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SOUHRN

Cil studiie: Méreni koncentraci albuminu a imunoglobulind v likvoru a v séru slouzi v likvorové diagnostice k vypoctu intra-
thékalni syntézy imunoglobulinll. Predpokladé se, Ze hodnotu kvocientu, tj. poméru koncentraci daného proteinu v likvoru
a v séru, lze povazovat za nezavislou na pouzité metode, pokud je parovy vzorek likvoru a séra analyzovan soucasné
na jedné (likvorove) kalibracni kfivce. Pozorované diskrepance mezi likvorovymi (ale nikoliv sérovymi) koncentracemi IgM
stanovenymi nefelometricky na analyzatoru Immage a home-made sendvicovou ELISA metodou nas vedly k provedeni
rozsahlejsi studie srovnavajici rizné metody stanoveni IgM v likvoru a séru.

Typ studie: Porovnani vysledkd réiznych metod pouzivanych pro kvantifikaci IgM v likvoru.

Material a metody: Byly srovnany vysledky stanoveni koncentraci IgM ziskané na nefelometrech Immage, Immage 800, BN I,
BN ProSpec a metodou ELISA. Vedle likvorovych a sérovych koncentraci byly srovnany i kvocienty likvor/sérum a vysledek
vypodctu intrathékalni syntézy podle Reiberova vztahu. Vysledky byly vyhodnoceny metodami Passing-Bablokovy regrese
a grafu dle Blanda a Altmana s vyuzitim statistického programu MedCalc.

Viysledky: Zjistili jsme vyrazné rozdily v likvorovych koncentracich IgM stanovenych nefelometricky na analyzatorech Immage
oproti nefelometrickému stanoveni na analyzatorech rady BN a ,home-made” sendvicove ELISA metode, které poskytly vy-
znamneé nizsi hodnoty. Hodnoty ziskané ELISA metodou byly v dobré shodé s hodnotami ziskanymi na analyzatorech rady
BN. Sérové koncentrace IgM byly ponékud vyssi pfi pouziti ELISA metody. Nebyl zjistén vyznamny rozdil mezi hodnotami
sérovych koncentraci a kvocientl likvor/sérum ziskanymi analyzou séra na likvorové versus sérové kalibracni kiivce. Hod-
noty kvocientu likvor/sérum byly vyznamné vySSi v pripadé stanoveni na analyzatorech Immage oproti hodnotam ziskanym
analyzou na nefelometrech rfady BN i ELISA metodou. V dsledku toho byla z dat ziskanych na analyzatorech Immage vy-
poctena intrathékalni syntéza IgM u 13 ze 71 vzorkd, u kterych nebyla zjisténa z dat ziskanych na analyzatoru BN ProSpec
ani ELISA metodou; u 8 z nich bylo mozno povazovat vypoctenou intrathékalni syntézu za klinicky vyznamnou (intrathékalni
frakce >10 %).

Zavér: Kvocient likvor/sérum je pro IgM jednoznacné zavisly na pouzité metodé stanoveni a v nékterych pripadech miize
dojit i k rozdilnému hodnoceni pritomnosti intrathékalni syntézy IgM. Dokud se nepodafi pficinu tak vyrazné odlisSnych vy-
sledkd koncentrace IgM v likvoru objasnit a odstranit, je Zadouci pii méfeni na analyzatoru Immage hodnotit vypoctenou
intrathékalni syntézu IgM velmi opatrné a v kontextu celého likvorového nalezu. ELISA metoda je finanéné nenakladna,
vyzaduje minimalni mnozstvi vzorku a jevi se jako jedina schopna kvantifikovat IgM prakticky v kazdém vzorku. Jeji pouziti
v rutinni praxi je vSak limitovano vySSimi naroky na manualni zpracovani, jevi se vSak jako vyhodna metoda minimalné pro
experimentalni studie, napr. sledovani rozlozeni likvorovych koncentraci IgM v populaci.
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SUMMARY

Zeman D., Kusnierova P., Gottwaldova J., Kloudova A., Lochman ., Zenkova J., Svagera Z., Barto$ V., VSiansky
F.: Difficulties of IgM quantitation in cerebrospinal fluid

