okolnosti a které reprezentuji normalni obrat hematogennich bunék
v kompartmentu CNS, se naléza v prostorech pojivové tkané mékkych mozko-
vych plen a choroidalniho plexu a v perivaskularnich prostorech. Uvnitif CNS je
normalné minimum lymfocytl. Podle studii jsou schopné prekonat intaktni he-
matoencefalickou bariéru pouze aktivované T lymfocyty a to nezavisle na své
antigenni specifité, fenotypu a MHC kompatibilité. Nedojde-li béhem jednoho az
dvou dnu k rozpoznani specifického antigenu, dochazi k eliminaci T bunék. (Ho-
loubkova, 2006)
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5 PRAKTICKA CAST

5.1 Biochemické vysetreni

Protoze je mozkomi$ni mok tekutina dostupna obtizné a navic obvykle
jen ve velmi malém mnozstvi, jeho odbér je pro pacienta zatézi a neni mozné
jej libovolné opakovat, pouzila jsem ke své praci mozkomisSni moky zasilané
k vySetfeni do nasi laboratofe, u nichz bylo nejprve potfeba provést vySetieni
pozadovana lékafem.

Z tohoto duvodu se spousta z dodanych vzorkd k mé praci nehodila, ma-
lokdy bylo mozkomisSniho moku dostateCné mnozstvi jesSté i na, pro mou praci
potfebné, vySetfeni na prutokovém cytometru, nebo vysledny cytologicky nalez
z barveného preparatu neodpovidal virové infekci.

Z vySe uvedenych skute€nosti jsem tedy postupovala klasickym zpuso-

bem, jako pfi vySetfeni béznych odbéra.

5.1.1 Chemické vysetieni mozkomisniho moku
Zahrnuje posouzeni barvy a zakalu, Pandyho zkousku, stanoveni koncent-

race celkové bilkoviny, glukdzy, laktatu a chloridu. Kvantitativni stanoveni pro-
vadime na analyzatoru ACHITEKT ¢8000.

e Pandyho zkouska: v Ciré sklenéné zkumavce hodnotime zakal vznikly
pridanim kapky asi 50ul moku do 1ml Pandyho ¢inidla (nasyceny roztok
fenolu ve vodé). Tato zkouSka je pouze orientacni, slouZzi ke kvalitativni-
mu prukazu globulind.

e Celkova bilkovina: principem je turbidimetrickda metoda vyuzivajici
denaturaci proteini benzethoniumchloridem. Proteiny pfitomné v modi
nebo v mozkomiSnim moku jsou denaturovany benzethoniumchloridem
za vzniku jemné suspenze, ktera je kvantifikovana turbidimetricky pfi vl-
nove délce 404nm. Analyzator: ACHITEKT ¢8000.

e Glukoza:je zalozena na reakci fosforylovana hexokinazou za pfitomnosti
adenosintrifosfatu a iontl hof€iku za vzniku Glukéza-6-fosfatu a adeno-
sindifosfatu. Glukéza-6-fosfatdehydrogenaza specificky oxiduje G-6-P na
glukonat-6-fosfat za soubézné redukce NAD na NADH.Na kazdy mik-

romol spotfebované glukézy je produkovan jeden mikromol NADH.
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Vznikly NADH absorbuje svétlo pfi vinové délce 340nm a je detekovan
spektrofotomericky jako narust absorbance. Analyzator: ACHITEKT
c8000

e Laktat: reaguje s kyselinou mlé€nou a pusobenim laktatoxidazy premeéni
na pyruvat a peroxid vodiku. Vznikly peroxid vodiku za pfitomnosti pero-
xidazy oxiduje prekurzor chromogenu za vzniku barevné latky. Narust
absorbance pfi vinové délce 548nm je pfimo umérny koncentraci kyseli-
ny mlé¢né ve vzorku. Analyzator: ACHITEKT c8000

e Chloridové anionty: jsou zaloZzeny na principu iontové selektivnich elek-
trod. Analyzator: ACHITEKT c8000

