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ABSTRACT

Cerebrospinal fluid (CSF) analysis. The laboratory investigation of CSF has been developed over the years as a
diagnostic tool for many neurological diseases. Although minimally invasive, CSF is obtained with a traumatic
procedure; therefore, the whole laboratory process should be established to maximize the analytical performance.
Based on the review of international guidelines and on the experience developed by members of the SIBioC Working
Group, the present document provides practical information for laboratory professionals to better address the CSF
analysis in different diagnostic situations. The report faces the pathophysiologic meaning of the determination of
biochemical parameters, such as glucose, lactate, albumin, immunoglobulins, B-amyloid, tau protein, and the cellular
content, providing also evidence on the proper methodological approach. Quantitative and qualitative CSF parameters
useful to diagnose an inflammatory process of the central nervous system are discussed, particularly with reference to
multiple sclerosis. Indications on how laboratory data should be presented to meet international recommendations are
also included.

INTRODUZIONE Laboratorio “Biochimica clinica dei liquidi biologici non
ematici”, € nato con lintento di dare indicazioni di
corretto comportamento per la gestione dell’analisi
liquorale, desunte dalla letteratura esistente e sostenute

dall’esperienza in questo campo specifico. Nel

Il liquor o liquido cefalorachidiano (LCR) € un
materiale che la modalita di prelievo rende “unico”. La
sua peculiarita di essere a stretto contatto con lo spazio

extravascolare del sistema nervoso centrale (SNC) e
isolato dagli altri liquidi corporei lo rende indispensabile
per la diagnostica di molte patologie del SNC.
Nonostante I'esistenza di linee guida generali e
specifiche per i vari argomenti, 'esame del LCR risente
di un approccio troppo spesso non standardizzato che,
attraverso una gestione confusa e frammentata, pud
ripercuotersi sull’esito clinico. Questo documento,
preparato dal Gruppo di Studio SIBioC - Medicina di

documento si sottolinea I'importanza di tutte le fasi delle
indagini liquorali, che impongono una preparazione
culturale specifica e un addestramento adeguato degli
operatori. Vengono date indicazioni sulle fasi
preanalitiche, analitiche e postanalitiche dell'indagine e
affrontati i principali quesiti diagnostici per i quali &
richiesta I'analisi liquorale. Il documento non affronta
nella sua interezza e complessita il tema delle indagini
microbiologiche, che in un secondo tempo sara
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approfondito in collaborazione con le societa scientifiche
di microbiologia.

LA RICHIESTA DI ANALISI LIQUORALI

E compito dello specialista di laboratorio definire il
protocollo di gestione delle analisi liquorali per garantire
l'utilizzo degli esami piu efficaci (1-3); tale protocollo
deve specificare le caratteristiche di tutte le fasi del
processo analitico.

Per garantire I'appropriatezza della richiesta e la
gestione adeguata delle analisi € necessario che il
laboratorio condivida con le unita di diagnosi e cura, ed
eventualmente con altri enti esterni, i protocolli e gli
algoritmi diagnostici applicati a fronte di precisi quesiti
diagnostici e che definisca il pannello degli esami
disponibili e dei relativi tempi di refertazione (Tabella 1)
(4-7).

In funzione del modello organizzativo del laboratorio,
del “case mix’ e dellexpertise” del personale sono
percorribili due possibili iter per lo sviluppo del processo
analitico: a) in presenza di protocolli diagnostici condivisi
con il clinico sono eseguiti gli esami previsti seguendo
I'algoritmo concordato, compresi gli eventuali esami
“reflex”; b) in assenza di protocolli condivisi, gli esami
devono essere preventivamente concordati con il
laboratorio. La prosecuzione delle analisi € guidata dai
risultati degli esami preliminari e dal colloquio tra clinico
e laboratorista.

I campione di LCR in laboratorio deve essere
accompagnato da una richiesta in cui siano presenti,
oltre a dati anagrafici, data, ora e sede del prelievo,
indicazioni di sospetto diagnostico, con eventuali notizie
anamnestiche, e indicazioni di una figura clinica di
riferimento (nome, telefono, indirizzo di posta elettronica)
(1-3).

Tabella 1
Esami su liquido cefalorachidiano e livelli di esecuzione

Esami di base fruibili in urgenza:
- analisi macroscopica (aspetto e colore);
- conteggio elementi nucleati totali e differenziazione morfologica;
- proteine totali e glucosio (rapporto Glu cr/GlUgiero);
- colorazione di Gram e semina su terreno di coltura;
- marcatori di emorragia sub-aracnoidea.
Esami di base non sempre fruibili in urgenza:
- lattato;
- albumina e calcolo del quoziente albuminico;
-1gG e calcolo di indice IgG ed equazione di Reiber;
- marcatori di liquorrea.
Esami di approfondimento:
- isoelettrofocalizzazione 1gG e/o indici catene leggere libere;
- indici anticorpali specifici;
- marcatori tumorali e calcolo sintesi intratecale;

- marcatori di malattie neurodegenerative.

RACCOLTA, TRATTAMENTO E
CONSERVAZIONE DEL CAMPIONE

I LCR € un campione prezioso la cui raccolta deriva
principalmente dalla rachicentesi, una procedura
invasiva che pud causare complicanze e pertanto
raramente viene ripetuta. La contaminazione ematica
legata alla puntura lombare traumatica (TLP), presente
nel 14-20% dei casi (8), rappresenta l'interferenza piu
rilevante dal punto di vista analitico, ma non deve
impedire al laboratorio di accettare comunque il
materiale e cercare di utilizzarlo al meglio (4, 7, 9). Solo
nel caso di alcuni marcatori (indici liquorali, B-amiloide) o
alcune metodiche come I“isoelettrofocusing” (IEF) o la
spettrometria di massa (“matrix assisted laser
desorption/ionization-time of flying spectrometry”,
MALDI-TOF/MS), influenzati dalla presenza di proteine
ematiche, le analisi non possono essere eseguite (8).

Raccolta del campione

La rachicentesi viene di norma eseguita al mattino (la
concentrazione di alcuni marcatori risente dei ritmi
circadiani), a digiuno, in sede lombare (L3-L5). E’
consigliato I'uso di aghi atraumatici (20-22 gauge) per il
minor rischio di complicanze (complicanza principale € la
cefalea, presente nel ~12% dei casi pur utilizzando aghi
atraumatici) (8). Il LCR deve essere raccolto in quantita
adeguata al numero e tipo di analisi che si prevede di
eseguire ed & buona norma raccoglierlo in 3-4 provette
consecutive (2). Si raccomanda di utilizzare la prima
provetta per 'esame biochimico, la seconda per 'esame
microbiologico e le ultime per I'esame citometrico e
'eventuale stoccaggio; se fosse disponibile un’unica
provetta verra seguito il seguente ordine di priorita:
esame microbiologico se richiesto, esame citometrico,
esame biochimico, aliquota per stoccaggio.

In caso di TLP o sospetto di emorragia
subaracnoidea (ESA), il LCR deve essere raccolto in tre
provette consecutive numerate (4). Le analisi in caso di
TLP devono essere effettuate sulla terza provetta, la
meno inquinata. E consigliabile la raccolta di volumi di
LCR variabili tra 6 e 12 mL (1, 2, 4, 7, 8). Poiché la
concentrazione delle proteine di provenienza ematica
aumenta lungo la via di scorrimento (gradiente rostro-
caudale), con concentrazioni piu basse nel LCR
ventricolare rispetto al LCR lombare (10, 11), bassi
volumi riflettono la concentrazione del LCR lombare e
alti volumi quella del LCR spinale, rostrale fino a quello
ventricolare (8).

I LCR deve essere raccolto in provette di
polipropilene sterili, per evitare I'adesione delle cellule e
delle proteine alle pareti (1, 2, 5, 12); materiali diversi
influenzano la concentrazione di alcune proteine (B-
amiloide, proteina tau) (6, 8). Non devono essere
utilizzate provette di vetro non-siliconato poiché
favoriscono I'adesione cellulare, soprattutto dei monociti
(7, 8).

Il campione di LCR deve essere accompagnato da
almeno una provetta di siero e/o plasma (1, 2, 4, 5, 7, 8).
In caso di utilizzo di plasma & preferibile 'uso di plasma-
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EDTA (8). Il campione di siero/plasma non deve essere
emolisato o fortemente lipemico (8).