Objective: Quantitation of albumin and immunoglobulins in CSF and serum serves the purpose of calculation of intrathe-
cal immunoglobulin synthesis. Quotient, i.e., concentration ratio of particular protein in CSF and serum, is assumed to be
method-independent value, provided that paired CSF and serum sample is analyzed in parallel using one (CSF) calibration
curve. We have observed that CSF (but not serum) IgM concentrations determined by nephelometry on Immage analyzer
and by home-made sandwich ELISA were largely discrepant. This has lead us to perform a larger study comparing various
methods of IgM determination in CSF and serum.

Design: Comparison of various methods used for IgM quantitation in cerebrospinal fluid.

Materials and Methods: Results of IgM determination on nephelometers Immage, Immage 800, BN Il, and BN ProSpec,
as well as by ELISA method, have been compared. Beside CSF and serum values, CSF/serum quotients and results of
calculated intrathecal IgM synthesis according to Reiber’s formula have been compared. Results have been evaluated by
means of Passing-Bablok regression and Bland and Altman plots, using MedCalc software.

Results: We have found significant differences between CSF IgM concentrations determined by rate nephelometry on
Immage analyzers and end-point nephelometry on BN analyzers or ELISA, the latter two giving significantly lower values.
CSF IgM concentrations determined by ELISA were in good agreement with those determined on BN analyzers. Serum
IgM concentrations were slightly higher using ELISA than using either nephelometric system. We have found no significant
difference in either serum IgM or CSF/serum IgM quotient between serum analysis on CSF versus serum calibration curve.
IgM quotient values were significantly higher using Immage analyzers than using either BN analyzers or ELISA method. As
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a consequence, intrathecal IgM synthesis, based on the Immage data, was calculated in 13 of 71 samples considered ne-
gative if data of BN analyzer or ELISA were used; in 8 of these samples, intrathecal IgM synthesis could be considered as

clinically significant (intrathecal fraction > 10 %).

Conclusions: CSF/serum IgM quotient is far from to be method-independent; in some cases, discrepant conclusion regar-
ding the presence of intrathecal IgM synthesis can be obtained. Until the cause of this discrepancy is found and removed,
the presence of intrathecal IgM synthesis should be judged very carefully and in the context of other CSF findings when
using the Immage analyzer for measurement. ELISA method is inexpensive, requires very low amount of the sample, and is
the only method able to quantify IgM in almost every CSF sample. Its use in routine practice is, however, limited by higher
requirements for manual work. Nevertheless, it should be used at least in experimental studies, i.e. for the purpose of the
determination of distribution of CSF IgM concentration within a population.

Keywords: cerebrospinal fluid, IgM, intrathecal synthesis, nephelometry, ELISA

Uvod

Stanoveni albuminu a imunoglobulind v likvoru
a Vv séru Ize povazovat, spolu s detekci oligoklondlnich
IgG pasU, za zékladni imunochemicky panel likvorové
diagnostiky. Kvantifikace albuminu a IgG je i v likvoru
snadno realizovatelnd na vétsiné béznych biochemic-
kych analyzator(; pro kvantifikaci IgA a zejména IgM
v likvoru je nutné nefelometrické stanoveni s vyuzitim
zesileni signalu vazbou protilatek na latexové Castice;
alternativné Ize pouzit metodu ELISA, ktera ovSem neni
komer&né dostupnd. Z koncentraci albuminu a imuno-
globulinG v likvoru a v séru Ize usuzovat na pritomnost
intrathékalni syntézy imunoglobulind. Rdzné likvorové
Skoly preferuji réizné vztahy; ve stfedni Evropé je vSak
nejvice rozSifeny vypodet intrathékalni syntézy pod-
le Reiberovych rovnic [1]. Pri jejich pouZiti se vychazi
z predpokladu, Ze kvocient —tj. pomér likvorové a séro-
vé koncentrace — je nezavisly na metodé stanoveni, ale-
spon za predpokladu, ze je analyt stanoven paralelné
v likvoru i v séru na jedné (a to pochopitelné likvorové)
kalibracni kfivce [2-5]. Toto doporuceni je v naSich la-
boratofich vétsinou ignorovano, jisté i proto, ze analyza
LHikvorovou® metodou je nakladngjsi.

