Kilin. Biochem. Metab., 21 (42), 2013, No. 4, p. 220-225.

VysSetreni mozkomisniho moku v diagnostice
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SOUHRN

Subarachnoidalni krvaceni (SAK) je zivot ohrozujici stav. Pres neustaly vyvoj v oblasti zobrazovacich i laboratornich metod
zlstava nemalé procento pacientll se SAK Spatné diagnostikovano. V pripadé negativniho CT vySetreni, které je vySetie-
nim volby v diagnostice SAK, je doporu¢eno provedeni spektrofotometrického vysSetfeni mozkomisniho moku. Jedna se
o vySetieni relativné naro¢né na preanalytické podminky, nicméné mize byt cennym diagnostickym nastrojem. Dle novéj-
Sich doporucent je vhodné interpretovat spektrofotometricky nalez s ohledem na proteinorachii a koncentrace celkové bil-
koviny a bilirubinu v krevnim séru. Kromeé spektrofotometrického vySetreni je prinosné posouzeni i dalSich kriterif, které nam
biochemicka laborator pii vySetfeni mozkomiSniho moku nabizi, napt. vyhodnoceni poctu erytrocytt, zhodnoceni trvalého
cytologického preparatu, nebo vysetreni hladiny feritinu.
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SUMMARY

Broz P., Zenkova J., Rezaéova K.: Cerebrospinal fluid analysis in the diagnosis of subarachnoid hemorrhage
Subarachnoid hemorrhage (SAH) is a serious, life-threatening cause of morbidity and mortality in the world. Despite the
progression in imaging and laboratory methods remain a significant percentage of patients with SAH misdiagnosed. Virtual
unenhanced CT of the brain is the investigation of choice for establishing presence of SAH. Cerebrospinal fluid (CSF) spec-
trophotometry is recommended in CT negative patients, when clinical suspicion remains high. The specimen for spectro-
photometry has certain requirements for the collection, handling and transport to the laboratory, however, can be a valuable
diagnostic tool. According to recent recommendations is appropriate to interpret the result using serum protein, serum
bilirubin and CSF protein levels. In addition to CSF spectrophotometric examination other laboratory tests as CSF cytology,
red cell count examination or CSF ferritin levels can be useful.

Keywords: subarachnoid hemorrhage, cerebrospinal fluid spectrophotometry, cytology, ferritin.

Subarachnoidalni krvaceni (SAK) je zivot ohrozu-
jici stav vznikajici pfi krvaceni mezi arachnoideu a pia
mater. Prdmérna incidence ve svété je 9 pripadd na
100 000 obyvatel za rok a nemalé procento pripadl je
Spatné Ci pozdé diagnostikovano [1,2]. NejCastéjsi pfi-
¢inou je ruptura vakovitého aneurysmatu Willisova okru-
hu. Aneurysmata se tvofi na podkladé kongenitalniho
nebo ziskaného defektu cévni stény, zejména zeslabeni
médie. Zmeény na cévach mohou byt potencovany dru-
hotné napf. hypertenznimi zménami Ci aterosklerézou.
K ruptufe dochazi v jakémkoli véku s maximem mezi
35 a 65 lety, nejCastéji pfi hemodynamickém zatizeni.
Vznik SAK je Gasto spojen s fyzickou aktivitou &i psy-
chickym rozru$enim, mdze vSak vzniknout i v Klidu ve
spanku. Mezi vzacnégjsi priCiny spontannich SAK pat-
fi ruptury arteriovendznich malformaci, vyjimecné pak
primarni vaskulopatie, disekujici intrakranialni aneurys-
ma Ci hypertenze [3].

SAK je charakterizovano nahle vzniklou silnou
bolesti hlavy. M0Ze byt provazeno rlizné vyznamnou
poruchou védomi, proto je tfeba na néj pfi vSech nevy-
svétlitelnych poruchach védomi myslet. Mozna je téz
zmeéna kvalitativni slozky védomi i pfitomnost loziskové
neurologické symptomatologie v disledku ischemie &i
hematomu v povodi urcité cévy. SAK se mize mani-
festovat téz epileptickymi paroxysmy.