Trasporto, consegna e gestione del campione

| campioni, trasportati a temperatura ambiente per
evitare I'eventuale inibizione della crescita di alcuni
microrganismi patogeni, devono pervenire rapidamente
in laboratorio ed essere processati entro un’ora dalla
raccolta, per minimizzare i processi di degenerazione
cellulare (1, 2, 8).

I LCR va centrifugato a 400g per 10 min a
temperatura ambiente (2000g, se non & necessario
conservare lintegrita cellulare); per alcuni analiti (-
amiloide) é consigliata la centrifugazione a 3-5 °C (8).

Aliquotazione e conservazione

Se non analizzato immediatamente, I LCR pud
essere mantenuto per brevi periodi a 4-8 °C e a -80 °C
per lungo termine. Per I'analisi microbiologica, ricerche
con tecniche di biologia molecolare, ricerche di antigeni
e anticorpi puo essere conservato a 4-8 °C per 24-48 ore
(5). Per aliquotarlo sono consigliabili provette in
polipropilene sterili da 1-2 mL con tappo a vite; si
consiglia di preparare almeno due aliquote di LCR e di
siero, meglio un numero maggiore, per non essere
costretti a cicli di congelamento e scongelamento
ripetuti. Le provette, identificate con etichette resistenti
allacqua e alle basse temperature (-80 °C), devono
avere un riempimento >75% per prevenire il
crioessicamento. La temperatura di conservazione
dipende dagli analiti da ricercare. Le immunoglobuline
(lg) possono essere misurate a distanza di molti anni
dopo conservazione a -20 °C; molte altre proteine, se
non analizzate entro 2 mesi, necessitano di una
temperatura di conservazione di -80 °C. Onde
assicurare la stabilita di tutti i marcatori & consigliata la
temperatura di conservazione di -80 °C (3, 12).

L'ANALISI BIOCHIMICA DI BASE

Per un corretto inquadramento clinico & consigliabile
che I'esame biochimico di base, associato all’analisi
della cellularita, preceda sempre ulteriori indagini,
indipendentemente dal sospetto diagnostico. Questa
analisi comprende le determinazioni di glucosio, lattato,
proteine totali, albumina e Ig.

Il glucosio rappresenta la maggiore sorgente di
energia per il tessuto nervoso; il suo superamento della
barriera ematoencefalica (BEE) avviene mediante un
sistema di trasporto attivo. La concentrazione di glucosio
liquorale (glicorrachia) & direttamente proporzionale a
quella ematica e una sua corretta valutazione richiede la
determinazione contemporanea dell’'analita nel LCR e
nel siero con il calcolo del rapporto LCR/siero (Qglu). La
concentrazione di glucosio nel LCR & 50-60% dei valori
sierici (13) e un Qglu <0,4-0,5 € considerato patologico
(14). Valori elevati di glicorrachia sono presenti nei
diabetici, mentre concentrazioni ridotte (esclusa la
condizione d’ipoglicemia) sono dovute a ostruzioni del
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flusso (tumori spinali), a consumo (meningiti batteriche,
neoplastiche ed ESA) e a ischemia cerebrale. In rari
casi, una bassa glicorrachia pud essere causata da
un’alterazione genetica a carico del trasportatore di
glucosio (sindrome da deficienza di GLUT-1 o malattia di
De Vivo) (15).

Il lattato origina dal metabolismo del glucosio in
condizioni anaerobiche e viene prodotto dalla normale
attivita metabolica cerebrale. Non attraversa la BEE;
pertanto la sua concentrazione nel LCR ¢ indipendente
dalla concentrazione plasmatica (16). | livelli di lattato nel
LCR correlano in maniera inversamente proporzionale ai
valori di Qglu. Valori elevati si osservano nella meningite
batterica (diagnosi differenziale con la meningite virale),
nellESA, nelle carcinomatosi meningee, nell'ictus e
nelle encefalopatie mitocondriali (17).

La concentrazione di proteine totali (protidorrachia) e
albumina nel LCR dipende principalmente dalla
concentrazione proteica sierica e dalla funzionalita della
barriera ematoliquorale (BEL) e della BEE. Il contenuto
proteico del LCR ¢ fisiologicamente compreso fra 0,20-
0,45 g/L contro i 60-80 g/L del siero. La protidorrachia
varia con l'eta ed € particolarmente elevata nel neonato
e nellanziano (5). Valori elevati si osservano nelle
meningiti batteriche: una concentrazione >1,5 g/L &
specifica al 99%, anche se poco sensibile (55%) (18).
Alte concentrazioni si riscontrano nelle infezioni da
criptococco (0,3-3,1 g/L), da micobatteri tubercolari (0,2-
1,5 g/L) e nelle neuroborreliosi (19, 20). Nelle infezioni
virali le proteine liquorali sono aumentate in maniera
modesta, con concentrazioni <0,95 g/L (20) e nelle
encefaliti da herpes simplex rimangono nei limiti
fisiologici durante la prima settimana di malattia (21).
Valori elevati di protidorrachia possono essere presenti
anche in patologie non infettive (ESA, vasculite del SNC)
e tumorali, primitive e metastatiche (22). Un aumento di
protidorrachia con un normale conteggio cellulare
(dissociazione albumino-citologica) si ritrova nelle
polineuropatie demielinizzanti acute e croniche, come la
sindrome di Guillain-Barre (23, 24).

L'albumina sintetizzata esclusivamente a livello
epatico deriva completamente dal plasma e costituisce
~57 % delle proteine liquorali. Il rapporto fra albumina
liquorale e sierica costituisce il Qalb, che fornisce
indicazioni sull'integrita della BEL (25). Il Qalb presenta
il vantaggio di essere indipendente dai metodi di misura
e consente l'uso degli stessi valori di riferimento (26, 27).

Le immunoglobuline (IgG, IgA, IgM) nel LCR sono di
provenienza plasmatica, ma in alcune patologie possono
essere prodotte a livello intratecale, evidenziando
un’attivazione immunologica del SNC. Un incremento
della concentrazione di Ig nel LCR pud essere ricondotto
a varie cause: ipergammaglobulinemia, danno della
BEL, alterato flusso liquorale, sintesi intratecale (SI)
(28). Per tale motivo la sola determinazione delle Ig
liquorali non & sufficiente, ma & necessario identificare
anche la quota di SI. Si raccomanda di determinare
albumina e IgG, sieriche e liquorali, con lo stesso
metodo, possibilmente su calibrazione liquorale diluendo
il siero e nella stessa seduta analitica (29). Per la
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determinazione quantitativa si utilizzano gli indici
liquorali, IgG index ed equazione iperbolica di Reiber per
IgG, IgA e IgM.

| metodi di analisi e i rispettivi intervalli di riferimento
dei parametri biochimici di base sono riportati nella
Tabella 2. L'imprecisione delle metodiche deve essere
monitorata mediante un programma di CQIl, la loro
accuratezza mediante adesione a programmi di VEQ.
Non esistono traguardi analitici per gli analiti liquorali,
basati sulla variabilita biologica; esistono solo specifiche
di qualita basate su raccomandazioni di gruppi
professionali o su norme statali, come quelle del “Royal
College of Pathologist of Australasia” (Tabella 3) e del
Rilibdk (“‘Richtlinien der Bundesartztekammer” - Linee
guida del comitato della Federazione medica tedesca),
che propongono come traguardo un errore totale
variabile in base all’analita compreso tra 5% e 20% (30).

LE CELLULE NEL LCR

Esame citometrico

L'esame citometrico consiste nel conteggio delle
cellule (EN) e delle emazie (RBC) presenti nel LCR e

Tabella 2

nella differenziazione degli EN in funzione delle
caratteristiche morfologiche. Esso & fondamentale per
'inquadramento  diagnostico, poiché un’alterata
cellularitd &€ sempre indicativa di un processo patologico
in atto. La cellularita fisiologica nell’adulto &€ <5 EN/uL e
<5 RBC/uL (2); i valori variano in eta neonatale e
pediatrica (Tabella 4).

