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1 Uvod

Vysetfeni mozkomisniho moku (likvoru) je nepostra-
datelnym diagnostickym nastrojem v péci o pacienty
z oboru neurologie, neonatologie, neurochirurgie, infekd-
niho lékarstvi a dalsich. Dobra mezioborova spoluprace
je zakladem spravné indikace vySetfeni likvoru, interpre-
tace vysledkl a nasledné téz adekvatni terapie.

Cilem dokumentu je snaha o souhrn informaci pro
laboratore zabyvajici se likvorovou diagnostikou a opti-
malizaci preanalytické i vlastni analytické faze. Z nize
uvedenych analytickych zkousek se klade diraz na
dostupné, pokud mozno validované postupy. Pro Upl-
ny prehled specialnich vysetfeni mozkomisniho moku
odkazujeme na zdroje uvedené v seznamu literatury.

Doporuceni k vySetrfeni mozkomisniho moku se tyka
jak zakladnich statimovych (biochemickych a cytolo-
gickych), tak ispecialnich analyz, nezahrnuje mikro-
biologické vySetfeni likvoru. Pracovisté provadsjici
vySetreni likvoru musi splhovat technické a personaini
pozadavky podle doporuceni stanovenych odbornymi
spole¢nostmi a platné legislativy.

Toto doporucéeni bude revidovano v zavislosti na
vyvoji novych poznatkd v oblasti likvorologie a neuro-
imunologie.

2 Technické a personalni pozadavky
pro laboratore provadéjici cytologicko-
biochemickou analyzu likvoru

— Ziskani osvédceni o odborné zpdsobilosti k provadé-
ni vykon{ v neurologické cytologii (cytologii likvoru).

— Platny certifikdt pro metody, u kterych je vydavan,
popr. osvedceni o Ucasti v systémech externiho hod-
noceni kvality (EHK) zaméfenych na analyzu likvoru.

— Zavedeny a fungujici systém interniho hodnoceni
kvality (IHK) zaméreného na analyzu likvoru, vCetné
vypoCtu nejistoty méreni u vSech analyz, kde je to
mozné.

— Zavedeny systém dvoji kontroly (5 % nahodné vybra-
nych cytologickych preparat podiéha drunému Gteni).

— Minimalni pocet likvorovych cytologickych analyz
100 za kalendari rok. Laboratore s nizSim poctem
vySetfeni by pak mély byt metodicky napojeny na
laboratof provadéjici likvorologickou diagnostiku

v pocCtu vySSim nez 200 cytologickych analyz ro¢né.
Metodickym napojenim se rozumi edukace pracov-
nik® nejméné jedenkrat rocné.

3 Spektrum analyz

3.1 Statimové pozadavky na laborator provadéjici

vySetfeni mozkomiSniho moku

3.1.1 Biochemicka vy3etreni

— Vzhled likvoru.

— Stanoveni koncentrace celkové bilkoviny, glukdzy
a laktatu.

— Spektrofotometrie likvoru.

3.1.2 Cytologicka vysetreni

— Stanoveni poctu erytrocytd a leukocytd.

— Zhotoveni trvalého cytologického
v zakladnim barven.

Vysledek statim je nutné vydat do 1 hodiny po pfijeti

materialu do laboratore.

preparatu

3.2 Dalsi doporuéena specialni vySetreni likvoru

podle typu pracovisté

3.2.1 Biochemie, imunologie

— Stanoveni koncentrace 1gG, IgA, IgM a albuminu
v séru a likvoru.

— lIzoelektricka fokusace se specifickou imunodetekci
oligoklondlnich past (minimalné ve tfidé IgG).

— Detekce likvorey.

— Stanoveni diagnostickych autoprotilatek v séru
a likvoru (napf. ANNA-1,2 (Hu,Yo), PCA-1 (Ri), gan-
gliosidy, AQP4, NMDAR).

— Stanoveni dalSich protein( v likvoru a séru.

3.2.2 lypoctové vztahy

- Vypocet kvocientu glukézy Q).

— Vypocet koeficientu energetické bilance (KEB).

- Vypodet kvocientu alouminu (Q,,).

— Odhad intratékalni syntézy imunoglobulind.

— Odhad intratékalni syntézy specifickych protilatek
ve tfidach IgG, IgM.

3.2.3 Cytologie
— Dal&i specidini barveni cytologickych preparatd (bar-
veni na lipidy, zelezo (Fe*) ...).
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4 Preanalyticka faze

4.1 Odbér

— Likvor — standardni zkumavky bez aditiv, nejlépe
polypropylenové (polypropylenové zkumavky jsou
doporuceny zejména pro vzorky ur¢ené ke stano-
veni B-amyloidu (AB, ,,) a celkového tau proteinu).