VysSetfenim volby v diagnostice SAK je CT vySet-
feni. PP pozitivnim ndlezu na CT mozku je indikovana
angiografie za Ucelem prikazu lokalizace aneurysmatu.
V prvnich dnech po vzniku krvaceni je senzitivita nativ-
niho CT vySetfeni vysoka (95-98 %), poté vsak zacina
klesat. Je-li provedeno tyden od pocatku krvacen,
senzitivita klesa az k hodnotam kolem 50 % [4].

Problémem je diagnostika pacientl s negativnim
CT vySetienim a trvajicim klinickém podezreni na pfi-
tomnost SAK. Je mozno vyuzit jinych zobrazovacich
metod (napr. MRI), av3ak dle platnych doporudeni je
v pfipadé negativniho CT vySetfeni indikovano spektro-
fotometrické vySetfeni mozkomisniho moku (obr. 1)
[5,6]. To je rovnéz doporuceno u pacientl s delSim
Casovym odstupem od vzniku krvaceni [7]. Spektro-
fotometrické vySetfeni mozkomisniho moku prokaze
pritomnost SAK u 3% pacientl s podezienim na pfi-
tomnost SAK pfi negativnim vysledku CT vySetfeni [8].
K diagnostice opétovného krvaceni vSak neni spekt-
rofotometrické vySetfeni mozkomiSniho moku vhod-
né, v téchto pripadech je indikovano provedeni CT
vySetreni. PFi vySetfeni mozkomisniho moku je klicové
odliSeni SAK od arteficialni pfimési erytrocytl. Riziko
traumatické lumbalni punkce a arteficialni pfimési krve
je pomérné vysoké (cca 10-15 % pripadd), dle nékte-
rych studii i vice [9].
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Fig. 1. A flow chart for assessment of a patient with a suspected SAH. Modified from ,,CSF spectrophotometry in the diagnosis

of subarachnoid haemorrhage, A. M. Cruickshank, 2001“.

Kromé spektrofotometrického vySetfeni mozko-
misniho moku muze biochemicka laborator pfi posu-
zovani moznosti krvaceni do likvorovych cest nabid-
nout nékolik dalSich prospésnych vySetfeni. Zejména
dfive provadéna zkouska tfi zkumavek je zalozena na
predpokladu, ze pfi arteficidlni kontaminaci vzorku krvi
dochazi pfi postupném odebirani mozkomisniho moku
do jednotlivych zkumavek ke snizovani mnozstvi ery-
trocytd. V pripadé arteficidliniho krvaceni se snizuje ery-
trochromni (sangvinolentni) zabarveni mozkomisniho
moku v nasledujicich porcich, coz je mozné hodnotit
vizualné. Po centrifugaci by mél byt vzorek &iry a bez-
barvy se sedimentem erytrocytll, coz vSak mizZe byt
spinéno i pfi velmi Cerstvém krvaceni. V pripadé SAK
byva krev v mozkomisnim moku rozptylena rovnomer-
né a mnozstvi erytrocytd v nasleduijicich vzorcich se
nesnizuje. Je mozna téz zvysena kontaminace nésle-
dujicich vzorkd, kde pric¢inou mdze byt poranéni pleteni
pfi manipulaci s jehlou ¢ minimalnim pohybu pacien-
ta. V praxi je nejvice doporucovano odebrat nejprve
cca 0,5ml (vzorek je nejvice kontaminovan krvi) a dalsf
3 vzorky o vétsim objemu a na biochemické vySetre-
ni pak zaslat nejlépe prvni a posledni vzorek a spo-
Sitat pocet erytrocytd pod mikroskopem, protoZe pfi
mnozstvi erytrocytl kolem nékolika stovek v 1 pl neni
zmeéna barvy okem postihnutelna [10,11].