Il metodo in microscopia ottica (MO) con camera di
conta rappresenta il metodo di riferimento per il
conteggio delle cellule nel LCR e la loro differenziazione
(2, 3, 31). | suoi limiti sono I'elevata imprecisione, la
variabilita intra- e inter-operatore, la necessita di
personale altamente qualificato e il tempo necessario
(32-36). | fattori che possono influire sulla qualita
analitica sono il tipo di camera di conta (per il conteggio
a bassa cellularitd sono adeguate le camere di Fuchs
Rosenthal, di Nageotte e di Neubauer), il fattore di
diluizione del LCR con opportuno colorante (liquido di
Turk) e le modalita di esecuzione del conteggio.

Per il conteggio delle cellule liquorali in automazione
sono utilizzati gli analizzatori automatici impiegati per
'analisi citometrica di sangue e urine (32-42).
L'automazione dellesame ha vantaggi di rapidita e
standardizzazione, ma presenta limiti di accuratezza e

Parametri biochimici di base determinati nel liquido cefalorachidiano (LCR): metodi e intervalli di riferimento

Analita Metodo Intervallo di riferimento
Glucosio Enzimatico-colorimetrici (glucosio Qg 0,5-0,6
ossidasi/perossidasi o esochinasi)
Lattato Enzimatico-colorimetrico Adulti: 25-31 mg/dL (2,77-3,44 mmol/L)

perossidasi/lattato ossidasi

Proteine totali
Coomassie;

Colorimetrici: rosso Ponceau S, blu di

Bambini: 10-25 mg/dL (1,11-2,77 mmol/L)

0,20-0,45 g/L

Immunoturbidimetrici o immunonefelometrici:
Acido tricloroacetico, acido solfosalicilico,

cloruro di benzetonio

Albumina
immunonefelometrici

Immunoglobuline

Immunoturbidimetrici o

Immunoturbidimetrici o
immunonefelometrici®

Qap (Alb cr/Albgiero x 10%)
>15 anni: <5,0
>40 anni: <6,5
>60 anni: <8,0

Rapporto LCR/siero
IgG: 1/400
IgA: 1/800
IgM: 1/3400

*A causa delle basse concentrazioni nel LCR di IgA e IgM sono necessari metodi immunonefelometrici o immunoturbidimetrici con

sensibilita amplificata da particelle di lattice.

Tabella 3

Traguardi analitici (errore totale ammissibile) per gli analiti liquorali stabiliti dal “Royal College of Pathologist of Australasia”

Analita Traguardo per valori bassi Traguardo per valori alti
Glucosio +0,2 mmol/L (£2,0 mmol/L) +10% (>2,0 mmol/L)
Lattato +0,3 mmol/L (3,0 mmol/L) +10% (>3,0 mmol/L)
Proteine totali +0,02 g/L (0,45 g/L) +5% (>0,45 g/L)
Albumina 40,02 g/L (20,45 g/L) +20% (>0,45 g/L)

19G 10,02 g/L (20,1 g/L) +20% (>0,1 g/L)
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Tabella 4

Intervalli di riferimento per la cellularita nel liquido cefalorachidiano. Adattato da rif. 2

Emazie (RBC)
- nei neonati pretermine
- nei neonati fino a una settimana

- nei neonati fino a 3 mesi di vita

- nel resto della popolazione (neonati con eta >3 mesi, soggetti in eta pediatrica e adulti)

Elementi nucleati (EN) totali
- nei neonatida 0 a 1 mese
- nei soggetti in eta pediatrica da 2 mesi a 16 anni
- nei soggetti adulti

Differenziazione EN neonati
- linfociti
- monociti
- istiociti
- neutrofili
- cellule neuroectoderma

Differenziazione EN adulti
- linfociti
- monociti
- istiociti
- neutrofili

- cellule neuroectoderma

<1000 RBC/uL
<800 RBC/uL
<50 RBC/uL
<5 RBC/uL

<27 ENJuL
<7 ENjuL
<5 EN/uL

2-38%
50-94%
1-9%
0-8%

rare

63-99%
3-37%
rari
0-2%

rare
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sensibilita al valore soglia di positivita. Nella Tabella 5
sono riportate le caratteristiche strumentali delle
tecnologie piu diffuse.

Il miglioramento nella precisione del conteggio di
RBC a soglie di 1000/uL ha permesso di rivalutarne il
ruolo diagnostico soprattutto per il calcolo reale degli EN
in caso di TLP. La formula per calcolare la
contaminazione ¢€ la seguente:

WBCaggiunti = WBCsangue/RBCsangue X RBCquuorﬂ dove
WBC indica il numero dei leucociti.

Il principale vantaggio degli emocitometri & la
possibilita di ottenere la differenziazione delle cellule.

| sistemi che coniugano la citofluorimetria con
l'utilizzo di anticorpi monoclonali marcati permettono
un’accurata differenziazione delle cellule e forniscono
informazioni sulle sottopopolazioni di mononucleati (38,
39). | citofluorimetri a flusso in uso per la valutazione
degli elementi corpuscolati nelle urine possono fornire il
conteggio di RBC ed EN, un’indicazione qualitativa di
quest’ultimi e un conteggio diretto dei batteri
eventualmente presenti (43). | sistemi di microscopia
urinaria automatizzata, oltre al conteggio delle cellule,
possono fornire una parziale differenziazione degli EN
(40, 42); 'applicazione di questi sistemi attualmente non
trova pero ampia diffusione.

Qualora la strumentazione disponibile non sia
dichiarata idonea dal produttore per le specifiche di
sensibilita e accuratezza richieste per la citometria
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liquorale, pud essere comunque utilizzata a fronte di un
percorso di validazione sviluppato dal laboratorio (2). Lo
specialista di laboratorio deve documentare le regole di
accettazione/validazione del conteggio automatizzato,
prevedendo le eventuali ripetizioni e gli esami “reflex”,
come la revisione microscopica.

Esame citologico

L’esame citologico liquorale consiste
nell'identificazione delle cellule secondo criteri
morfologici mediante lettura al microscopio di vetrini
opportunamente colorati (May Grunwald-Giemsa). La
tecnica piu utilizzata per la preparazione delle cellule da
analizzare € la citocentrifugazione, con o senza pre-
arricchimento del campione (5, 44). Il pre-arricchimento,
che consiste nel centrifugare il campione a bassa
velocita, prelevarne il sovranatante conservandolo per le
altre indagini non cellulari e risospenderne il fondello,
permette di concentrare gli elementi corpuscolati del
campione, ma pud contribuire al danneggiamento delle
cellule.

L'analisi citologica contribuisce al processo
diagnostico in molte patologie neurologiche e nelle
carcinomatosi leptomeningee ne costituisce il cardine (5,
45). L'esame citologico &€ sempre indicato quando si
riscontra una pleiocitosi, quando si sospetta un’'ESA o
nel sospetto di una disseminazione neoplastica (45).
Non esiste un consenso sulla classificazione delle




DOCUMENTS DOCUMENTI
Tabella 5
Strumentazioni disponibili per i conteggi cellulari nel liquido cefalorachidiano in automazione e loro caratteristiche funzionali
Coulter Siemens Sysmex  Sysmex  Sysmex Abott Horiba Mindray UF-1000i Iris
serie LH Advia XE-2100 XE-5000 serie XN CellDyn ABX BC-6800 1Q200
DxH800 120/2120i Sapphyre Pentra
“Software” Sl SI NO SI Sl NO NO NO NO Si
dedicato
Approvazione Sl Sl Sl Sl Sl NO NO NO NO NO
FDA
Preparazione NO Sl NO NO NO ? ? ? NO Sl
campione
Preparazione LH SI Sl Sl NO NO Sl Sl Sl Sl Sl
strumento DxH800 NO
cal Sl Sl Sl Sl Sl NO NO NO NO Sl
(obbligato)
Referto SI SI NO SI Sl NO NO NO NO Si
dedicato
Reattivi NO Sl NO NO NO NO NO NO NO NO
dedicati
Sensibilita EN=200 EN=10 EN=30 EN=10 EN=5 EN=50 ? ? EN<3 EN=35
funzionale (LH serie) RBC=10 RBC? RBC=600 RBC=3000 RBC ? RBC=342
(cellule/uL) EN=20
(DxH800)
RBC=1000
Differenziazione NO SI:PMN  SI: NEUT, SI:PMN, SI:NEUT, Parziale Sl:PMN, NO NO Parziale
cellulare MN, NEUT, LINF, EOS MN, EOS, LINF, MO, MN
LINF, MO, HF-BF EOS, HF-
EOS BF
Riferimento 155 35 37 156 157 158,159 160 161 43, 162 40, 42
bibliografico