—  Krev (sérum) — standardni zkumavky bez protisrazli-
vych prostredkd, pouziti separacnich gel a akcele-
rator( srézeni je mozné.

— Krev na vysetfeni glukdzy, pripadné laktatu — zku-
mavky s protisrazlivym a antiglykolytickym prostred-
kem (fluorid/EDTA/citrat sodny, EDTA/NaF, heparin
lithny/monojodacetat), pokud neni mozné zajistit do
1 hodiny po odbéru oddéleni séra (plazmy) od ele-
mentd.

— Odbér krve méa byt proveden cca 30 minut pred
odbérem likvoru, pro imunochemicka vysetfeni Ize
akceptovat interval = 48 hodin od odbéru mozko-
miSniho moku.

4.2 Transport

Likvor spolu s krvi je vhodné prepravovat v obalech
uréenych vyluéné pro transport biologického materialu
a chranicich pfed mrazem, vysokou teplotou, svétlem
a mechanickymi otfesy. Material musi byt fadné ozna-
¢en a doprovazen spravné vyplnénou zadankou.

4.3 Zpracovani

— Ke kvantitativnimu a kvalitativnimu cytologickému
vySetfeni je nutné pouzit nativni necentrifugovany
likvor maximalné do dvou hodin od odbéru.

— Kbiochemickému vysetieni je mozné pouzit likvor,
ktery je centrifugovany do dvou hodin od odbéru.

— Na spektrofotometrické vySetfeni je nutné centrifu-
govat mozkomisni mok nejdéle do jedné hodiny po
odbéru. Neni-li vySetfeni provedeno ihned, super-
natant by mél byt skladovan v temnu pfi 4°C.

Protoze odbér likvoru zpravidla nelze snadno opako-
vat, v pfipadé nedodrzeni preanalytickych podminek je
tfeba informovat klienta o této skutecnosti a dokumen-
tovat ji na vysledkovy list. Nelze-li snadno zajistit novy
odbér (napr. u likvort z komorovych drendzi), poZzado-
vana vysetfeni je nutné z dodaneého materialu presto
provest.

4.4 Skladovani
Centrifugovany likvor a sérum Ize skladovat pro

dodateCné analyzy (zejména stanoveni specifickych

protein{):

— pfiteploté +4 az +8°C likvor 1 tyden;

— pfi teploté -20°C likvor i sérum 1 rok, opakované
nerozmrazovat;

— pfi teploté -70°C likvor i sérum >1 rok, opakované
nerozmrazovat.

5 Analyticka faze

5.1 Doporucené metodické postupy provadénych
vySetieni v likvoru

5.1.1 Biochemie, imunologie

— Vzhled likvoru: hodnoceni se provadi pred a po
centrifugaci likvoru.

— Stanoveni koncentrace celkové bilkoviny: benzetho-
nium chlorid nebo pyrogallolova Cerven.

— Stanoveni koncentrace glukdzy: GOD POD fotome-
tricky nebo GOD elektrochemicky nebo metodou
s hexokinazou.

— Stanoveni koncentrace laktatu: LOD POD fotomet-
ricky, UV fotometricky nebo LOD elektrochemicky.

— Spektrofotometrie likvoru: hodnoceni absorbance
oxyhemoglobinu, bilirubinu, pfipadné methemoglo-
binu pfi 350-700 nm.

— Stanoveni koncentrace albuminu: imunonefelomet-
rie nebo imunoturbidimetrie.

— Stanoveni koncentrace IgG:
nebo imunoturbidimetrie.

— Stanoveni koncentrace IgM, IgA: imunonefelometrie
s latexovymi ¢asticemi, imunoturbidimetrie s latexo-
vymi ¢asticemi, popfipadé ELISA.

— lIzoelektrickd fokusace oligoklondlnich IgG past
s imunodetekci: imunofixace nebo imunoblot.

— Detekce likvorey: imunonefelometrické stanoveni
B-trace proteinu (L prostaglandin D syntaza) nebo izo-
elektricka fokusace s imunodetekci 32 transferinu.

— Stanoveni autoprotilatek: nepfima imunofluorescen-
ce, imunoblot, pfipadné imunoanalyza.

— Stanoveni dalsich specifickych protein(: imunoana-
lytické metody s vysokou analytickou citlivosti (LIA,
RIA, IRMA, ELISA, imunonefelometrie, imunoturbi-
dimetrie).