V likvorové laboratofi oddéleni klinické biochemie
Fakultni nemocnice v Ostrave jsme pro vyzkumné uce-
ly zavedli ELISA metodu pro stanoveni koncentraci IgM
v likvoru. Zaujaly nas vyznamné nizsi hodnoty ziskané
ELISA metodou oproti hodnotam ziskanym analyzou
na nefelometru Immage. Z tohoto ddvodu jsme se roz-
hodli koncipovat rozsahlejsi studii srovnavajici rdzné
metody kvantifikace IgM v likvoru a v séru.

Material a metodika

V 75 ndhodné vybranych pérovych vzorcich likvor(

a sér zaslanych k vySetfeni na oddéleni klinické bio-

chemie Fakultni nemocnice v Ostrave, byly srovnany

nejmén& dvé metody stanoveni IgM. Slo o nasledujic
metody:

1. Stanoveni na analyzatoru Immage (FN Ostrava,
FN Pizen), resp. Immage 800 (FN Brno-Bohunice)
metodou pomeérové kinetické nefelometrie. Praco-
visté v Ostravé a v Plzni pouzivaji pro analyzu sér sé-
rovou kalibraCni kfivku, pracovisté v Brné stanovuje
IgM v parovych vzorcich likvor( a sér paralelné na
stejné, a to likvorové, kalibracni kfivce. Mez stano-
vitelnosti metodou IGMLC v séru je 64,8 mg/l, v li-

kvoru 0,30 mg/l, CV je 6,0 % (udaje firmy Beckman

Coulter Ceska republika s.r.o.).

2. Stanoveni na analyzatoru BN ProSpec (FN Os-
trava), resp. BN Il (ZU Ostrava) metodou end-point
nefelometrie. Pracovisté ve FN Ostrava stanovilo
sérovou koncentraci IgM jak paralelné s likvoro-
vou koncentraci na likvorové kalibracni kfivce, tak
za pouziti b&Zného stanoveni v séru. Pracovisté ZU
stanovuje koncentraci IgM v séru na sérové kalib-
racni kiivce. Mez detekce metodou N Latex IgM je
0,13 mg/l, CV je 5,3 % (Udaje firmy Siemens s.r.o0.).

3. ,Home-made“ sendvicova ELISA metoda (FN
Ostrava) s pouzitim kozich protilatek proti lidskému
IgM (AbD Serotec, kat. €. STAR 145 a STAR 145P).
Potah desticky, promyti a blokovani volnych vazeb-
nych mist i fedéni vzorkd bylo provedeno manualné,
dalsi kroky analyzy probihaly automaticky na pfistroji
DSX (Dynex). Ke kalibraci byl pouzit material Human
Serum Protein Calibrator (DAKO, kat. ¢. X0908) re-
dény na koncentrace od 1,25 do 40 ug/l. Likvory
byly analyzovany v fedéni 1/20 a 1/200, séra v fe-
déni 1/100000. Jako chromogen byl pouzit tetra-
methylbenzidin (TMB one-step substrate system,
DAKO, kat. ¢. $1599). Mez stanovitelnosti byla 1,25
ug/l, detekeni limit 0,625 pg/l. Inter-assay variacni
koeficient stanoveny analyzou kontrolnich materia-
I& Liquichek Spinal Fluid Level 1, Liguichek Spinal
Fluid Level 2 (BioRad, kat. &. 751 a 752) a Human
Serum Protein Low Control (DAKO, kat. ¢. X0939)
se pohyboval mezi 7,8 a 8,4 %; CV pro kvocient
CSF/sérum ¢&inil 7,2 %.

