Лабораторное исследование спинномозговой жидкости (ликвора)
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ВВЕДЕНИЕ
Ликвор, как и все остальные биологические жидкости, является предметом исследования клинико-диагностических лабораторий.  Исследование спинно-мозговой жидкости (ликвора) позволяет получить диагностически важную информацию при заболеваниях центральной нервной системы (ЦНС) и мозговых оболочек, таких как энцефалиты, менингиты, арахноидиты, опухоли, травмы, нарушение мозгового кровообращения, сифилис мозга. Для получения объективных данных большое значение имеет правильное получение, хранение, транспортировка материала, поскольку результат самого точного лабораторного анализа теряет смысл при нарушениях на преаналитическом этапе исследований. Проведение  аналитического этапа требует высокой квалификации специалистов, проводящих данное исследование. Объем исследования у каждого больного зависит от предполагаемого диагноза и задач, поставленных лечащим врачом. Поэтому специалист клинической лабораторной диагностики должен хорошо знать методы лабораторной диагностики основных заболеваний нервной системы. Используемые методы должны  быть теоретически и технически отработаны с учетом небольших количеств ликвора и сложностью получения данного биоматериала. При этом исследование ликвора должно быть проведено в очень короткое время из-за быстрого изменения морфологии клеток. Врач клинической лабораторной диагностики должен знать клинико-диагностическое значение результатов исследования, уметь интерпретировать полученные данные.
Цель изучаемого раздела – сформировать  представление о методологии и правилах проведения лабораторного исследования ликвора.

Изучение направлено на формирование профессиональных компетенций заявленных в ФГОС третьего поколения  для специальности «Медико-профилактическое дело»:
	ПК-3
	способностью в условиях развития науки и изменяющейся социальной практики к переоценке накопленного опыта, анализу своих возможностей, приобретению новых знаний, использованию различных форм обучения, информационно-образовательных технологий 

	ПК-5
	владением компьютерной техникой, медико-технической аппаратурой, готовностью к работе с информацией, полученной из различных источников, к применению современных информационных технологий для решения профессиональных задач 

	ПК-19
	способностью и готовностью к использованию современной диагностической аппаратуры и проведению лабораторной, лучевой и функциональной диагностики 

	ПК-20
	способностью и готовностью к постановке предварительного клинического диагноза 


Студенты должны

-
знать методы лабораторной диагностики основных заболеваний нервной системы, способы получения, хранения, транспортировки, подготовки материала для исследования, принципы методов и клинико-диагностическое значение результатов исследования. 

-
уметь  взять, хранить и доставить биоматериал для исследований; проводить исследование физических, химических свойств ликвора, описать патологические признаки спинномозговой жидкости, дифференцировать клеточные элементы в счетной камере и окрашенных препаратах, оценить полученные результаты исследования.

1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА СПИННОМОЗГОВОЙ ЖИДКОСТИ

Спинномозговая (цереброспинальная) жидкость или ликвор – своеобразная биологическая жид​кость, обеспечивающая функциони​рование мозговой ткани.  Она является и питательной жидкостью (обеспечивает транспорт питательных веществ от сосудистых сплетений желудочков мозга к нервным клеткам), а также является и экскреторной средой, в которую выде​ляются некоторые конечные продукты метаболизма мозговой ткани. Спинномозговая жидкость образу​ется в сосудистых сплетениях головного мозга, сосредоточена в желудочках мозга, над выпуклыми поверхностями головного мозга (в подпаутинном, т.е. субарахноидальном пространстве – под средней оболочкой), в спинномозговом канале. Ликвор, заключенный в эластический мешок твердой мозговой оболочки, окружает головной мозг в виде водяной подушки, а спинной - в виде рукава.
Функции ликвора

· защитная (при механических ударах ликвор предохра​няет головной и спинной мозг от   травм и сотрясений);

· регулирует внутричерепное давление;

· под​держивает осмотическое давление в клетках моз​га и его оболочках;

· поддерживает определенную концентрацию катионов и анионов, уровень рН, что обеспечивает нормальную возбудимость нейронов;
· транспортирует различные вещества (питательные, БАВ, в том числе гормоны – рилизинг-факторы);

· удаляет про​дукты метаболизма нервных клеток;

· выполняет респираторную функцию (в дне IV желудочка расположены нервные элементы, связанные с дыханием: изменение концентрации К+,Н+, НСО-З в ликворе приводит к изменению частоты и глубины дыхания);

· осуществляет функцию специфического защитного иммуно-биологического барьера.

Выполняя эти функции, ликвор обеспечивает постоянство внутренней среды нервной системы, которое должно быть относительно нечувствительно к быст​рым изменениям состава крови.
Циркуляция  ликвора

У здорового человека образу​ется в среднем около 500 мл спинномозговой жидкости в сутки (от 350 до 1150 мл). 

Спинномозговая жидкость образу​ется преимущественно за счет ультрафильтрации плазмы крови через стенки сосудов и секреции некоторых компонентов в сосудистых сплетениях головного мозга. Сосудистые сплетения, образуются складками мягкой оболоч​ки мозга, которые обильно снабжаются кровью. Кровоток в сплетениях составляет 3 мл/мин, т. е. в 2 раза быстрее, чем в нефронах почек. Мор​фологически сосудистые сплете​ния аналогичны нефронам почек, которые вы​деляют и абсорбируют различные вещества. 

Поверхность сосудистых сплетений имеет много складок мягкой оболочки мозга и покры​та многочисленными отростками, проникающи​ми в просвет желудочков мозга. Эти тонкие от​ростки покрыты однослойным кубическим эпи​телием, на апикальной поверхности которых имеются микроворсинки и несколько ресниц, а на базальной стороне - своеобразные ножки, которые, как пальцы, переплетаются с соседними клетками. Соседние ворсинчатые эпителиальные клетки на апикаль​ной стороне соединены между собой при помо​щи уплотненных контактов, которые выполняют барьерную функцию по отноше​нию к различным веществам. Эти уплотненные контакты характерны также для мозгового эндо​телия и клеток паутинной оболочки. В центре каждой ворсинки находится фенестрированный и лишенный уплотненных кон​тактов капилляр. 

Образование ликвора происходит непрерывно со скоростью 0,2-0,8 мл/мин. Продукция спинномозговой жидкости зависит от мозгового кровообращения, внутричерепного давления, обмена  веществ,  физической нагрузки, психического напряжения. 

Ликвор непре​рывно образуется и резорбируется, его движение осуществляется в следующем направле​нии: из боковых желудочков, через межжелудоч​ковые отверстия в III желудочек и из него через водопровод большого мозга в IV желудочек, а оттуда через его срединное и боковые отверстия в мозжечково-продолговато-мозговую цистерну. Затем ликвор передвигается вверх к верхнебоко​вой поверхности мозга и вниз к конечному желу​дочку и в спинномозговой ликворный канал.

Всасывается ликвор частично через пахионовы грануляции (ворсинки паутинной оболочки) в крупные венозные сосуды (в том числе в сосуды твердой мозговой оболочки), остальная часть резорбируется в спинном мозгу. Ликвор перемещается от черепа вниз очень медленно, при этом в него выделяются продукты обмена, образующиеся в ЦНС. Движению жидкости способствуют сокращения сердца, дыхание, движения головы, туловища, конечностей,  движения реснитчатого эпителия сосудистых сплетений.

Ликвор полностью обновляется от 1 до 6 раз в сутки.

Количество

 У взрослого человека циркулирует 110-160 мл ликвора:

- в боковых желудочках содержится 20-30 мл (по 10-15 мл в каждом),

- в III-IV желу​дочке - 3-5 мл, 

- в подпаутинном пространстве го​ловного мозга - 20-30 мл, 

- в спинномозговом канале -50-70 мл. 

У грудных детей содержится 40-60 мл спинномозговой жидкости, количество ее увели​чивается с ростом ребенка. 

В старости количество ликвора увеличивается до 200 мл. 
Гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) 
 Уплотненные контакты эндоте​лия мозговых капилляров, эпителиальные клетки сосудистых сплетений и арахноидальных мембран служат морфологической базой барьера, отделяющего мозг и ликвор от кро​ви и обеспечивающего двунаправленный селектив​ный обмен различных молекул между кровью, ликвором и мозгом.
Низкомолекулярные компо​ненты плазмы крови (глюкоза, моче​вина, креатинин) свободно поступают из плаз​мы в ликвор. Белки проходят путем пассив​ной диффузии через стенку сосудистого сплете​ния, поэтому между плазмой и спинномозговой жидко​стью имеется значительный градиент, зависящий от молекулярной массы белков.

Ограниченная проницаемость сосудистых сплетений и ГЭБ поддерживают нормальный гомеостаз и состав ликвора. Нарушение функционального состояния ГЭБ (под влиянием интоксикации, бактериальных, химических факторов, эндокринных нарушений, и т.д.) приводит к изменению состава ликвора.

2. ПРАВИЛА ПОЛУЧЕНИЯ И ДОСТАВКИ ЛИКВОРА В ЛАБОРАТОРИЮ
Для получения ликвора чаще всего применя​ют люмбальную, реже - субокципитальную пун​кцию. 

