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Praktické cviceni €. datum jméno
Letni semestr

Téma praktika:
Biochemické a cytomorfologické vySetieni likvoru

Teoreticky uvod
Likvor (mozkomisni mok, zkratka CSF z angl. cerebrospinal fluid) je tekutina vypliujici
mozkové komory, cisterny na bazi lebni a prostory mezi arachnoideou a pia mater
(subarachnoidalni prostory).
Zmeény slozeni likvoru poméhaji diagnostikovat néktera neurologické onemocnéni,
zejména:
- Infek¢ni zdnéty mozku a zejména mozkovych obalil (encefalitidy, meningitidy)
- Autoimunitni onemocnéni nervového systému (roztrousena skleroza, akutni zanétliva
demyeliniza¢ni polyneuropatie)
- Kirvaceni do likvorovych cest (subarachnoidalni krvaceni, popft. krvaceni do
mozkovych komor)
- Nadorovou infiltraci mozkomisnich plen

VySetieni likvoru

Zahrnuje posouzeni vzhledu likvoru pted centrifugaci a po ni, stanoveni poctu jadernych
bunék (,,elementd*) a erytrocytl (popf. orientacni diferenciaci jadernych bunék na
mononukledry a polymorfonukleary) ve Fuchs-Rosenthalové komtirce, kvalitativni zkousku
na ptitomnost hemoglobinu testaénim papirkem, na n€kterych pracovistich orientacni test na
bilkoviny — Pandyho reakci (princip: sraZeni bilkovin nasycenym roztokem fenolu), zhotoveni
cytologického preparatu, v némz diferencujeme jaderné buiiky na lymfocyty, monocyty,
neutrofilni a eosinofilni granulocyty, pfipadné dalsi typy bunck (butiky vystelky likvorovych
cest, za patologickych stavli plazmocyty, fagocyty, atypické ¢i nadorové buiiky), kvantitativni
stanoveni celkové bilkoviny, glukosy a laktatu. Obsolentni je stanoveni chloridového aniontu.
V indikovanych ptipadech provadime spektrofotometrické vysetfeni likvoru nebo specialni
imunochemicka vysetfeni — stanoveni albuminu a imunoglobulind v likvoru a séru
s vypoctem intrathékalni syntézy imunoglobulinil a detekci oligoklondlnich IgG past
v likvoru a séru metodou izoelektrické fokusace se specifickou detekei IgG.

Vysetieni likvoru zahajujeme posouzenim jeho vzhledu. Normalni likvor je vzdy ¢iry a
bezbarvy; obracené to bohuzel neplati, tj. €iry a bezbarvy likvor miiZe mit jak normalni, tak
patologické slozeni.

U krvavého likvoru je nezbytné ¢ast materialu co nejdiive centrifugovat a popsat vzhled
likvoru po centrifugaci. U arteficidlni pfimési krve (z nabodnuti drobné cévy pfi vpichu) je po
centrifugaci nad sedimentem erytrocytl €iry a bezbarvy likvor, u krvaceni do likvorovych cest
je likvor po centrifugaci rizné intenzivné nazloutly — xanthochromni. Tzv. zkouska tii
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zkumavek se provadi ptimo pii odbéru u liizka pacienta — u arteficidlni pfimési se likvor
zpravidla ,,Cisti, tj. prvni porce je nejvice krvava a posledni porce nejméné krvava, bohuzel
to ale neni pravidlem; u krvaceni do likvorovych cest jsou vSechny porce stejn¢ krvavé nebo
jsou posledni porce dokonce vice krvavé nez prvni. Tato zkouska je vSak velmi nespolehliva.
Je uzite¢né veédét, ze u masivni arteficidlni pfimési krve zpravidla dochazi ve zkumavce ke
koagulaci, u krvaceni do likvorovych cest vétSinou koagulum nenachazime. Ani toto vSak
neni pravidlem. Lépe odlisi krvaceni do likvorovych cest cytologické vySetieni likvoru, kde
nachazime fagocytované erytrocyty, od 3.-4. dne po krvaceni granula hemosiderinu (lze je
pozorovat jiz v zékladnim barveni a specialn€ znazornit cytochemickou reakci na prukaz
trojmocného Zeleza). Dalsi pomickou je spektrofotometrické vySetieni, kde patrame po
pritomnosti oxyhemoglobinu s absorpénim maximem pii 415 nm a bilirubinu s plochym
maximem mezi 430-460 nm. Konvenéné se méfi bilirubinova absorbance pti 476 nm

