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LIKVOR
specificka extravaskularni tekutina

- Vintimnim kontaktus CNS

- Likvorovy kompartment odd. systémem
funkcnich a anatomickych ,barier” od
krevniho kompartmentu

- Specificke vlastnosti:

- Maly objem 150ml
- Hypoonkoticky

- QOligocelularni




Pre-analytické pozadavky : cerstvy vzorek (2-3h), optimalné 5-10ml

Virové
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Infekéni

Bakterialni
* Pyogenni bakterie ...
e Borrelia burdorferi,

e Treponema pallidum,
e leptospira

IC KRVACENI

(SAK) : o,
Autoimunitni

Mykotické
Parazitarni ..

NEURO
DEGENERACE

_® Primarni tumory CNS
- » Metastaticke postizeni CNS

- Solidni /karcinomatoéza
- lymfomy, leukémie

TUMOROZNI
POSTIZENI CNS




MNeedle
Lumbalni punkce (L3/4- L5/S1)
- vleZe (tlak <20 cm vodniho sloupce/ 15 mm Hg) ! IR S sV
— .j i:.mﬁ Spinal cord

Cerebrospinal
fluicl

- vsede (tlak <40 cm vodniho sloupce/ 30 mm Hg) ?lf.l |

Test pruchodnosti likvorovych cest: :'j'l | ¥ |

- Queckenstedtuv test (komprese jugularnich zil) | i
©Cancer Research UK

- Stoockeyho zkousSka (zvySeni abdominalni tlaku)

Odbér do 2-3 zkumavek / 10-15ml / paralelné odbér krve

DalSi zpusoby odbéru:
- komorova punkce (NCH vykon)
- suboccipitalni punkce (historicka...)

nutno uvadét zptusob odbéru na Zadance (kraniokaudalni gradient proteinorhachie)!



Lumbaini punkce

)

© Gil Z Shlamovitz, MD, Keck School of Medicine of the University of Southern California







Kontraindikace lumbalni punkce:

- nitrolebni hypertenze (o¢ni pozadi nebo CT / MRI mozku)

- poruchy krevni srazlivosti

-

Komplikace béhem punkce:
- nabodnuti obratle, venozniho plexu
- kontakt s nervovym korenem

Postpunkcni obtize (bolest hlavy, zavraté, nauzea)...
Prevence:

- atraumaticka jehla (minimalizuje postpunkéni unik likvoru)
- horizontalni poloha

- hydratace



Likvorologie = multidisciplinarni diagnostika

(Cytologie V¢.

imunocytologie
(cytolog / patolog)

-
(

Imunologické parametery
(neuro-imunolog)
zaneétlivé markery..IL6, CXCL13
neuralni autoprotilatky
éAQP 4 NMDAR...)

Biochemicke vyéetfen?
(klinicky biochemik)
Proteinogram:

Q (Alb), Ig (IEF),

specifické — strukturalni proteiny

(NSE, S100, Tau, 14-3-3, BTP.&

~

MULTIDISCIPLINARNI
PRISTUP

Prikaz infekénich agens
(mikrobiolog)
ELISA (TBE,Neuroborreliosa...)
PCR (Herpetickeé, meningokok..)

\_ J

KOMPLEXNI
SYNTEZA VYSLEDKU

&
INTERPRETACE
(NEUROLOG)



Koncepce likvorologické diagnostiky

- Parametry zakladni likvorologie

Akutni dostupnost (STATIM)

Zakladni, rychla identifikace patologického nalezu
Indikace naslednych specializovanych vysetfeni

- Specializovana likvorologie

Detailni identifikace typu patologickeho procesu
Laboratorné- klinicka interpretace




Biochemicko- energetické parametry (KEB)

Cytologické vysetreni (ICC,FCM)

Stanoveni funkce hemato- likvorové bariery (Q Alb)
VySetfeni imunoglobulinu (IEF- OCB)

Detekce neuralnich autoprotilatek (CBA)
Stanoveni mikrobialnich agens (ELISA, PCR)
Stanoveni markeru zanétu

VySetfeni strukturalnich proteini CNS



Metody likvorove CYTOLOGIE

—=>

=>

Kvantitativni- cell count
— FR / automatizované (FCM)

Kvalitativni

— Cytocentrifugace
500ul CSF, 5 min. / 1100 rev./min

VvV /

— MGG, ORO, PAP, PAS, Gram, Ziehl-Neelsen...