FDA, “Food and drug administration”; PMN, polimorfonucleati; MN, mononucleati; NEUT, neutrofili; LINF, linfociti; MO, monociti;
EOS, eosinofili; HF-BF, “high fluorescent-body fluid cells”.

cellule presenti nel LCR, ma esistono linee guida

emesse da diverse societa (5, 44, 46) o indicazioni in

manuali dedicati (41). La classificazione delle cellule

prevede lidentificazione di:

- leucociti: granulociti neutrofili, eosinofili, elementi
delle serie istiomonocitoide, monociti attivati, cellule
in fagocitosi (eritrofagi, siderofagi, lipofagi, ecc.),
linfociti, linfociti attivati, plasmacellule, altre cellule
(forme immature);

- elementi epiteliali che tappezzano gli spazi
subaracnoidei e condrociti (da rachicentesi
traumatica); anche se sono reperti non patologici
devono essere descritti nel referto;

- cellule tumorali presenti o sospette: da segnalare
sempre, anche se non previste nel sospetto
diagnostico. Il tipo di tumore puo essere difficilmente
identificato su semplici basi morfologiche, € sempre
necessaria un’analisi immunocitochimica.

La lettura del vetrino permette di valutare la
percentuale di ciascun tipo cellulare; associando i dati
qualitativi con i dati quantitativi forniti dalla citometria si
completa il quadro citologico (Tabella 6). La presenza di
eritrofagi e siderofagi & indicativa di ESA; i primi
compaiono 12-18 ore dopo I'evento emorragico, i
secondi 1-2 giorni dopo, con persistenza per ~2

settimane. | lipofagi sono indice di distruzione del tessuto
nervoso. | macrofagi senza materiale intracellulare
identificabile sono reperti infammatori aspecifici.

LA VALUTAZIONE DEL PROCESSO
INFIAMMATORIO DEL SNC

La letteratura recente sostiene con sempre maggiori
evidenze che il processo infiammatorio del SNC e
presente praticamente in tutte le malattie neurologiche
(47, 48). | piu comuni parametri utilizzati per la
valutazione dell’inflammazione del SNC sono:

- aumento del Qalb;

- aumento della cellularita;

- aumento della Sl di Ig valutata con metodi quantitativi
(indice Ig e funzione iperbolica, indici catene leggere
libere) oppure mediante analisi qualitative che
dimostrano la presenza di bande oligoclonali (BO).

Quoziente albuminico

L'aumento del Qalb € il parametro biochimico
riconosciuto per diagnosticare il danno di barriera,
sempre presente nelle malattie infiammatorie del SNC.
Per la diagnosi di processo infiammatorio il Qalb &
tuttavia relativamente specifico e sensibile: infatti, &
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Tabella 6
Sospetto diagnostico sulla base dell’esame cellulare del liquido cefalorachidiano

Pleiocitosi Tipo di cellule prevalenti Sospetto diagnostico

Molto elevata Granulociti neutrofili Meningite batterica

Elevata Elementi mononucleati Meningite/encefalite virale

Moderata Elementi mononucleati Patologia inflammatoria non infettiva del
sistema nervoso centrale

Presente Presenza di polimorfonucleati eosinofili Infezione da parassiti, patologia tumorale,

reazione a farmaci o all’applicazione di
dispositivi come “shunt” ventricolo-
peritoneali

244

sempre aumentato nelle meningiti, nelle encefaliti e
poliradicolonevriti, ma pud aumentare anche in processi
non infiammatori, come tumori ed ESA. Nella sclerosi
multipla (SM), che € la malattia infiammatoria piu diffusa
del SNC, il Qalb & tuttavia quasi sempre nei limiti
fisiologici (25).

Sintesi intratecale

Con il termine Sl ci si riferisce a qualsiasi condizione
comporti una sintesi di una determinata proteina a livello
del SNC. Tuttavia, delle molte proteine di cui & stata
riportata Sl, solo la sintesi di IgG riveste attualmente un
importante ruolo diagnostico nelle patologie del SNC. La
produzione anomala di IgG puo essere valutata con:

- indice IgG (noto come indice di Link) (49);
- funzione iperbolica (nota come funzione di Reiber)

(50).

L'Indice 1gG ¢ il piu utilizzato in quanto semplice da
calcolare; € dato dal rapporto tra quoziente di IgG (QIgG)
e Qalb. E un numero adimensionale, patologico per
valori >0,7. Un incremento dell’indice IgG € riscontrabile
nel 70-90% dei pazienti con SM, anche se tale
alterazione non ¢ specifica della malattia.

Il secondo approccio quantitativo si basa sull’'uso di
grafici in cui i valori di Qalb e QIgG, che si trovano
rispettivamente sulle ascisse e sulle ordinate, servono
come coordinate per individuare il punto del grafico in cui
si posiziona il campione in esame. Il grafico e
caratterizzato da una linea discriminante calcolata
sperimentalmente dall’analisi di numerosi campioni con
danno di barriera senza Sl di lg, detta quoziente limite
(QLim): se il punto del campione si posiziona al di sopra
di tale linea & presente Sl (Figura 1). Il grafico di Reiber
e stato interpretato matematicamente e la linea
trasformata in una funzione iperbolica che discrimina la
concentrazione di Ig presenti per semplice diffusione da
quelle di sintesi locale. La funzione iperbolica ha la
stessa sensibilita dell'indice IgG, ma & piu specifica
perché, non essendo lineare, corregge le sovrastime
presenti in caso di danno di barriera. La funzione
iperbolica ha delle costanti e delle variabili che sono
caratteristiche di ogni proteina considerata, cosi si
hanno formule specifiche per IgG, IgA e IgM (50).

La determinazione delle catene leggere libere,
espressa come indice catene leggere libere k e indice
catene leggere libere A, rappresenta un promettente
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Figura 1

Grafico di Reiber. Se il punto ricavato dai dati del paziente cade
sopra la linea del quoziente limite (QLim), & presente sintesi
intratecale (Sl). La parte del grafico contrassegnata dal numero
1 corrisponde all’area di normalita; I'area 2 caratterizza il danno
di barriera senza Sl (ad es., meningite batterica). Le aree di S|
sono invece quelle contrassegnate dai numeri 4 - quando cioe il
punto si trova al di sopra della linea per valori di QAIb <8
(assenza di danno di barriera) - e 3 - quando si trova al di sopra
della linea con valori di QAIb >8. Se le coordinate (QAIb e QIgG)
individuano un punto in area 5, € possibile che si sia verificato un
errore nel dosaggio di uno dei 4 parametri.

marcatore quantitativo di SI. Sono stati pubblicati lavori
che utilizzano nuovi anticorpi altamente specifici per la
frazione libera delle catene leggere: gli autori concordano
per una sensibilita dell'analisi analoga a quella della
ricerca di BO. Alcuni riportano una specificita del 86% e
una sensibilita del 96% per la diagnosi di SM (51); altri,
valori di 91% e 95%, rispettivamente (52). La maggior
parte degli autori ha ricercato principalmente le catene x,
sintetizzate piu frequentemente nel SNC (51-54); altri
hanno dosato sia k che & (55, 56). L'uso combinato degli
indici k e L aumenta la sensibilita diagnostica (57). A oggi
una prevalente sintesi di catene leggere libere k 0 A non
¢ stata correlata ad alcuna patologia specifica.

| metodi qualitativi si basano sul frazionamento delle
IgG del LCR e del siero dello stesso paziente in base al
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loro pl. Il confronto dei due tracciati elettroforetici
permette di evidenziare eventuali IgG nel LCR del
pazienti che non sono presenti nel suo stesso siero.
Questa analisi € il metodo di riferimento per la diagnosi di
un processo infiammatorio del SNC. Le IgG di SI
appaiono come BO all'indagine di tipo elettroforetico.