z diivodu mensi interference oxyhemoglobinu. Ani spektrofotometrické vySetfeni neni
spolehlivé, pfi masivni arteficidlni krevni pfimési dostavame faleSn€ pozitivni vysledek.

Imunochemicka vysetfeni likvoru byla probrana v rdmci praktika Instalace
turbidimetrické/nefelometrické metody (posouzeni funkéniho stavu hematolikvorové bariéry
pomoci kvocientu albuminu, Q Alb = Albcse/Albssrum, VypoCty intrathekalni syntézy IgG, IgA
a IgM). Pro IgG je béZzné¢ pouzivan kvalitativni prikaz intrathekalni syntézy pomoci
elektroforetické separace IgG v likvoru a séru se srovnanim obrazu v obou tekutinach.
Produkce tzv. oligoklonalnich imunoglobulinii (béZn¢ jsou detekovany jen oligoklonalni IgQG)
je podminéna zmnozenim nékolika mélo klont plazmatickych bunék, pti¢emz kazdy klon
produkuje molekuly IgG stejnych fyzikalné-chemickych vlastnosti (stejné pofadi
aminokyselin variabilnich oblasti molekuly). Pfednost se dava elektroforetické separaci

v gradientu pH, tzv. izoelektrické fokusaci, pfi niZ se IgG v pH gradientu rozdé€li podle svych
izoelektrickych bodu (pl). Zmnozeni jednoho klonu plazmocytt se projevi nékolika
sousedicimi liniemi IgG v tésné blizkosti (tzv. spektrotyp). ZmnozZeni n€kolika klont
plazmocytt produkujicich IgG se projevi nalezem néekolika skupinek IgG pasti — hovotime o
oligoklonalnim profilu (fecky oligos — n€kolik malo). Z definice miZeme hovofit o
oligoklonalité pouze tehdy, jsou-li ptitomny alespoii 2 IgG pasy. Pokud jsou tyto linie —
,»pasy* — ptitomné pouze v likvoru a nikoliv v séru, usuzujeme na intrathekalni (tj.

v kompartmentu CNS) syntézu IgG. (Normaln¢ v CNS nejsou plazmatické buniky
detekovatelné.) Nalez intrathekalni syntézy oligoklonalniho IgG svéd¢i pro chronické
zanétlivé onemocnéni CNS, nejcastéjsi pri¢inou takového nalezu je roztrouSena mozkomisni
skleroza (lat. sclerosis multiplex, angl. multiple sclerosis). Nalez alespon 2 IgG pasii v likvoru
nepiitomnych v séru umoznuje u pacientli s vice demyelinizaénimi lozZisky na magnetické
rezonanci mozku stanovit diagnozu roztrousené sklerdzy jiz pti prvnich projevech nemoci a
tak zavc€as zah4jit i¢innou 1écbu.

Podle mezinarodniho konsensu (Andersson et al. 1994; Freedman et al. 2005) se nalezy pfi
detekci oligoklonalnich IgG past (0-1gG) v parovych vzorcich likvort a sér déli na 5 typu:

Typ Popis Interpretace

1 Zadné pasy v likvoru ani v séru Normalni ndlez

2 Pésy v likvoru nepfitomné v séru (>2) Intrathekalni syntéza o-IgG

3 Pésy v likvoru nepfitomné v séru (>2)+ pasy Intrathekalni syntéza o-IgG
spole¢né v likvoru i séru (>2) + systémova syntéza o-IgG

4 Pésy spole¢né v likvoru i séru (>2) Systémova syntéza o-1gG

5 V likvoru 1 séru 2-8 past v tésném rozmezi pH Monoklonélni spektrotyp —

gradientu, s pravidelnymi rozestupy, zpravidla pritomnost monoklonalniho

stoupajici intenzitou ke katodé IgG
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Okruhy k nastudovani a dotazy:

1. Pro zkousku i pro praxi budete potfebovat znat referencni meze zakladnich
likvorovych testli — poctu bunék, koncentrace celkové bilkoviny, glukozy a laktatu.
Naucte se je uz nyni.