Upozornéni: Metody uzivané pro stanoveni koncen-
traci v séru i v likvoru (napr. stanoveni albuminu, imu-
noglobulinG atd.) by mély byt zalozeny pro oba materi-
aly na stejném principu.

imunonefelometrie

5.1.2 Vypoctoveé vztahy
Kvocient glukdzy:

glukéza e

Q glukéza = 7
g lukéz Asérum (Plazma)

— Koeficient energetické bilance (KEB):

laktat
KEB = 38 — 18 ———CF_
glukéza sy

— Kvocient albuminu:

albuminggp

Alb =
albumingg,ym

- Odhad intratékalni produkce imunoglobulinl — napr.
podle Reibera: graficky odectem z pfislusného dia-
gramu nebo numericky vypocCtem z Reiberovy rov-
nice. Vypocet vychazi ze zjisténi limitniho kvocientu
imunoglobulinu Q,, ktery vyjadfuje maximalni hod-
notu kvocientu imunoglobulinu pfi dané hodnoté
kvocientu albuminu oCekavanou v nepfitomnosti
intratékalni syntézy:

a
Qum = 5 VQip + b*—c
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Hodnoty albuminu v likvoru a v séru je tfeba dosadit
ve stejnych jednotkach. Hodnoty parametr’ a/b, b?
a ¢ jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

a/b b? c
IgG 0.93 6.10° 1.7.10°
IgA 0.77 23.10° 3.1.10°
IgM 0.67 120.10° 7.1.10°

Vlastni vypocet intratékalni syntézy (v mg/l jako Ig,
nebo v procentech jako intratékalni frakce Ig,) spo-
¢iva v porovnani zjisténého kvocientu imunoglobuli-
nu ng s prislusnym kvocientem limitnim Q

= (ng -

lim Ig*

Igloc [mg/l] Qlimlg) 'Igsérum [mg/l]

19,,[%] =1— Q““"Q/Q -100
Ig

neboli

I
19,¢[%] = ( gloc/[gCSF) -100

Jednoduchym orientaénim vztahem pro odhad
intratékalni syntézy IgG je tzv. IgG index:

QIgG

IgG index =
Alb

Hodnota > 0,7 svédCi pro intratekalni syntézu IgG.
Byla navrZena fada dalSich zpUsobd odhadu intra-
tékalni syntézy imunoglobuliné vypoctem; zde uva-
dime pouze nejCastgji pouzivané.

Vypocet intratékalni syntézy IgG je méné sen-
zitivni nez detekce oligoklonalnich IgG past
izoelektrickou fokusaci.

Upozornéni: Odhad intratékalni produkce imuno-
globulinG vypoc&tem je nespolehlivy v pripadé mak-
roskopicke krevni piimési nebo je-li pacient kratce
(< 1 tyden) pred odbérem vzorku krve a likvoru
lécen infuzemi albuminu, imunoglobulin nebo plaz-
maferézou. U pacientd mladsich 2 let (koncentra-
ce imunoglobulinG v likvoru u déti je nizsi a stoupa
s vékem) se mohou namerené hodnoty imunoglo-
bulint v likvoru nachédzet pod mezi stanovitelnosti
dané metody a v tomto pripadeé intratékalni produk-
ci imunoglobulin( nepocitame.

Odhad intratékalni produkce specifickych protilatek
(Il9G, popt. IgM, 1gA):

a) pri Q th Al = Qspec.lg
ng

b) pfi Q > th Al = Qspec.lg

Q limIg

Al: antibody index (protilatkovy index)
Q... Pomer koncentraci specifickych IgG (popr.
IgM, IgA) protilatek v likvoru a séru (koncentrace

specifickych protilatek se udavaji v arbitrarnich jed-
notkach, tj. OS colg je bezrozmérny, stejné jako ng).
Fyziologicky je hodnota Al blizka 1,0 (specifické
protilatky prochazeji z krve do likvoru stejné jako
ostatni protilatky téze tfidy). Hodnoty 1,3 — 1,5 se
obvykle povazuji za hraniéni, hodnoty > 1,5 sveédci
pro intratékalni syntézu. Protilatkovy index nelze
pocitat, pokud jsou koncentrace specifickych
protilatek v likvoru a/nebo séru mimo kalib-
ra¢ni rozsah - v takovém pripadé je nutné ana-
lyzu opakovat ve vhodném redéni! Neméritel-
né nizké koncentrace specifickych protilatek
v likvoru svédéi pro nepritomnost intratékalni
syntézy téchto protilatek, ale Al v takovém pfi-
padé nepocitame!