Imunocytochemie
— Mono Ab — identifikace bunécnych subtypu, nddorovych element

Automatizované metody:- flow cytometry
— identifikace + KVANTIFIKACE bunécnych subtypl (lymfocytarni apod)
— dg. leukemické, lymfomové infiltrace CNS



Likvorova cytologie up-to-date

Automatizovany Digitdlni morfologie Priitokovd cytometrie
cell- counting —




KVALITATIVNI CYTOLOGICKE VYSETRENI LIKVORU

- PREANALYTICKA FAZE! Cerstvy nativni likvor, do 2(-3) hodin od odbé&ru
- zhotoveni trvalého preparatu
(cytocentrifugace likvoru + zakladni barveni typu MGG)

MORFOLOGIE BUNEK
diff, aktivacni stadia, zanétliva celulizace,
hemoragické slozky, nadorové buriky...




METODY KVALITATIVNI CYTOLOGIE

=» Zakladni barveni:
* May-Griinwald / Giemsa-Romanowski (MGG)

=» Specialni barvici metody:
e prukaz lipidt (ORO, Sudanova cern)
* Prukaz Zeleza (Berlinska modr)
 Hematoxylin- Eosin
* barveni dle Papanicolaoua M
* PAS reakce
e Barveni na jadérka (Toluidinova modfr)

e barveni dle Grama
e Barveni dle Ziehl-Neelsena (mykobaktérie)




onocyty & makrofagy v likvoru
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VyuZiti prutokové cytometrie v likvoru
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http://WWW.LIKVOR.CZ

Uskali priitokové cytometrie likvoru Specificky protokol
- Maly objem primarniho vzorku -Jasné ohranicené populace i pfi
- Prisna preanalyticka faze (2h od odbéru) oligocelularité likvoru!

- Problém s oligocelularnimi vzorky

- Mnozstvi debris

- Obtizna interpretace

- Optimalizace laboratorniho protokolu




UySetieni IMUNOGLOBULINU v likvoru

KVANTITATIVNI ANALYZA
Stanoveni hmotnostni koncentrace

+ vypoctové vztahy i.t. frakce (likvor a sérum):
— Alb, 1gG, IgM, IgA
— up-to-date FLC k, A (Index)

KVALITATIVNI ANALYZA

Stanoveni OCB metodou IEF (likvor a sérum)




VySetFeni INUNOGLOBULINU v likvoru
KVANTITATIVNI ANALYZA

Stanoveni hmotnostni koncentrace
+ vypoctové vztahy i.t. frakce (Reiber)

OUgX ) gpic
OUgX) roras

*  Q(1gX)ro1ar > Qlimyigx), dosadime Q;,,

Antibody index =

Qlim(lgG) =0,93% \/(QaZb )2 +6*107° —=1,7*107
Qlim([gM) — 0,67 * \/(Qa[b )2 4 120 3 10—6 . 7,1 x 10_3
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VySetieni IMUNOGLOBULINU v likvoru
Jlaty standard“: IEF - ocq_

|IEF v souboru 25.402 vzork(/ 0 OCB IgG v CSF:

lgM OCB CSF 17,88%
lgA OCB CSF 17,79%
FLC K OCB CSF 4,97%

FLC L OCB CSF 7,16%
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NMOSD / MOGAD
AQP 4
MOG

autoimunitni encefalitidy

NMDAR, VGKC, AMPAR, GABAR...

Yo, Hu, Ri, PNMA2...

- - V & - ) 4
- 5 %
. " "‘ "

¥

' L CBA - Cell Based Assay .

Gangliosidove protilatky
GM1,GM2,GM3,GM4

GD1a,GD1b,GD2,GD3
GT1a,GT1b,GQ1lb...
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Bunécéna line HEK 293

(Human Embryonic Kidney)

- prof. van der Eb, Uni Leiden v r. 1973
- transfekce embryonalnich lidskych
bunék adenovirem

1. 2. : .
Attachment  Endocytosis Escape Muclear Protein
to call into cell from endosome entry expression

B

Reagent-
DNA complex \ /,__\\ [ e N
e iy
*H' ‘ ot :' ' \-JDNA ™ Ay
: Nucl
DNA transfection Endosome HeEe %H
<

mRNA transfection z ﬁg

\ 7 Protein

f\\_ /J'

Reagent- O \

mBMNA complex




PVI ) 4 - Y 4 y P

I Prioritni pfi akutnim prubéhu !

