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1. Úvod:
Toto doporučení je zdrojem informací pro klinické a  laboratorní pracovníky zabývající se likvorovou diagnostikou. Cílem dokumentu je snaha o optimalizaci klinicko- laboratorní spolupráce, dále  preanalytické i vlastní analytické fáze. 

Vyšetření mozkomíšního moku je nepostradatelným diagnostickým nástrojem v péči o neurologické pacienty. V gesci neurologické odbornosti je klinická indikace vyšetření likvoru, interpretace výsledků vyšetření likvoru a následné terapeutické konsekvence.

Z níže uvedených analytických zkoušek se pak klade důraz na dostupné, pokud možno validované postupy. Pro úplný přehled speciálních vyšetření mozkomíšního moku (dále jen likvoru) odkazujeme na zdroje uvedené v seznamu literatury.

Toto doporučení bude revidováno v závislosti na vývoji nových poznatků v oblasti likvorologie a neuroimunologie.

Doporučení k vyšetření mozkomíšního moku (likvoru) se týká jak základních statimových (biochemických a cytologických), tak speciálních analýz, nezahrnuje mikrobiologické vyšetření likvoru. Pracoviště provádějící vyšetření likvoru musí splňovat technické a personální požadavky podle doporučení stanovených odbornými společnostmi a platné legislativy.
2. Technické a personální požadavky pro laboratoře provádějící cytologicko-biochemickou analýzu likvoru:
· Získání certifikátu k provádění cytologických vyšetření likvoru.
· Platné osvědčení o účasti v systémech externího hodnocení kvality (EHK) zaměřené    


na analýzu likvoru.
· Zavedený a fungující systém interního hodnocení kvality (IHK) zaměřeného na analýzu  
likvoru, včetně výpočtu nejistoty měření u všech analýz, kde je to možné.
· Zavedený systém dvojí kontroly (5 % náhodně vybraných cytologických preparátů    


podléhá 2. čtení).
· Minimální počet likvorových cytologických analýz 100 za kalendářní rok. Laboratoře s  


nižším počtem vyšetření by pak měly být metodicky napojeny na laboratoř provádějící 

likvorologickou diagnostiku v počtu vyšším než 200 cytologických analýz ročně. Metodickým napojením se rozumí edukace pracovníků nejméně 1krát ročně.

3. Spektrum analýz:

3.1. Laboratoř provádějící vyšetření likvoru musí zajistit provedení těchto základních analýz statimově:

3.1.1. Biochemie 
· Vzhled likvoru.

· Stanovení koncentrace celkové bílkoviny, glukózy a laktátu
· Spektrofotometrie likvoru.

3.1.2. Cytologie

· Stanovení počtu erytrocytů a leukocytů. 
· Zhotovení trvalého cytologického preparátu v základním barvení.

Výsledek statim je nutné vydat do 1 hodiny po přijetí materiálu do laboratoře.
3.2. Další doporučená speciální vyšetření likvoru podle typu pracoviště:

3.2.1. Biochemie
· Stanovení koncentrace IgG, IgA, IgM a albuminu v séru a likvoru. 

· Izoelektrická fokusace se specifickou imunodetekcí oligoklonálních pásů (minimálně ve třídě IgG).
· Detekce likvorey. 

· Stanovení dalších proteinů v likvoru a séru.

3.2.2. Výpočtové vztahy

· Výpočet kvocientu Qglu.

· Výpočet koeficientu energetické bilance (KEB).

· Výpočet kvocientu albuminu QAlb  (posouzení funkce hemato-likvorové bariéry).
· Odhad intratékální syntézy imunoglobulinů.
3.2.3. Cytologie
· Další speciální barvení cytologických preparátů (barvení na lipidy, železo (Fe3+),….)
4. Preanalytická fáze

4.1. Odběr:

· Likvor – standardní zkumavky bez aditiv
· Krev – standardní zkumavky bez protisrážlivých prostředků (sérum), použití separačních gelů a akcelerátorů srážení je možné.

· Krev na vyšetření glukózy případně laktátu – zkumavky s protisrážlivým a antiglykolytickým prostředkem (fluorid/EDTA/citrát sodný, EDTA/NaF, heparin lithný/monojodacetát), pokud není možné zajistit do 1 hodiny po odběru oddělení séra (plazmy) od elementů.