Люмбальная пункция проводится между III и IV поясничными позвонками (L3-L4) по линии Quincke (линия, соединяющая са​мые высокие части гребней двух подвздошных костей). Пункцию можно также проводить между L4-L5; L5-SI и между L2-L3.

Субокципитальная (цистернальная) пункция проводится между основанием черепа и I шейным позвонком, на высоте линии, соединяющей сосцевидные отростки. 

Вентрикулярная (желудочковая) пункция - хирургическая манипуляция. Пунктируется передний, задний или нижний рог одного из боковых желудочков мозга. Вентрикулярный ликвор получают обыч​но во время операции.
Проведение люмбальной пункции осуществляют с помощью иглы с мандреном. Когда игла достигнет подпаутинного пространства (расстояние от поверхности кожи до канала 6-7 см), мандрен вынимают и собирают вытекающую жидкость. 

В норме спинномозговая жидкость вытекает со скоростью 50-60 капель в минуту, при повышенном давлении ликвор вытекает струей. 

При проведении люмбальной пункции не​обходимо первые 3-5 капель ликвора удалить, чтобы исключить попадание примеси «пу​тевой» крови, попадающей в первую порцию ликвора в результате повреждения иглой кро​веносных сосудов, расположенных в области эпидурального пространства. Собирают ликвор в 3 стериль​ные стеклянные или пластиковые пробирки (в исключительных случаях две): одна пробирка для биохимических и цитологических исследований, вторая – для обнаружения фибринозной пленки или сгустка, третья – для бактериологического исследования. Пробирки следует плотно закрыть стерильными герметичными (для бактериологического)  или ватными (для общего клинического исследования) пробками. На каждой пробирке ука​зывается: 

· ее порядковый номер, 

· имя, отчество, фа​милию больного и его возраст, 

· отделение, № палаты, № истории болезни,

· дату и время пункции, 

· предположительный или клинический диагноз,
· перечень необходимых исследований. 

Пробирки с ликвором доставляют в кли​нико-диагностическую лабораторию немед​ленно. Спинномозговая жидкость обладает выраженным цитолитическим действием, при хранении происходит разрушение форменных элементов, поэтому подсчет клеток в камере и приготовление осадка необходимо выполнять в течение 30 минут после пункции! 

С помощью люмбальной пункции у взрослого человека можно без осложнений получить 8-10 мл ликвора, у детей, включая детей младшего возра​ста, - 5-7 мл, у грудных детей - 2-3 мл. Место пункции после проведения пункции закрывают стерильным материалом, больного оставляют в положении лежа на спине без подушки в течение 1 суток.

Во время транспортировки ликвора для бактериологического исследования его тщательно предохраняют от охлаждения (t около 37оС). В бактериологической лаборатории спинномозговую жидкость  подвергают анализу немедленно, пока она теплая, т.к. некоторые микроорганизмы при охлаждении погибают. Тотчас делают посевы на питательные среды и производят бактериоскопическое исследование. При отсутствии такой возможности материал сохраняют при t =37о в термостате или термосе в течение 2-3 часов. 
Для вирусологического исследования ликвор немедленно доставляют в лабораторию при температуре +4оС, хранят при t=+4оС до 72 часов.

3. ОБЩИЙ КЛИНИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ СПИННОМОЗГОВОЙ ЖИДКОСТИ

Общий клинический анализ спинномозговой жидкости включает определение физических свойств, выполнение химического исследования, подсчет количества и изучение морфологии клеток. Другие исследования СМЖ (биохимические, иммунологические, микробиологические, цитологические) являются самостоятельными методами исследования и в данном пособии рассматриваться не будут.
3.1.Определение физико-химических свойств ликвора

Нормальная спинномозговая жидкость бес​цветна, прозрачна, как дистиллированная вода, состоит на 98,9-99,0% из воды и на 1,0-1,1% из сухого остатка.

Исследование физико-химических свойств ликвора включает определение следующих показателей: 

- относительная плотность,

- цвет, 

- прозрачность, 

- наличие фибринозной пленки, 

- запах. 

Для исследования СМЖ, как и для исследования мочи, можно использовать реагентные тест-полоски. Для этого каплю ликвора необходимо аккуратно размешать и нанести на тестовое поле с по​мощью пластиковой пастеровской пипетки. В зависимости от концен​трации определяемого вещества происходит изменение ок​раски тестового поля, цвет сравнивают с эталонной шкалой  и результат иссле​дования  вносят в бланк.

При исследовании ликвора с помощью мультипараметровых тест-полосок  исполь​зуют диагностические зоны, позволяющие определять рН, относительную плотность, кровь (гемог​лобин), лейкоциты (нейтрофилы), билирубин, белок, глюкозу, кетоны и нитриты.

Относительная плотность 

Относительная плотность (удельный вес) люмбального ликвора составляет 1,005-1,009 ( субокципитального - 1,003-1,007, вентрикулярного - 1,002-1,004) (по В.В.Долгову и соавт., 1995). 

Методика. Относительная плотность определяется с помощью тест-полосок (скрининг)  или ареометров малого размера.

Клинико-диагностическое значение. 

Повышение относительной плот​ности наблюдается при менингитах, уремии, сахарном диабете, травмах головного мозга и др.
Снижение относительной плот​ности - при гидроце​фалии (гиперпродукция ликвора).

Окраска

Методика. Окраску определяют визуально. Для обнаружения слабой окраски срав​нивают доставленный ликвор с дистиллированной водой, налитой в такую же пробирку, на белом фоне. 
Клинико-диагностическое значение. 
Нормальный ликвор бесцветен, как дистил​лированная вода. Появление окраски обычно свидетельствует о патологическом процессе в ЦНС.
Виды изменений окраски
Се​роватый или серовато-розоватый цвет ликвора может быть при неудачной пункции (путе​вая кровь) или при субарахноидальном крово​излиянии. 

1. Эритроцитархия (эритроархия) - присутствие крови (цельных эритроцитов) в ликворе. Эритроцитархию можно обнаружить микро- или макроскопически.  В зависимости от количества эритроцитов ликвор может быть  бесцветный, серовато-розовый, розовато - красный, кровавый. 
Различают:

-
путевую эритроцитархию (артефактная, обусловлена попада​нием крови в ликвор при ранении кровеносных сосудов во время проведения пунк​ции) 

-
истинную эритроцитархию (возникает при кровоизлияниях в ликворные  пространства вследствие разрыва кровеносных со​судов при геморрагическом инсульте, опухолях мозга, черепно-мозговых травмах). 

При сборе ликвора в три пробирки при «путевой» эритроцитархии примесь крови будет только в первой пробирке, при субарахноидальном кровоизлиянии все три пробирки ликвора будут окрашены кровью с одинаковой интенсивностью. 

Чтобы отдифференцировать истинную эритроцитархию от «путевой» можно использовать следующие критерии: 
	Истинная эритроцитархия
	«Путевая» эритроцитархия

	Все 3 порции ликвора при сборе в 3 пробирки окрашены кровью одинаково 
	Первая порция ликвора кровавая, остальные постепенно теряют окраску

	Количество эритроцитов в 3 пробирках одинаковое
	Количество эритроцитов в 3 пробирках различное

	В кровянистом ликворе кровь не свертывается  
	При попадании в ликвор более 1 мл крови она свертывается в течение 30-40 мин

	После центрифугирования надосадочный ликвор розовый, оранжевый или желтый
	После центрифугирования надосадочный ликвор бесцветный

	При прямой спекрофотометрии обнаруживается метгемоглобин и оксигемоглобин
	При прямой спекрофотометрии метгемоглобин и оксигемоглобин не обнаруживаются

	При окраске азур-эозином в препарате эритроциты представлены в виде компактной массы с размазанными контурами
	При окраске азур-эозином в препарате эритроциты располагаются раздельно, хорошо видимо просветление в центре клеток 

	При исследовании мультипараметровыми тест-полосками центрифугата реакция на кровь и на билирубин положительная
	При исследовании мультипараметровыми тест-полосками центрифугата реакция на кровь (гемоглобин) положительная, а на билирубин - отрицательная


Клинико-диагностическое значение
Эритроцитархия свидетельствует о внутри​черепном кровотечении (разрыв аневризмы сосуда мозга, геморрагический ин​фаркт, кровоизлияние в ткань мозга, черепно-мозговая травма,  и др.).

После кровоизлияния в течение 3-4-х суток из ликвора удаляется 52-97% эритро​цитов, ставшаяся часть крови в ликворных пространствах удаляется в разные сроки (от 5 до 80 дней).
Удаление эритро​цитов из ликворных пространств осуществляется двумя путями:
1) через межклеточные щели паутинной оболочки эритроциты поступают из субарахноидального пространства в субдуральное, а затем непосредственно в кровенос​ные сосуды твердой мозговой оболочки;

2) фагоцитоз клетками арахноэндотелия с последующим разрушением эритроцитов, превращением гемоглобина в билирубин под влиянием гемоксидазы и развитием желтой окраски ликвора (ксантохромия или билирубинархия).