Vysledky méreni byly vyhodnoceny regresi dle Pas-
sing-Babloka a rozdilovym grafem dle Blanda a Altma-
na s vyuzitim statistického programu MedCalc. Rozdily
mezi metodami byly povazovany za vyznamné, pokud
95% interval spolehlivosti pro smérnici necbsahoval
jednicku a/nebo 95% interval spolehlivosti pro Usek ne-
obsahoval nulu.

Vysledky a diskuse

Hodnoty sérovych koncentraci IgM ziskané nefe-
lometricky na rliznych pfistrojich vykazovaly minimal-
ni rozdily, zatimco sérové koncentrace IgM stanovené
metodou ELISA byly oproti nefelometrickému stanove-
ni 0 10 — 15% vySSi. Zato likvorové koncentrace IgM
se prekvapive vyrazné lisi v zavislosti na pouzité meto-
dé stanoveni, pfi¢emz hodnoty pro analyzator Immage
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jsou v oblasti fyziologickych nebo jen hranicné zvyse-
nych likvorovych koncentraci az nékolikanasobné vySsi
ve srovnani s hodnotami ziskanymi stanovenim na ana-
lyzatorech fady BN nebo metodou ELISA (Tabulka 1,
Tabulka 2). Likvorové koncentrace ziskané ELISA me-
todou jsou podobné hodnotam ziskanym na analyza-
torech rfady BN, pfijatelna shoda mezi témito metodami
je i u kvocientu likvor/sérum (ELISA metodou vychazi

nepatrmé nizsi vzhledem k ponékud vySSim sérovym
hodnotam namérenym ELISA metodou).

Zajimava zjisténi nasi studie jsou prehledné shrnuta
v Tabulce 1a - 1f, Tabulce 2 a na obr. 1a - 1f. Z hledis-
pem provedenych méreni vypocet intrathékalni syntézy
IgM. Proto jsme se na vysledky zaméfili i z tohoto Uhlu
pohledu (Tabulka 3).

Table 1: Comparison of different methods using Passing-Bablok regression

a) BN ProSpec (x)? vs. Immage (y)°

CSF-IgM Serum-igM Q (CSF/Serum) . 10
n 55 72 55
Regression equation y=0.4741 + 1.2865 . x y=-0.0214 + 1.0625 . x y=0.1500 + 1.8569 . x
95% Cl for intercept 0.3502 to 0.5724 -0.0799 to 0.0397 0.0116 t0 0.3200
95% ClI for slope 1.1550 t0 1.5972 1.0077 to 1.1192 1.4150 to 2.2801
Range: x: 0.15-8.77 mg/l x: 0.17-2.96 g/l x: 0.076-9.977
y: 0.48-11.60 mg/l y: 0.17-3.95 g/l y: 0.161-12.889
b) Immage (x)° vs. Immage 800 (y)?
CSF-IigM Serum-IigM Q (CSF/Serum) . 10°
n 18 20 18
Regression equation y=-0.0069 + 0.9363 . x y=0.0996 + 0,9473 . x y=-0.0035 + 0.9563 . x
95% ClI for intercept -0.1018 t0 0.1268 0.0575t0 0.1445 -0.1231 t0 0.1127
95% Cl for slope 0.8131 to 1.0379 0.8967 to 1.0068 0.8372 to 1.0858
Range: x: 0.46-2.27 mg/| x: 0.17-2.18 g/l x: 0.242-2.204
y: 0.44-1.96 mg/I y: 0.26-2.26 g/I y: 0.259-2.159
c) BN ProSpec (x)2 vs. BN I (y)°
CSF-igM Serum-IigM Q (CSF/Serum) . 10®
n 14 19 14
Regression equation y=-0.0111 + 1.0484 . x y=-0.0406 + 1.0843 . x y=0.0014 + 1.0524 . x
95% Cl for intercept -0.0865 to 0.0694 -0.1581 to 0.0392 -0.0419 to 0.0498
95% Cl for slope 0.9063 to 1.3740 0.9828 to 1.1665 0.9111t0 1.1846
Range: x: 0.15-3.20 mg/I x: 0.39-2.96 g/l x: 0.076-4.618
y: 0.15-3.04 mg/I y: 0.39-3.23 g/l y: 0.115-5.429
d) BN ProSpec (x)2 vs. ELISA (y)?
CSF-igM Serum-igM Q (CSF/Serum) . 10°
n 55 72 55
Regression equation y=-0.0024 + 1.0203 . x y=-0.0693 + 1.1785 . x y=-0.0144 + 0.9352 . x
95% Cl for intercept -0.0381 to 0.0232 -0.1332 to0 0.0162 -0.0458 to 0.0045
95% Cl for slope 0.9531 to 1.0861 1.1077 to 1.2396 0.8805 to 1.0280
Range: x: 0.15-8.77 mg/ x: 0.17-2.96 g/l x: 0.076-9.977
y: 0.15-9.48 mg/I y: 0.16-3.38 g/l y: 0.068-10.689
e) ELISA (x)? vs. Immage (y)°
CSF-IgM Serum-igM Q (CSF/Serum) . 10°
n 73 75 73
Regression equation y=0.4445 + 1.3399 . x y=0.0310 + 0.9110 . x y=0.2380 + 1.9086 . x
95% CI for intercept 0.3068 to 0.4827 -0.0100 to 0.0799 0.0765 t0 0.2914
95% Cl for slope 1.1752 to0 1.5929 0.8704 t0 0.9490 1.6119t0 2.5234
Range: x: 0.03-9.48 mg/I x: 0.16-3.38 g/l x: 0.035-10.689
y: 0.33-11.00 mg/l y: 0.17-3.95 g/l y: 0.146-12.889
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f) BN ProSpec CSF (x) vs. serum (y) assay for serum IgM and Q (CSF/serum)

