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Souhrn:

Tato bakalaiska prace se zabyvé problematikou referen¢nich mezi mozkomisniho moku u
novorozenecké populace. Prace se sklada ze dvou ¢asti, z Casti teoretické a Casti praktické.
Teoreticka cast se zabyva predevsim obecnym popisem mozkomisniho moku, zakladnimi
vySetfenimi mozkomisniho moku, stanovenim referen¢nich mezi a v posledni fad¢ také
souhrnem studii, které se této problematice vénovaly. Pro ¢ast praktickou byla zpracovana
data z obdobi mezi roky 2012 a 2023. Zpracovani dat pro praktickou ¢ast bylo zejména

statistické vyhodnoceni. Vysledky jsou znazornény Vv tabulkach a grafech.



Abstract
Surname and name: Vaverkova Katefina

Department: The Department of Paramedical science, Medical diagnostics studies and
Public health

Title of thesis: Reference limits for cerebrospinal fluid parameters in childhood
Consultant: MUDr. Pavel Broz, Ph.D

Number of pages — numbered: 38

Number of pages — unnumbered: 17

Number of appendices: 0

Number of literature items used: 11

Keywords: cerebrospinal fluid, liquor, reference limit, total protein

Summary:

This bachelor thesis deals with the issue of cerebrospinal fluid reference limits in the
neonatal population. The thesis consists of two parts, a theoretical part and a practical part.
The theoretical part deals mainly with a general description of cerebrospinal fluid, basic
cerebrospinal fluid examinations, determination of reference limits and last but not least a
summary of studies that have dealt with this issue. For the practical part, data from the period
between 2012 and 2023 were processed. The data processing for the practical part was

mainly a statistical evaluation. The results are shown in tables and graphs.



Piredmluva

Mozkomi$ni mok je klicovym prvkem centralniho nervového systému a jeho analyza
muze poskytnout diilezité informace o zdravotnim stavu pacienta. V détském veéku je urcenti
referencnich mezi obtizné z diivodu fyziologickych rozdilli mezi détmi a dospélymi a
postupnym dozravanim hematoencefalické bariéry. Tato prace se zamétuje na zhodnoceni

dostupnych dat pro stanoveni referen¢nich mezi.
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UvVoD

Mozkomis$ni mok je esencialni tekutinou, obklopujici mozkomisni tkan a hraje
klicovou roli v udrzeni spravné funkce centralniho nervového systému. Vysetieni
mozkomisniho moku je dilezité pro diagnostiku riznych neurologickych, infekcnich,

zanétlivych onemocnéni anebo degenerativnich stavu.

Referencni parametry jsou dlilezité pro interpretaci laboratornich vysledkti a spravné
stanoveni diagnozy. Tyto meze jsou uréovany z populace zdravych jedinci a diky nim je

mozné odhalit patologické stavy.

Cilem této prace bude urcit referencni meze pro koncentraci celkové bilkoviny
vV mozkomi$nim moku U novorozencl a Soucasné porovnat rozdil mezi donoSenymi a

nedono$enymi NOVOrozenci.

Teoreticka ¢ast bude vénovana popisu mozkomis$niho moku a jak se mozkomis$ni
mok zpracovava. Popisuje bézné vySetfovaci metody i specialni vySetfovaci metody.
Popisuje, jak se stanovuji referencni meze. A v posledni kapitole jsou shrnuty vysledky

jednotlivych studii.

rowr

Prakticka cast bude statisticky zpracovavat data a porovnavat mezi sebou populaci

donoSenych a nedonoSenych novorozenct.
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TEORETICKA CAST

1 MOZKOMISNI MOK

Mozkomisni mok je jednou z transcelularnich tekutin. V béznych ptipadech se jedna
o ¢irou a bezbarvou tekutinu, ktera je chuda na bunky, je hypoonkoticka a izoosmolalni.
Oproti plazmé m4 niz$i koncentraci Na*, K¥, Ca?*, anorganickych fosfatti a HCO3". Naopak
ionty Mg®* a CI jsou Vv mozkomisnim moku zastoupeny ve vys§i koncentraci.
(Racek a Rajdl 2021)

Mozkomisni mok (CSF) je obsazen v mozkomisSnich komorach a
V subarachnoidalnim prostoru lebky a patefe. Objem CSF je v pruméru 150 ml, z toho 25 ml
se nachazi v komorach a 125 ml v subarachnoidalnich prostorech. Obnovuje se ptiblizné
ctytikrat béhem 24 hodin. Béhem starnuti se obnova CSF zpomaluje, coz vede k hromadéni
kataboliti, kter¢é mohou byt dikazem nékterych neurodegenerativnich onemocnéni.

(Sakka et al. 2011)

v __r

1.1 Tvorba a absorpce mozkomisniho moku

Zdravy dospély ¢lovek vyprodukuje denné piiblizné 500 ml mozkomisniho moku.
Asi sedmdesat procent je produkovano v cévnim plexu tieti a ctvrté mozkové komory. Odtud
se dostavd do subarachnoidalniho prostoru a proudi smérem k mozecku a mozkovym
hemisféram a kaudalné¢ smérem k miSe. Je absorbovan pavucnicovymi klky v duralnich

dutinach a vraci se do zilniho ob&hu. (Jerrard et al. 2001)

Obecné vznik CSF probiha intraventrikularn€ a subarachnoidalné. Mozkomisni mok
je v podstaté dialyzatem krve, protoze asi polovina vznika ultrafiltraci plazmy. Druha

polovinaje tvofena sekreci choroidalni a extrachoroidalni. (Racek a Rajdl 2021, Zima 2013)

CSF je absorbovan do zilniho nebo do lymfatického systému. Tvorba a absorpce

mozkomis$niho moku je v rovnovaze. (Racek a Rajdl 2021, Zima 2013)

1.2 Cirkulace mozkomi$Sniho moku

Cirkulace mozkomi$niho moku z mist sekrece do mist absorpce zavisi na mnoha
faktorech. Jednim z hlavnich ovliviujicich faktorti je arterialni pulzova vina. Mezi dalsi
faktory fadime dechové viny, postoj pacienta, tlak v kréni zile a také fyzickd namaha.
(Sakka et al. 2011)
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1.3 Funkce likvoru

Jednou z hlavnich funkci CSF je hydrodynamicka ochrana centralni nervové
soustavy. Krom¢ toho také napomaha k vyvoji mozku a regulaci homeostazy mozkové
intersticialni tekutiny, kterd ovliviiuje fungovani neuronti. Dalsi funkci mozkomisniho moku

je ochrana mozku pied otfesy a udrzovani konstantniho intrakranialniho tlaku.

(Jerrard et al. 2001, Sakka et al. 2011)
Mezi funkce mozkomisniho moku fadime:
e Mechanické ochrana centralniho nervového systému (mozek a micha)
e Ochrana pfed napadenim patogeny (viry, bakterie)
e Drenazni funkce (nahrazuje lymfaticky obéh centralniho nervového systému)
e Zasobeni zivinami, hormony a neurotransmitery

e Udrzovani homeostazy (Racek a Rajdl 2021)

2 VYSETRENI MOZKOMISNIHO MOKU

2.1 Indikace Kk vySetreni

Vysetteni mozkomisniho moku mize mit hned nékolik divodi. Patfi mezi né
diagnostika akutnich infekei, chronicka infek¢ni i neinfekéni zanétlivd onemocnéni CNS,
diagnostika a staging nddorovych onemocnéni, akutni i chronické polyneuropatie, cévni

mozkové piihody a degenerativni onemocnéni. (Racek a Rajdl 2021)

Vysetteni, kterd jsou provadéna v biochemickych laboratofich, mizeme rozdélit na
statimova a nestatimova. Statimova by méla byt provadéna vzdy do hodiny od pievzeti
materidlu v laboratofi. Diky nim je mozné diagnostikovat akutni, ¢i zivotu nebezpecné stavy.

(Racek a Rajdl 2021)
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2.1.1 Statimova vySetieni
Po pfijeti materialu v laboratofi se posuzuje vzhled likvoru pted i po centrifugaci.

Déle pomoci statimového vySetieni zjiStujeme pocet erytrocytii a leukocytti zahrnujici
diferenciaci na polynukleary a mononukleary. Zhotovuje se také trvaly cytologicky preparat
v zédkladnim barveni. Stanovuje se glukoza, laktat a celkova bilkovina. Mize se také
provadét spektrofotometrické vySetteni, které se vyuziva K zjisténi subarachnoidalniho

krvaceni. (Racek a Rajdl 2021)

2.2 Vzhled mozkomiSniho moku
U dospélého ¢loveka je mozkomis$ni mok bezbarva a ¢ira tekutina. U novorozenct je

xantochromni, ma nazloutlou barvu kvuli obsahu bilirubinu. (Racek a Rajdl 2021)

Pokud je CSF zakaleny, jedna se o patologicky stav. Mira zakalu zavisi na mnozstvi
elementl obsazenych v mozkomiSnim moku. Pii probihajicim purulentnim zanétu miize byt
I nazelenalé barvy. Krvavé zabarveni ma, kdyz dojde ke krvaceni do CSF. Pokud jde o starsi
krvéaceni, ma supernatant po centrifugaci zlutou barvu (je ptitomen bilirubin). Supernatant
muze byt i hnéd€é zabarveny, jestlize je pfitomno vy$si mnozstvi methemoglobinu. Pti
vysokém mnozstvi krve muze dojit ke srazeni odebraného vzorku likvoru.