La tecnica piu sensibile e specifica per la rivelazione
delle BO é I'lEF seguita da rivelazione immunologica con
anticorpo anti-IgG (“immunoblotting” o immunofissazione)
coniugato con enzima (5, 58). Di tale tecnica esistono
diversi metodi sia messi a punto nei laboratori di ricerca
sia commerciali. L'esperienza dell'operatore &
assolutamente centrale sia in fase analitica sia
interpretativa; possono infatti essere presenti artefatti,
dovuti alla non uniforme stratificazione degli anfoliti
trasportatori (anfoline) nel gel, che simulano la presenza
di BO speculari su LCR e siero, che si ripetono alla
stessa altezza in tutto il gel. Per il loro riconoscimento &
preferibile utilizzare gel con non meno di 3 campioni e un
controllo negativo (oltre al controllo positivo). In presenza
di risultati incerti, dovuti a elevato segnale di fondo delle
IgG policlonali, & possibile utilizzare antisieri anti-k e anti-
L anziché anti-IgG (59).

Nonostante I'elevata sensibilita, la presenza delle BO
non & specifica per alcuna malattia del SNC. Infatti le BO
sono presenti nel 90-95% dei casi di neurosifilide (60), nel
5-50% dei casi di meningite (61), oltre che in malattie
autoimmuni come il lupus eritematoso sistemico, la
sindrome di Sjogren o nelle sindromi paraneoplastiche
(62, 63).

Anche se recentemente esclusa dai principali criteri
diagnostici, la presenza di BO nel LCR & di sicuro ausilio
nella diagnosi di SM (64, 65). Dibattuto & invece |l
significato diagnostico e prognostico del numero di bande
osservate. Alcuni autori indicano che I'assenza (o il basso
numero) di bande sia associata a una prognosi piu
favorevole (66, 67), mentre altri non hanno confermato
tale ipotesi (68, 69). Secondo i dati di un recente studio,
la positivita alle BO & associata a una prognosi a lungo
termine peggiore (66). Il numero di BO osservate dipende
dalla sensibilita del metodo e dall’esperienza
dell’operatore e non € un valido criterio diagnostico.

La presenza di una singola banda nel LCR & di
incerto significato. Tale condizione & stata osservata in
corso di sindromi cliniche isolate (“clinically isolated
syndrome”, CIS) in seguito evolute verso forme definite di

Tabella 7

SM, che mostravano presenza di BO a una seconda
rachicentesi (70). Questo profilo & stato perd riscontrato
anche in pazienti con neuro-lupus, encefaliti
paraneoplastiche, neuropatie periferiche o linfomi.

Si ritiene utile al processo diagnostico anche la
segnalazione di una singola banda liquorale: tale reperto
di inequivocabile S| non & tuttavia sufficiente per
diagnosticare una reazione oligoclonale. Ad oggi la
maggior parte degli studi ha mostrato una stabilita del
profilo delle BO nel tempo (71, 72). Lintroduzione di
nuove terapie immunomodulanti nel trattamento di SM
potrebbe cambiare questo aspetto; recentemente & stata
descritta la scomparsa di bande BO in ~20% dei pazienti
in seguito a trattamento con natalizumab (73).

In assenza di materiali commerciali per CQI, si
possono selezionare controlli positivi e negativi da
materiale gia analizzato, aliquotato e conservato a -80 °C.
La partecipazione a programmi di VEQ nazionali e
internazionali & indispensabile per valutare e validare le
prestazioni di qualunque metodica si scelga di utilizzare.

Nella refertazione dell’analisi qualitativa €
fondamentale riportare: commento interpretativo
(presenzal/assenza di reazione oligoclonale); il profilo
rilevato [i profili possibili per consenso internazionale
sono 5 (25, 65)], la segnalazione di eventuale singola
banda liquorale indicando “positivo per Sl, ma negativo
per reazione oligoclonale”.

Diverse malattie neurodegenerative presentano un
alterato quadro infammatorio: da qui la ricerca di nuovi
marcatori liquorali e sierici per il loro monitoraggio.
L'utilita di questi nuovi marcatori dovra essere confermata
in futuro, circoscrivendoli a specifiche patologie del SNC.
(Tabella 7).

LA DIAGNOSI DI EMORRAGIA SUBARACNOIDEA

L'ESA & un evento clinico iperacuto dovuto a
invasione di sangue negli spazi subaracnoidei, per
cause “spontanee” (da rottura di aneurismi delle arterie
intracraniche), traumatiche o complicanze
neurochirurgiche. E’ spesso fatale, con mortalita >40%.
Sono frequenti gli episodi di “cefalea-sentinella” con
concomitante microsanguinamento.

L'esame di riferimento per la diagnosi di ESA ¢ la
tomografia assiale computerizzata (TAC) senza
contrasto. Nel 10% di pazienti la TAC non evidenzia
raccolte di sangue nelle cisterne e negli spazi

Nuovi potenziali marcatori d’infammazione specifici per patologia neurologica

Malattia

Mediatori infiammazione

Riferimenti bibliografici

Malattia di Alzheimer
IL-1B e IL-6

Morbo di Parkinson
Sclerosi multipla

Sclerosi laterale amiotrofica

MHC di classe Il, Cox-2, MCP-1, TNF-qa,,

ROS, NO, TNF-a e IL-1B
IL-13, TNF-a., IL-17 e IL-6
ROS, Cox-2, IL-13, TNF-a, IL-6 e MCP-1

47,163, 164

47,165
47, 166, 167
47,167, 168

MCH, “major histocompatibility complex” o complesso maggiore di istocompatibilita; Cox-2, cicloossigenasi-2; MCP-1, “monocyte
chemoattractant protein-1”; TNF-o, “tumor necrosis factor-a”; IL-1B, interleuchina-18; IL-6, interleuchina 6; ROS, specie reattive

dell'ossigeno; NO, monossido di azoto; IL-17, interleuchina 17.
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subaracnoidei e I'esame del LCR pud essere
diagnostico. Per discriminare tra TLP ed ESA i neurologi
ritengono estremamente affidabile il metodo della
raccolta di LCR frazionata in 3 provette successive. Nel
primo caso, il LCR si schiarisce dalla prima alla terza
provetta e dopo centrifugazione appare limpido e
incolore; nel secondo caso, il colore ematico permane
anche dopo centrifugazione. L’emoglobina rilasciata
dalle RBC dopo 12 ore viene convertita dai macrofagi in
bilirubina, processo che avviene solo in vivo. La
bilirubina determina la xantocromia del LCR, che pud
persistere fino a 3 settimane dall’evento nel 70% dei
pazienti, periodo nel quale la TAC perde sensibilita (74).
E’ possibile fare diagnosi anche mediante ispezione
visiva del LCR: alcuni studi hanno valutato questo
criterio diagnostico dopo la formazione del personale
addetto (75). Nel corso di ESA, i macrofagi fagocitano le
emazie trasformandosi in eritrofagi; dopo la digestione
del’emoglobina si osservano nel citoplasma granuli di
ferro e i macrofagi si trasformano in siderofagi,
patognomonici di ESA.

La spettrofotometria del LCR € I'esame di riferimento
per la diagnosi di ESA (9, 76). Nelle prime ore dopo
I'emorragia si ricerca nel LCR la presenza di emoglobina
e dopo 12 ore si determina la bilirubina, con picchi di
assorbimento rispettivamente a 415 e 440-460 nm.
Questo esame, introdotto quando lo spettrofotometro
era presente in ogni laboratorio, attualmente & spesso di
difficile esecuzione per la mancanza di questo strumento
nei moderni laboratori (77). Secondo le recenti linee
guida inglesi la spettrofotometria del LCR & un’analisi
obbligatoria per i laboratori che sono tenuti a fare
diagnosi di ESA (78). Recenti lavori dimostrano
I'affidabilita della ricerca della bilirubina con strumenti
automatici (79, 80).

LA DIAGNOSI DI LIQUORREA

Per liquorrea s’intende perdita di LCR da cavita
corporee naturali, come la cavita nasale (rinoliquorrea) o
quella auricolare (otoliquorrea), oppure artificiali, come
nel caso di perdita da ferita chirurgica. Le cause possono
essere post-traumatiche, post-infettive, erosioni da tumori
e post chirurgiche. E’ una condizione critica perché
comporta un elevato rischio di infezioni nel SNC con alto
rischio di morbilita e mortalita.