2. Seznamte se s principem detekce oligoklonalnich IgG past v likvoru a zdsadami
hodnoceni — jak je v tomto testu definovana pfitomnost intrathekalni syntézy
oligoklonalniho IgG?

Pristroje a pomiicky: Fuchs-Rosenthalova komirka, mikroskop, analyzator Cobas 8000,
analyzator UF5000 (Sysmex), spektrofotometr Helios B, trojuhelnik s ryskou (v nouzi staci
pravitko), elektroforeticky ptistroj Hydrasys2 SCAN, prohlizecka gela

Ukoly:

1. Posud’te vzhled vzorku likvoru pted centrifugaci a po ni.

2. Kapnéte 20 pL vzorku likvoru na pole mocového testaéniho papirku pro detekei
krve/hemoglobinu. Vysledek vyhodnot'te.

3. Spocitejte jaderné bunky a erytrocyty ve Fuchs-Rosenthalové komiirce ve vzorku
nativniho likvoru. Srovnejte s poctem bunék zjisténym automatizovanou analyzou
pratokovou cytometrii na ptistroji UF5000 (Sysmex).

4. Spocitejte mononukleary a polymorfonukledry ve Fuchs-Rosenthalové komtirce ve
vzorku likvoru barveném roztokem methylvioleti.

5. Proved’te spektrofotometrické vysetieni likvoru.

Vyhodnot'te zadanou spektrofotometrickou kifivku nativniho likvoru.
7. Vyhodnot'te nalez ziskany pti detekci oligoklonalnich IgG pési v parovém vzorku
likvoru (¢islo bez apostrofu) a séra (Cislo s apostrofem). Odhadnéte pocet IgG past

v likvoru a séru, vyjadrete se, zda je pfitomna intrathekalni syntéza IgG, a klasifikujte

nalez do jednoho z péti typl podle mezinarodné piijaté klasifikace.

&

Navod k jednotlivym tloham:

3.-4. viz praktické cviceni Cytologie likvoru

5.-6. Hodnoceni spektrofotometrické krivky:

Nakreslete tecnu zdola ke grafu. Zméite vzdalenost odpovidajici rozsahu absorbanci na ose y
a vyjadrete ji v mm nebo cm. Poté rozptlte pravitkem vzdalenost na ose x mezi znaCkami 450
a 500 (odpovidajicimi vinové délce v nm); oznacena vzdalenost odpovida 475 nm. V tomto
bod¢ udélejte kolmici k ose x. Na této kolmici zméite vzdalenost od tecny ke grafu (v mm
nebo cm, ale VZDY VE STEJNYCH JEDNOTKACH JAKO VZDALENOST
ODPOVIDAJICI ROZSAHU ABSORBANCI, KTEROU JSTE ZMERILI NA OSE y!!!).
Pokud je v zaznamu patrny pik oxyhemoglobinu (mezi 410-418 nm), ved’te od vrcholu piku
kolmici k ose x, zméfte vzdalenost mezi vrcholem piku a te¢nou ke grafu. Poté trojclenkou
vypoctéte neznamé absorbance a vyjadiete jako ,,NOA* (net oxyhaemoglobin absorbance) a
»NBA*“ (net bilirubin absorbance).