(Racek a Rajdl 2021)

Rozpadem erytrocytl a nasledné pigmentd jako je oxyhemoglobin, methemoglobin
a bilirubin dojde ke zméné barvy supernatantu. Cervené krvinky podléhaji v mozkomi$nim
moku lyze za 2-4 hodiny. Oxyhemoglobin mtze byt pfitomen v mozkomi$nim moku nékolik

dni. Bilirubin muze pietrvavat az cely mésic. (Jerrard et al. 2001)

Cervené krvinky se do mozkomisniho moku mohou dostat bud pfi
subarachnoidalnim krvaceni nebo pfi traumatické lumbalni punkci. Plvod ptitomnych
¢ervenych krvinek lze rozlisit tak, ze pii arteficialni pfimési erytrocytl je jejich mnozstvi
mezi prvni a posledni odebranou zkumavkou vyrazné nizsi. Supernatant je vétSinou bez

xantochromniho zabarveni, pokud je vzorek do jedné hodiny odstfedén. (Jerrard et al. 2001)

Fale$na xantochromie se miize vyskytnout pti hyperbilirubinémii. V tomto stavu
miuize dojit k prestupu sérového bilirubinu do mozkomisniho moku, zejména pii poruseni
hematoencefalické bariéry. K faleSn€¢ pozitivni xantochromii mize dochdzet u jedinct

s hyperkarotenemii nebo pacientt uzivajicich rifampicin. (Jerrard et al. 2001)
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2.3 Odbér mozkomi$Sniho moku

Mozkomisni mok se vétSinou odebird pomoci lumbalni punkce ze
subarachnoidalniho prostoru. Micha u dospélych konéi v Grovni L1/L2 (u déti L2/L3). Aby
nedoslo k poskozeni michy se jehla pro lumbalni punkci zavadi v oblasti L4/L5. Pokud je
tfeba opakovat odbér, je mozné odebrat vzorek vyse, bez poskozeni michy. Bézné se odebira
po 1,5 ml mozkomisniho moku do kazdé ze ¢tyt zkumavek. Béhem odbéru se hledi na tlak,
pod kterym mozkomiS$ni mok vytéka a jestli se vzorek ve zkumavce postupné cefi.
(Racek a Rajdl 2021, Kala a Mares 2008, Jerrard et al. 2001)

Vzorky se poté odesilaji na jednotliva vysetfeni. Nejcasteji na vySetieni koncentrace
glukdzy, celkové bilkoviny, laktatu, pocet leukocytli, barveni podle Grama a kultivaci.
Dopliujici vySetfeni mohou byt na kultivaci plisni a mykobakterii. Také se mize vyuZivat
test latexové aglutinace (LA), kterym se zjist'uji specifické bakterialni a kryptokokové

antigeny. LA se provadi podle okolnosti piipadu pacienta. (Jerrard et al. 2001)

2.4 Cytologické vySetieni

Vzdy se provadi stanoveni poctu jednotlivych bunék, vyhodnocuje se jejich
morfologie. Stanovuje se pocet leukocyti a erytrocyti S diferenciaci leukocyti na
polynukleary a mononukleary, tedy elementy se segmentovanym a nesegmentovanym
jadrem. Trvaly cytologicky preparat by mél byt vytvofen maximalné do dvou hodin od

odbéru. (Racek a Rajdl 2021)

Nedostateény objem nabraného vzorku mozkomisniho moku, ale i misto odbéru

Vv

2.4.1 Stanoveni poctu elementii
Pro stanoveni po¢tu elementli v mozkomi$nim moku se pouziva komirka dle Fuchs-

Rosenthala. Pocet jadernych elementt, vcetné diferenciace na polynukleary a
mononukleary, se nejcastéji stanovuje po obarveni kyselym fuchsinem. Diferenciace je
mozno provadét v komurce dle Fuchs-Rosenthala anebo v trvalém cytologickém preparatu
provedeném v zékladnim barveni. Stanoveni poctu erytrocytl se provadi Vv nativnim, tedy

nebarveném mozkomisnim moku. (Racek a Rajdl 2021)
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2.4.2 Kbvalitativni cytologie
Kvalitativni cytologie mozkomisniho moku se provadi po zahuSténi

vzorku cytocentrifugaci. K hodnoceni se pouziva trvaly preparat v zakladnim barveni,
obvykle dle Pappenheima. Toto barveni se pouziva v hematologii k barveni natéri periferni

krve a punktatii kostni difené. (Racek a Rajdl 2021)

U dospélého ¢loveéka se v mozkomisnim moku vyskytuji za fyziologického stavu
pouze mononukleary (lymfocyty). Pokud se v likvoru vyskytuji plazmocyty nebo
makrofagy, jedna se o patologicky stav. Oproti dospélym mohou mit novorozenci

v mozkomi$nim moku obsazenu az polovinu aktivovanych elementt. (Racek a Rajdl 2021)

Nejcasteji obsazené elementy granulocytarni fady, jsou neutrofilni granulocyty
(typické pro purulentni zanéty). Eozinofilni granulocyty se mohou v mozkomisnim moku
vyskytovat po neurochirurgickych vykonech nebo pii parazitarnich ¢i mykotickych

infekcich. Bazofilni granulocyty jsou v CSF velkou vzacnosti. (Racek a Rajdl 2021)

2.4.3 Pocet bilych krvinek
V akutni fazi onemocnéni Se zjiSt'uje mnozstvi bilych krvinek. Podle mnozZstvibilych

krvinek se urcuje pfitomnost nebo nepiitomnost meningitidy. V prvnim tydnu Zivota osahuje
mozkomi$ni mok piiblizng 8 leukocytti/cm3. U zdravého dospélého Elovéka se podet
pohybuje v rozmezi 0-5 leukocytli/cm®. Pokud m4 dité febrilni zachvat i pfesto, Ze neni
pritomna zadnd infekce CNS, muiize vznikat pleocytdza neboli vyskyt velkého mnozstvi

bunék v mozkomi$nim moku. (Jerrard et al. 2001)

Mezi neinfekéni pficiny zvySeného poctu leukocytd patfi hemoragicky infarkt,
intracerebralni hematom, subarachnoidalni krvaceni nebo opakovana lumbalni punkce.
Zvyseny pocet leukocyti mohou také ovlivnit 1éky, zejména sulfonamidy a nesteroidni

protizanétlivé 1éky. (Jerrard et al. 2001)

2.4.4 Gramovo barveni
Pomoci mikroskopického vysetieni mozkomisniho moku nabarveného podle barveni

dle Grama lze vysetfit pfitomnost infekce nebo typ ptitomného mikroorganismu. V piipadé
bakterialni meningitidy je Gramovo barveni pozitivni zhruba v 80 %. Cytocentrifugaci lze
zvysit schopnost detekovat bakterie ve vzorku. Jedna se o techniku, ktera je uc¢innéjsi nez
bézna centrifugace. Falesné negativni vysledky se vyskytuji u pacientl s ¢aste¢né 1écenou

meningitidou nebo u pacientd 1é¢enych antibiotiky. (Jerrard et al. 2001)
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2.5 Zakladni biochemicka vySetfeni

2.5.1 Laktat
Produktem anaerobniho metabolismu je laktat a jeho koncentrace v mozkomi$nim

moku neni zavisla na plazmatické koncentraci. Zvysena koncentrace laktatu v mozkomisnim
moku mutize byt klinicky vyznamné a miiZze byt pozorovana u nékterych onemocnéni, jako je
naptiklad ischemicky iktus, subarachnoidalni krvaceni nebo maligni infiltrace centralniho
nervového systému. VysSetfeni koncentrace laktatu v mozkomisnim moku je také dalezité
pro rozliSeni purulentniho a ser6zniho zanétu. Referen¢ni meze jsou stanoveny V rozmezi
1,2-2,2 mmol/l. Pokud je ptekro¢ena mez 3,9 mmol/l, s nejvétsi pravdépodobnosti se jedna
o purulentni zanét. Hladina laktatu je nejvice specificka pro urc¢eni piitomnosti purulentniho

zanétu oproti glykorachii a proteinorachii. (Racek a Rajdl 2021)

2.5.2 Glukéza
Koncentrace gluk6zy v mozkomi$nim moku se oznacuje glykorachie. Glukoza se

pomoci difuze dostava do mozkomisniho moku pies hematoencefalickou bariéru. Hodnota
fyziologické koncentrace Vv mozkomi$nim moku je pfiblizné dvé tietiny oproti koncentraci
Vv krevni plazmé. Hematoencefalické bariéra spole¢né s difuzi neni plné€ funkéni do 4-8 tydnti
po narozeni, proto je v tomto obdobi koncentrace glukozy zavisla na véku. (Jerrard et al.