Il piu semplice esame di laboratorio proposto per
diagnosticare una rinoliquorrea ¢ il dosaggio del glucosio:
un valore <10 mg/dL permette di escludere la presenza di
LCR (81). La diagnostica piu recente ricerca nel liquido in
esame due proteine liquorali: I'isoforma asialilata della
transferrina (Tf), presente nel LCR e assente nel siero, e
la “B-trace protein” presente nel LCR in concentrazione
30-40 volte superiore rispetto al siero.

Il LCR nelle perdite da ferita & spesso commisto a
sangue, pertanto la glicemia alzando il valore del glucosio
non consente di utilizzarlo come marcatore. Un’eventuale
commistione di secrezioni mucose nelle rinoliquorree pud
rendere il campione poco maneggevole. Nella maggior
parte dei casi il materiale da analizzare € molto scarso.
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Isoforme della transferrina

La Tf € una glicoproteina a elevata eterogeneita per la
struttura primaria e la diversa composizione delle catene
glicaniche a essa legate (82). Nel sangue prevale la
tetrasialo-Tf; nel LCR, accanto alla tetrasialo-Tf di
derivazione ematica, & presente l'asialo-Tf (un tempo
chiamata B,-Tf), prodotto di sintesi degli oligodendrociti
(82, 83). Le isoforme della Tf vengono separate con
metodi elettroforetici: ogni corsa deve includere con i
liquidi da analizzare, un LCR come controllo positivo e un
siero come controllo negativo. Il metodo di riferimento per
I'analisi delle glicoforme della Tf nei liquidi biologici & I'lEF
seguito da “immunoblotting” della Tf; con questo metodo
si separano in modo netto tutte le isoforme della Tf e 'uso
di anticorpi coniugati assicura la massima sensibilita e
specificita. Il metodo, € complesso richiede personale
specializzato e non permette di risolvere in tempi brevi un
importante quesito diagnostico (26, 84).

Un approccio analitico piu semplice e praticabile in
tempi brevi € limmunofissazione della Tf dopo
elettroforesi in gel di agarosio. Il profilo
immunoelettroforetico nel siero evidenzia la banda della
tetrasialo-Tf, mentre nel LCR si separano due bande, la
tetrasialo-Tf in posizione anodica e [l'asialo-Tf in
posizione piu catodica. Confrontando il quadro del liquido
biologico con quello dei controlli (LCR e siero) si pud
confermare o escludere la condizione di liquorrea (85).
Con separazione elettroforetica ad altissima risoluzione e
immunofissazione con antisiero anti-Tf coniugato con
perossidasi, nel profilo immunoelettroforetico si
evidenziano 5-6 glicoforme: nel siero pentasialo-Tf,
tetrasialo-Tf e trisialo-Tf; nel LCR anche le glicoforme
catodiche a ridotta sialilazione, disialo-Tf e asialo-Tf (86).
L’analisi richiede un volume minimo di campione di 10 uL
e si completa in meno di tre ore. La contaminazione
ematica non ostacola linterpretazione dell'analisi per
tracce di LCR fino al 5% del volume del liquido (87).

“B-Trace protein”

La “B-trace protein”, cosi definita per la posizione che
assume nella migrazione in elettroforesi zonale, € una
glicoproteina di ~27 kDa a singola catena polipeptidica
con attivita enzimatica prostaglandina D-sintetasi. | luoghi
di sintesi sono I'epitelio dei plessi corioidei e le
leptomeningi nel SNC, le cellule di Leydig e I'epididimo
nel resto del corpo. Per la misura quantitativa della “B-
trace protein” sono disponibili metodi analitici
automatizzati su strumentazione nefelometrica. L'elevata
sensibilita analitica permette di valutare la
contaminazione di LCR nei liquidi fino al 1-2%. Il valore
soglia proposto per diagnosticare una liquorrea ¢ >1,31
mg/L. Nel caso di secrezioni molto viscose o scarse &
consigliabile eseguire una prediluizione manuale 1:100
del campione (87, 88).

GLI INDICI ANTICORPALI SPECIFICI

Gli anticorpi specifici presenti nel LCR seguono le
stesse regole di passaggio delle BEL della classe di Ig
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cui appartengono (89). La concentrazione di un
anticorpo specifico liquorale dipende quindi dalla sua
concentrazione nel siero, dalla sua classe di Ig e dallo
stato di integrita della BEL del paziente. La presenza di
un determinato anticorpo nel LCR & quindi obbligatoria
se ne € documentata la presenza nel siero: nel caso in
cui nel LCR dello stesso paziente risultasse non
misurabile, la causa deve essere attribuita unicamente
all'insufficiente sensibilita del metodo usato. Se la
concentrazione di uno specifico anticorpo nel LCR
supera quella prevista per semplice passaggio
caratteristica della sua classe di lg, si pud affermare che
€ presente una Sl dello stesso che, nel caso di anticorpi
diretti contro agenti infettivi, documenta indirettamente
un’avvenuta infezione cerebrale (90).

La risposta analitica si esprime come indice
anticorpale specifico [“antibody index” (Al)]. Come tutti
gli indici liquorali 'Al & un rapporto tra due quozienti: il
quoziente delle misure degli anticorpi specifici su LCR e
siero diviso per il quoziente delle misure delle Ig della
classe ricercata su LCR e siero (per convenzione tutti i
risultati dei rapporti proteici LCR/siero vengono
moltiplicati per 1000):

Al = Ab specificoycgy/Ab specifico(siero)x103llg
totali cry/lg totaligex10°

Al ha valore uguale a 1 se l'anticorpo trovato &
presente per semplice passaggio (quindi negativo per
Sl), >1 se c’é SlI. Se il quoziente di Ig totali del paziente
€ superiore al suo QLim, il QLim deve essere messo al
denominatore. Non & corretto esprimere il risultato in
concentrazione liquorale e confrontarlo con un empirico
valore di soglia, perché il semplice dato liquorale non
considera tutte le variabili sopra citate; solo il calcolo
dell’Al del paziente permette di sapere con esattezza se
nel paziente in esame ci sia stata o meno S| di
quell’anticorpo specifico.

Gli anticorpi specifici IgG possono essere ricercati
anche con metodo qualitativo (“blotting” di affinita) (91,
92). Tale metodica dimostra che gli anticorpi, separati in
singole bande, sono in grado di legare gli antigeni
specifici; essendo di difficile applicabilita clinica, tale
metodica non €& perd consigliata dalle linee guida
dell’Associazione Italiana di Neuroimmunologia (AINI)
(4). L’Al ha una sensibilita paragonabile al
corrispondente metodo qualitativo. Le misure su LCR e
siero degli anticorpi specifici sono confrontate con quelle
degli anticorpi totali della stessa classe di Ig su LCR e
siero dello stesso paziente e quindi si ottiene una misura
diretta di quanto €& realmente passato attraverso la
barriera.

Malattie infettive

Tradizionalmente la sierologia si applica ai processi
infettivi soprattutto di eziologia virale. La produzione di
anticorpi specifici € una prova indiretta di avvenuta
infezione e compare dopo un periodo di latenza di giorni.
Al dosaggio di anticorpi specifici, oggi generalmente si
preferiscono tecniche di amplificazione genica (PCR)
per genomi virali o di altri agenti infettivi. In realta, le due

tecniche si integrano, come dimostrato per I'encefalite
erpetica, nella quale la PCR é positiva nelle fasi iniziali di
infezione e poi si negativizza entro 10 giorni. Trascorso
tale tempo, la diagnosi pud solo essere supportata dalla
dimostrazione di una S| di anticorpi specifici (93).
Calvario e Scarasciulli hanno specificamente studiato la
diagnostica virologica su LCR mediante “real-time” PCR
(94).