Primérna doba preziti erytrocytl v periferni krvi je
120 dnd. Likvorové prostory jsou prostredim nepiiroze-
nym pro erytrocyty, po jejich proniknuti do téchto pro-
stor zaCina postupné dochazet k hemolyze. Uvoliuje
se oxyhemoglobin, ktery mize byt detekovan za 2-12
hodin od pocatku krvaceni, maxima dosahuje za 2-3
dny. Pfitomnost oxyhemoglobinu tedy upozoriuje na
Gerstvé krvaceni. Jeho izolovana pritomnost vSak mize
vzniknout i pfi arteficidlni prfimési krve a nasledném roz-
padu erytrocytll. Oxyhemoglobin je pomoci makrofag
a dalSich bunék leptomening enzymaticky prfemeénén
na bilirubin [12]. Tato konverze probiha pfiblizné tyden.
Je mozna téz spontanni pfeména oxyhemoglobinu na
methemoglobin. Oxyhemoglobin a bilirubin jsou pfici-
nou xantochromniho, resp. v pfipadé methemoglobinu,
Cervenohnédého zabarveni odstfedéného mozkomis-
niho moku. Bilirubin se zacina v mozkomisnim moku
objevovat asi 10-12 hodin po krvaceni s maximem 2.-
4. den. Pfitomnost pouze bilirubinu bez oxyhemoglobi-
nu je teoreticky mozna jiz od 5. dne, nicméné je spiSe
vzacnym jevem, protoze oxyhemoglobin mdze byt pfi-
tomen i 3 tydny po krvaceni. Bilirubin v mozkomisSnim
moku mUze byt nejen hematogenniho, ale i plasmatic-
kého plvodu. ZvySeni koncentrace samotného biliru-
binu bez pfitomnosti oxyhemoglobinu v mozkomisnim
moku je CastéjSi v souvislosti se zvySenou koncentra-
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ci bilirubinu v systémové cirkulaci nez v souvislosti se
SAK. Xantochromni zbarveni mozkomisniho moku tedy
nemusi byt specifické pro intrakranialni krvaceni. Pro
odliSeni arteficialni primési krve je téz dllezité, Zze ze
jmenované trojice pigment’ oxyhemoglobin, bilirubin
a methemoglobin vznika pouze bilirubin in vivo cestou,
ke vzniku oxyhemoglobinu a methemoglobinu mdze
dochdzet in vivo iin vitro [13,14]. Provedeni lumbalni
punkce a spektrofotometrického vySetfeni mozkomis-
niho moku dfive nez za 12 hodin po poc¢atku krvaceni
mUze byt zdrojem fale$né negativnich vysledkd.

Je mozné orientané provést vizualni zhodnoceni
odstfedéného mozkomiSniho moku z hlediska xanto-
chromniho zbarveni, nicméné dnes jiz neni povazovano
za dostadujici a neni doporucovano. Naopak spektro-
fotometrické vySetreni je doporu¢ovano pro svoji objek-
tivitu a vy3Si rozliSovaci schopnost.

Spektrofotometrie likvoru je vySetfeni relativné
narocné na preanalytické podminky. Jak bylo uvedeno
vySe, Cas od pocatku krvaceni do odbéru vzorku by
nemél byt kratSi nez 12 hodin. K prevenci arteficialni
kontaminace erytrocyty je pfi lumbalni punkci doporu-
¢eno provadét odbér vice vzork( a spektrofotometric-
ké vySetfeni mozkomisniho moku provést z posledni
porce. Pravdépodobnost vzniku falesné pozitivniho
vysledku stoupa s dobou od odbéru k centrifugaci
a s poGtem erytrocytll obsazenych ve vzorku. Ve stu-
diich provedenych in vitro vS8ak bylo prokdzano, ze
pfi centrifugaci provedené do 15 minut od odbéru je
u vzork( obsahuijicich méné nez 40 000 erytrocytl/1
nepravdépodobny vznik faleSné pozitivniho vysledku.
Splnéni této podminky v praxi neni pfilis realné. Pouziti
potrubni posty neni vzhledem ke zvySené pravdépo-
dobnosti vyskytu hemolyzovanych vzork( doporu-
¢ovano. Dle nékterych studii Casova naroCnost na
véasné doruceni relativngé malo krvavych vzork( nenf
tak velka. Napf. Beetham et al. prokdzali, ze u vzor-
kd s poctem erytrocytd 5-2215/1 pl zcentrifugovanych
do 40 minut od odbéru nebyla detekovana pritomnost
oxyhemoglobinu. Naopak Fahie-Wilson et al. proka-
zali, Ze oxyhemoglobin mdze byt pfitomen i u nizsiho
poctu erytrocytd (64-705/1 i) pii zpracovani vzorku
v nejbliz§i mozné dobé po pfijeti do laboratore [15]. Pro
praxi je doporuceno vzorek dorucit do laboratore tak
rychle, jak je to mozné, mél by byt vSak zcentrifugo-
van maximalné do hodiny po odbéru vzorku. Centrifu-
gace by méla byt provadéna rychlosti >2000 rom po
dobu alespont 5 minut. Je tfeba dostatené mnozstvi
vzorku, fedéni neni doporucovano. Vzorek by mél byt
skladovan v temnu pfi 4 °C. Dokumentovan je Ubytek
absorbance bilirubinu az o 0,005 za hodinu plsobenim
pfimého denniho svétla. Je vhodné soucasné odebrat
vzorek krve na vysetfeni hladiny bilirubinu a celkové bil-
koviny.