Priklad vypoctu:

Rozsah absorbanci na ose y: 0 - 0,1

Vzdalenost mezi 0 a 0,1 na ose y: 11 cm (zméite vzdalenost na svém grafu, mize se lisit!!)
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Vzdalenost mezi teCnou a vrcholem piku oxyhemoglobinu pii cca 415 nm: 3,3 cm
Vzdélenost mezi te¢nou a grafem pii 475 nm: 1,1 cm

Potom 11/0,1 =3,3/NOA = 1,1/NBA a tedy

NOA =0,1 x3,3/11=0,1 x0,3=0,03; NBA=0,1 x 1,1/11 =0,1 x 0,1 =0,01.

Na zavér si zkontrolujte pohledem na osu y a Vami zmétenou vzdalenost, zda Vas vypocet
zhruba odpovida (tak snadno odhalite napt. fddovou chybu).
Pti hodnoceni nalezii Vam budou k dispozici britskd guidelines (Cruickshank et al. 2008).

Hodnoceni oligoklonalnich IgG pasi

Do protokolu zapiste ¢islo gelu + datum jeho zhotoveni a zadanou pozici parového vzorku.
Prvni vzorek (bez apostrofu) je vzdy likvor, druhy vzorek (s apostrofem) je sérum.
Prohlédnéte si cely gel; pasy pritomné ve vSech pozicich jsou artefakty a nepocitaji se.
Spocitejte pasy v likvoru, v séru, zarad’te IEF obraz do nékterého z typt 1-5 podle
mezinarodni klasifikace a zhodnot'te, zda je ¢i neni pfitomna intrathékdlni syntéza
oligoklonalniho IgG (tj. alespon 2 pasy v likvoru bez protéjsku v séru), ptipadné zda je
pfitomna pouze ,,systémova“ syntéza oligoklonalniho IgG s pasivnim pfestupem do likvoru
(typ 4 — mirror pattern) nebo paraprotein (typ 5). Pozor — paraprotein se zobrazi jako 2-8 IgG
past v tésné blizkosti, shodnych v likvoru i séru (nikoliv jako 1 pas, jak jste zvykli

z elektroforéz).

Pozn.: Pocitejte pouze zietelné, ostré pasy, které jasné ,,vystupuji* z ,, polyklonalniho *
pozadi. Pokud Zadné nejsou, udejte pocet 0, typ 1 a hodnoceni ,,normalni nalez* (vyraz
,,polyklonalni pasy “, pouzivany nékterymi studenty, je protismysiny a chybny!).

¢

Vysledky:
1. Zakladni vySetieni likvoru a hodnoceni nalezu
Vzorek €.: Datum: Hodnoceni likvorového

nalezu

Vzhled pted centrifugaci

Vzhled po centrifugaci

Krev/hemoglobin

Pocet jadernych bun¢k ve
Fuchs-Rosenthalové komtirce
- z toho mononukleary
(lymfocyty + monocyty)

- z toho polymorfonukleary
(granulocyty)

Pocet erytrocytt ve Fuchs-
Rosenthalové komiirce
Spektrofotometrie

Celkova bilkovina (g/L)

Glukosa (mmol/L)

Laktat (mmol/L)
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2. Vyhodnoceni zadané spektrofotometrické kiivky; vyhodnoceni zakreslete ptimo
v kiivce, kterou pfilozte k protokolu. (Vyuzijte pii tom navod pro vyhodnocenti, ktery
Véam bude k dispozici.)

Kiivka ¢.:
Slovni hodnoceni:

3. Vyhodnoceni intrathekalni syntézy oligoklonalnich IgG pasii v zadaném vzorku
vizualnim odectem — srovnanim obrazu v likvoru a séru z gelu:

Vzorek ¢.: Datum:
Pocet IgG past — likvor
Pocet IgG pésii — sérum
Typ IEF nélezu
Hodnoceni

K dispozici Vam bude navod na hodnoceni spektrofotometrické kiivky podle revidovaného
britského doporuceni:

Cruickshank A et al. Revised national guidelines for analysis of cerebrospinal fluid for
bilirubin in suspected subarachnoid haemorrhage. Ann Clin Biochem 2008; 45: 238-244