Nel documento dell’“European Federation of
Neurological Societies” (EFNS) del 2006 (5) sono
elencate le patologie infettive per le quali la sierologia
liquorale ha a tutt'oggi utilita diagnostica. Si enfatizza la
grande importanza dell’analisi liquorale per
diagnosticare la neurolue: una Sl di anticorpi anti-
antigeni treponemici dimostrata con Al positivi a
“Treponema pallidum hemoagglutination assay” (TPHA)
0 esami immunoenzimatici analoghi o a “fluorescent
treponemal antibody absorption” (FTA) documenta una
pregressa infezione cerebrale da Treponema pallidum,
mentre una S| con Al positivi per “veneral disease
research laboratory” (VDRL) o una Sl con Al IgM anti-
treponema positivi depongono per una fase attiva di
malattia.

Una risposta specifica verso un agente infettivo
comporta elevati Al per 'agente patogeno. Nella SM &
spesso presente una risposta polispecifica verso piu
agenti infettivi, con Al che tendono a essere piu bassi di
quelli trovati nelle forme post-infettive. Questo fenomeno
si ricerca calcolando gli Al 1gG specifici per morbillo,
rosolia e herpes zooster (MRZ) ed é stato definito come
reazione MRZ (28). La reazione MRZ, che non
documenta una pregressa infezione, ma una generica e
aspecifica attivazione dei linfociti B, & altamente
sensibile e specifica per SM e si considera positiva se
almeno due Al sono positivi (95).

Malattie autoimmuni

Nelle numerose malattie autoimmuni da anticorpi
verso antigeni del SNC, la Sl di autoanticorpi rimane
controversa. | pochi dati pubblicati documentano solo
I'alta frequenza di reperti liquorali di tipo infiammatorio in
questi pazienti (63). La Sl di anticorpi anti-tiroide & stata
proposta e documentata come criterio diagnostico per
'encefalite di Hashimoto (96). Studi successivi, in cui
non & stata fatta una corretta ricerca di Sl di anticorpi
anti-tiroide, non hanno tuttavia confermato questi dati
(97). Approcci proteomici per la valutazione dell'assetto
immunitario di questa encefalopatia sono attualmente
oggetto di studio (98).

Classi anticorpali da ricercare

Secondo la teoria di Reiber, ampiamente condivisa
nei paesi del Nord Europa, la risposta anticorpale
liquorale non seguirebbe le cinetiche di classe tipiche del
sistema immunitario sistemico; la presenza di IgM non
sarebbe un fenomeno che caratterizza un’infezione
recente ma un marcatore del tipo di patogeno coinvolto
(99, 100). Secondo questa teoria la sola ricerca della
sintesi delle tre classi di Ig sarebbe in grado di indirizzare
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la diagnosi per un agente specifico. In particolare:

- un quadro liquorale con aumento predominante delle
IgA € suggestivo di una forma tubercolare;

- un aumento limitato alle IgM con numerose cellule,
lattato nel LCR nei limiti fisiologici e danno di barriera
e tipico della neuroborreliosi acuta;

- la neurosifilide & caratterizzata da una risposta
intratecale prevalentemente di tipo 1gG, piu rara la Sl
di IgM;

- una risposta IgG associata a una risposta IgA ¢ tipica
della persistenza di un’infezione batterica;

- un aumento delle sole IgG con BO evidenti e
negativita degli altri parametri infiammatori € tipico
della SM.

La ricerca di Sl di IgM specifiche &€ raccomandata
nelle fasi precoci di neuroborreliosi (101), nella neurolue
e, fino a tempi recenti, lo era anche nella diagnosi di
encefalite acuta da West Nile virus, prima che fosse
messa a punto la ricerca del genoma virale con PCR
(102). Per altri casi la Sl di anticorpi IgM specifici ha in
letteratura solo segnalazioni sporadiche.

DIAGNOSI DELLE DISSEMINAZIONI
NEOPLASTICHE LEPTOMENINGEE

Le disseminazioni neoplastiche leptomeningee (DNL)
sono complicanze neurologiche che si verificano nel 5-
15% dei pazienti affetti da tumore quando cellule
neoplastiche raggiungono gli spazi subaracnoidei (5, 45).
Le cellule tumorali possono derivare da tumori primitivi
del SNC, da tumori solidi o da tumori ematologici. Nel 5-
10% dei pazienti si tratta della prima manifestazione del
tumore (sede primitiva non nota). La prognosi &
generalmente infausta, ma una rapida diagnosi permette
lavvio di terapie aggressive, che hanno lo scopo di
prevenire un ulteriore deterioramento neurologico. |
sintomi neurologici sono molteplici; la diagnosi di DNL
dovrebbe essere considerata in tutti i casi di
interessamento multifocale del sistema nervoso e in caso
di comparsa di sintomi/segni neurologici in pazienti con
neoplasie note.

L'esame citologico & 'esame di riferimento per DNL
(2, 44, 46, 103). Si tratta di un esame altamente
specifico, ma poco sensibile (104-108). Quando il primo
esame citologico & negativo, vi & l'indicazione a eseguire
una seconda rachicentesi sulla quale ripetere I'esame.
Con il secondo citologico si raggiunge una sensibilita
prossima al 90% (109, 110). La specificita dellesame
citologico con esito positivo per cellule neoplastiche in un
paziente con un tumore primitivo noto & del 100% (111,
112). Lidentificazione certa anche di una sola cellula
tumorale & sufficiente per porre diagnosi di DNL (113).

Per aumentare la sensibilitd si raccomanda di
processare rapidamente il campione (106, 114), in
quanto la vitalita delle cellule dipende dal tempo che
intercorre tra la rachicentesi e la preparazione dei vetrini
(dopo 30 min sono vitali solo il 50% delle cellule, dopo 90
min solo il 10%) e di raccogliere un volume opportuno di
LCR, possibilmente 210 mL (106, 115).

Per quanto I'esame citologico rappresenti il cardine
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diagnostico delle DNL, altre metodiche come
'immunocitochimica, la citogenetica e la biologia
molecolare possono confermare la natura tumorale delle
cellule e indirizzare la diagnosi in caso di tumori primitivi
non noti (41, 45, 103, 116), mentre la citofluorimetria &
indispensabile nella diagnostica delle DNL di tumori
ematologici (117, 118). Per il monitoraggio mediante
citofluorimetria dei pazienti affetti da tumori ematologici
con DNL in terapia € necessario riferirsi a linee guida
specifiche (38).

Nei pazienti con DNL si osserva lalterazione
aspecifica in >90% dei casi di almeno uno dei parametri
liquorali comunemente analizzati: vi € un aumento della
pressione liquorale nel 46% dei pazienti, pleiocitosi in
~60%, aumento delle proteine totali nel 80%,
diminuzione della glicorrachia nel 55% (110). Alcuni
autori inoltre riportano elevati valori di lattico
deidrogenasi (LDH) nel LCR o anomalie nel quadro dei
suoi isoenzimi (119, 120). Tuttavia, si tratta di reperti
aspecifici.

A causa dell'insoddisfacente sensibilita del’esame
citologico, da anni si € alla ricerca di marcatori che
possano supportare la diagnosi di DNL (121). Tra i
marcatori emergenti, vi sono i fattori proangiogenici,
come il “vascular endothelial growth factor” (VEGF) e lo
“stromal cell-derived factor 1”7 (SDF1) (122), o della
fibrinolisi, come I"“urokinase-type plasminogen activator”
(uPA) e il “tissue-type plasminogen activator” (tPA) (123).
Tuttavia, non ci sono ancora evidenze convincenti,
soprattutto per I'insufficiente specificita di tali molecole.

Marcatori tumorali per la diagnosi di DNL

La determinazione di marcatori tumorali (MT) su LCR
deve essere validata in ciascun laboratorio, in base al
tipo di analizzatore utilizzato (124). In letteratura non c'e
ancora un accordo sull'utilita della determinazione dei
MT su LCR e su come esprimere e interpretare i dati.
Questo & dovuto all’'uso di approcci non corretti, come
'analisi del semplice dato numerico della
concentrazione del marcatore nel LCR confrontato in
modo empirico con il valore su siero o il calcolo di un
valore soglia per il solo dato del LCR senza tenere conto
del valore del siero e dello stato della BEL (22, 124-126).