PP spektrofotometrii je pomoci spektrofotometru
sledovana absorbance odstfedéného vzorku pfi 350-
650 nm. Méla by byt zaméfena na sledovani pfitom-
nosti oxyhemoglobinu a bilirubinu. Oxyhemoglobin ma
relativné Uzky absorpéni pik pfi 413-415 nm a dva malé
vrcholy pfi 540 a 575 nm. Nekonjugovany (tzv. long)
bilirubin tvofi Siroky pik pfi 450-460 nm. Pritomnost

nekonjugovaného bilirubinu a oxyhemoglobinu  tvori
charakteristickou kfivku (obr. 2). Pro Uplnost konjugo-
vany (tzv. short) bilirubin ma absorpéni maximum mezi
420 a 430 nm, methemoglobin pfi 406 nm.

v —_— Oxyhemoglobin + bilirubin

Normal CSF

Absorbance (AU)

400 500 600 700 Wavelength (nm)

Fig. 2. Comparison of normal CSF with oxyhemoglobin + bi-
lirubin curve.

Tradiéni zpUsob vyhodnocovani spektrofotomet-
rické krivky spociva v prikazu piku oxyhemoglobinu
a bilirubinu. Spektrofotometricka kfivka je sestrojena
v oblasti vinovych délek od 370 do 600 nm. Urcuijici-
mi limity jsou absorbance 0,04 pfi 415 nm v pfipadé
oxyhemoglobinu, resp. 0,02 pfi 460 nm v piipadé bili-
rubinu (obr. 3). Pri prekroceni téchto limitl je vysle-
dek bran jako pozitivni. Hodnoceni vSak neni prilis
komplexni, napf. nezohledfiuje zvySenou permeabilitu
hematolikvorové bariéry &i hyperbilirubinémii v systé-
move cirkulaci.

\
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Fig. 3. Older method of CSF spectrophotometry evaluation.

Dle noveéjSich doporuceni je spektrofotometricka
kfivka sestrojena v rozsahu vinovych délek 350-600
nm [16,17]. Cilem je vyhodnoceni absorbance v oblasti
piku oxyhemoglobinu (Net Oxyhemoglobin Absorban-
ce - NOA) a bilirubinu (Net Bilirubin Absorbance - NBA).
Zakladem je sestrojeni teCny, od které se hodnoty NOA
a NBA odecitaji. Jedna se o spojnici 0s x a 'y dotykajici
se spektrofotometrické krivky ve dvou bodech — prv-
nim v rozmezi vinovych délek 350-400 nm a druhym
v rozmezi 430-530 nm (obr. 4). Te€na krivku neprotina
v zadném bodé. Poté se provede odeCet maximalni
absorbance NOA od zékladni linie v oblasti 410-418
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nm v pfipadé oxyhemoglobinu, resp. 476 nm v pfipadé
bilirubinu. Odecet NBA se provadi pfi 476 nm mimo
absorpéni maximum bilirubinu (460 nm) z dtivodu mensi
interference oxyhemoglobinem. Namérené absorbance
jsou pak hodnoceny dle algoritmu platnych doporuce-
ni (obr. 5). PFi nejasném piku oxyhemoglobinu je tfeba
provést korekci v souvislosti se sérovymi koncentrace-
mi bilirubinu a sérovymi koncentracemi celkové bilko-
viny a proteinorachii. Na hodnoceni spektrofotometric-