Serum-IigM Q (CSF/Serum) . 10°
n 38 25
Regression equation y=0.0004 + 1.0556 . x y=-0.0010 + 0.9498 . x
95% CI for intercept -0.0642 to 0.0737 -0.0398 to 0.0155
95% ClI for slope 0.9866 to 1.1155 0.8945 to 1.0557
Range: x: 0.20-2.96 g/l x: 0.076-4.618
y: 0.20-3.16 g/l y: 0.072-5.442

aCSF and serum analyzed together using CSF calibration curve

bCSF and serum analyzed separately using different calibration curves

Table 2: Results of eight CSF samples analyzed on 3 different Immage analyzers, BN ProSpec analyzer, and by ELISA

(concentrations in mg/l)

Sample Immage Immage?2 Immage 800 BN ProSpec ELISA
(FN Ostrava) (FN Plizen)

1 0.412 <0.300 <0.300 <0.144 <0.025

2 <0.300 0.323 0.330 <0.144 0.041

3 1.29 0.900 1.20 0.802 0.698

4 0.613 0.520 0.443 <0.144 0.120

5 0.583 0.480 0.523 <0.144 0.294

6 1.58 1.50 1.09 0.716 0.812

7 1.16 1.038 0.695 0.152 0.173

8 0.756 0.740 0.803 0.426 0.362

Table 3: Cases with intrathecal IgM synthesis according to Reiber’s formula
Intrathecal IgM fraction (IgM,) [%]

Sample Immage® Immage 800° | BN ProSpec? | BN ProSpec® BN II° ELISA2
1 6.49 n.d. negative n.d. n.d. negative
2 2.26 n.d. negative n.d. n.d. negative
3 5.37 n.d. negative n.d. n.d. negative
4 27.22 n.d. negative n.d. n.d. negative
5 64.49 n.d. 55.27 n.d. n.d. 50.35
6 58.53 n.d. 46.43 n.d. n.d. 50.00
7 58.01 n.d. 60.29 n.d. n.d. 45.89
8 66.91 n.d. 52.27 n.d. n.d. 55.80
9 46.18 32.45 negative negative n.d. negative
10 74.79 negative negative negative n.d. negative
11 negative 68.13 negative negative n.d. negative
12 9.49 23.39 negative negative n.d. negative
13 41.24 41.20 negative negative n.d. negative
14 5.20 negative negative negative n.d. negative
15 35.35 n.d. negative negative negative negative
16 1.08 n.d. negative negative negative negative
17 37.41 n.d. negative negative negative negative