5.1.2 Cytologické vysetreni mozkomisniho moku
e Zakladni cytologicke vysetreni: mozkomisni mok je tekutina s nizkym
obsahem bilkoviny, neni bufikam vlastni a bunky v ném urychlené star-
nou. Proto je cytologické vySetfeni nutné provést nejpozdéji do 1 hodiny
po odbéru, v opatném pfipadé dochazi k rozpadu bunéénych elementd.
Pfi zakladnim cytologickém vySetfeni hodnotime pocet bunécnych ele-
mentld ve Fuchs-Rosenthalové komurce. Stanoveni poctu erytrocytu pro-
vadime v nebarveném, nativnim preparatu. Pocet leukocytd hodnotime
v preparatu barveném kyselym fuchsinem. Barvime v poméru 10ul barvi-
ciho roztoku: 100yl mozkomi$niho moku. Barvici roztok zpusobi lyzu
membran erytrocytd a zvyrazni jaderné struktury leukocytld. Leukocyty
rozliSujeme na mononukleary (lymfocyty, monocyty) a polynukleary (seg-
menty). Ziskana hodnota predstavuje pocet bunék na 3pl likvoru. Proto

jsou vysledné hodnoty jednotlivych elementl udavany ve zlomku /pl.

5.1.3 Specialni cytologické vysSetreni.

K pfesnéjSimu hodnoceni bunécnych forem a jejich aktivity slouzi trvaly
preparat. K pfipravé cytologickych preparatd pouzivame v nasi laboratofi cyto-
sedimentaéni metodu, pfi niz se mozkomisni mok ve specialni komurce zahus-
ti. Preparat urCeny k barveni Giemsou fixujeme roztokem metanolu, preparat

uréeny k barveni na prikaz tukd roztokem formaldehydu.

21



K barveni trvalych preparatd mozkomisniho moku pouzivame barveni
podle Pappenheima, které doplfiujeme barvenim sudanovou Cerni uréenymk
prukazu lipida.

Tento preparat je urCen pro kvalitativni hodnoceni, které provadi jen |é-
kar-biochemik se zkouSkou z cytologie mozkomiSniho moku.

Z vybranych vzorkl, které splfiovaly kriteria nalezu pfi virové infekci -
poCet bunék byl dostatecné vysoky a byl dostatek moku, jsme provedly stano-

veni na prutokovém cytometru.

5.2 VySetreni pritokovou cytometrii

Je technika zaloZena na méfeni jednotlivych ¢astic nebo bunék prochaze-
jicich snimacim mistem, které zaznamenava odraz laserového paprsku
v podélném a kolmém smeéru a taky zablesky emitovaného svétla znacenych
protilatek navazanych na buné&ném povrchu. Dulezitou viastnosti cytometrické
analyzy je skute€nost, Ze je provadéno méfeni kazdé Castice nebo buriky. Ne-
jde tedy jen o prGmérné hodnoty méfené suspenze, ale je mozné identifikovat i
velmi malou populaci bunék v materialu. Pritokovy cytometr je bézné vybaven
argonovym laserem, ktery umozniuje analyzu mnoha bunéénych parametrd na
zakladé odklonu laserového paprsku. Uroveri tohoto odklonu odpovida velikosti
a granularité prochazejicich ¢astic nebo bunék (napf. lymfocyty jsou malé buni-
ky s nizkou granularitou, naopak granulocyty jsou buriky vétsi s vysSi granulari-

tou).