2001, Racek a Rajdl 2021)

Vys$§i koncentrace neni pfiliS§ vyznamna. Klinicky vyznamnéj$i je sniZzena
koncentrace. Typicka je pro zanéty, nadorova onemocnéni CNS, ¢i subarachnoidalni
krvaceni. U encefalitid a vétSiny virovych meningitid jsou obvykle hodnoty glukozy
normalni. Nékteré virové infekce centralniho nervového systému, jako je herpes, ptiusnice,
cytomegalovirus a lymfocytarni choriomeningitida, jsou spojovany se snizenou koncentraci
glukdzy. Hypoglykorachie je u bakteridlnich meningitid zptusobena anaerobnim
metabolismem glukézy mnozicich se bakterii, fagocytujicimi leukocyty nebo poruchami

transportniho systému glukozy. (Jerrard et al. 2001, Racek a Rajdl 2021)
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2.5.3 Celkova bilkovina
Proteinorachie je koncentrace celkové bilkoviny v mozkomiSnim moku, ktera je asi

150krat niz$i nez koncentrace v krevni plazmé. U novorozenci je koncentrace mnohem
vy$si, protoze nemaji dostate¢né dovyvinutou HEB. Horni referen¢ni mez je stanovena na

0,6 g/l. (Racek a Rajdl 2021)

Normalni rozmezi bilkovin v mozkomi$nim moku u dospélého ¢lovéka je 0,15-
0,45 g/l. Mezi zakladni bilkoviny mozkomi$niho moku fadime albumin, transferin,
imunoglobulin a dal$i globuliny a enzymy. Zvysenou hladinu bilkovin miizeme pozorovat
pii zanétlivych procesech v CNS. Hladina celkové bilkoviny piekracujici 1,5 g/ je Casto
pozorovatelnd pii bakteridlni meningitidé. ZvySend hladina miize byt téZ u virové
meningitidy. Pokud je pacient postizen kryptokokovou nebo mykobakterialni meningitidou

hodnoty celkové bilkoviny se mohou pohybovat od 0,3 g/l do 15 g/l. (Jerrard et al. 2001)

Dalsi pricinou zvysené celkové bilkoviny v mozkomisnim moku mize byt
subarachnoidalni krvaceni, vaskulitida centralniho nervového systému, syfilis, novotvary,
abscesy nebo syndromy demyelinizace. Hladinu bilkovin mohou také zvysit nékteré 1éky
nebo etanol. (Jerrard et al. 2001)

2.6 Specialni biochemicka vySetfeni
Specialni biochemicka vySetieni se nejcastéji pouzivaji k diagnostice roztrouSené

skler6zy nebo neurodegenerativnich onemocnéni. (Racek a Rajdl 2021)

2.6.1 Izoelektricka fokusace
Elektroforetické vySetfeni je vySetfeni, které podle izoelektrickych bodu déli

bilkoviny podle gradientu pH. Tento proces umoziuje oddélit bilkoviny podle jejich naboje
a velikosti. Vysetfeni izoelektrickou fokusaci se pouziva jako diagnosticky nastroj pti
podezieni na roztrousenou sklerdzu a mize byt pouzito jako doplitkové vySetieni k potvrzeni

diagnodzy. Pii vySetfovani mizeme naméfit 5 zakladnich typa nalezi. (Racek a Rajdl 2021)
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e Typ 1 — fyziologicky nalez, v likvoru ani v séru nejsou zadné pasy*
(Racek a Rajdl 2021)

o . Typ 2 —v likvoruse vyskytuji pasy, které nejsou piitomny v séru, tedy neni
pritomen sérovy korelat (nalez typicky u pacientli S roztrousenou skler6zou)*

(Racek a Rajdl 2021)

e _Typ 3 — vlikvoru i v séru jsou pfitomny pasy, nékteré z likvorovych se
vyskytuji téz v séru, nékteré vSak ne (ndlez u pacientl s roztrouSenou
skler6zou, ale téz u pacienti sinfekcemi CNS, popf. systémovymi

infekcemi)“ (Racek a Rajdl 2021)

o ,Typ4 —vlikvorui v séru jsou pfitomny souhlasné, korelujici pasy (napt. u
systémovych zanéti)*“ (Racek a Rajdl 2021)

e _Typ 5 —vlikvoru i séru jsou ptitomny souhlasné, korelujici pasy, ale jsou
nahuStény blizko u sebe (jednd se o nalez typicky pro pacienty

s monoklonalni gamapatii)*“ (Racek a Rajdl 2021)

2.6.2  Albumin
Albumin vznika Vv jatrech a je jednou z nejvyznamnéjsich bilkovin, ktera se nachazi

v organismu. Jeho koncentrace v mozkomisnim moku je podstatné niz$i nez v séru, protoze
se do CSF dostava pies hematoencefalickou bariéru. Pfi poruse HEB muze byt zvySena

koncentrace bilkovin v¢etné albuminu. (Racek a Rajdl 2021)

Miru poruchy hematoencefalické bariéry mizeme rozdélit do tfi urovni. Mirné
poskozeni miize byt v disledku chronické infekce nebo roztrousené sklerozy. Stredni
poskozeni zpusobuji zanéty (pfedevs§im serdzniho charakteru). Nasledkem purulentnich
zanétd nebo herpetické encefalitidy dochazi vétSinou Kk  tézkému poskozeni

hematoencefalické bariéry. (Racek a Rajdl 2021)

Funkce HEB se urc¢uje pomoci podilu zméteného albuminu v CSF a albuminu v séru,
ktera se znaci Qap. Vysledna hodnota funkce HEB je zavisla na véku pacienta. HEB je
vétSinou po narozeni malo vyvinuta, proto je hodnota Qap V tomto obdobi pomérné vysoka.

Poté tato hodnota klesa. (Racek a Rajdl 2021)
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2.7 Dalsi specialni biochemicka vySetieni

2.7.1 Vysetieni lehkych Fetézci
Mezi dalsi vySetieni mozkomiSniho moku patii posouzeni volnych lehkych fetézci.

Ty se vySettuji zejména pii diagnostice roztrousené sklerdzy. Tato vysetieni jsou rychla,
automatizovana, kvantitativni, avSak nemaji pfiliS velkou vypovédni hodnotu.
(Racek a Rajdl 2021)

2.7.2 MRZ reakce
Roztrousenou sklerozu lze vysettit pomoci MRZ reakce. Protilatkovy index (Al)

vyjadiuje syntézu specifickych protilatek IgG proti virim, které maji afinitu k nervové tkani.
Konkrétné se jedna o viry spalnicek (M — morbilli), zardének (R — rubeola) a planych
nestovic (Z— varicellazoster). Reakce MRZ se nazyva podle latinskych nazvi jednotlivych
vira. Pacienti s roztrouSenou skler6zou maji zvySenou hodnotu protilatkového indexu.
Na zaklad¢ tvorby specifickych protilatek proti vyvolavajicimu agens, se vytvaii také
protilatky s afinitou k nervové tkani a protilatky proti strukturam centralni nervové soustavy.
(Racek a Rajdl 2021)

2.7.3 Myelinovy bazicky protein
Jedna se o bilkovinu, ktera je obsazena v myelinu. V publikovanych studiich byla

podrobné¢ analyzovana existence protilatek proti MBP u jedincti s roztrousenou sklerézou, a
to v kontextu jejich spojeni s urovni neurologického posSkozeni a fazi onemocnéni. Studie
ukazaly, Ze nejveEtsi koncentrace protilatek proti MBP byla ve stadiu akutni exacerbace

onemocnéni. (Racek a Rajdl 2021)

2.7.4 Betas-mikroglobulin
Jednim z proteinti hlavniho histokompatibilniho komplexu I. téidy je mikroprotein

beta;-mikroglobulin. Vyznamné je pro néj stanoveni V séru, ale i v mozkomisnim moku.
Prezentuje se predev§im na bunkach lymfocytarni fady, ale mtiZzeme ho najit i na ostatnich
bunkach lidského téla. Pokud je jeho hladina zvySena, pravdépodobné se miiZe jednat o zanét
serézniho charakteru nebo o nadory bilé krevni fady. Mize byt zvysSen i u dalSich

onemocnéni. (Racek a Rajdl 2021)
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2.7.5 Amyloeid
Amyloid B tvorfi hlavni slozku plakd u pacienti s Alzheimerovou chorobou.