aCSF and serum analyzed together using CSF calibration curve

®CSF and serum analyzed separately using different calibration curves

Ve 4 vzorcich byla detekovana intrathékalni synté-
za IgM v3emi pouzitymi metodami. Ve tfech pfipadech
byla detekovana pfi stanoveni na analyzatorech Immage
a Immage 800, ale nikoliv pfi stanoveni na pfistroji BN
ProSpec (bez ohledu na to, zda byla sérova koncentra-
ce stanovena na sérové nebo likvorové kalibracni kffivee)

nebo ELISA metodou. V dalSich tfech pfipadech byla
intrathékalni syntéza IgM detekovana pfi analyze na jed-
nom ze dvou analyzatord Immage a nikoliv na druhém;
ani v jednom z téchto pfipadl nebyla prokazana dalsi-
mi metodami (ELISA, BN ProSpec). Kone¢né v dalSich
7(!) pfipadech byla intrathékalni syntéza IgM detekovana
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pouze pii stanoveni na analyzatoru Immage a nikoliv pfi
pouZiti ostatnich metod (ve 3 z téchto pripadd byl parovy
vzorek analyzovan i na analyzatoru BN ).

U Casti pripadd s diskrepantnimi vysledky byla vy-
poctena intrathékalni frakce <10 %, coz byva povazo-
vano za nesignifikantni vysledek. Presto z(stava 8 piipa-
dd, v nichz byla pfi stanoveni na nékterém z analyzator(
Immage Zzjisténa intrathékalni syntéza IgM v rozporu
s vysledky ostatnich metod.

CSF IgM: BN ProSpec (BN) vs. Immage (Im)
Bland and Altman plot

Za pozornost a kritické zamysleni stoji i podil vysledkd
nizSich nez dolni mez stanovitelnosti: analyzator Immage
vydal vysledek <0,300 mg/l ve 2 z 75 vzorkl, zatimco
analyzator BN ProSpec <0,144 mg/lv 17 z 72 vzork{ ().
ELISA metoda v zakladnim fedéni 1/20 ,selhala” v jedi-
ném pripadé (<0,025 mg/l v 1 ze 75 vzorkd).

Hypotézu, Ze zjisténé diskrepance zavisi na pouzi-
tém analytickém systému a nikoliv na jinych faktorech,
jsme overili srovnanim stanoveni na rdznych analyzéto-

Serum IgM; BN ProSpec (BN) vs. Immage (Im)
Bland and Altman plot

20 =
i o
o
* E +1.96 SD
=)
-20 = -11.5
< o 8 €
= ol
z s © ©
) | @ &
% _ap ] Mean
o L _9q° o -81.2
[<]
Z -0f %
= L
2 g2} °
A
2 140f-
9 [ -1.96 SD
]
-150.8
160 . 1 . 1 ) 1 . 1 . : 1
0 2 4 6 8 10 12
Average of CSF IgM BN and CSF 1gM Im
a)
CSF/serum IgM quotient (*10°3) Q IgM: BN ProSpec (BN) vs. Immage (Im)
Bland and Altman plot
20 b=
i o
0 +1.96 SD
& B ] T4
o 20 © it
o o
g F o b2
40 o
E 40 i %9 o
E 60 o
g | & L v Mean
- 80
g ,%o 6.8
o
g =100 = 4
= L
g 120 f- €© o
= F 9%
-140 - o -1.96 5D
F o 146,2
] o N T S S MU R SR |
0 2 4 [ 8 10 12 14
Average of Q IgM BN and Q IgM Im
©)
Serum IgM: BN ProSpec (BN) vs. ELISA (E)
Bland and Altman plot
30 =
| o
o
% 20F +1.96 SD
5 10k 2a 18,2
8 . o0 © &
2 o o
0 =] o gd% = &
§ o [ - C%o. O O ~Grroe § Maan
= S oe—2h - 105
w o
' % Q o
20 o0 o fe]
g | @ 9 o
o o
Eaf o °® @
w L =) -1.96 SD
-40 = -36.2
| o
S0R ] 1 1 1 1 ] 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2,0 25 3.0 35 4.0

e)