2. Билирубинархия (ксантохромия) - окраска ликвора, обусловленная продук​тами распада крови (гемоглобином и билирубином). Ксантос- греч.,  желтый. При этом окраска ликвора может быть розовая, оранжевая, желтоватая, желтая, кофейно-желтая, коричневатая, бурая. 
Клинико-диагностическое значение
Билирубинархия может быть истинной  и ложной.

Ложная билирубинархия вызывается проник​новением в ликвор липохромов или некоторых лекарств. При этом окраска ликвора желтая, а реакция диагностической зоны полоски на би​лирубин - отрицательная.

Истинная билирубинархия (ксантохромия) может быть физиологической и патологической.

Физиологическая билирубинархия (ксантохро​мия) встречается у новорожденных и почти у всех недоношенных, что объясняется повышенной проницаемостью гистоэнцефалического барьера и высоким уровнем билирубина плаз​мы крови. 
Патологическую ксантохромию подразделяют:

А) по механизму развития
· геморраги​ческая (вызвана попаданием в ликворные простран​ства крови)
· застойная (развивается вследствие замедленного тока крови в сосудах мозга, что сопровождается уве​личением проницаемости стенок сосудов и поступ​лением окрашенной в желтый цвет плазмы крови (билирубин) в спинномозговую жидкость). 
Б) по виду продуктов распада крови
· гемоглобинархия (розовая окраска ликвора вызвана оксигемо​глобином)
· билирубинархия (окраска ликвора обусловле​на продуктами распада гемоглобина эритроци​тов)
При геморрагической ксантохро​мии попадание в ликворные пространства крови и дальнейшее превращение гемоглобина в билирубин  под действием гемоксидазы приводит к окрашиванию ликвора вначале в розовый цвет (оксигемо​глобин), а затем в оранжевый (оксигемоглобин в сочетании с билирубином), желтоватый, желтый, насыщенно-желтый цвет (билирубин). Кроме того, ликвор может быть кофейно-желтым, бурым и коричневым. Эти варианты окраски ликвора обусловле​ны продуктами распада гемоглобина эритроци​тов и разными формами гемоглобина: оксигемоглобина, метгемоглобина, билирубина. Метгемоглобин имеет коричневую окраску и окрашивает ликвор в темно-коричневый или в желто-коричневый цвет (при инкапсули​рованных гематомах и геморрагиях). В результате окис​ления билирубина в биливердин может наблюдаться зеленая окраска ликвора.

3.Зеленую окраску придает ликвору примесь гноя, при этом ликвор мутный (гнойный менингит, прорыв абсцесса мозга в субарахноидальное пространство или в полость желудочков мозга).
Прозрачность

Методика. Степень помутнения ликвора, как и окраску, определяют визуально, сравнивая доставленный в пробирке ликвор с та​ким же количеством дистиллированной воды, налитой в такую же пробирку, в проходящем дневном свете на черном фоне.

В бланке исследования описывают результат:
- полностью прозрачный, 

- опалесцирующий, 

- слегка мутноватый, 

- мутный, 

- резко мут​ный ликвор.
Причины помутнения ликвора: существен​ное увеличение количества клеточных элемен​тов (эритроцитов, лейкоцитов, тканевых клеточ​ных элементов), бактерии, грибы и повышение содержания белка.
Изменение прозрачности в виде легкой опалесценции наблюдается при повы​шении содержания фибриногена и высокомолекулярных белков.
Помутнение, вызванное форменными элементами крови и грибами, уменьшается или исчезает после центрифугиро​вания. Мутность, обусловленная бактериями, остается. 

Легкое помутнение ликвора наблюдается при количестве эритроцитов более 400х106/л, лей​коцитов - более 200х106/л, а общего белка - бо​лее 3,0 г/л.

Наличие фибринозной пленки

Молекула фибриногена имеет очень большую массу, с трудом проходит через гематоэнцефалический барьер, поэтому в норме в ликворе практически не содержит​ся фибриногена.  При заболевани​ях, вызывающих нарушение гематоэнцефалического барьера, в ликворе появляется фибриноген, который in vitro пе​реходит в фибрин. Фибринозная пленка (фибриновая сетка), образующаяся в ликворе при очень большом содержании фибриногена, может иметь вид мешочка, нежной сеточки или пленки на стенках пробирки, желеобразного сгустка на дне про​бирки. 

Процесс образования пленки начинается сразу после по​лучения ликвора, и его нельзя нарушать встря​хиванием или переливанием части доставленного ликво​ра в другую пробирку. Если в лабораторию доставлена только одна пробирка с ликвором, а в направлении указано, что необходим общий анализ ликвора + пленка, следует выяснить у лечащего врача, что имеет для него большее диагностическое значение. 
Пленка может образовать​ся сразу после получения ликвора или в течение нескольких часов. Если пленка не образовалась в течение рабо​чего дня, пробирку с ликвором оставляют при комнатной температуре или в хо​лодильнике до следующего дня.

Фибринозную пленку (мешочек) исследуют на туберкулез. Для этого выливают ликвор из пробирки на предметное стекло, рас​правляют с помощью пинцета или бактериологической петли, а желеобразный сгусток фибрина растирают на обезжиренном пред​метном стекле в капле физиологического раство​ра. Препарат высушивают на воздухе, фиксируют над пламенем спиртовки, красят по Цилю-Нильсену и микроскопируют с целью обнаружения микобактерий туберкулеза. 

Запах

Ликвор здорового человека не имеет запаха. Иногда появляется запах аммиака (при уремической коме), ацетона (при диабетической коме).

3.2. Химическое исследование ликвора

Значение рН

У здо​ровых людей рН люмбального ликвора состав​ляет 7,28-7,32. Значение рН является достаточно стабиль​ным биохимическим показателем спинномозговой жидкости. Изменение рН в ликворе отражается на альвеолярной вентиляции, мозговом кровообращении и сознании. При не​поврежденном гистогематическом барьере рН ликвора остается постоянным даже при измене​нии рН крови. 
При метаболическом ацидозе, несмотря на возможное снижение рН кро​ви, рН ликвора остается в пре​делах нормы или снижается очень незначитель​но. При метаболическом алкалозе значение рН крови нормальное или увеличивается, при этом рН ликвора может парадоксально снижаться до 7,27.

При респираторном ацидозе, обусловленном легочной недостаточностью, рН ликвора по сравнению с рН крови уменьшается незначительно. При респираторном алкалозе, характеризующимся увеличением рН крови, pН ликвора остается в пределах нормы.

Первичные ацидозы ликвора проявляются при заболеваниях нервной системы (тяжелые субарахноидальные и мозговые кровоизлияния, черепно-мозговые травмы, инфаркт мозга, гнойный ме​нингит и др). Определение рН имеет прогностическое значение: смертность среди больных с кровоизлия​ниями в мозг и снижением рН ликвора более высокая, чем среди больных с нор​мальным значением рН. 

Определение рН с помощью тест-полосок не обладает достаточной чувствительностью для выявления диагностически значимых изменений рН ликвора, так как диапазон диагностически зна​чимых изменений рН ликвора значительно ниже, чем предел чувствительности тест-полосок. Полоски позволяют определять значение рН в диапазоне от 5 до 9 с интервалом 0,5 единицы, тогда как колебания рН ликвора в норме и при патологии незначительны (иногда всего 0,2 единицы).  

Протеинархия (общий белок)

В нормальном ликворе присутствует белок (протеинархия). Содержание белка в люмбальном ликворе - 0,22-0,33 г/л.
У здоровых взрослых людей примерно 83% бел​ков приходит из сыворотки крови, 17% синтезируются тканями мозга и моз​говых оболочек (нейронспецифическая енолаза, тpанстepитuн и др.). Основную массу общего белка ликвора составляет альбумин, который происходит исключи​тельно из альбумина плазмы крови. В норме отношение содержания глобулинов к уровню альбумина колеблется в пределах 0,2-0,3.

При заболеваниях ЦНС общее содержание белка в ликворе может как повышаться, так и понижаться. Нормальное содер​жание общего белка в ликворе еще не свидетель​ствует об отсутствии патологии в ЦНС, на ее органическое поражение указывает изменение соотношений белковых фракций, которое определяется с помощью электрофореза. 
Методы определения
· Диагностические тест-полоски  используют в качестве ориентиро​вочного метода определения белка ликвора, так как они позволяют определить практичес​ки только альбумин (индикатор бромтимоловый синий в присутствии альбумина меняет исходный желтоватый цвет на бледно-зеленый, насыщенно-зеленый или темно-зеленый в зависимости от со​держания альбумина в ликворе).
· Реакция Панди. Отражает общее содержание белка в ликворе. Реакция основана на осаждении белков насыщенным раствором карболовой кислоты (реактив Панди). При положительной реакции соприкосновение ликвора и реактива вызывает помутнение, интенсивность которого зависит от содержания белка. 
Результат выражают в системе 4 плюсов:

· значительное помутнение 4+

· умеренное                            3+

· заметная опалесценция      2+

· слабая опалесценция          1+

· Турбидиметрические методы определения общего белка. При добавлении трихлоруксусной (ТХУ) или сульфосалициловой кислоты и сульфата натрия происходит увеличение мутности вследствие преципитации белка, интенсивность помутнения пропорциональна содержанию белка в пробе. Метод с сульфосалициловой кислотой и сульфатом натрия быс​трый, простой, однако требует большого объема ликвора (0,2-0,5 мл). 