5.1.3 Cytologie

Kvantitativni cytologické zhodnoceni: ve Fuch-
sové-Rosenthalové komUrce, pocet jadernych ele-
mentl po obarveni kyselym fuchsinem, popf. jinym
barvivem zdUrazriujicim jaderné elementy (toluidino-
va modr) a pocet erytrocytl bez obarvent.
Kvalitativni cytologické zhodnoceni: cytolo-
gicky preparat, zékladni barveni podle Pappen-
heima (May-Grinwald, Giemsa-Romanowski)
nebo podle Papanicolaoua, cytologicky preparat
k prikazu lipidd, cytologicky preparat k prikazu
trojmocného Zeleza (Fe®*), popf. dalsi specialni
barvici techniky.

5.1.4 Analytické poZadavky

Prehled pfipustnych relativnich odchylek od
vztaznych hodnot D, a pfehled kombinovanych
rozsifenych nejistot pri EHK SEKK jsou pribéz-
né aktualizovany a zvefejnovany na strankach
www.sekk.cz.

Pro ilustraci uvadime i odkaz na analytické zna-
ky vybranych metod v likvorologii podle RILIBAK
2014. www.westgard.com/rilibak.htm.

5.2 Kalibrace

Doporuceny kalibracni material pro likvorové metody

je soucasti souprav vyrobcU, pouze u metody glukdza
a laktat je vhodny i bézné pouzivany sérovy kalibrator.

5.3 Kontrola kvality
5.3.1 Biochemie

Pro analyzy likvoru se doporucuje kontrolni material
s likvorovou matrici.

Ugast v systémech externiho hodnoceni  kvality
(EHK) zamérenych na analyzu likvoru (napfiklad pro-
gram EHK SEKK, RfB, UK NEQAS, INSTAND,...).

5.3.2 Cytologie

Druhy odecet 5 % nahodné vybranych preparatd.
Ugast v systémech externiho hodnoceni  kvality
(EHK) zamérenych na analyzu likvoru (napriklad
program EHK SEKK, RfB, UK NEQAS,...).
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6 Seznam zkratek

Al

protilatkovy index (antibody index)

ANNA-1, 2 (Hu, Yo) antineuronalni nuklearni protilatky typ 1, 2

(antineuronal nuclear antibodies

type 1, 2)

AQP4 aquaporin 4

CSF likvor, mozkomiS$ni mok
(cerebrospinal fluid)

D, o maximalni povolena chyba odvozena
z cykld externiho hodnoceni kvality

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
(ethylendiaminetetraacetic acid)

EHK externi hodnoceni kvality

ELISA enzymova imunoanalyza zalozena
na imunosorbentech (enzyme-linked
immunosorbent assay)

GOD enzym glukézaoxidaza

IgA Imunoglobulin tfidy A

lgG Imunoglobulin tfidy G

IglF intratékalni frakce imunoglobulinu (%)

19,00 mnoZstvi imunoglobulinu
produkovaného v CNS (mg/l)

IgM Imunoglobulin tfidy M

IHK interni hodnoceni kvality

INSTAND némecka organizace provadejici EHK

IRMA imunoradiometricka analyza
(immunoradiometric assay)

KEB koeficient energetické bilance

LIA luminiscenéni imunoanalyza
(luminiscence immunoassay)

LOD enzym laktat oxidaza

NaF natrium fluorid

NMDAR N-methyl-D-aspartatovy receptor

PCA-1 protilatky proti antigendm Purkyriovych
bunék (Purkynje cell antibodies type 1)

POD enzym peroxidaza

QAIb kvocient albuminu

Q,, kvocient glukdzy

Q, kvocient imunoglobulinu

i limitni kvocient imunoglobulinu

speclg kvocient specifickych protilatek

B Referencni Ustav pro bioanalytiku
(Referenzinstitut fir Bioanalytik)

RIA radioimunoanalyza
(radioactive immunoassay)

RILIBAK Pokyny Némecké lékarské asociace
k zabezpedeni jakosti laboratornich
vysledkl (Die Richtlinien der Bundes-
arztekammer zur Qualitatssicherung
laboratoriumsmedizinischer Unter-
suchungen in der Heilkunde)

SEKK Ceska organizace provadgjici EHK

UK NEQAS Narodni sluzba pro vnéjsi posuzovani

kvality ve Velké Britanii (United Kingdom
National External Quality Assessment
Service)
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