Average of S IgM BN and S IgM E

20 =
| o +1.96 8D
o 10f o e 14,0
]
=] - o o0 o
o o
E 0 Qo of o og
< d S .0
= | B ":‘n El=s = Mean
E 0 =4 a 5.0
= -0 o © Oq
2 ol & o o o
» I tsfe} < o o
z 20 o o © o
o o
3 | & -1.96 5D
-26,0
2 a0 o o
40 . 1 x 1 " 1 " 1
0 1 2 3 4
Average of S IgM BN and S IgM Im
CSF IgM: BN ProSpec (BN) vs. ELISA (E)
Bland and Altman plot
50 =
[ o
s 40|
) L
@ 30 +1.96 SD
2 - o
< 26,4
< 20 o
w L &2 o
5 1wl o o
W - o
| 8 Mean
T L 22 2.4
z [+] ‘
&1l [© @ o
= L
= o 0o
L 0% &
7 5
S ap - -1.96 SD
- o -31.2
40 o L i 1 i 1 ; 1 " 1 L 1
V] 2 4 & 8 10 12
Average of CSF IgM BN and CSF IgM E
CSFiserum IgM quatient (*10°3) Q IgM: BN ProSpec (BN) vs, ELISA (E)
Bland and Altman plot
50 =
- o +1.96 5D
sl
” o 41,7
| o
8 30| o
2 [ &
2 20
2 lam
o 10 o Mean
% | W 8.1
5 o
g 0 6980
- @ o
Z A0l o o
= o 2
= o) © 1.96 SD
=} ! L
B -23.4
=30 b=
“40h 2 1 1 1 1 ]
0 2 4 6 8 10 12

f)

Average of Q lgM BN and Q IgM E

Fig. 1. Bland and Altman plots for comparison between results of CSF IgM, Serum IgM, and Q (CSF/Serum) IgM
using different methods
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rech Immage (n=20 pro srovnani Immage vs. Immage
800, n=8 vzork{ likvoru pro srovnani na dvou analyza-
torech Immage a analyzatoru Immage 800, Tabulka 2)
a srovnanim stanoveni na nefelometru BN ProSpec se
stanovenim na nefelometru BN Il (v principu stejny sys-
tém) na omezeném podtu vzorkld (n=19, Tabulka 1c),
kde byl k dispozici dostatek likvoru pro takové srov-
nani. Pri pouZiti parovych t-testd byly zjiStény statistic-
ky vyznamné rozdily mezi vysledky stanoveni na ana-
lyzatorech Immage (resp. Immage 800), ale hodnoty
kvocientu likvor/sérum se statisticky vyznamné nelisily,
prestoze byla séra mérfena v jednom pfipadé na likvo-
rové, ve druhém pripadé na sérové kalibraéni kfivce.
Mezi vysledky ziskanymi na analyzatorech BN nebyly
zjistény statisticky vyznamné rozdily.

Zbyva pokusit se zodpovedét, pro¢ nebyly disku-
tované diskrepance zjistény v rdmci kontrolnich cykld
SEKK. Dlvod vidime v zasilani vzork( s mnohem vyssi
koncentraci IgM v likvoru nez je v naprosté vetsiné re-
alnych vzorkl; zde se rozdily mezi jednotlivymi stano-
venimi jiz do znacné miry stiraji, coz naznaluji i nase
vysledky (obr. 1a).

ELISA metody pro stanoveni IgM v likvoru byly po-
psany jiz koncem 70. a po&atkem 80. let minulého
stoleti [6, 7]. Stoji za zminku, ze v plvodni Reiberové
praci [1], jejimz vysledkem byla formulace vztah( pro
vypocet intrathékalni syntézy, bylo pro stanoveni kon-
centraci IgM pouzito enzymoimunoanalytického sta-
noveni. V nasi modifikaci ELISA metody jsme volbou
optimalni koncentrace protildtky k potahu (0,5 mg/l)
a pouzitim tetramethylbenzidinu jako substratu dosahli
meze stanovitelnosti 1,25 pg/l a meze detekce 0,625
ug/l; na rozdil od nefelometrie tedy nasSe ELISA me-
toda umozniuje stanoveni koncentrace IgM v prakticky
kazdém likvorovém vzorku. Dalsi udavanou prednosti
ELISA metody je moznost jejiho pouziti pro zamrazené
vzorky, kde miize byt nefelometrické stanoveni proble-
matické [5].