Amyloidové plaky se vyskytuji ve dvou formach, amyloid f1-42 a amyloid f1-40. Nékolik
vyzkumt prokazalo, ze mize byt snizena koncentrace amyloidu f1-42 v mozkomiSnim
moku u pacient?i s Alzheimerovou chorobou. Casto se také zjist'uje pomér amyloidi p1-42
a B1-40. (Racek a Rajdl 2021)

2.7.6 Tau protein
Protein, ktery se bézné vyskytuje v nervové tkani. Pokud dochazi k destrukci

nervové tkan¢, zvySuje se jeho koncentrace v mozkomisnim moku. VySetiuje se vétSinou
v kombinaci t-proteina AB1-42. Zvysené koncentrace téchto markerti se mohou vyskytovat

jeste pred klinickou manifestaci Alzheimerovy choroby. (Racek a Rajdl 2021)

2.7.7 Paraneoplastické protilatky
Nadorové bunky produkuji proteiny, proti kterym tvoii organismus paraneoplastické

protilatky, které patfi mezi IgG protilatky. Protilatky se mohou tvofit také proti nervovym
strukturam, a to vede ke vzniku paraneoplastickych syndromt, které jsou spojovany
s ur¢itymi nadory. Protilatky anti-Hu jsou typické pro malobunécny karcinom plic.

Protilatky anti-Yo zase pro karcinomy prsu, vajeéniku nebo délohy. (Racek a Rajdl 2021)

2.8 Spektrofotometrie

Vysetieni mozkomis$niho moku se postupné zdokonaluje. K velkémurozvoji doslo u
zobrazovacich metod, proto se jiz spektrofotometrie pouziva velmi mélo. Nejcastéji se
spektrofotometrie pouziva pti podezieni na subarachnoidalni krvaceni. Bézné se provadi CT
hlavy, ale pokud vyjde negativni vysledek a je stale podezieni na krvaceni, pouziva se prave
spektrofotometrie. Vysetieni je relativné naro¢né na preanalytické podminky, vzorek by mél
byt dorucen rychle do laboratote. Provadi se u nativniho vzorku, ktery je Casto tfeba Stocit
v centrifuze. Zhotovuje se kiivka absorbance mezi vinovymi délkami350-700 nm.

Spektrofotometricka kiivka je za fyziologickych podminek plocha. (Racek a Rajdl 2021)

Pokud jde o Casné krvaceni, urCuje se piitomnost oxyhemoglobinu, ktery ma
absorp¢éni maximum pii 415 nm a pi1 540 a 580 nm je mozné pozorovat dalsi vychyleni od
fyziologické spektrofotometrické kiivky. Ddle je posuzovana pfitomnost bilirubinu.
Bilirubin tvoti plochy vrchol pti 430-460 nm. Bilirubin je pfitomen pii starS§im krvaceni,
které nastalo pfed dobou delsi nez 10 hodin. Bilirubin je vhodné&jsi odecitat pii 476 nm

vzhledem k tomu, ze miZe byt pfitomen prave bilirubins jiz zminénym oxyhemoglobinem.
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Dals8im produktem, ktery se mtize uréovat spektrofotometricky je methemoglobin. Pokud je

r~_ s

jeho koncentrace vyrazné zvySena, zpusobuje hnédé zabarveni mozkomiSniho moku.

(Racek a Rajdl 2021)

3 REFERENCNI MEZE

3.1 Terminologie

Pro urcovani referencnich mezi, je dobré znat urcité terminy, které byly schvaleny a
standardizovany organizacemi, jako jsou Mezinarodni rada pro standardizaci v hematologii

a Svétova zdravotnicka organizace.

e Referen¢ni hodnota — hodnota analytu, ktera byla ziskana béhem méfeni pro

urcovani referenéniho rozmezi
e Referencni rozdéleni — rozdéleni referenénich hodnot
e Referencni osoba — osoba, ktera byla vybrana na zékladé urcitych kritérii
e Referencni populace — skupina obsahujici soubor referencnich osob
e Referenc¢ni interval — rozmezi mezi dolnim a hornim referenénim limitem
e Referen¢ni limity — odvozena z referencniho rozdéleni

e Referenéni hodnoty — hodnota ziskana pozorovanim nebo méfenim na

referen¢nim jedinci (Henny et al. 2016)

3.2 Referen¢ni osoby

Vybiraji se ,,zdravi* jedinci. Ov§em pojem zdravy jedinec se neda jednozna¢né urcit,
proto se spise vyuziva oznaceni referencni populace. Mezi ,,zdravé® jedince mizeme pocitat
hospitalizované pacienty, ktefi ale nemaji chorobu, kterd by ovlivilovala parametr, u kterého
chceme urcit referencni rozmezi. Dale sem muzeme fadit dobrovolné darce krve, u kterych
se pocita s tim, Ze jsou zdravi. Tato skupina je ale limitovana vékem, a tedy zahrnuje pouze
jedince ve veéku 18-60 let. Uvadi se, Ze pro presnéjsi vysledky vypoctu referenénich limith
je potieba dosdhnout minimalné 120 vysledkovych hodnot. Pocet hodnot ovlivituje piesnost

vypoctu limitt. (Henny et al. 2016, Racek a Rajdl 2021)
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Pti vybéru jedince pro zatazeni do analyzy, je nutné vzit v ivahu vSe, co muze
ovlivnit koncentraci analytu. Mezi takovéto proménné musime zatadit vék, pohlavi,
prostiedi, zivotni styl, etnicky pivod. Napiiklad pti ur¢eni mnozstvi hemoglobinu je kromé

véku a pohlavi dulezita také nadmotska vyska nebo kuracké navyky. (Ceriotti et al. 2009)

3.3 Analyza dat

Pro stanoveni referen¢nich limitl se vyuzivaji tii rizné statistické metody, které jsou
mezinarodné uznavané a to parametrickd, neparametricka a robustni metoda. V riiznych
zdrojich je popsdno mnohem vice statistickych metod, ale ty se spiSe nepouzivaji a pii jejich

sestavovani je potieba asistence zkuSenych statistikti. (Henny et al. 2016)

Parametrickd metoda se pouzivd pro populace, které maji Gaussovské rozlozeni.
Pokud rozloZeni neni Gaussovské, musi se vysledky normalizovat a posléze ovéfit, zda
odpovidaji normalnimu rozdéleni. U parametrické metody se uréuje primér a smérodatna
odchylka. Dnes se tato metoda spiSe nepouziva. Pro neparametrickou metodu je dulezity
pocet referen¢nich jedinctl. Ten by se mél pohybovat nad 120 jedinci. Dulezity je také jejich
vybér. Posledni mezinarodné uznadvanou metodou je robustni metoda. Vyuziva se, kdyz je
pocet pacientli omezeny a neni potieba Gaussovské rozlozeni. Na rozdil od parametrické

metody se u této metody méii poloha a rozptyl. (Henny et al. 2016)

3.4 Referencni rozmezi

Jedna se o interval mezi dolni referen¢ni mezi a horni referen¢ni mezi. Pokud mame
hodnoty zdravé populace (100 %), vzdy je 5 % hodnot mimo referen¢ni rozmezi. Tedy 2,5 %
je pod dolni referen¢ni mezi a 2,5 % nad horni referen¢ni mezi. Je-li rozlozeni zdravé
populace Gaussovské, pouzivame parametrickou metodu. Referencni rozmezi je znacené
jako pramér, plus minus dvé smérodatné odchylky. Pokud je rozlozeni ,nenormalni‘
pouziva se metoda neparametrickd. Vysledné hodnoty se setadi vzestupné a oddélime 2,5 %

dole a nahote. (Racek a Rajdl 2021)
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4 REFERENCNI MEZE U NOVOROZENCU

Pokud je na pohotovosti ptijato malé dit€¢ nebo febrilni novorozenec, musi byt
provedeno nékolik zakladnich vySetieni. K diagnostice meningitidy nebo encefalitidy patii
zékladni vySetteni jako je lumbalni punkce a ndsledné analyza mozkomisniho moku. Klinicti
Iékati vzdy vyzaduji barveni dle Grama, kultivaci, zpravu o poétu bunék CSF, koncentraci
glukdzy a koncentraci celkové bilkoviny. Pokud chce 1ékat spravné interpretovat vysledek,
m¢él by znat referen¢ni hodnoty. U dospélych je referen¢ni hodnota pro koncentraci celkové
bilkoviny stanovena na 0,15-0,45 g/l. Koncentrace celkové bilkoviny u novorozence je
obvykle dvakrat az ttikrat vyssi nez u dospélého ¢loveéka a s rostoucim vékem koncentrace
celkové bilkoviny klesa. Nejrychlejsi pokles nastava v prvnich Sesti mésicich zZivota, kdy

dochazi k dozravani hemtoencefalické bariéry. (Shah et al. 2011)

4.1 Studie, které zkoumaly hodnoty mozkomiSniho moku

Neexistuji piresné hodnoty, které by urcCovaly ptesné referencni meze pro dané
parametry mozkomisniho moku, proto jiz bylo provedeno nékolik studii, aby se daly
spolehlivéji definovat normélni hodnoty mozkomisniho moku u novorozenct.