Metodika pritokové cytometrie umoznuje urcit pfitomnost charakteristic-
kych bilkovinnych epitopll, které buriku fadi do jednotlivych vyvojovych linii a
stadii zralosti. Na buriku navazeme protilatku s navazanym fluorescencnim bar-
vivem, které emituje charakteristické svétlo po excitaci budicim laserem. Emito-
vané svétlo je snimané detekénim zafizenim. Podle sloZitosti pfistroje muize
obsahovat nékolik (v nasem pfipadé 4) detekCnich zafizeni a tak Ize analyzovat
nékolik protilatek navazanych na bunce, a presné ji tak zafadit do klasifikacniho

systému.
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Tyto charakteristické bilkovinné znaky tzv. diferenciacni znaky (Clusters of Dif-
ferentiation-CD) umoznuji urCovat specifické bunécné subpopulace. (napfiklad
CD* je znakem T-lymfocyttl)

Méfeni jsme provadély na pratokovém cytometru BECKMAN COULTER,
EPICS XL. MCL

Tabulka lll. : Clusters of Differentiation (CD)

Celkové T lymfocyty cD*
Pomocné / induktorové T lymfocyty cbD*/cp**
Tlumivé / cytotoxické T lymfocyty cD*/cD®
Aktivované T lymfocyty CD*/HLA-DR"
Aktivované lymfocyty HLA-DR"
B lymfocyty cD®*
Aktivované B lymfocyty CDM /23"
Monocyty / makrofagy cp*
Neutrofilni granulocyty cD**
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Obrazek I. : Pritokovy cytometr (web Ifl.cuni)
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6 ZAVER

VysSetfeni mozkomiSniho moku je velmi komplexni zaleZitost, ktera je
Casto provadéna v Casoveé tisni pro Zivot ohrozujici stav pacienta.

Navic je €asto k dispozici velmi omezené mnozstvi materialu, coz je vel-
kou nevyhodou zvlasté u prutokové cytometrie, kdy je nutné izolovat dostatec¢né
mnozstvi bunék pro analyzu.

To se pfitom ukazalo v naSich tfech pfipadech jako velmi uziteCné.
Nevyhodou prutokové cytometrie je ale i mala dostupnost metody mimo pra-

covni dobu a nutna vysoka erudice pracovnika.
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8 ZKRATKY

CB-CELKOVA BILKOVINA

CD- CLUSTERS OF DIFFERENTIATION
CNS-CENTRALNI NERVOVA SOUSTAVA
CSF-MOZKOMISNi MOK
CMV-CYTOMEGALOVIRUS

HSV-VIRUS HERPES SIMPLEX
RS-ROZTROUSENA SKLEROZA
VZV-VIRUS VARICELLA-ZOSTER

27



9 PRILOHA

1) Pacient 1992
22. 8. 2007

Tabulka IV. : Biochemické vysetfeni mozkomisniho moku

Popis mozkomiSniho moku Ciry
Csf-Pandy 1-2 arbj.
Csf-Glukoza 2,6 mmol/I 2,7-4,4
Csf-Laktat 3,01 mmol/I 1,20- 2,10
Csf-Chloridy 124 mmol/| 120- 130
Csf-Celkova bilkovina 1,03 g/l 0,20- 0,45
Erytrocyty 805 elem/ul
Lymfocyty 685 elem/ul
Velké mononukl. buriky 34 elem/ul
Segmenty 31 elem/ul

Hodnoceni cytologického preparatu:

Zaplava aktivovanych lymfocytd, ojedinéle plazmocyty. Méné &etné monocyty,
spisSe klidové. Velmi ojedinéle lymfofag. Ojedinélé neutrofily. Ojedinélé eozinofi-
ly. Ojedinéle volné erytrocyty.

Mohutny serézni zanét v chronickém stadiu.

Tabulka V. : VySetfeni mozkomisniho moku pritokovou cytometrii

Zastoupeni leukocytt CD** (Sistota) 98,8%
Lymfocyty 85,5%

CD™** monocyty 2,5%
Granulocyty 12,0%
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CD**T-lymfo 85,0%
Z CD>'T-lymfocytu

CD* helper. T-ly 59,5%
CD* supr. /cyt.T-ly 23,4%
Pomé&r CD*/CD®" 2,5

Hodnoceni pritokové cytometrie: Mok z 22.8., analyzovany 23.8. Casteéné
jsou buriky cytolyzované. V leukocytarni populaci je vyrazna pfevaha lymfocytu
(85,5%), méné Ccetné jsou granulocyty, ojedinélé monocyty/makrofagy.
V lymfocytarni populaci previadaji CD**T-lymfo se spi§e normalnim pomérem
CcD*/CD?.