NaSe studie je bezesporu vyznamné limitovana niz-
kym poctem likvorovych vzorkl s vyrazné zvySenymi
koncentracemi IgM, jakoz i nizkym poc¢tem vzorkd pou-
zitych pro srovnani mezi jednotlivymi pracovisti na stej-
ném typu analyzatoru. To je dano limitovanym mnoz-
stvim materidlu pro vySetfeni. Naproti tomu nahodny
vybér vzork( dobre odrézi zastoupeni koncentraci IgM
v redlné praxi a tedy podle naSeho nazoru vérohodné
reflektuje problém, s nimz je tfeba pfi analyze IgM v li-
kvorové diagnostice poditat.

Zaver

Vysledky nasi studie odporuji pfedpokladu, ze kvo-
cient likvor/sérum je nezavisly na pouzité metodg, a to
i tehdy, jsou-li parové vzorky likvor( a sér analyzova-
ny paralelné na stejné kalibracni kfivce. Naopak do-
poruceni analyzovat sérum pro vypocet kvocientu na
likvorové a nikoliv sérové kalibracni kfivce, jakkoliv je
intuitivné dobre pochopitelné, vysledky nasi prace ne-
podporuiji. To ma svij prakticky dopad, protoZe analy-
za séra na séroveé kalibracni kfivce je u obou pouzitych

nefelometrickych systémU levngjsi. ELISA metoda ma
oproti nefelometrickému stanoveni vyhodu moznosti
méfeni podstatné nizSich koncentraci, a tedy stanoveni
koncentrace IgM v témérF vSech vzorcich likvoru. Proto
zaslouzi pfednost v experimentalnich pracich, napf. pfi
zkoumani rozlozeni hodnot likvorovych koncentraci IgM
v populaci. Pfes ¢asteCnou automatizaci vSak z(stava
mnohem pracnéjsi nez nefelometrické stanoveni a m;.
i v souvislosti s procesem de facto povinné akreditace
a velmi obtizné splnitelnych podminek nastavenych pro
validaci ,home-made” metod nelze redlné olekavat
jeji pouzivani v rutinnim provozu. Pokud se nepodafi
problém rozdilnych koncentraci IgM mezi obéma na
trhu dominujicimi systémy stanoveni uspokojivé vyresit
a predejit tak ,falesné” pozitivnim vysledkdm vypoctu
intrathékalni syntézy, prichazela by teoreticky v uva-
hu moZnost zpracovani rozsahlého souboru pacient(
s predpokladanou nepfitomnosti intrathékalni syntézy
IgM s néaslednou empirickou Upravou parametrl a/b,
b? a ¢ Reiberovy hyperbolické funkce pro limitni kvo-
cient v pfipadé analyzy na systémech Immage. V kaz-
dém pripadé povazujeme pfi pouziti tohoto systému
v pfipadé nizkych koncentraci IgM v likvoru (<1,5 mg/l)
za zadouci hodnotit vypodet intrathékalni syntézy vel-
mi zdrzenlivé, popfipadé nahradit komentarem ,nelze
spolehlivé stanovit”. Je také mozné, ze v blizké bu-
doucnosti dozna rozsiteni detekce oligoklonalnich IgM
pasl [8], doporucena v recentnim prehledném clanku
i naSimi autory [9]. Metoda vSak zdaleka neni pfijimana
bez vyhrad [10-12] a pro optimalni provedeni teoreticky
vyzaduje predbéznou kvantifikaci IgM, aby mohlo byt
aplikovano adekvatni a v likvorovém i sérovém vzorku
srovnatelné mnozstvi IgM pro separaci v gelu.
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