(Zimmermann a Curtis 2021)

Bylo provadéno nékolik studii. V roce 2020 byly prohledany databaze, jako
MEDLINE a EMBASE, Vv rozpéti let 1946 az 2020. Postupné byly vyhledany a vylouceny
ty studie, které nezahrnovaly molekularni diagnostiku k vylouceni enterovirové infekce.
Dale byly vytazeny ty, které zahrnovaly novorozence, kterym byla pied lumbalni punkci
podana antibiotika nebo jejichz soucasti byli novorozenci se zakladnimi onemocnénimi nebo
s mozkomi$nimi zkraty. Vytazeny byly také studie, kde byl mozkomis$ni mok odebran jinak
nez lumbalni punkci. Z celkového poctu nalezenych studii (1500), spliiovalo pouze devét
dana kritéria, pro zafazeni do kone¢né analyzy. Z deviti uvedenych studii byly dv¢ se stejnou
skupinou novorozencii a dvé uvadély stejné nalezy v jinych jazycich. Proto je tedy pocitano
se sedmi studiemi. Studie dohromady zahrnuji 270 donoSenych a 96 pred¢asné narozenych
déti. Pocet pacientu Vv jednotlivych studiich se pohyboval od 19 do 108 (primér 52, median
43). Ctyti studie byly provadény v Brazilii, dvé v USA a jedna ve Spanélsku. Shrnuti a

vysledky jsou v nasledujici tabulce. (Zimmermann a Curtis 2021)
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Obrazek 1 Tabulka studii

Author Neonates, n  Characteristics WEC count Neutrophil count Protein concentration  Glucose concentration Other findings
Country Sex. Indlusion criteria in cells/pL in cells/l in mg/dL in mg//dL (CSF/blood glucose)
Publication year Mean + 5D Mean + 50 Mean + 5D Mean + 5D
95% CI 95% CI 95% CI 95%Cl
Range Range Range Range
Median Median Median Median
1R IOR QR IR
Preterm neonates
Diniz et al. [B], 43 Asymptomatic preterm necnates  Day 7oflife(n=43) Day7oflife(n=43) ns Day 7 of life (n = 43)
De Albuquerque etal. 40% male <37 wk(mean 33.2+2.0) 76+5.0 2.1+4.7 57.5+14.3
9 ns ns ns
Brazil, 1982 1.0-230 ns 35.0-880
ns ns ns
ns ns ns
Day 28 of life (n=30) Day 28oflifein=30) ns Day 28 of life (n = 30)
39+24 1.9+245 5421103
ns ns ns
1.0-120 ns 42.0-750
ns ns ns
ns ns ns
Vazetal [10,11] 53! Asymptomatic preterm neonates  Day 2 of life Day 2 of life Day 2 of life Day 2 of life No correlation
Brazil, 1977 43% male <37 wk(mean 33.8+2.3) 40+£3.6 0304 144 6+48.1 51.6+£183 between RBC and
30-5.0 0.2-04 131.3-1579 46.6-56.6 protein concentration
0-16.0 0-14 52.0-300.0 17.0-162.0 (p=0217
27 0.1 1440 40.0
] 4.0 725 10.0
Term neonates
Martin-Ancel et al. [12] 19 Asymptomatic neonates in whom  Day @ to 8 of life ns ns ns
Spain, 2006 40% male toxoplasmosis was excduded 15+1.7
Atraumatic LP (<1,000 REC/uL) 0.6-2.3
0-50
10
20
Wong etal.[13] 432 Evaluation for neurological disease ns ns ns ns
USA, 2000 Sexns including meningitis
Atraumatic LP (<200 RBC/pL)
Viral and bacterial CSF culturas
negative
Enterovirus CSF PCR negative
Mo neurological or system illness
Ahmed etal. [14] 108 Evaluation for possible meningitis  Day 0 to 30of life Day 0 to 30 of life ns Day @ to 30 of life No difference in WBC
USA, 1996 56% male Atraumatic LP (<1,000 REC/pL) 73+139 08+62 51.2+129 (62%) or glucose
No AB before LP 6.6-8.0 ns ns concentration
Blood, CSF, and urine culturas 0-1300 0-65.0 ns between week 1 and
negative 4.0 o ns 4 (p > 0.05)
C5F viral culture negative ns ns ns Neutrophil counts
CSF PCR for enteroviruses negative and protein
concentration were
highar in weeks 1 and
2than weeks 3 and 4
{p < 0.05)
Luz etal.[15] 9 Healthy term neonates Day 2oflife(n=79) ns ns ns No difference
Brazil, 1975 67% male 44138 between means of
35-53 WEC and protein
0-22.0 concentration at day
a7 2and day 7
23 (p=0.96, p=056)
Mean RBC higher on
Day 7oflife(n=40) ns ns ns day 2 than day 7
44433 p=0mp
33-55
1.0-150
32
34
Livramento etal.[16] 21 Healthy term neonates Day 2 to 7 of life Day 2 to 7 of life ns ns
Brazil, 1974 Sexns ({screaned for bilirubin 54+24 20+4.1
concentration in C5F) 4365 1.0-48
10-110 0-17.0
5.0 20
3.0 4.0

AB, antibiotics; ns, not specified; Cl, confidence interval; RBC, red blood call; IQR, interquartile range; SD, standard deviation; LP, lumbar puncture; WBC, white blood cell; CSF, cerebrospinal
fluid; PCR, polymerase chain reaction; wk, week. ' One neonate was excluded because RBC >1,000/pL. 2 Included neonates up to the age of 2 months. *Calculated from reported data.

Zdroj: (Zimmermann a Curtis 2021)

4.1.1 Pocet bilych krvinek
Dv¢ studie se zabyvaly poctem bilych krvinek v CSF u pfedcasné narozenych déti.

Uvadély rozmezi 0-23 bunék/ul v prvnim tydnu Zivota a 1-13 bunék/ul v jednom mésici

zivota. V jedné studii se uvadi, ze z primérné hodnoty 7,6 bunék/ul klesl pocet bilych

krvinek na hodnotu 3,9 bun¢k/ul béhem jednoho mésice. Z druhé studie vyplyva, ze

pramérny pocet bilych krvinek je 4,0 bunék/ul jiz ve druhém dni

(Zimmermann a Curtis 2021)
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Ctyii studie se vénovaly poétu bilych krvinek u donosenych déti. Rozmezi bylo
stanoveno na 0-130 bunék/ul, pficemz prumérné rozmezi bylo 1,5-7,3 bunék/ul. Mezi
druhym a sedmym dnem Zivota nebyl zjistén zadny rozdil v poctu WBC. V jedné studii byly
zahrnuti 2 novorozenci s velmi vysokou hodnotou WBC (130,0 a 62,0 bunék/ul), u ostatnich

jedincu byl nejvyssi pocet 28,0 bunek/pl. (Zimmermann a Curtis 2021)

Primeérny pocet bilych krvinek v mozkomisnim moku u pred¢asné narozenych déti
byl 4,0 bunék/ul a 4,2 bunék/ul u donosenych novorozencu. 95. percentil pro predcasné
narozené novorozence byl 12,0 bunék/ul a u donosenych déti 10,0 bunék/pl

(Zimmermann a Curtis 2021)

4.1.2 Pocet neutrofila
Pro zjisténi poctu neutrofilti byly pouzity ¢tyfi studie, z toho dvé zahrnovaly

piedcasné narozené novorozence a dvé donoSené novorozence. Prvni dvé studie zahrnovaly
96 predcasné narozenych déti. Primérny pocet neutrofilli byl stanoven na 5,0 bunék/pl.
Naméiené vysledky se pohybovaly v rozmezi 0-34,0 bunék/pl. Zbylé dvé studie zahrnovaly
129 donosenych novorozencii. Primérnda hodnota byla 2,9 bunék/ul. Vysledky se
pohybovaly v rozmezi 0-65,0 bunék/ul. Pacient s hodnotou neutrofild 65 bunék/ul mél také
vysoky poc¢et WBC 130 bunék/pul, proto byl ze studie vyloucen. Ve statistice se poté pocita
s rozmezim neutrofilti 0-17,0 bunék/ul. V prvnim a druhém tydnu byly hodnoty poctu
neutrofilti v mozkomisnim moku vyssi nez v tfetim a ¢tvrtém tydnu. 95. percentil pro pocet
neutrofild v CSF byl 16,0 bunek/ul u nedonosenych novorozencti a 8,0 bunck/pl u

donoSenych novorozencii. (Zimmermann a Curtis 2021)