Zavér hodnoceni vysetieni pritokovym cytometrem:

Bunécny i fenotypovy nalez v moku nejvice odpovida lokalni imunitni odpovédi

na zanét nejspise nevirové etiologie (intracelularni mikroorg.?).
Virologicky nalez: Virus klistové encefalitidy-negativni
Anti Borrelie 1gG-positivni
Anti Borrelie IgM-negativni
Konfirmace Western blot IgG-positivni
Western blot IgM-negativni

Zaveér: Pro stanoveni diagnosy byl cytologicky preparat pomoci. Jeho interpre-
tace—mohutny ser6zni zanét orientovala k virové infekci, ale stejny obraz je i u
neuroboreliosy, ktera byla potvrzena konfirmacnimi testy. Pratokova cytometrie

spravné na virovou infekci neukazovala.
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2) Pacientka 1984
14. 2. 2006

Tabulka VI. : Biochemické vysetifeni mozkomisniho moku

Popis mozkomisniho moku Ciry
Csf-Pandy 0-1 arbj.
Csf-Glukoza 2,6 | mmol/l 2,7-4,4
Csf-Laktat 20,40 | mmol/I 1,20- 2,10
Csf-Chloridy 130 | mmol/l 120- 130
Csf-Celkova bilkovina 0,67 g/l 0,20- 0,45
Erytrocyty 530 | elem/ul
Lymfocyty 350 | elem/ul
Velké mononukl. buriky 50 | elem/ul
Segmenty 0 elem/ul

Hodnoceni cytologického preparatu:

Zaplava lymfoidnich bunék, vétSinou vysoce aktivovanych az k plazmocytim.

Méné Cetné lymfocyty klidové i aktivovane, bunécné fagy a lipofagy nenalezeny.

Ojedinéle neutrofily, velmi ojedinéle eozinofily.

Mohutny serézni zanét.

Tabulka VII. : VySetfeni mozkomisniho moku pritokovou cytometrii

Zastoupeni leukocytt CD** (gistota) 99,5%
Zastoupeni lymfocytl 90,2%
CD™* monocyty 1,5%
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Z lymfocytu:

CcD1% B-lymfo 1,0%

CD* T-lymfo 86,9%
Z CD3+ T lymfocytu:

CD* helper. T-ly 50,4%
CD¥ supr. /cyt. T-ly 43,0%
Pomér CD*/CD® 1,2

Aktivace T lymfocytu:
CD*HLA-DR akt. T-ly 41,7%
cD¥CcD* akt. T-ly 93,6%
CD** (blasty) nenalezeny

Hodnoceni pritokové cytometrie:

Mok s vysokym poctem bunék, v populaci leukocytll témér zcela prevladaji lym-
focyty. Jedna se o CD*' T-lymfocyty s vyraznou expresi aktivadnich markrd
HLA-DR a CD**" na povrchu CD®" cytotox. T-lymfo. Blasty CD?*** nenalezeny.

Zavér hodnoceni vySetieni pritokovym cytometrem:
Nalez odpovida lokalni imunitni odpovédi na akutni infekci virovym agens.
Virologicky nalez: Anti Borrelie 1IgG-negativni

Anti Borrelie IgM-negativni

Virolog. Kultivace-negativni

Kultivace opakované-negativni

Zaveér: V biochemickém vysSetieni svédCi vysoka hodnota laktatu pro vysoky
metabolicky obrat bunék, hodnota glukosy je v normé, nalez nesveédci pro bak-
terielni infekci, spiSe pro virovou infekci. Cytologicky preparat ukazuje na

serozni zanét s velkou aktivaci bunék, stejné jako prutokova cytometrie, kde
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vysoka exprese HLA-DR a CD** na T-lymfocytech své&déi pro virovy zanét. Kul-

tivaCné se infekéni agens nepodafilo opakované prokazat.
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3) Pacient 1935
28. 11. 2006