Odběr krve má být proveden cca 30 minut před odběrem likvoru, pro imunochemická vyšetření lze akceptovat interval ± 48 hodin od odběru mozkomíšního moku.
4.2. Transport:
Likvor spolu s krví je vhodné přepravovat v obalech určených výlučně pro transport biologického materiálu a chránících před mrazem, vysokou teplotou, světlem a mechanickými otřesy. Materiál musí být řádně označen a doprovázen správně vyplněnou žádankou.
4.3. Zpracování:

· Ke kvantitativnímu a kvalitativnímu cytologickému vyšetření je nutné použít nativní necentrifugovaný likvor maximálně do 2 hodin od odběru

· K biochemickému vyšetření je možné použít likvor, který je centrifugovaný do 2 hodin od odběru.
· Na spektrofotometrické vyšetření je nutné centrifugovat mozkomíšní mok nejdéle do 1 hodiny po odběru. Není-li vyšetření provedeno ihned, supernatant by měl být skladován v temnu při 4°C.
Protože odběr likvoru zpravidla nelze snadno opakovat, v případě nedodržení preanalytických podmínek je třeba informovat klienta o této skutečnosti a dokumentovat ji na výsledkový list. Nelze-li však snadno zajistit nový odběr (např. u likvorů z komorových drenáží), požadovaná vyšetření je nutné z dodaného materiálu přesto provést.
4.4. Skladování:

Centrifugovaný likvor a sérum lze skladovat pro dodatečné analýzy (zejména stanovení specifických proteinů):

· při teplotě +4 až +8 °C likvor 1 týden 
· při teplotě -20 °C likvor i sérum 1 rok, opakovaně nerozmrazovat;

· při teplotě -70 °C likvor i sérum >1 rok, opakovaně nerozmrazovat.

5. Analytická fáze

5.2. Doporučené metodické postupy prováděných vyšetření v likvoru:

5.2.1. Biochemie 

· Vzhled likvoru: hodnocení se provádí před a po centrifugaci likvoru.
· Stanovení koncentrace celkové bílkoviny: benzethonium chlorid nebo pyrogallolová červeň.
· Stanovení koncentrace glukózy: GOD-POD fotometricky nebo GOD elektrochemicky nebo metodou s hexokinázou.
· Stanovení koncentrace laktátu: LOD-POD fotometricky, UV fotometricky nebo LOD elektrochemicky.
· Spektrofotometrie likvoru: hodnocení absorbance oxyhemoglobinu, bilirubinu, případně methemoglobinu při 350-700 nm 
· Stanovení koncentrace albuminu: imunoturbidimetrie nebo imunonefelometrie.
· Stanovení koncentrace IgG: imunonefelometrie nebo imunoturbidimetrie
· Stanovení koncentrace IgM, IgA: imunonefelometrie s latexovými částicemi, imunoturbidimetrie, popřípadě ELISA.
· Izoelektrická fokusace oligoklonálních IgG pásů s imunodetekcí: imunofixace nebo imunoblot.
· Detekce likvorey: imunonefelometrické stanovení (-trace proteinu (L-prostaglandin D syntáza) nebo izoelektrická fokusace s imunodetekcí (-2-transferinu.
· Stanovení dalších specifických proteinů: imunoanalytické metody s vysokou analytickou citlivostí (LIA, RIA, IRMA, ELISA, imunonefelometrie, imunoturbidimetrie).
5.2.2. Výpočtové vztahy

· Kvocient glukózy: [image: image2.png]Qs = Lgluktzal 57
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· Koeficient energetické bilance (KEB): [image: image4.png]



· Kvocient albuminu: [image: image6.png]. _Latbumin] CSF
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  (pro výpočty intratékální syntézy nutno dosadit ve stejných jednotkách; pro posouzení funkce hemato-likvorové bariéry se běžně se používá ve tvaru QAlb ( 103)
· Odhad intratékální produkce imunoglobulinů – např. podle Reibera: graficky odečtem z příslušného diagramu nebo numericky výpočtem z Reiberovy rovnice. 