4.1.3 Koncentrace celkové bilkoviny
Pro zkouméni koncentrace celkové bilkoviny v mozkomisnim moku byly vyuzity

opét Ctyti studie, ale pouze jedna zahrnovala pfed¢asné narozené novorozence. Koncentrace
celkové bilkoviny byla u donoSenych novorozenci oproti pifedCasné narozenych
novorozencii niz$i. U donoSenych déti byla primérnd hodnota koncentrace celkové
bilkoviny v mozkomi$nim moku 71,4 mg/dl. Hodnoty proteinorachie se pohybovaly
v rozmezi 19,0-140,0 mg/dl. U pfed¢asné narozenych novorozencti byla primérna hodnota
proteinorachie 144,6 mg/dl a pohybovaly se v rozmezi 52,0-300,0 mg/dl. 95. percentil pro
koncentraci celkové bilkoviny vV mozkomisnim moku byl 210,0 mg/dl u nedonoSenych

novorozenct a 110,2 mg/dl u donosenych novorozenci. (Zimmermann a Curtis 2021)
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4.1.4 Koncentrace glukozy
Pfi vyzkumu byly porovnavany tfi studie. Z toho dv¢ zahrnovaly predcasné narozené

déti. Nebyl zjistén zadny rozdil koncentraci mezi piedcasné narozenymi a donoSenymi
novorozenci. Studie zahrnujici nedonosené novorozence uvadély primérné hodnoty 57,5 a
51,6 mg/dl glukozy. U donoSenych déti vysla primérna koncentrace glukozy 51,2 mg/dl.
Hodnoty koncentrace glukdzy u nedonosenych novorozencu se pohybovaly v rozmezi 35,0-
162,0 mg/dl. U donosenych déti nebyl zjistén zadny rozdil mezi koncentracemi glukozy
mezi prvnim a étvrtym tydnem Zzivota. Paty percentil pro koncentraci glukézy v CSF byl

stanoven na 32,0 mg/dl. (Zimmermann a Curtis 2021)

4.1.5 Shrnuti
Pokud bychom chtéli néjakym zplisobem vyjadiit pfesné referencni meze

mozkomisniho moku unovorozenct, bylo by to velmi naro¢né. Normélni rozmezi parametr
mozkomis$niho moku u novorozenct je jiné nez u starSich déti. Pokud vezmeme v potaz
gestacni a chronologicky vék, dochazi jen k malym rozdilim v koncentraci bilych krvinek a
glukozy. Oproti tomu velky rozdil mezi koncentracemi nastava u koncentrace celkové
bilkoviny, po¢tu neutrofilii a poctu Cervenych krvinek. Samotné parametry vySetfované
v mozkomi$nim moku nejsou spolehlivé. Aby bylo mozné vylouéit meningitidu, je pottebné

provést virovou molekularni diagnostiku a kultivaci. (Zimmermann a Curtis 2021)

4.2 Koncentrace celkové bilkoviny u déti v jizni Ciné
V disledku dozravani hematoencefalické bariéry klesaji hodnoty koncentrace

celkové bilkoviny v mozkomisniho moku béhem n¢ckolika prvnich mésict Zzivota.

(Liu et al. 2019)

Studie byla provadéna retrospektivné na oddéleni pediatrie Foshan Women and
Children Hospital, ktera je ptidruzena k Southern Medical University, China. Do studie byly
zatazeny déti z obdobi od 1. ledna 2008 do 31. kvétna 2018, u kterych byla provedena
lumbalni punkce. Nasledn¢ byla data pacientl retrospektivné piezkoumana a postupné byli
vytazeni pacienti, kterym chybéla jakakoliv slozka profilu CSF. Nasledné bylo potieba
vyloucit pacienty s traumatickou lumbalni punkci, dale u kterych byla pfitomna pinocytoza
a nedonoseni novorozenci. Dale byli vytazeni pacienti s diagnézou spojenou S vyssi
hladinou celkové bilkoviny (bakterialni infekce, hydrocefalus, vrozena infekce, mrtvice...).
Vyloucit bylo potieba i pacienty s akutnim nebo chronickym systémovym onemocnénim.

CSF byl analyzovan na dvou pfistrojich Beckman AU640 a AU5821. Pacienti byli roziazeni
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do nékolika vékovych skupin, které byly nasledné rozdéleny do dvou skupin. Celkova pocet

pacienti splnujici podminky byl 1043 (28,1 % vSech pacienti). (Liu et al. 2019)

4.2.1 Kojenci do véku 56 dnu
Stifedni hodnota koncentrace celkové bilkoviny pro celou skupinu byla 62 mg/dl.

Koncentrace celkové bilkoviny byla u novorozenct do 28. dne zivota vyssi, nez u kojencti
od 29. do 60. dne Zivota. Stfedni koncentrace celkové bilkoviny v CSF klesla béhem osmi
tydna z hodnoty 75 mg/dl na 47,0 mg/dl. Ve véku do 28. dne byla stiedni hodnota 68 mg/dl
a 95. percentil byl stanoven na 116 mg/dl. Pro kojence ve véku 29-56 dnd byla stfedni
hodnota 50 mg/dl a 95. percentil byl 80 mg/dl. (Liu et al. 2019)

4.2.2 Kojenci ve véku 2-36 mésict
Pro druhou skupinu byla stiedni hodnota koncentrace celkové bilkoviny 21 mg/dl.

Pokud vezmeme v potaz celou vékovou skupinu, K nerychlejSimu poklesu koncentrace
celkové bilkoviny vV mozkomiSnim moku doslo béhem 2.-6. mésice zivota. Ve vékovém
rozmezi 6-18 mésict byl pokles mén¢ vyrazny a v nasledujicich mésicich bylo dosazeno
plato. Hodnoty 95. percentilu pro vék 2-6 mésict byly 57 mg/dl a pro kojence staré 6-24
mésict byly 34 mg/dl. Béhem prvnich Sesti mésict zivota velmi rychle klesaly pramérné
hodnoty koncentrace celkové bilkoviny Vv mozkomisnim moku a dosahly minimalni hodnoty
pod 26 mg/dl. (Liu et al. 2019)

4.3 Studie z Philadelphie

V obdobi od 1.ledna 2005 do 30. ¢ervna 2007 byla provadéna studie na The
Children’s Hospital of Philadelphia. Déti byly ve véku do 56 dni. Opét byli vybrani pacienti
podle uréitych parametrti. Lumbalni punkci podstoupilo dohromady 1064 kojenct, z toho
689 nesplnovalo dana kritéria, a tak byli ze studie vylouceni. Celkem 375 pacientt bylo
zatazeno do analyzy. Jejich sttedni v€k byl 36 dni a byli zafazeni do ¢ty vékovych skupin
(0-14 dni, 15-28 dni, 29-42 dni, 43-56 dni). Stiedni hodnota proteinorachie v mozkomisnim
moku byla 58 mg/dl. (Shah et al. 2011)

Pokud porovname vékovou skupinu 0-14 dni (skupina 1) a skupinu 43-56 dni
(skupina 2), hodnota koncentrace celkové bilkoviny v mozkomisnim moku u skupiny 2
vyrazné poklesla. Primérna hodnota 1. skupiny byla 79 mg/dl a pro druhou skupinu 53
mg/dl. 95. percentil pro skupinu 1 byl 132 mg/dl a pro druhou skupinu 83 mg/dl. (Shah et
al. 2011)
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Proteinorachie zavisi na koncentraci celkové bilkoviny Vv pacientové séru a na
permeabilité hematoencetalické bariéry. Koncentrace celkové bilkoviny je také zavisla na

metodé¢ a technice, kterou dana laboratot pouziva. (Shah et al. 2011)

4.4 Glukoza a laktat

Byla provedena dlouhodobd studie na téma glukéza a laktat. Provadéla se
Vv nizozemské nemocnici Radboud University Nijmegen Medical Center. Vysledky byly
ukladany do pocitacové databaze. Vzorky byly sbirany od zaii roku 1993 do prosince 2008.
Celkem jich bylo 23618 a zahrnovaly vSechny vékové kategorie. Statisticka analyza byla
provedena pomoci SPSS. Referen¢ni hodnoty pro glukézuv CSF, pro pomér glukozy v CSF
a glukozy v plazmé a pro koncentraci laktatu v CSF byly stanoveny pro 5.-95. percentil.
(Leen et al. 2012)

4.4.1 Skupiny pacienti
Vysledky byly rozdéleny do nékolika skupin podle véku. Pro nés jsou zajimavé

pouze skupiny détského véku. Pro popis jsem vybrala prvni tfi. Jedna se o skupiny ve véku
0-4 tydny zivota (skupina 1), 4-8 tydna (skupina 2) a posledni skupina 8-12 tydnu
(skupina 3). V jednotlivych skupinach byl urcity pocet pacienti. Ve skupiné 1 bylo 195
pacientd, skupina 2 méla 142 a 3. skupina 56 pacientt. (Leen et al. 2012)