Absorbance (AU)

476nm

430-530nm -

400 500 600 Wavelength (nm)

Fig. 4. CSF spectrophotometry evaluation according to the
recent recommendations. Spectrophotometric curve above
tangential baseline. Described in the text.

NOA — Net Oxyhemoglobin Absorbance, NBA — Net Bilirubin
Absorbance

NOA<O0.1

ké kfivky byl vypracovan téz software, ktery vede ke
zjednoduseni tvorby tecny, a tim zlepSeni objektivity ve
srovnani s manualni technikou zejména pro méné zku-
Seny personal. Konec¢né vizualni posouzeni a vyhodno-
ceni je nicméné vhodné nechat v kompetenci zkuSené-
ho pracovnika [18].

K pfitomnosti krvaceni do likvorovych cest se Ize
vyjadfit téz na zakladé zhodnocenitrvalého preparatu pfi
cytologickém vySetfeni mozkomisniho moku. V prvnich
hodinach po krvaceni véak miize davat falesné nega-
tivni vysledky. Po cca 4-6 hodinach po priniku krve
do subarachnoidalniho prostoru dochazi k aktivaci ele-
ment0 monocytarni fady. Nésleduje fagocytdza erytro-
cytl, ktera je zfejma po 6-12 hodinach, dle nékterych
zdrojl vSak i za delSi dobu [19]. Adhezi erytrocytl na
membranu monocytl nelze povazovat za patognomic-
ky znak pro SAK, protoZze mUze byt pfitomna rovnéz
pri arteficidlni primési erytrocytl, zejména neni-li vzo-
rek zpracovan v¢as po odbéru. Jsou-li v trvalém pre-
paratu pfitomny fagocytované erytrocyty, jedna se jiz
0 nepochybnou znamku probihajici Uklidoveé reakce po
krvaceni. V makrofazich postupné dochazi k dekolora-
ci arozpadu erytrocytd (za 2-3 dny od pocatku SAK).
Erytrofagy svedci pro recentni SAK. Hemoglobin je
makrofagy degradovan na hemosiderin. Hemosiderin
je pritomen od 4.-5. dne od podatku krvaceni a mize
byt pfitomen i po nékolika tydnech. Protoze obsahuje
zelezo, je mozno jej zvyraznit pomoci barveni na prd-
kaz pritomnosti trojmocného zeleza (reakce na berlin-
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Fig. 5. A diagnostic flow chart for oxyhemoglobin and bilirubin absorbance in diagnosis of subarachnoid hemorrhage. Modi-
fied from ,Revised national guidelines for analysis of cerebrospinal fluid for bilirubin in suspected subarachnoid hemorrhage,

2008*.
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skou modr). Od 14. dne mUZe byt pfitomen hematoi-
din, jedna se o daldi hematogenni pigment, chemicky
krystalicky bilirubin, tvofici typické Zluté kosoctverecné
krystaly. Vzhledem k pfitomnosti jednotlivych cytolo-
gickych zndmek uklidové reakce v rliznych obdobich
po pocatku krvaceni je mozno se orientacné vyjadrit ke
stafi krvaceni, pfipadné i k pritomnosti protrahovaného
¢i opakovaného krvaceni. Bunky obsahuijici zelezo vSak
nemusi byt vzdy pfitomny [20,21].