Il solo dato da utilizzare per la diagnosi & quello
derivante dal calcolo della SI del MT stesso. Per il
calcolo della frazione di S| dei marcatori antigene
carcinoembrionario (CEA), antigene carboidratico 125
(CA125), CA15.3 e CA19.9 & stata proposta con
successo la formula di Reiber per le IgA (50, 124), dato
che il PM dei marcatori mucinici € molto simile a quello
delle IgA:

MTg = (Qut - QLimy1) X MTge,, /1000

dove Qur = MT cr/MTgeo x 1000
QLimyr = 0,77 (Qalb® + 23 x 10%)*- 3,1 x 103

Marcatori tumorali per tumori germinali
intracranici

| tumori germinali intracranici sono un gruppo
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eterogeneo di neoplasie derivanti da un’aberrante  Luminex xMAP (“microbead-based multianalyte
migrazione e differenziamento delle cellule germinali  profiling”) per la determinazione parallela dei 3

durante I'embriogenesi. In alcuni di essi, i tumori
“secernenti”, a prognosi peggiore, si ha sintesi di
gonadotropina corionica umana 3, a-fetoproteina o di
entrambi. La determinazione di questi MT sia nel siero
che nel LCR pud contribuire al processo diagnostico e al
successivo monitoraggio (127-129).Secondo alcuni
autori, la misura su LCR sarebbe piu sensibile di quella
su siero (130-132). Anche in questo caso & pero
necessario stimare la Sl.

DIAGNOSI DELLE MALATTIE
NEURODEGENERATIVE

La demenza € una sindrome clinica caratterizzata da
un deficit della memoria che, associata a un progressivo
deterioramento delle funzioni cognitive, causa una
significativa riduzione della capacita di svolgere le
comuni attivita della vita quotidiana e una crescente
incompetenza sociale (133). Le demenze si possono
classificare in forme degenerative primarie [malattia di
Alzheimer (MA), demenza vascolare, demenza fronto-
temporale, demenza a corpi di Lewy] e forme secondarie
a disordini metabolici ed endocrini, a deficit nutrizionali,
a infezioni, traumi, neoplasie, abuso di alcol, uso di
farmaci e sostanze tossiche.

La MA ¢ la patologia neurodegenerativa piu diffusa;
costituisce il 50-60% delle forme di demenza
diagnosticate clinicamente (134) ed & preceduta da uno
stadio clinico precoce, definito deterioramento cognitivo
lieve (“mild cognitive impairment” o MCI). Il rischio di
progressione a MA ¢ stimato nei diversi studi dal 6% al
15% all’anno (135, 136). La diagnosi & essenzialmente
clinica e si basa su criteri standardizzati (137-139).
Criteri di supporto sono costituiti da indagini radiologiche
[tomografia a emissione di positroni (PET), tomografia a
emissione di fotone singolo (SPECT), risonanza
magnetica nucleare (MRI)] e da dosaggi di marcatori
proteici nel LCR (137, 138). Attualmente sono valutati:

- proteina B-amiloide .4, derivante dalla proteolisi di
un precursore amiloideo e costituente le placche
amiloidi;

- proteina tau totale (h-tau), associata ai microtubuli e
localizzata prevalentemente nell'assone,
espressione del danno neuronale;

- proteina tau fosforilatagp), forma iperfosforilata
della proteina tau, espressione della degenerazione
neurofibrillare (140).

Per la scarsa stabilita dei marcatori, soprattutto della
B-amiloide, si raccomandano le seguenti procedure
preanalitiche (8, 141-143):

- raccolta in provette di polipropilene sterile;

- esclusione dei campioni con RBC >500/uL;

- centrifugazione a 2000g per 10 min a 4° C;

- conservazione a -80 °C in provette di polipropilene
con riempimento >75%, evitando ripetuti cicli di
congelamento/scongelamento.
| metodi di analisi attualmente in commercio sono

degli ELISA per la determinazione del singolo analita e il

biomarcatori (140). | metodi ELISA determinano
concentrazioni piu elevate del metodo xXMAP, nonostante
'equivalente accuratezza diagnostica per MA (144-146).
Alcuni autori segnalano una marcata variabilita tra lotti di
reagenti, piu elevata per B-amiloide, e un forte impatto
dell’esperienza dell'operatore (146). Attualmente la
mancanza di standardizzazione delle procedure
determina un’elevata variabilita intra-laboratorio (CV
intraserie tra 5% e 10% e interserie tra 8% e 15%) (133,
147) e inter-laboratorio (CV tra 20% e 30%), piu elevata
per B-amiloide (147, 148). Tale variabilitd nella misura
dei biomarcatori rende al momento problematica
I'introduzione di valori soglia unici per tutte le metodiche
(149). Sorprendentemente, utilizzando valori soglia
metodo-specifici predefiniti per diagnosi di MA, si
osserva una notevole concordanza nell’esito clinico tra i
vari laboratori (>90% per utilizzatori ELISA) (147).
L'imprecisione intraserie, ridotta analizzando controlli e
campioni in doppio, si considera accettabile per CV
<20%. L'imprecisione interserie si monitora includendo
nelle sedute analitiche un CQl preparato con un pool di
LCR. Per la verifica dellaccuratezza delle misurazioni
eseguite si consiglia 'adesione a un programma di VEQ
(ad es., Instand o “Alzheimer’s Association QC program”).

Sono stati condotti molti studi clinici sulle singole
analisi e sulla combinazione dei 3 marcatori, ottenendo
sensibilita e specificita diagnostiche elevate (80-90%) (6,
144, 150, 151). L'utilizzo combinato di B-amiloide e h-tau
ha mostrato un’elevata capacita di discriminare tra MA e
altre forme di demenza, con sensibilita e specificita
variabili tra 80% e 90% (152). Il valore predittivo positivo
e il valore predittivo negativo, con una prevalenza pari al
45%, sono risultati rispettivamente del 90% e del 95%
(153). Il dosaggio della tau fosforilata aumenta la
specificita nei confronti della demenza a corpi di Lewy e
della demenza frontotemporale (6).

La determinazione combinata dei 3 analiti nel LCR
pud individuare i casi di MCI che presumibilmente
evolveranno in MA e discriminare soggetti sani da
pazienti affetti da MA o da altre forme di demenza.
L'utilizzo a fini prognostici dei marcatori liquorali &
condizionato da problemi etici e pratici (144). Lutilita
diagnostica & controversa: in alcuni documenti se ne
riconoscono i potenziali benefici, in altri invece viene
sconsigliata (154). L'indicazione principale €, ad oggi, la
diagnosi differenziale tra i diversi tipi di demenza, come
mostrato nella Tabella 8.

IL REFERTO

Il referto dell’analisi del LCR deve contenere
informazioni sufficienti e chiare per consentire al clinico
la corretta interpretazione (1-3). Oltre ai contenuti
standard (identificazione del laboratorio, anagrafica
paziente e numero identificativo del campione,
identificativo e indirizzo del richiedente, data e ora del
prelievo e ora di ricevimento in laboratorio, tipo di
campione biologico e modalita di prelievo, tipo di esame
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Tabella 8
Utilizzo dei marcatori proteici nella diagnosi differenziale delle demenze

Malattia Deposizione di amiloide Patologia neurofibrillare Danno assonale corticale
({ B-amiloide_42) (1 tau fosforilata) (1 tau totale)

Malattia di Alzheimer Si SI SI

Demenza vascolare NO NO Sl (infarto)

Demenza frontotemporale NO Sl Sl

Demenza a corpi di Lewy Sl NO Sl

Malattia di Parkinson NO NO NO

Paralisi progressiva sopranucleare NO S| (no se dosata nel LCR) NO

Creutzfeld-Jakob NO NO Sl (elevata)

Forme depressive NO NO NO

Infarto cerebrale NO NO Sl

Invecchiamento NO NO NO

250

LCR, liquido cefalorachidiano.

eseguito, intervalli di riferimento in funzione dell’eta,
risultati espressi in unita Sl o unita riconducibili a SI, data
e ora di rilascio del referto, identificazione e firma della
persona che ne autorizza il rilascio), per la diagnostica
liquorale € consigliabile riportare le seguenti informazioni
aggiuntive (1-3):

sede anatomica di prelievo (soprattutto se non
avvenuto in sede lombare);

aspetto e colore prima e dopo la centrifugazione;
segnalazione di anomalie osservate sul campione o
in fase preanalitica (inquinamento ematico);
commenti esplicativi e interpretativi standardizzati,
condivisi da laboratorista e clinico.
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