442 Glukéza
Koncentrace gluk6zy v mozkomi$nim moku byla méfena hexokindzovou metodou.

Primérna hodnota koncentrace glukozy u 1. skupiny byla 3,40 mmol/l. Vysledky se
pohybovaly v rozmezi 1,3-8,6 mmol/l. 5. percentil byl pro skupinu jedna uréen na hodnoté
1,90 mmol/la 95. percentil na hodnoté 5,60 mmol/l. Koncentrace glukdzy v mozkomisnim
moku se postupné snizovala. U 2. skupiny (vék 4-8 tydnll) byla primérnd hodnota
koncentrace glukozy Vv mozkomisnim moku 2,93 mmol/l. Vysledky se pohybovaly
v rozmezi 1,0-7,8 mmol/l. 5.percentil byl stanoveny na 1,68 mmol/l a 95. percentil na
5,10 mmol/l. Z tfi vybranych skupin méla pravé skupina 3 nejnizsi hodnoty. Primérna
hodnota byla 2,83 mmol/l. Namétené vysledky se pohybovaly v rozmezi 1,4-4,1 mmol/l.
Referencni rozmezi pro 5. az 95. percentil bylo stanoveno 1,79-4,00 mmol/I. (Leen et al.
2012)
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4.43 Pomér glukézy v CSF a v plazmé
Mezi jednotlivymi odbéry vzorkia mozkomisniho moku a plazmy bylo vzdy casové

rozmezi do 30 minut. Koncentrace glukozy v plazmé byla métena stejné, jako koncentrace
glukozy v mozkomisnim moku, pomoci hexokinazové metody. Pomér mezi koncentraci
glukézy v mozkomisnim moku a koncentraci glukézy v plazmé se u prvni skupiny
pohyboval v rozmezi 0,37-1,62. Referenc¢ni interval pro 5. az 95. percentil byl stanoven na
0,42-1,38. Skupina 2 méla vysledky v rozmezi 0,24-1,77. 5. percentil byl stanoven na 0,36
a 95. percentil na 1,19. Pro tieti skupinu bylo naméieno rozmezi 0,40-1,03 a 5. az

95. percentil byl stanoven na stejnych hodnotach jako rozmezi, ve kterém byly naméteny
hodnoty. (Leen et al. 2012)

4.4.4 Laktat
Koncentrace laktatu v mozkomisnim moku byla stanovena pomoci enzymové reakce

preménou NAD na NADH. Reakce byla méfena pii vinové délce 340 nm za ptitomnosti
laktatdehydrogenazy. Hodnoty koncentrace laktatu v mozkomisnim moku pro 1. skupinu
byly naméteny V rozmezi 0,763-6,550 mmol/l. Primérna hodnota byla 1,750 mmol/Il.
5. percentil byl uréen pro hodnotu 0,882 mmol/l a 95. percentil byl pro hodnotu
3,379 mmol/l. Druhé skupina méla o néco nizsi koncentrace laktatu v mozkomisnim moku.
Naméiené hodnoty se pohybovaly v rozmezi 0,695-3,094 mmol/l. Primérna hodnota byla
vypoétena na 1,511 mmol/l. Referen¢ni rozmezi pro 5. az 95. percentil bylo 0,916-
2,164 mmol/Il. Pro skupinu 3 bylo referen¢ni rozmezi (5.-95. percentil) stanoveno 0,861-
2,352 mmol/l. Primérna hodnota koncentrace laktatu v mozkomisnim moku byla
1,473 mmol/l a naméfené hodnoty se pohybovaly v intervalu 0,817-3,825 mmol/l.
(Leen et al. 2012)
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PRAKTICKA CAST

5 CIL A UKOLY PRACE

5.1 Hlavni cil

Cilem této bakalafské prace je provést retrospektivni analyzu dat cytobiochemického
vySetieni mozkomisniho moku novorozenecké populace, kterd byla narozena nebo

hospitalizovana ve FN Plzen. U vybranych parametrii stanovit referen¢ni rozmezi.

5.2 Diléi cile

1. Stanovit referen¢ni rozmezi pro proteinorachii u donosenych novorozencu.
2. Stanovit referencni rozmezi pro proteinorachii u nedonosenych novorozenct.

3. Porovnat vysledky populace donosenych a nedonoSenych novorozencii.
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6 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

6.1 Vyzkumny problém 1

Stanovit referen¢ni rozmezi proteinorachie u novorozenecké populace.

6.2 Vyzkumny problém 2
Jaké jsou rozdily mezi donoSenymi a nedonoSenymi novorozenci z hlediska

referen¢nich mezi pro proteinorachii?
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7 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Zaméfeni praktické ¢asti spocivalo v zjisténi referencnich mezi koncentrace celkové
bilkoviny v mozkomisnim moku u novorozenci. Koncentrace celkové bilkoviny se
s postupnym vyvojem hematoencefalické bariéry snizuje. Jednou z komplikaci pro pfesnou

analyzu je vysoky pocet nedonoSenych déti.

Prakticka ¢ast bakalafské prace byla vypracovana z dat poskytnutych Ustavem

klinické biochemie a hematologie ve FN Plzer.

Byli vybrani pacienti, ktefi se narodili v perinatologickém centru FN Plzen nebo
mimo toto zdravotnické zafizeni. Celkovy pocet pacientt byl 534 za obdobi 2012-2023. U
vSech byla provedena lumbalni punkce do véku 30 dnli od narozeni. Byli vyfazeni ti, ktefi
nemé¢li vySetfenou koncentraci celkové bilkoviny a u nichz byl pocet erytrocyth
vV mozkomi$nim moku vys§i nez 10000/ul. Z 358 pacientl byli nasledné vybrani ti, ktefi
méli negativni mikrobiologické vySetfeni a bylo u nich provedeno cytologické vySetfeni.
Zbylo 327 pacientt, u kterych jsem vyfiltrovala soucet po¢tu mononukleart a polynukleart

na pocet nizsi nez 50 bunék. Pocet pacientl se snizil na 306.

Téchto zbylych 306 pacientli jsem postupné prosla a nejdiive prottidila diagnozy, se
kterymi byli jednotlivi pacienti propusténi. Vytazovala jsem veskeré infekce, sepse, zanéty,
pneumonie, hydrocefalie, virovd onemocnéni, hematologické poruchy, krvaceni do
likvorovych cest. U téch, které bylo mozné pouzit, jsem nasledné zhodnotila cytologické
vySetteni, zda je mozné daného pacienta zaradit do analyzy. Ze zbylych 48 pacienti, jsem
vytadila 2, kteti méli pocet erytrocytt vyssinez 5000/pl. Zbylo mi 46 vhodnych pacientii ke

kone¢né analyze (obrazek 2).
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Obrazek 2 Schéma pribéhu vyrazeni vzorka (N = pocet pacientil)

(2012-2023)

celkovy poéet pacientd

N=534

MN=519

pacienti bez vyietfeni koncentrace celkové bilkoviny, N=15

MN=358

pacienti s poftem erytrocytl vy3sim nez 10000/ul, N=161

N=354

pacienti s pozitivnim mikrobiologickym vySetfenim, N=4

N=327

pacienti bez cytologického vySetfeni, N=27

pacienti se souétem elementt vyE8im ne? 50 buné&k, N=21

Zdroj: vlastni

nevyhovujici pacienti, N=260
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Pichled pacientu, ktefi byli zafazeni do analyzy, popisuje tabulka 1. Za donoSené
novorozence byli povazovani novorozenci narozeni po 37. tydnu téhotenstvi. Naopak

nedonoSeni novorozenci byli narozeni pted 37. tydnem téhotenstvi.

Tabulka 1 Piehled pacienti

Pacienti Pocet
Celkovy pocet pacientil 534
Pocet pacientl k analyze 46
Donoseni pacienti 24
Nedonoseni pacienti 22
Pocet muzi 23
Pocet Zen 23

Zdroj: vilastni
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Zakladni parametry vybranych pacientti jsou popsany a zpracovany V tabulce 2.

Tabulka 2 Zakladni parametry pacientt zarazenych do analyzy

Rozmezi
Zakladni parametry (min.-max.) Median

Porodni hmotnost (g) 460-4150 2730

Porodni hmotnost donoSenych pacienti (g) 246-4150 3320

Porodni hmotnost nedonosenych pacientii (g) 460-3170 1600
Porodni délka (cm) 25-54 48
Porodni délka donoSenych pacientl (cm) 46-54 50
Porodni délka nedonoSenych pacientl (cm) 25-49 41
Stari v den odbéru likvoru (den) 0-29 4

Zdroj: vlastni
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8 METODIKA PRACE

Tato prace se zabyva retrospektivni analyzou dat u novorozencti narozenych nebo
hospitalizovanych na neonatdlni klinice ve FN Plzen. Jednalo se o pacienty narozené
v &asovém obdobi 2012-2023. Data ke zpracovani mi byla poskytnuta Ustavem klinické

biochemie a hematologie Fakultni nemocnice Plzen.

8.1 Sbér dat

Ustav klinické biochemie a hematologie ve FN Plzeii mi poskytl data pro praktickou
Cast této bakalaiské prace. Zakladni data byla vyhledana v systému Medicalc4 a nasledné
byla zpracovana v Microsoft Excel. Hodnoty glykorachie, laktatu a koncentrace celkové
bilkoviny, byly stanoveny na rutinnim analyzatoru Cobas 8000 ve FN Plzen. Pocet
mononukleard, polynukleart, erytrocytti a jednotlivych element byl hodnocen kvalitativné
i kvantitativn¢. Kvantitativni stanoveni bylo provedeno ve Fuchs-Rosenthalové komurce a

pocet elementl byl interpretovan jako pocet bun¢k v 1ul mozkomisniho moku.

Mym tkolem bylo naucit se vyhledavat v nemocni¢nim systému WinMedicalc. Za
pomoci identifika¢nich dat pacienta a datumu laboratorniho vysetieni jsem méla za ukol
doplnit nasledujici informace. Pattily mezi né, popis cytologického preparatu, zda bylo
pozitivni nebo negativni mikrobiologické vySetieni mozkomiSniho moku a diagnoézy, se

kterymi byli pacienti propousténi.