· Колориметрические методы определения бел​ка в ликворе (метод Лоури, метод Бредфорд с использованием краски Кумасси G-250, модифицированный биуретовый метод, метод с пирогаллоловым крас​ным). Наиболее удобны метод Бредфорд и метод с пирогаллоловым красным - они быстрые, высокочувстви​тельные и требуют небольшого количества ликво​ра.
Клинико-диагностическое значение
Гипопротеинархия. Снижение содержания белка в люмбальном ликворе ниже 0,20 г/л рас​сматривают как гидроцефальный ликвор. Гипо​протеинархия - явление редкое, может возник​нуть в результате уменьшения поступления  белка в ликвор или в результате усиленной реабсорбции.
Гиперпротеинархия. Повышение белка в спинно​мозговой жидкости наблюдается при разных патологических процессах (воспаление, травма, опухоль). Увеличение белка может быть обусловлено поступлением белковых молекул плазмы крови в ликвор вследствие увеличения проницаемости сосудов мозга, поступлением в ликворные пространства крови при разрыве сосудов мозга, поступлением в ликвор продуктов распада опухоли мозга, увеличением содержания α1-, α2,- и γ-глобулинов при наличии хронических воспалительных процессов.
Нормальное содер​жание общего белка в ликворе не исключает патологии в ЦНС, на органическое поражение указывает изменение соотношения белковых фракций. Наиболее достоверное представление о фракциях белков можно получить при электрофоретическом исследовании ликвора или иммуноэлектрофорезе. Однако проведение этих исследований затруднительно из-за низкого содержания белков в ликворе. Ориентировочное представление о патологическом содержании глобулинов в спинно-мозговой жидкости можно получить при проведении реакции Нонне-Апельта. 
Определение  глобулинов высаливанием  (реакция Нонне – Апельта). Реакция основана на том, что насыщенный раствор сульфата аммония осаждает избирательно глобулины.  Результат реакции учитывают через 3 мин после смешивания ликвора с реактивом, сравнение производят на темном фоне. Выражают результат в системе 4 плюсов (значительное помутнение 4+; умеренное 3+; заметная опалесценция 2+; слабая опалесценция 1+). В норме реакция Нонне – Апельта отрицательная.
Гликоархия

В ликворе содержание глюкозы составляет 2,8-3,9 ммоль/л, что примерно на 40% меньше, чем в плазме крови. 
Методы определения

Качественное и полуколичественное определе​ние глюкозы в спинномозговой жидкости возмож​но с помощью диагностических полосок ГлюкоФАН и соответствующей диагностической зоны мультипараметровых тест-полосок. Количественное определение проводится любыми методами, принятыми для определения глюкозы крови.
Клинико-диагностическое значение
Гипогликоархия - снижение уровня глюкозы в ликворе ниже 2,2 ммоль/л. Наблюдается при бактериальном ту​беркулезном или грибковом менингитах, у части больных с цистицеркозом и эхинококкозом, при опухолях оболочек мозга. Гипогликоархия при этих заболеваниях развивается вследствие усиленного гликолиза, нарушения переноса через гематоэнцефалический барьер, повышенного использования глюкозы клетками, особенно лей​коцитами, клетками опухолей. 

Гипергликоархия встречается относительно редко. При каждом обнаружении высокого уров​ня глюкозы в ликворе следует искать гипергли​кемию, хотя гиперг​ликоархия не характерна даже для сахарного ди​абета. Гипергликоархия выражена во время сна, что объясняется замедленным кровообращением и уменьшением общего мозгового метаболизма. По​вышение глюкозы в крови и ликворе наблюдает​ся при травме мозга, у больных с ишемическими нарушениями мозгового кровообращения (красном инфаркте, белом инфаркте), при некоторых видах менингоэнцефалита.
Определение хлоридов

Нормальное содержание хлоридов в  спинно-мозговой жидкости составляет  120-130 ммоль/л. 
Клинико-диагностическое значение
Снижение содержания  хлоридов в ликворе  характерно для менингита (особенно туберкулезного), отмечается при нейросифилисе, бруцеллезе. Повышение содержания  не патогномонично для какого либо заболевания, может быть при абсцессе мозга, эхинококкозе, опухолях мозга. При энцефалите, полиомиелите содержание  хлоридов в пределах нормы.
Определение других компонентов
Кетонархия. Для обнаружения кетонов в ликворе исполь​зуется соответствующая диагностическая зона тест-полосок для обнаружения кетонов в моче. 
Кетонархия развивается после операции на мозговых оболочках, при черепно-мозговых трав​мах, субарахноидальных кровоизлияниях, силь​ном раздражении и возбуждении центральной нервной системы. Кетонархия объясняется повышенным рас​падом белка, а также нарушением утилизации кетоновых тел, которые в норме являются субстратом для кле​ток ЦНС. 
Нитриты. В норме реакция на нитриты отрицательна, т.к. спинно-мозговая жидкость стериль​на. Для обнаружения нитритов в ликворе исполь​зуется соответствующая диагностическая зона тест-полосок для обнаружения нитритов в моче.

Положительный результат на нитриты позволя​ет своевременно установить микробную природу менингита (с последующим микробиологи​ческим исследованием). 

При наличии микро​организмов, способных восстанавливать нитраты в нитриты, и при их достаточном количестве в ликворе можно получить поло​жительную реакцию на нитриты (реакция Грисса). Однако этот тест дает отрицательный результат при туберкулезном и стафилококковом ме​нингите (микобактерии туберкулеза и стафило​кокки не восстанавливают нитраты в нитриты), при асептических менинги​тах.

Возбудители гнойного менингита могут быть обнаружены при бактериоскопическом иссле​довании препаратов ликвора, окрашенных по Граму. Достоверная идентификация производится пу​тем посева на соответствующие питательные среды. 
Для выявления микобактерий туберкулеза готовят мазки из осадка ликвора после центрифугирования и из фибринозной пленки, в которую захватываются микобактерии туберкулеза. Мазки окрашивают по Цилю-Нильсену.
3.3.Микроскопическое исследование ликвора
Цитологическое исследование ликвора произ​водится с целью определения цитоза - общего ко​личества лейкоцитов в 1 мкл или в 1 л ликвора с последующей дифференциацией клеточ​ных элементов (ликворная формула).
Определение   цитоза

Для получения точного результата необходи​мо подсчитать общее количество клеток в ликворе не позднее 30 мин после его извлечения. Уста​новлено, что разрушение эритроцитов, лейкоци​тов и тканевых клеточных элементов происходит из-за низкого содержания белка в ликворе, кото​рый оказывает стабилизирующее действие на кле​точные мембраны. Для исследования рекомендуется брать вторую или третью пробирку полученного лик​вора, чтобы  избежа​ть примесь «путевой» крови.
Ход исследования
Для лизиса эритроцитов используют реактив Самсона, в состав которого входят: 30% уксусная кислота (лизирует эритроциты), фуксин (окрашивает ядра кле​точных элементов и включения в цитоплазме в интенсивный темно-вишневый, цитоплазму плазматических клеток - в ярко-малиновый цвет), карболовая кислота (консервирует клетки до 2-3 часов при комнатной температуре).
Ликвор тщательно размешивают, катая пробирку между ладонями. В чистой сухой агглютинационной пробирке смешивают ликвор с реактивом Самсона в соотношении 10:1 (0,5 мл ликвора и 50 мкл реактива Самсона), перемешивают и оставляют на 10-15 мин для окрашива​ния клеточных элементов. Полученную смесь тщательно размешивают и заполняют счетную камеру.
Для сче​та клеток в спинно-мозговой жидкости приме​няется камера Фукса-Розенталя, объем которой 3,2 мкл. Камера Фукса-Розенталя состоит их 16 боль​ших квадратов, каждый из которых разделен на 16 малых, всего в камере содержится 256 малых квадратов. Малый квадрат является счетной еди​ницей камеры.
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	Рис. 1. Камера Фукса-Розенталя.


Клет​ки, если их мало, подсчитывают во всей сетке ка​меры (во всех 16 больших = 256 маленьких квадратах), используя объективы х8, х10 или х20 и оку​ляр х7 или х10 на бинокулярном микроскопе. Количество клеток в 1 мкл ликвора (X) определяют по формуле:
	
	А х 11

	Х =
	

	
	3,2 х 10


где А - количество клеток в камере, 11/10 - сте​пень разведения ликвора, 3,2 - объем камеры.
На практике объем камеры округляют до 3 мкл и не учитывают степень разведения лик​вора: Х=А/3
Ответ представляют:

· в виде дроби (количество клеток, подсчитанное во всей камере),  
· количество лейкоцитов в 1 мкл (полученный результат делят на объем камеры Фукса-Розенталя)

· число клеток в 1 л ликвора (для этого число клеток в 1 мкл необходимо умножить на 106) .
Клинико-диагностическое значение
В нормальном ликворе взрослого человека клеточные элементы практически отсутствуют: в вентрикулярном ликворе 0-1 клетка/мкл, в субокципитальном - 2-3 клетки/мкл, в люмбальном ликворе 3-5 клеток/мкл. 