Tabulka VIII. : Biochemické vysetreni mozkomisniho moku:

Popis mozkomisniho moku zakaleny
Csf-Pandy 4 arbj.
Csf-Glukoza 3,5 mmol/l 2,7-4,4
Csf-Laktat 13,68 mmol/| 1,20- 2,10
Csf- Chloridy 115,0 | mmol/l 120- 130
Csf-Celkova bilkovina 3,45 g/l 0,20- 0,45
Erytrocyty 330 elem/ul
Lymfocyty 160 elem/ul
Velké mononukl. buriky 208 elem/ul
Segmenty 315 elem/ul

Hodnoceni cytologického preparatu:

Pfevaha neutrofilt, Casto rozpadlych, ¢etné lymfocytarni buriky v rizném stadiu
aktivace az po lymfoplazmocyt, ojedinélé lymfocytarni buriky s jadernymi inklu-
zemi-virocyty? Cetné monocyty, ¢asto aktivované, ojedinéle rozpadlé bunééné
fagy, lipofagicka aktivita neprokazana. Pomérné Cetné eozinofily, ojedinélé vol-
né i fagocytované erytrocyty. PoCatecni stadium serozniho zanétu /vysoky lak-
tat jako reakce na oxidacni vzplanuti neutrofild v po¢ate¢ni neutrofilni fazi/. PFi-

tomna hemoragicka slozka.

Tabulka IX. : VySetfeni mozkomisniho moku pritokovou cytometrii

Zastoupeni leukocyttl CD *°* (&istota) 92,9%
Lymfocyty 30,0%

CD™** Monocyty 19,0%

Neutrofily 51,0%
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Z lymfocyta:

CcD* T-lymfo. 88,0%

Z CD3" T-lymfocytl
CD* helper. T-lymfo. 74,2%
CcD® supr. /cyt. T-lymfo. 26,1%

Pomér CD*/CD* 2,8

Aktivace T-lymfocytu

CD* HLA-DR akt. T-lymfo. 32,4%

Hodnoceni pritokové cytometrie:

V populaci leukocytu prevladaji neutrofily, méné cetné jsou monocyty, lymfocyty
tvofi 30%. Fenotypové se jedna CD* T-lymfocyty se spi§e normalnim pomérem

CD*/CD®, se zvy$enou expresi aktivaéniho markru HLA-DR na povrchu.
Zavér hodnoceni vySetieni pritokovym cytometrem:

Nalez je pomérné nespecificky, mize odpovidat lokalni imunitni odpovédi na
nespecifickou infekci jiné etiologie nez virovym agens. V Uvahu mize pfichazet i

jina pficina (ischemie, utlak.?)
Virologicky nalez: Aerobni kultivaci prokazana Listeria monocytogenes.

Zaveér: Atypicka, vzacna infekce. V biochemickém obraze dominuje vysoka bil-
kovina, vysoka hodnota laktatu, ale normalni glukosa. Cytologicky obraz byl
popsan jako mozny pocateCni serozni zanét—pocty bunék i bunééné spektrum
je jiné nez je charakteristické pro bakterielni infekci. VySetfeni prutokovym
cytometrem neukazuje jednoznacné na virovou infekci. Rozhodujici se stalo

kultivaéni vySetfeni, které prokazalo pfitomnost Listerie monocytogenes.
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1. Pocatecni, neutrofilni stadium virového zanétu - neutrofilni granulocyty, monocyty,
makrofdagy, eozinofilni granulocyty

2. Lymfocyty v rzném stadiu aktivace

35



3.Lymfoplazmocyt

4.Plasmocyt a aktivované lymfocyty
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5. Aktivace likvorovych bunék — uprostred plazmocyt, nahote pocinajici monocytarni mito-
za

6. Uklidova faze — lymfofag
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