Se ziskanymi udaji jsem nasledné mohla pracovat. Data byla zpracovana pomoci
programu Microsoft Excel. Vypocitala jsem median u koncentrace celkové bilkoviny,

porodni hmotnosti a porodni délky.
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9 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

9.1 Statisticka analyza

Zakladni zpracovani dat bylo provedeno v programu Microsoft Excel. Pomoci
softwaru MedCalc byla povedena statisticka analyza. VVzhledem k tomu, Zze populace nebyla
normalniho rozlozeni, musela jsem pouzit neparametrickou metodu pro urceni referencnich
mezi. Tato metoda je vhodna pro nestejné, nenormalni, rozloZeni populace nebo pro nizky
poCet analyzovanych jedincii. Pomoci této metody jsem stanovila referenéni meze
proteinorachie, pro skupinu v§ech novorozencii a nasledné zvlast pro skupinu donosenych a
nedonosenych novorozenct. Pomoci krabicovych grafi, vytvofenych v programu Microsoft

Excel, jsou znazornény jednotlivé hodnoty a median.
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9.2 Vysledky
Pro praktickou ¢ast byly dulezité hodnoty proteinorachie. V tabulce 3 je znazornéno
Vv jakém rozmezi se jednotlivé hodnoty proteinorachie pohybovaly u v§ech pacientt. Je zde

také hodnota medianu.

Tabulka 3 Proteinorachie u v§ech pacienti

PROTEINORACHIE Rozmezi (g/1) Median (g/1) Pocet pacienttl

VSsichni pacienti 0,46-2,65 0,94 46

Zdroj: vlastni

Tabulka 4 ukazuje rozdily mezi dono$enymi a nedonoSenymi pacienty. Stejné jako
ptedchozi tabulka ukazuje rozmezi hodnot proteinorachie, median jednotlivych skupin a

pocet pacientii ve skupinadch donosenych a nedonosenych pacienta.

Tabulka 4 Proteinorachie u dono$enych a nedonoSenych pacienti

PROTEINORACHIE Rozmezi (g/1) Median (g/1) Pocet pacientt
Donoseni pacienti 0,56-1,93 0,87 24
Nedonoseni pacienti 0,46-2,65 1,06 22

Zdroj: viastni
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Po zadani hodnot do graft jsem zjistila, Ze hodnoty proteinorachie u dvou pacientti
jsou vyrazné vyssi, a proto jsem je z analyzy vyfadila. V tabulce ¢islo 5 jsou upravena data

S ohledem na vytazené hodnoty.

Tabulka 5 Hodnoty upravené po vyiazeni odlehlych hodnot

PROTEINORACHIE Rozmezi (g/l) Median (g/1) Pocet pacienttl
VSsichni pacienti 0,46-1,83 0,92 44
Donoseni pacienti 0,56-1,36 0,86 23

Nedonoseni pacienti 0,46-1,83 1,04 21

Zdroj: vlastni
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Nasledujici graf 1 ukazuje rozlozeni jednotlivych naméfenych hodnot

proteinorachie.

Graf 1 Proteinorachie vSech pacientu
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Zdroj: vilastni
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Grafy ¢islo 2 a 3 ukazuji samostatné skupiny, skupinu donosenych a nedonoSenych

novorozencu.

Graf 2 Proteinorachie u dono$enych novorozenci
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Zdroj: vlastni
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Graf 3 Proteinorachie u nedonosenych novorozenci

B nedonodeni

1,8

1,6

14

1,2

0,8

0,6

koncenrace celkove bilkoviny {g/1)

0,4

0,2

Zdroj: viastni
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Porovnani mezi skupinami donoSenych a nedonosenych novorozenct je v grafu 4.

Vv

Z grafuje patrné, ze donoSeni novorozenci maji niz§i hodnoty proteinorachie nez nedonoseni

novorozenci.

Graf 4 Srovnani hodnot proteinorachie u donosenych a nedonosenych novorozencu
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Zdroj: viastni
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Tabulka 5 popisuje vysledky stanoveni referencnich mezi pro jednotlivé skupiny.

Z tabulky je patrné, ze u donoSenych novorozenci je horni referen¢ni mez nizs§i nez u

nedonoSenych pacientd. Dolni referen¢ni mez neni az tak vyznamna.

Tabulka 6 Referenéni meze

Horni referen¢ni mez (g/l)

Dolni referen¢ni mez (g/l)

VSsichni pacienti 1,83 0,47
DonoSeni novorozenci 1,36 0,56
NedonoSeni novorozenci 1,83 0,46

Zdroj: viastni

50




DISKUZE

Teoreticka ¢ast této bakalarské prace se vénuje a popisuje predev§im mozkomiSni
mok jako takovy. Seznamuje nas s metodami, kterymi je mozné mozkomisni mok vySetfit a
s parametry, které se bézn¢ vySetiuji. Dale nas seznamuje S problematikou stanovovani
referen¢nich mezi obecné. Popisuje metody, kterymi se referencéni rozmezi stanovuje.
V zavéru teoretické Casti je popisovano n¢kolik studii, které se zabyvaly stanovovanim

referencnich mezi pro jednotlivé parametry mozkomisniho moku.

Prakticka cast byla vypracovana ve formeé retrospektivni analyzy novorozencl
narozenych ve FN Plzei. Data pro praktickou ¢ast mi byla poskytnuta Ustavem klinické

biochemie a hematologie ve FN Plzen.

r~_ s

Mym tkolem bylo ur¢it referenéni meze nékterych parametrit mozkomisniho moku.
Rozhodla jsem se tedy pro urceni referen¢niho rozmezi pro koncentraci celkové bilkoviny
vV mozkomisnim moku. VétSina referencnich intervall parametri mozkomisniho moku se
s vékem velmi malo méni nebo jsou zmény velmi malo patrné. Naopak u proteinorachie
dochazi kvelké zmén¢ Vv dusledku dozravani hematoencefalické bariéry. Jak
hematoencefalicka bariéra s postupem véku dozrava, méni se i koncentrace celkové
bilkoviny v mozkomi$nim moku. Koncentrace postupné klesa, a tak se propustnost
hematoencefalické bariéry pro bilkoviny snizuje. Jak piSe Shah et al. (2011), nejrychlejsi

pokles proteinorachie nastava v prvnich Sesti mésicich Zivota.

Pomoci neparametrické statistické metody jsem urcilareferen¢ni mez proteinorachie
pro novorozence narozené mezi léty 2012-2023 ve FN Plzen. Byla pouzita neparametricka
statisticka metoda, protoze k zavére¢né analyze bylo malo vhodnych pacientti. Populace
nebyla normalniho, tedy Gaussovského rozlozeni, proto nebylo mozné pouzit parametrickou

metodu ke stanoveni referencnich mezi. Pocet pacientt, kteti spliiovali dana kritéria, byl 46.

Vzhledem k postupnému dozravani hematoencefalické bariéry jsem musela téchto
46 pacientti rozdélit do 2 skupin, na nedonoSené (22 pacientll) a donoSené pacienty
(24 pacientt). Mezi donoSené jsem zaradila ty, ktefi se narodili po 37. tydnu téhotenstvi a
mezi nedonosené jsem zaradila narozené pied 37. tydnem téhotenstvi. Mezi témito dvéma
skupinami byl po statistickém zhodnoceni patrny rozdil v proteinorachii. NedonoSeni
novorozenci méli vyrazné vyssi koncentraci celkové bilkoviny v mozkomisnim moku, nez

donoseni novorozenci. Divodem je nedostatecné vyvinutd hematoencefalicka bariéra u
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nedonosenych novorozenci. Referenéni rozmezi pro donosené novorozence bylo stanoveno
na 0,56-1,36 g/l, pro nedonosené novorozence na 0,46-1,83 g/l. Z hlediska diagnostiky
referencni mez. Pokud je hodnota proteinorachie pfilis vysoka, mtze to znacit pfitomnost
meningitidy nebo jiného onemocnéni. Tato onemocnéni maji za nasledek zvySeni
koncentrace celkové bilkoviny v mozkomi$nim moku. Z vysledku je tedy patrné, Ze horni
referencni mez u nedonoSenych novorozenct je vyssi, a tedy hematoencefalicka bariéra je

mén¢ vyvinutéjsi.
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ZAVER
Vzhledem k malému poctu pacientl zafazenych do analyzy, mohu pouze zhodnotit,

ze jsou patrné rozdily referencniho rozmezi mezi jednotlivymi skupinami. Z vysledku je

mozné vycist, Ze nedonoSeni pacienti maji vys$si hodnoty koncentrace celkové bilkoviny

wrwe

hematoencefalické bariéry a snizenim propustnosti pro bilkoviny.

Pro lepsi a presnéjsi vysledky této prace by bylo vhodné rozsitit soubor vysetiované

skupiny. Prace muze byt vhodna jako inspirace pro vytvoireni obdobnych praci.
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