Общее количество клеток в люмбальной спинномозговой жидкости у детей выше, чем у взрослых: у новорожденных до 20х106/л, у детей до 1 года – 14-15х106/л, к 10 годам – 4-5х106/л.
Увеличение количества клеток в ликворе (плеоцитоз) рассматривают как признак органического поражения центральной нервной системы (ЦНС), хотя некоторые заболевания ЦНС протекают при нормальном количестве клеток - нормоцитозе. Повышенный цитоз наблюдается при воспалительных поражениях мозговых оболочек различной этиологии, органических поражениях вещества мозга (опухоль, сифилис, абсцесс и др.), при травмах, кровоизлияниях и т.д.
Дифференциация    клеток 
В счетной камере (окуляр х10, объектив х40) можно дифференцировать практически все элементы. Если из-за толщины камеры это сделать не удалось, то необходимо кап​лю хорошо размешанного ликвора, окрашенно​го реактивом Самсона, нанести на пред​метное стекло, покрыть покровным стеклом и дифференцировать ликворные клетки на боль​шом увеличении микроскопа (объектив х40 на би​нокулярном микроскопе). Если некоторые клетки окажутся непонятными, на покровное стекло наносят каплю иммерсионного масла и исследуют клетки на иммерсии (объектив х90 или х100).
Если в ликворе клеток мало (нормоцитоз или слабовыраженный плеоцитоз), ликвор центрифугируют в течение 10 мин со скоростью 1500 об/мин, пла​стиковой пастеровской пипеткой отсасывают надосадочный ликвор, аккуратно размешивают осадок и делают 2-3 мазка, которые окрашивают азур-эозином. В осадке количество клеток больше и воз​можна их дифференцировка на большом увели​чении (х400) и на иммерсии (х900 или х1000). 
Необходимо провести дифференцировку 100 и/или 200 кле​ток и дать ответ в % (ликворная формула). 
Клеточные элементы ликвора
Ликворную формулу здоровых людей в ос​новном представляют лимфоциты (70%, из них 2/3 Т-лимфоцитов и 1/3 В-лимфоцитов) и моно​циты (30%) (Цветанова Е.М., 1986). В ликворе здо​ровых доношенных и недоношенных новорожденных, кроме лимфоцитов и моноцитов, могут присут​ствовать нейтрофильные гранулоциты (от 6 до 50%) (Conly J.M., Ronald A.P., 1983). 
Лимфоциты. Лимфоциты вхо​дят в состав нормального цитоза ликвора (в норме – 2-4 клетки/мкл). 

В пре​паратах, окрашенных реактивом Самсона: клетки чуть больше эрит​роцита по диаметру, ядро круглой формы, темно-вишневого цвета, за​нимает большую часть клетки, грубоглыбчатой структуры. Цитоп​лазма окружает ядро узким ободком со всех сто​рон или выступает с одной или с двух сторон ядра в виде язычка, практически бесцветная.
При окраске азур-эозином лимфоциты выглядят так же, как в мазках периферической крови: клетки круглой или овальной формы с ядрами, занимающими большую часть клетки. Ядра грубоглыбчатой структуры с просветления​ми оксихроматина между глыбами базихроматина. Цитоплазма узким ободком окружает ядро, обычно базофильная. В норме в ликворе присутствуют только малые лимфоциты (диаметр соответствует диаметру эритроцита - 7-8 мкм), иногда мож​но обнаружить единичные лимфоциты больших размеров (10-12 мкм), ядра которых окружены более широким ободком цитоплазмы светло- или темно - синих тонов. 
При патологических процессах в ЦНС лим​фоциты в ликворе отличаются полиморфизмом. Их назы​вают активированными, реактивными или трансформированными, а также лимфоплазмоцитами и иммунобластами. Лимфоциты с диаметром 9-15 мкм называ​ют средними, а с диаметром более 16 мкм - боль​шими лимфоцитами. Эти лимфоциты имеют ок​руглое или бобовидное ядро, занимающее боль​шую часть клетки, достаточно широкой ободок цитоплазмы слабобазофильной окраски. В цитоп​лазме некоторых лимфоцитов могут присутствовать азурофильные гранулы. В таких клетках ядра более рыхлой, тяжистой структуры. Активация лимфоцитов происходит на фоне инфек​ций (бактериальной, вирусной, паразитарной и др.), на фоне развития опухолей, крово​излияний и других патологических процессов.
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	Препарат с реакти​вом Самсона
	
Окраска азур-эози​ном

	Рис. 2. Лимфоциты в лик​воре


Моноциты. Моноциты - вторая основная популя​ция клеток нормального ликвора (в норме –  1-3 клетки/мкл). 
При ок​раске реактивом Самсона: моноциты имеют размер 10-20 мкм в диаметре, ядра округлой или типичной моноцитоидной формы с выемкой в виде почки или подковы и выступом ядра по​средине выемки в виде язычка. Структура ядер рыхлая, «нежная», окраска более светлая, чем окраска ядер лимфоцитов - бледно-розового цвета. Цитоплазма широ​ким ободком окружает ядро.
В препаратах, окрашенных азур-эозином: ликворные моноциты ничем не отличаются от моноцитов периферической крови. Это крупные клетки диаметром 10-15 мкм, соотношение ядра и цитоплазмы в них поровну. Ядра имеют вид почки или подковы, иногда овальной или неправильной формы, иногда фрагмент ядра выступает в выемке в форме язычка. Структура ядер рыхлая, состоящая из тонких с небольшими уплотнениями нитей хроматина, окрашивающимися азур эозином в красновато-фиолетовый цвет, ядро более светлое, чем у лимфоцитов и нейтрофилов, иногда в ядрах видны следы нуклеол. Цитоплаз​ма окрашивается в дымчатый или серовато-си​ний, а иногда в бледно-голубой цвет и может со​держать мелкие азурофильные гранулы, распола​гающиеся вокруг ядра. Окраска цитоплазмы за​висит от «возраста» клетки: чем клетка моложе, тем синее цитоплазма. Цитоплазма может быть мелко вакуолизирована, но включений в вакуо​лях нет, может иметь четкий контур. Моноциты в ликворе подвергаются дистрофии быстрее лим​фоцитов.
Крупные моноциты диаметром 16-30 мкм называют активированными моноцитами или не​зрелыми макрофагами. От макрофа​гов они отличаются отсутствием в вакуолях фагоцитированных частичек. Они могут быть об​наружены в ликворе при воспалительном процес​се, после интратекального введения ле​карственных препаратов.
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	Препарат с реакти​вом Самсона
	
Окраска азур-эози​ном

	Рис. 3. Моноциты в лик​воре


Макрофаги. Макрофаги принадлежат к мононуклеарной фагоцитарной системе. Ликворные макрофаги относятся к группе нефиксированных макрофа​гов, в нормальном ликворе не встречаются.
В препаратах, окрашенных реак​тивом Самсона: макрофаги это крупные клетки ок​руглой или правильной круглой формы, диамет​ром от 7 до 30 мкм. Ядро округлой формы, зани​мает меньшую часть клетки и сдвинуто к перифе​рии, пикнотичное, окрашено реактивом Самсо​на в темно-вишневый цвет. Обычно в цитоплазме макрофагов хорошо видны многочисленные вакуоли - пустые и содержащие фагоцитирован​ные органические и неорганические (инородные) элементы или их частички (клет​ки, бактерии, вирусы, кристаллы, капли жира и др.). Могут быть выявлены та​к называемые перстневидные клетки - в их цитоплазме распо​ложена большая, занимающая всю ее площадь ва​куоль, ядро оттеснено к периферии и имеет форму сплющенного овала или серпа. 
Среди макрофагов выделяют бактериофаги, эритрофаги, лейкофаги, макрофаги с кристалла​ми гемосидерина, гематоидина, липофаги. Ког​да макрофагоциты теряют способность к фаго​цитозу, они могут быть фагоцитированы други​ми, более молодыми макрофагами.

После кровотече​ния в ликворные пространства выявляются макрофаги, осуществившие фагоцитоз эритроцитов - эритрофаги. Эритроциты в цитоплазме макрофагов быстро разрушаются, появляются пустые вакуоли, в которых из ге​моглобина образуются кристаллы гемосидери​на, содержащие в своей молекуле атомы железа. Это разного размера глыбки пигмента тем​но-желтого цвета - в нативных препаратах и желтовато-коричневые - в препаратах, окрашен​ных реактивом Самсона. Одновременное присутствие в ликворе эритрофагов и макрофагов с кристаллами гемосидерина указывает на про​должающееся или повторное кровоизлияние.
Кристаллы гемосидерина дают положительную реакцию на берлинскую лазурь – при добавлении 5% раствора жел​той кровяной соли клетки, содержащие желто-коричневые аморфные кристаллы, окрашивают​ся в синий и голубой цвет (желтые окислы железа превращают​ся в голубые). 