Relativné Castym jevem provazejicim SAK je pritom-
nost reaktivni zanétlivé odpovédi charakteru aseptické
meningitidy. Mohou byt pfitomny vSechny vyvojové
stupné elementd lymfocytarni rady, lymfofagy, rovnéz
elementy granulocytarni fady, zejména neutrofilni gra-
nulocyty, které mohou v pocateCnich stadiich prevazo-
vat. Mozna je téz piitomnost lipofagl jako vyrazu Ukli-
dové reakce pfi nekréze mozkové tkané.

Pri arteficialni pfimési krve jsou v mozkomisnim
moku pfitomny erytrocyty i leukocyty. Dle zastoupeni
krevnich element( v periferni krvi pripada v prdméru na
1000 erytrocytd 1 leukocyt, nejedna-li se o pacienta
s leukocytézou &i leukopenii. Proto je pfi vyhodnocova-
ni poctu element’ v mozkomiSnim moku v praxi vhod-
né provést korekci jadernych elementl pfi pritomnosti
vétdiho mnozstvi erytrocytl. Existuji i vypocCtové vzta-
hy korigujici pocet leukocytl pfi traumatické lumbalni
punkci. Jedna se v3ak o priblizné vypocCty a zvlasté pfi
vétsi krevni primési (nad 10 000 erytrocytl v 1 ul) je
vhodnéjsi vySetfeni opakovat [19].

V nékterych pripadech mize byt vhodné téZ posou-
zeni koncentrace feritinu v mozkomisnim moku. Je pfi-
nosné zejména u pripadd s delsim ¢asovym odstupem
od vzniku SAK, kde je vetsi pravdépodobnost negativ-
niho CT vySetieni i u pacientl s prodélanym SAK a bili-
rubin jiz nemusi byt detekovan. V téchto pripadech jsou
koncentrace feritinu stale zvy3ené [22]. Byt ma test pfi
hodnoté 6,4 pg/l vysokou negativni prediktivni hodno-
tu (1,0), vzhledem k nizké specificnosti ho vSak neni
mozno jako samostatny test pfi negativnim CT vySet-
feni pred provedenim spektrofotometrie mozkomisniho
moku doporudit [23].

Zavérem lze shrnout, Ze pres neustdly vyvoj
v oblasti zobrazovacich i laboratornich metod z(stéa-
va nemalé procento pacientl se SAK Spatné dia-
gnostikovano. V pfipadé negativniho CT vySetfeni je
dle platnych doporuceni vhodné provedeni spektro-
fotometrického vySetfeni mozkomisniho moku. Jed-
na se o vySetfeni relativné narocné na preanalytické
podminky, nicméné mize byt cennym diagnostic-
kym nastrojem. Pro spravnou interpretaci je vhodné
komplexni posouzeni se znalosti klinického pozadi,
zejména doby od po&atku krvaceni. Kromé spektro-
fotometrického vysetieni je pfinosné téz posouzeni
ostatnich kriterii, které nam biochemicka laboratof
mize pfi vySetfeni mozkomisniho moku nabidnout,
napf. vyhodnoceni poctu erytrocytll ve vzorku,
zhodnoceni trvalého cytologického preparatu, nebo
vySetfeni hladiny feritinu.

Table 1. Table of diagnostic methods in suspected subarachnoid hemorrhage.

Diagnostic method Advantages

Disadvantages

Head CT

The method of choice

High sensitivity in the first three days

Radiation exposure

Sensitivity decreases significantly after
the first week

Cerebrospinal fluid spectrophotometry

Objective, the method of choice in
patients with negative head CT

High sensitivity after the first week

Available everywhere?
Pre-analytical conditions?

Lumbar puncture is recommended until
12 hours after the event

»Three tube” test Fast, cheap Visual assessment is very subjective
The first and the last sample is needed
for red cell count examination

Visual assessment of the supernatant Fast, cheap Subjective

CSF xanthochromia is not specific for
SAH

CSF cytology

bleeding

Erythrophages, siderophages and
hematoidin are specific for intracranial

Relatively late indicator

Possibility of false negative results in
the first hours after event (24 hours ac-
cording to some authors)

CSF ferritin levels

assessment

Positive results in the long time interval
High negative predictive value

Can be considered as an additional

Not specific for SAH

Not usable as a method of choice in
the case of negative head CT
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