Výpočet vychází ze zjištění limitního kvocientu imunoglobulinu Qlim, který vyjadřuje maximální hodnotu kvocientu imunoglobulinu při dané hodnotě kvocientu albuminu očekávanou v nepřítomnosti intratékální syntézy: 
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Hodnoty parametrů a/b, b2 a c jsou uvedeny v následující tabulce:

	
	a/b
	b2
	c

	IgG
	0,93
	6.10-6
	1,7.10-3

	IgA
	0,77
	23 ( 10-6
	3,1 ( 10-3

	IgM
	0,67
	120 ( 10-6
	7,1 ( 10-3


Vlastní výpočet intratékální syntézy (v mg/l jako Igloc nebo v procentech jako intratékální frakce IgIF) spočívá v porovnání zjištěného kvocientu imunoglobulinu QIg s příslušným kvocientem limitním Qlim Ig:
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Měl by být zmíněn i index Linkeův a Tourtellotteova rovnice – mají rychlou výpovědní hodnotu, ale nízkou senzitivitu oproti izofokuzaci, která je pro průkaz oligoklonální syntézy zatím nepřekonaným zlatým standardem. Zcela konkrétně je Reiber pozitivní u méně než jedné poloviny těch pacientů, kde fokuzace je přesvědčivě pozitivní. 
Upozornění: odhad intratékální produkce imunoglobulinů výpočtem je nespolehlivý v případě
· makroskopické krevní příměsi 
· je-li pacient krátce (<1 týden) před odběrem vzorku krve a likvoru léčen infúzemi albuminu, imunoglobulinů nebo plazmaferézou
5.2.3. Cytologie
· Kvantitativní cytologické zhodnocení:
ve Fuchsově-Rosenthalově komůrce, počet jaderných elementů po obarvení kyselým fuchsinem, popř. jiným barvivem zdůrazňujícím jaderné elementy (toluidinová modř) a počet erytrocytů bez obarvení

· Kvalitativní cytologické zhodnocení: 
cytologický preparát, základní barvení: podle Pappenheima (May--Grünwald, Giemsa-Romanowski) nebo podle Papanicolaoua

cytologický preparát k průkazu lipidů, železa (Fe3+), popř. další speciální barvicí techniky

5.3. Analytické požadavky
· Přehled přípustných relativních odchylek od vztažných hodnot Dmax  a přehled kombinovaných rozšířených nejistot při EHK  SEKK jsou průběžně aktualizovány a zveřejňovány na stránkách www.sekk.cz. 
· Pro ilustraci uvádíme i odkaz na analytické znaky vybraných metod v likvorologii podle RILIBÄK 2014. www.westgard.com/rilibak.htm . 
5.4. Kalibrace
Doporučený kalibrační materiál pro likvorové metody je součástí souprav výrobců, pouze u metody glukóza a laktát je vhodný i běžně používaný sérový kalibrátor.

5.5. Kontrola kvality
5.5.1. Biochemie 
· Pro analýzy likvoru se doporučuje kontrolní materiál s likvorovou matricí.

· Účast v systémech externího hodnocení kvality (EHK) zaměřené na analýzu likvoru (například program EHK SEKK, RfB, UK NEQAS, INSTAND,…)

5.5.2. Cytologie 
· Druhý odečet 5 % náhodně vybraných preparátů.
· Účast v systémech externího hodnocení kvality (EHK) zaměřené na analýzu likvoru (například program EHK SEKK, RfB, UK NEQAS,…)
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6. Seznam zkratek

CSF 

cerebrospinal fluid (likvor, mozkomíšní mok)
Dmax 

maximální povolená chyba odvozená z cyklů externí kontroly kvality

EDTA 

kyselina ethylendiamintetraoctová

EHK

externí hodnocení kvality

ELISA 

Enzyme-Linked ImmunoSorbent assay

GOD 

enzym glukóza oxidáza 

IgA 

Imunoglobulin třídy A

IgG 

Imunoglobulin třídy G

IgIF 

intratékální frakce imunoglobulinu (%)

Igloc  

množství imunoglobulinu produkovaného v CNS (mg/l)

IgM 

Imunoglobulin třídy M

IHK 

interní hodnocení kontroly kvality

INSTAND 
německá organizace provádějící EHK
IRMA 

immunoradiometric assay

KEB 

koeficient energetické bilance

LIA 

luminescence immunoassay

LOD 

enzym laktát oxidáza

NaF 

natrium fluorid

POD 

enzym peroxidáza

QAlb 

kvocient albuminu

Qglu 

kvocient glukózy

QIg 

kvocient imunoglobulinu

Qlim 

limitní kvocient imunoglobulinu

RfB                    Referenzinstitut für Bioanalytik 

RIA 

radioactive immunoassay

RILIBÄK            Die Richtlinien der Bundesärztekammer zur Qualitätssicherung 

                          laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen in der Heilkunde

SEKK 

česká organizace provádějící EHK
UK NEQAS 
United Kingdom National External Quality Assessment Service
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