Кристаллы гематоидина образуются из гемог​лобина без доступа кислорода в гематомах, рас​положенных в тканях мозга или опухолях. Это зо​лотистого цвета иглы и/или вытянутые в длину ромбики. Кристаллы гематоидина появляются в ликворе при распаде опухоли или гематомы в просвет желудочков мозга. Они распо​лагаются на фоне клеточных элементов, детрита или в макрофагах. Кристаллы ге​матоидина не содержат атомов железа. При добав​лении азотной кислоты они плавятся с образова​нием быстро исчезающего синего окрашивания.

Липофаги («зернистые шары») - макрофаги с каплями жира в состоянии жировой дистрофии. При окраске реактивом Самсона: на малом увеличении микроскопа - темно-коричневые клетки круглой или овальной формы, резко преломляющие свет; на большом увеличении в цитоплаз​ме этих клеток видны бесцветные капли жира. При окраске азур-эозином: клетки с небольшим, круглым, гиперхромным, крас​новато-фиолетовым ядром (эксцентрично расположенным) и вакуолизированной серо-голубой цитоплазмой. В зависи​мости от размера капель жира вакуолей могут иметь различный размер. Липофаги обна​руживаются в ликворе при распаде ткани мозга и новообразований, в жидкости из мозговых кист они сочета​ются с кристаллами холестерина.

Кристаллы холестерина - бесцветные, прозрачные, тонкие пластинки, правильной прямоугольной формы, накладывающиеся друг на друга и образующие ступени. Они образуются в очагах жировой дистрофии, некроза ткани мозга, в ки​стах мозга. Кристаллы холестерина растворимы в эфире и спирте, расплавляются в концентриро​ванной серной кислоте с образованием конден​сационных соединений красного цвета.
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	Рис. 4. Макрофаги в ликворе


Нейтрофилы  в ликворе здорового человека практически не встречаются. Имеют гема​тогенное происхождение. 
При окраске реактивом Самсона: сегментированные или палочковидные ядра этих клеток окрашива​ются в темно-вишневый цвет, а цитоплазма бед​но-розовая с мелкой пылевидной зернистостью. Эти клетки быстро подвергаются дистрофическим изменениям: вытягиваются, ци​топлазма образует бесцветные выпячивания (похожи на псевдоподии амеб), фрагменты ядер сливаются в одну гиперхромную массу с неровным контуром. Цитоплазма нейтрофилов быстро подвергается жировой дистрофии. 
При длительном, вялотекущем воспалительном процессе ядра нейтрофилов подвергаются апоптозу, в результате чего в ликворе появляются одноядерные нейтро​филы с маленьким ядром правильной круглой формы, окруженным нейтрофильной цитоплазмой, или нейтрофилы с двумя гиперхромными ядрами правильной круглой формы. Мононуклеарные нейтрофилы можно принять за оксифильные нормобласты.
При окраске азур-эозином: нейтрофилы окрашиваются так же, как нейтро​филы в периферической крови. Это клетки ок​руглой формы. Соотношение ядра и цитоплаз​мы сдвинуто в сторону цитоплазмы. Ядро зре​лой хроматиновой структуры, состоит из 2-3-4 сег​ментов, иногда можно встретить и палочкоядерные нейтрофилы. Ядра нейтрофилов ок​рашиваются в темный красновато-фиолетовый цвет, а цитоплазма - оксифильная, с хорошо раз​личимой пылевидной красновато-фиолетовой зернистостью. Вслед​ствие малого содержания белков в ликворе нейтрофилы быстро подвергаются разрушению (кариолизис, цитолиз, наличие голых ядер, жиро​вая дистрофия, гиперсегментация и др.).

Преобладание в ликворе неизмененных ней​трофилов указывает на острый воспалительный процесс, появление измененных нейтрофилов - на затухание воспалительного процесса. Сочетание измененных и неизмененных нейтрофилов явля​ется признаком продолжения воспаления. 
Нейтрофильный плеоцитоз характерен для острой экссудативной фазы бактериального ме​нингита (количество нейтрофи​лов в лейкограмме может превышать 60%), туберкулезного менингита. Гранулоциты привлекаются в очаг вос​паления бактериальными токсинами. В очаге воспаления они фагоцитируют бактерии, некро​тические ткани, при кровотечении - эритроци​ты. При вирусных менингитах нейтрофильная фаза кратковременна и слабовыражена. После операции на мозговых оболочках количество ней​трофилов нарастает в первые часы и дни после операции.
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	Рис. 5. Ней​трофилы в ликворе


При многих заболеваниях ЦНС отмечается полиморфно - клеточная реакция. Пре​обладание того или иного вида клеток зависит от фазы заболевания. Так, при туберкулезном ме​нингите в начале наблюдается нейтрофильный плеоцитоз, затем – нейтрофильно - моноцитарно - лимфоци-тарный плеоцитоз, а позднее – лимфо - плазмоцитарный или фагоцитарный. Если у больного острый воспалительный про​цесс, отмечается нейтрофильный плеоцитоз; если воспалительный процесс обостряется и течение принимает хронический характер, развивается лимфоидный плеоцитоз. 

Резко выраженный лимфоидный плеоцитоз (>85% всех лейкоцитов) наблюдается при вирус​ных менингитах. При хронических воспалитель​ных процессах мозговых оболочек (туберкулезный менингит, цистицеркозный арахноидит и др.) гранулоциты, лимфоциты и моноциты повыша​ются в пропорциональных количествах. Нерезко увеличивается количество лимфоцитов при опу​холях. После операции на оболочках мозга на смену нейтрофильному плеоцитозу, возникающе​му в первые часы после операции, приходит лимфоидный плеоцитоз. 

Моноцитарная реакция, как правило, неспе​цифична, обнаруживается как часть «смешанной клеточной реакции», включающей увеличение количества нейтрофилов, лимфоцитов и плазма​тических клеток. Увеличение количества моноцитов в ликворной формуле отмечается при хронических вялотекущих воспалительных процессах в ЦНС (ту​беркулезный менингит, нейросифилис, вирусный менингит, опухоли мозга). Обнаружение моноцитов в ликворе после оперативного вмешательства на ЦНС в сочета​нии с плазматическими клетками и полным от​сутствием макрофагов свидетельствует о вялоте​кущем заживлении послеоперационной раны.
Моноциты появляются в геморрагическом ликворе (осуществляют активный фаго​цитоз эритроцитов), в послеоперационный пери​од (активная санация ликвора), при опухолях.
Эозинофилы. В ликворе здоровых людей не встречаются. Их появление является реакцией сосудов соединительной ткани субарахноидального пространства на чужерод​ные белки.
При окраске реактивом Самсона эозинофилы окрашены в коричневато-виш​невый цвет. Это клетки округлой формы с ядром, занимающим меньшую часть клетки и состоящим обычно из двух, реже - из трех сегментов.  Одноядерные эозинофилы - это клетки в состоянии апоптоза. Правильно диагно​стировать эти клетки можно при изучении этих клеток на боль​шом увеличении микроскопа и на иммерсии по наличию в цитоплазме равномерной, сферичес​кой зернистости. 

При окраске азур-эозином: эозинофилы идентичны эозинофилам периферической крови. Ядра клеток окрашива​ются в красновато-фиолетовый цвет, а на фоне голубой цитоплазмы видна одинаковая по размеру, сферическая зернистость, окра​шенная в кирпично-красный или оранжевый цвет. 
Эозинофилы в ликворе выполняют функцию фагоцитоза. Они фагоцитируют бактерии, споры грибов и комплексы антиген-антитело, особен​но с иммуноглобулином и компонентами комп​лемента. При фагоцитозе эозинофилы дегранулируются. При разрушении эозинофильных гранул образуется перекись водорода, которая подавля​ет освободившийся из гранул гистамин. Эти клет​ки при аллергических процессах играют роль супрессоров.
При паразитарной инфекции (цистицеркоз, эхинококкоз) содержание эозинофилов в ликворной формуле может достигать 40% и более, эозинофилия вызвана образованием специфических антител, направленных против паразитов. Эозинофилы в ликворе обнаруживаются после операции на мозговых оболочках, при эозинофильном менингите, туберкулезном и лимфоцитарном менингите, некоторых опухолях ЦНС, после введения в субарахноидальное пространство контра​стных веществ, у больных с субарахноидальными кровоизлияниями, токсическими, реактивными, эпидемическими и сифилитическими менингита​ми, обнаруживаются в кистах мозга. Активное заживле​ние послеоперационной мозговой раны также со​провождается появлением в ликворе эозинофилов, что свидетельствует о местной аллергической ре​акции на продукты распада белковых продуктов, оставшихся после операции.