Metoda volby pro rychlou diagnostiku infekCnich agens
Il Herpeticke viry

N STATIM dg. bakterialni meningitidy

I PML - JC virus u imunosuprimovanych pacientu

Borelie v casném stadiu

Enteroviry

M. tuberculosis

Chlamydia, Mycoplasma, HHV6, HHV7 ...




Cytokiny - humoraini markery zanetu

IL- 6 (IL-1) — neuroinfekce, zejm. bakterialni, obecné
IL- 8 — zanét, tkanové poskozeni

IL- 10- Inhibuje Th1 lymfocytarni odpovéd

CXCL 13 - neuroborelioza ... RS

(CAVE- neni vylucne specificky!)

Cytokin Likvor pg/ml |Sérum pg/ml
IL-1 <d.4 <d

IL-6 <7.9 <d.9

IL-8 <91 <62

IL-10 <54 <9.1
CXCL-13 <20 -
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s100B Tau

" NF

| MBP, MOG

P

oligodendrocyte

neuron NSE, 14-3-3

Distribuce strukturalnich proteinu CNS
http:/fwww.ninds.nih.gow/

axon terminals
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Typ ,,destrukéniho® markeru - Zdrojovy bunécny typ

strukturalniho proteinu CNS | subcelularni struktura

S100B Astrocyty

NSE Neurony

(neuron-specific enolase) / intracelularni enzym

14-3-3 Neurony, glie

(,,14th fraction on positions 3.3%) / celularni regulacni protein

Tau Neurony/ soma, axon

(tubulin-associated unit) (mikrotubularni protein)
Neurony

MBP Oligodendrocyty

(myelin basic protein) / myelin

MOG Oligodendrocyty
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Kazuistika- zena, 55 let, rozvoj spastické paraparezy...
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Pac. 19 let, béhem 12h rozvoj horecky, nauzea, zvraceni, porucha védomi... LP .... 15:30h

(- granulocytérni pleocytoza v cytologickém obraze CSF ) 16:21h

Elementy: 9130 /ul , Erytrocyty: 1109 /ul

- vyrazné zvysend permeabilita hematolikvorové bariery (CB CSF 6,9 g/I) &
\- anaerobni metabolismus v likvorovém kompartmentu (KEB -21004)

- PCR potvrzena pritomnost Neisseria meningitidis v CSF.
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KEB = 15,0

lactate WS .
KEB:38—18[[I CSF]] k GNP RS ;
ucose e P e L N
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Kelbich P, Hej¢l A, Selke Krulichova I, Prochazka J, HanulakdvélE, Per&hové J. Koude ova M, Sames M, Krejek i
Coefficient of energy balance, a new parameter for basic investigation of the cerebrospinal fluid.
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, 2014; 52: p. 1009-1017.



Cytologie v komplexni diagnostice ummnu

» Likvorova cytologicka diagnostika zahrnuje:
- Kvantitativni cytologii
- Kvalitativni cytologii
- IcC
- FCM
Automatizované / imuno metody jako nadstavba klasické cytologie
- Nutno hodnotit vzdy v kontextu zakladniho mikroskopického ndlezu

- podavaji dalsi komplementdrni informace...

» Prisna preanalyticka kritéria pro likvor:
- Cerstvy vzorek (2-3h max)
- dostatecny objem (5-10ml)

» Cytologie soucasti komplexni laboratorni diagnostiky !
- Biochemické parametry

- Imunologické parametry

- Mikrobiologické parametry
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» Spoluprace se specializovanou likvorologickou laboratori
- komplexni ,up-to-tate” spektrum vySetfeni
- multidisciplinarni team

> Intenzivni komunikace kiinik < laboratof

» Vhodné indikované spektrum likvorovych parametrd

» komplexni interpretace likvorového nalezu

www.likvor.cz
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