Эозинофилия в ликворе не сопровождается эозинофилией в крови и наоборот. Ликворная эозинофилия может наблюдаться как при нормоцитозе, так и при плеоцитозе. 
	[image: image10.jpg]




	Рис. 6. Эозинофил


Базофилы  в нормальном ликворе не встреча​ются. Морфологически идентичны базофилам периферической крови в препаратах, окрашенных реактивом Самсона и азур-эозином. Их основные функции - синтез и выделение биологически активных веществ - гистамина, ге​парина и, вероятно, серотонина.
Базофилы участвуют в воспалительных про​цессах аллергического происхождения, обнару​живаются в ликворе при тяжело протекающих нейроинфекциях, особенно у детей, и при приме​си свежей крови.
	[image: image11.jpg]




	Рис. 7. Базофилы в ликворе


Плазматические клетки  встречаются в ликво​ре только при патологических процессах. Обра​зуются плазматические клетки из В-лимфоцитов в фолликулах корковой зоны лимфатических уз​лов и краевой зоны белой пульпы селезенки, где при встрече с антигеном они проходят этап антигензависимой дифференцировки. Дифференцировка В-лимфоцитов в плазмобласты продолжа​ется 6-12 ч. Затем после нескольких делений плазмобласт превращается в проплазмоцит, из кото​рого и образуется зрелая плазматическая клетка. Основная функция плазматических клеток - син​тез и секреция антител, во время этих процессов в клетках повышается синтез белков, что сказы​вается на морфологии их цитоплазмы, которая становится похожа на цитоплазму секретирующих клеток.
При окраске реакти​вом Самсона: плазматические клетки имеют правильную круглую форму, диаметр до 12 мкм. Ядро правильной круг​лой формы, окрашивается в темно-вишневый цвет, располагается эксцентрич​но. При увеличениях х900 и х1000 (иммерсия) видна мелкоглыбчатая или колесовидная структура ядра. Цитоплазма обильная, окружает ядро больше с одной стороны, окрашивается реактивом Сам​сона в ярко-розовый цвет.

При окраске азур-эозином плазматические клетки в ликворе идентич​ны плазматическим клеткам в периферической крови и костном мозге.

Молодая плазматическая клетка (плазмобласт, проплазмоцит) имеет диаметр 16-20 мкм. Ядро занимает большую часть клетки, располо​жено центрально или несколько эксцентрично, хроматиновой структуры, темно-фиолетового цвета. Более молодые клетки (плазмобласты) со​держат 1-2 нуклеолы. Цитоплазма темно-базофильная с грязноватым оттенком и с зоной про​светления вокруг ядра. Иногда в ликворе зона просветления вокруг ядра у плазматических кле​ток отсутствует.
Зрелая плазматическая клетка (плазмоцит) имеет диаметр 10-12 мкл, круглую форму. Ядро занимает меньшую часть клетки, располагается эксцентрично, структура ядра зрелая с четким делением на окси- и базихроматин. Базихроматин располагается в ядре в виде мелких глыбок (булыжная мостовая) или колесовидно. Базофилия цитоплазмы с сероватым оттенком обычно более выражена по периферии. Иногда просмат​ривается зона просветления цитоплазмы вокруг ядра. Плазматические клетки в ликворе могут быть овальной и неправильной формы с большой, маленькой или отсутствующей зоной просветле​ния вокруг ядра. Иногда в цитоплазме по ее пе​риферии видны единичные вакуоли как признак секреции.
Плазматические клетки встречаются в ликво​ре при длительных вялотекущих воспалительных процессах мозга и мозговых оболочек (хроничес​кие энцефалиты, менингиты различной этиоло​гии, арахноидиты), при этом их количество в ликворной формуле может составлять 20-25%. Осо​бенно характерно присутствие плазматических клеток в ликворе больных рассеянным склерозом, гиперкинетическим прогрессирующим панэнцефалитом. При хронических формах нейросифилиса плазмоцитоз сочетается с нормоцитозом или незначительным плеоцитозом. Плазмоциты мо​гут обнаруживаться и при острых воспалитель​ных процессах ЦНС, а также при некоторых опухолях мозга, туберкулезном менингите, саркоидозе, коллагенозах с вовлечением в процесс ЦНС, после кровоизлияния. Появление в ликворе боль​ных, оперированных на мозге или мозговых обо​лочках, плазматических клеток на фоне моноци​тов, единичных макрофагов или полном отсут​ствии макрофагов указывает на медленное зажив​ление послеоперационного рубца. В то же время наличие плазматических клеток вместе с больши​ми и малыми лимфоцитами ассоциируется с опу​холью мозга.
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	Рис. 8. Плазматические клетки в ликворе


Клетки эпендимы
Клетки эпендимы (эпендимальные клетки) в нормальном ликворе практически не встре​чаются.
Клетки эпендимы образуют непрерывную эпителиальную выстилку желудочков мозга – эпендиму, относятся к однослойному кубическому эпителию.
В препарате с реактивом Самсона - это не​жные, большие, бледно окрашенные клетки овальной, многоугольной или кубической формы. Соотношение ядра и цитоплазмы в этих клетках поровну или сдвинуто в сторону цитоп​лазмы. Ядра овальной формы или слегка помя​тые, заостренные на полюсах, структура мел​козернистая, окраска бледно-вишневая. Цитоп​лазма обильная, бесструктурная и почти бесцвет​ная. В препаратах могут присутствовать только овальные бледно окрашенные ядра эпендимальных клеток (похожи на яйца остриц). При окраске азур-эозином ядра клеток окрашиваются в красновато-фиоле​товый цвет, а цитоплазма - в бледно-серый или серо-голубой цвет.
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	Рис. 9. Клетки эпендимы в ликворе 


Клетки арахноэндотелия

Клетки арахноэндотелия (арахноидальные или арахноэндотелиальные клетки) - это однослойный эпителий эпендимального происхождения, который выстилает все пространства ЦНС, заполненные ликвором, за исключением желудочков мозга. В ликворе здоровых лю​дей клетки арахноэндотелия не встречаются, обнаруживаются в ликворе больных с опухолью мозга, при черепно-мозговых травмах и после операции на мозговых оболочках. 
В препарате с ре​активом Самсона: крупные клетки размером до 25-40 мкм в диаметре, округлой или полигональ​ной формы. Ядро в молодых клетках занимает большую часть клетки, в зрелых - меньшую. Форма ядра правиль​ная, круглая или овальная, структура зернистая или петлистая, ядро окрашено в вишневый цвет. Структура цитоплазмы арахно​эндотелия зернистая, окрашена в розовый цвет. 
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	Рис. 10. Клетки арахноэндотелия в ликворе


Бласты. У больных лейкозами при вовлечении в про​цесс оболочек мозга возникает лейкозный менин​гит. Это осложнение получило название нейролейкемия. При окраске реактивом Самсона на большом увеличении микроскопа в бластах на фоне розовой мелкозерни​стой цитоплазмы видны ядра правильной круглой, овальной или неправильной уродливой формы, окрашенные в вишневый цвет, с множе​ственными ядрышками. Морфология бластов при окраске азур-эозином соответствует их морфологии в мазках периферической крови и костного мозга. 
Клетки опухолей. Клетки опухолей обнаруживаются при исследовании ликвора у больных с первичными и метастатическими опухолями ЦНС. Диагностика клеток зло​качественных новообразований основывается на общепринятых цитологических признаках:
· соотношение ядра и цитоплазмы сдвинуто в сторону ядра;

· неравномерная структура хроматина, гиперхромия и/или анизохромия;
· полиморфизм ядер;
· полиморфизм нуклеол, полинуклеолярность; 
· повышенная митотическая активность, осо​бенно при злокачественных опухолях;
·  амитотическое деление (деление ядер без де​ления цитоплазмы); 
· клеточный полиморфизм; 
· многоядерность с выраженным анизоцитозом;
· химическая анаплазия клеточных элементов (гипер- и полихромазия); 
· наличие комплексов.
Изменения в ликворограмме являются признаками патологическо​го процесса в ЦНС. Нормальный цитоз и нормальная ликворограмма не исключают наличия патоло​гического процесса в ЦНС. 
СИНДРОМЫ ЛИКВОРА
По соотношению содержания белка и клеточных элементов в спинномозговой жидкости выделяют следующие синдромы ликвора:
· Белково-клеточная диссоциация: значительное повышение белка при нормальном цитозе или незначительном увеличении количества клеток. Чаще встречается при патологических состояниях, затрагивающих интрарахиальное и внутричерепное пространства, реже – при менингитах, энцефалитах и др.
· Клеточно-белковая диссоциация: плеоцитоз при нормальном содержании или незначительном увеличении белка в ликворе. Наблюдается при быстропреходящих воспалительных процессах (вирусный менингит, полиомиелит, небактериальный менингит и др.)
· Коллоидно-белковая диссоциация: нормальное количество белка, изолированное повышение γ-глобулинов, при иммунологическом исследовании – IgG, реже других Ig. Наблюдается при нейросифилисе, рассеянном склерозе и др.
· Транссудативный ликворный синдром: нарушение проницаемости гематоэнцефалического барьера приводит к появлению составных частей крови в ликворе. Общий белок ликвора повышен, выявляются сывороточные белки нехарактерные для нормального ликвора.  Значительный плеоцитоз с эритроцитами, эритрофагами и сидерофагами. Наблюдается данный синдром в начальной фазе острых воспалительных заболеваний ЦНС, опухолей, сосудистой патологии.
· Иммунореактивный ликворный синдром: характеризуется повышением лимфоцитов и плазматических клеток при нормальном или слегка повышенном цитозе, повышение общего белка за счет глобулинов, главным образом γ-глобулиновой фракции. Увеличено количество Ig.

ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОПОДГОТОВКИ
1. Характеристика ликвора (образование, функции, количество). 

2. Правила получения и доставки ликвора в лабораторию.

3. Физико-химические свойства ликвора в норме (относительная плотность, цвет, прозрачность). Техника определения. 

4. Виды изменений окраски ликвора (эритроцитархия, ксантохромия, зеленая окраска), клиническое значение.

5. Оценка прозрачности ликвора и дифференцирование причин помутнения.

6. Выявление и исследование фибринозной пленки, клиническое значение.

7. Химическое исследование ликвора.  Значения рН, уровень белка, глюкоза, хлориды ликвора  норме. 

8. Методы определения белка в ликворе. Клиническое значение протеинархии. Осадочные (глобулиновые реакции).

9. Методы определения глюкозы в ликворе. Клиническое значение гликоархии.

10. Определение цитоза. Техника подсчета. Способы выражения результата. Нормальные значения

11. Клеточные элементы ликвора в норме и при патологии.

ТЕСТОВЫЕ ЗАДАНИЯ 
Выбрать один правильный ответ

1. НОРМАЛЬНОЕ СОДЕРЖАНИЕ БЕЛКА В ЛИКВОРЕ ПРИ ЛЮМБАЛЬНОЙ 

    ПУНКЦИИ
А. 0,033-0,1 г/л

Б. 0,2 - 0,3 г/л

В. 0,3 -0,5 г/л

Г. выше 0,5 г/л

Д. полностью отсутствует

2. УРОВЕНЬ ГЛЮКОЗЫ В ЛИКВОРЕ СНИЖАЕТСЯ ПРИ
А. опухолях мозга

Б. травмах мозга

В. менингитах

Г. всех перечисленных заболеваниях

Д. не меняется никогда

3. ГИПОХЛОРАРХИЯ В ЛИКВОРЕ НАБЛЮДАЕТСЯ ПРИ
А. менингите

Б. энцефалите

В. субарахноидальном кровоизлиянии

Г. всех перечисленных заболеваниях

Д. не наблюдается ни при одном из перечисленных заболеваний

4. КСАНТОХРОМНАЯ ОКРАСКА ЛИКВОРА ОБУСЛОВЛЕНА
А. оксигемоглобином

Б. примесью гноя

В. билирубином

Г. правильно А и В

Д. все перечисленное

5. ПРИЧИНАМИ УВЕЛИЧЕНИЯ БЕЛКА В ЛИКВОРЕ ЯВЛЯЮТСЯ
А. процессы экссудации при воспалении менингиальных оболочек

Б. распад опухолевых клеток

В. травма головного мозга

Г. все перечисленные факторы

Д. ни одна из перечисленных причин

6. ПРИЧИНОЙ ОБРАЗОВАНИЯ ФИБРИНОЗНОЙ ПЛЕНКИ ПРИ СТОЯНИИ 

    ЛИКВОРА ЯВЛЯЕТСЯ
А. выпадение в осадок растворенного белка

Б. примесь бактерий, попавших из воздуха

В. высокая активность плазмина в ликворе

Г. свертывание фибрина, попавшего в ликворные пути при  экссудации

Д. все перечисленные факторы

7. ЦИТОЗ ЛЮМБАЛЬНОГО ЛИКВОРА ЗДОРОВОГО ВЗРОСЛОГО   
    ЧЕЛОВЕКА СОСТАВЛЯЕТ
А. О клеток в 1 мкл

Б. от 1 до 5 клеток в 1 мкл

В. 10 клеток в 1 мкл

Г. 10-50 клеток в 1 мкл

Д. свыше 50 клеток в 1 мкл

8. ЛИКВОРНАЯ ФОРМУЛА ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ ПРЕДСТАВЛЕНА В 
    ОСНОВНОМ
А. лимфоцитами и моноцитами

Б. лимфоцитами и нейтрофилами

В. моноцитами и нейтрофилами

Г. лимфоцитами, моноцитами и нейтрофилами

9. ЭРИТРОХРОМНАЯ ОКРАСКА ЛИКВОРА ОБУСЛОВЛЕНА
А. оксигемоглобином

Б. примесью гноя

В. билирубином

Г. правильно А и В

Д. все перечисленное

10. К НЕОБХОДИМЫМ ИССЛЕДОВАНИЯМ ЛИКВОРА ОТНОСЯТСЯ
А. определение физических свойств

Б. определение белка

В. цитоз

Г. дифференциация клеточных элементов ликвора

Д. все перечисленное верно

11.ОТНОСИТЕЛЬНАЯ ПЛОТНОСТЬ ЛИКВОРА СНИЖЕНА ПРИ
А. воспалении мозговых оболочек 

Б. травмах головного мозга 

В. гидроцефалии 

Г. все перечисленное верно 

Д. все перечисленное неверно
12. ПОМУТНЕНИЕ ЛИКВОРА МОЖЕТ БЫТЬ ОБУСЛОВЛЕНО 

А. увеличением количества клеточных элемен​тов

Б. наличием бактерий

В. повышением содержания белка

Г. правильно А,Б

Д. правильно А,Б,В
13. ЛИКВОР ОБРАЗУЕТСЯ ЗА СЧЕТ 

А. секреции в сосудистых сплетениях головного мозга
Б. секреции клетками арахноэндотелия
В. ультрафильтрации плазмы крови
Г. правильно А,Б,В

Д. правильно А,Б
Е. правильно А,В

14. ДЛЯ ОБНАРУЖЕНИЯ СЛАБОЙ ОКРАСКИ ЛИКВОРА НЕОБХОДИМО
А. определить окраску ликвора на темном фоне
Б. определить окраску ликвора на белом фоне
В. срав​нить ликвор с дистиллированной водой на темном фоне
Г. срав​нить ликвор с дистиллированной водой на белом фоне 
Д. определить окраску с помощью диагностических тест-полосок

15. ЕСЛИ ПРИ ИССЛЕДОВАНИИ ЦЕНТРИФУГАТА ЛИКВОРА С ПОМОЩЬЮ МУЛЬТИПАРАМЕТРОВЫХ ТЕСТ-ПОЛОСОК РЕАКЦИЯ НА КРОВЬ (ГЕМОГЛОБИН) ПОЛОЖИТЕЛЬНАЯ, А НА БИЛИРУБИН  ОТРИЦАТЕЛЬНАЯ, ЭТО СВИДЕТЕЛЬСТВУЕТ О
А. истинной эритроцитархии
Б. путевой эритроцитархии
В. истинной билирубинархии
Г. ложной билирубинархии 
16. КСАНТОХРОМИЯ, ВЫЗВАННАЯ ПОПАДАНИЕМ В ЛИКВОРНЫЕ ПРОСТРАН​СТВА КРОВИ, НАЗЫВАЕТСЯ
А. ложной
Б. путевой 
В. геморраги​ческой
Г. застойной
17. ДЛЯ ОЦЕНКИ ПРОЗРАЧНОСТИ ЛИКВОРА НЕОБХОДИМО
А. определить степень помутнения ликвора на темном фоне
Б. определить степень помутнения ликвора на белом фоне
В. срав​нить ликвор с дистиллированной водой на темном фоне
Г. срав​нить ликвор с дистиллированной водой на белом фоне 
Д. определить степень помутнения с помощью диагностических 

    тест-полосок

18. ЦЕЛЬЮ ИССЛЕДОВАНИЯ ФИБРИНОЗНОЙ ПЛЕНКИ ЯВЛЯЕТСЯ
А. определение концентрации фибриногена в ликворе
Б. определение наличия фибрина в ликворе
В. выявление кислотоустойчивых микроорганизмов
Г. выявление грамвариабельной микрофлоры 
Д. выявление причин помутнения ликвора
19. НОРМАЛЬНОЕ СОДЕРЖАНИЕ ГЛЮКОЗЫ В ЛИКВОРЕ ПРИ ЛЮМБАЛЬНОЙ     ПУНКЦИИ 

А. полностью отсутствует
Б. 0,2-2,5 ммоль/л
В. 2,8-3,9 ммоль/л
Г. 3,3-5,5 ммоль/л
Д. 2,8-6,2 ммоль/л
20. ФИБРИНОЗНУЮ ПЛЕНКУ 

А. окрашивают метиленовым синим
Б. окрашивают по Цилю-Нильсену
В. окрашивают по Граму
Г. окрашивают по Романовскому-Гимза

Д. препарат для микроскопии не окрашивают

ЭТАЛОНЫ ОТВЕТОВ К ТЕСТОВЫМ ЗАДАНИЯМ
	№ вопроса
	ответ
	№ вопроса
	ответ

	1
	Б
	11
	В

	2
	В
	12
	Д 

	3
	А
	13
	Е 

	4
	В
	14
	Г 

	5
	Г
	15
	Б

	6
	Г
	16
	В 

	7
	Б
	17
	В 

	8
	А
	18
	В

	9
	А
	19
	Б 

	10
	Д
	20
	В 
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