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Patogenni druhy borrelii

Borrelia afzelii
 chronickeé kozni projevy (ACA)
Borrelia garinii
* neurologické projevy
* izolace z cerebrospinalniho moku
Borrelia burgdorferi sensu stricto
 kloubni postizeni
(B. bissettii, B. lusitaniae, B. spielmanii, B.
bavariensis)



Laboratorni metody

VySetfovaci metody | Pouziti Material
PCR Upfresnéni diagnozy, l-kr?gflllrl](v ,?rl’( in
or  » snadna kontaminace vzorku p?lné klraevl exutina,
prime
- Prakaz zivych borrelii, Tkané, likvor,
KUItlvace casoveé narocna metoda plna krev
ELISA Rutinni metoda (screening),
vy  » prukaz intratekalni syntézy | Sérum,
nep"me synovialni tekutina,
Imun0b|0t Konflrmacnl .t.est, likvor
vysoka specifita




Specifita — tfi generace testu

Testy Specifita

] EIA na sonifikovaném antigenu
prvini generace 80-90 %
IFA na celobunééném antigenu

EIA/IFA na extrahovaném antigenu

druhé generace 90-95 %
Imunoblot na celobunééném lysatu*

L Rekombinantni EIA
treti generace 90-95 %

Rekombinantni imunoblot®

*pokud je pouzit jako konfirmaéni test, minimalni specifita by méla byt 95 %

(upraveno dle MiQ 12 2000 Lyme Borreliosis, B. Wilske et al.)



= 352

Specifita, n

IgG

T T T )
0000000

=] =] (=] (=] =] o
=] (==] (=] =t o~
-



IP

Schematicky prﬁbéh' protilatkove odpovedi
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Soupravy TRETI generace
v sortimentu fy. TEST-LINE

> EIA Borrelia recombinant IgV

 vybrané &asti specifickych antigenti OspC, p39 a
vnitfniho flagelinu (p41i) z druhd Borrelia b. sensu lato

» EIA Borrelia recombinant IgG

« vybrané ¢asti specifickych antigent VISE, p83, p39,
vnitfniho flagelinu (p41i), OspC a p17 z druhu Borrelia
b. sensu lato

“* Vhodné pro screeningove stanoveni
*» Vysoka specifita pfi dosazeni dostatecné citlivosti
% Stanoveni intratekalni syntéezy



EIA B. recombinant IlgM B
EIA B. recombinant lgG @

Citlivost — pro jednotliva stadia
Infekce (n =344 vzorki pacienti KDIN, 2004-5)

c¢asha casha pozdni forma
lokalizovana diseminovana LB

Erythema migrans  Erythema migrans Neurobormreliéza Borreliovy Borreliova ariritida Pozdni forma LB

(70) multiple (47) (144) lymfocytom (18)  a karditida (53) (12)



Dvoustupnove sérologickeé stanoveni protilatek

1. stupen: Vstupni test protilatek IgM a IlgG metodou ELISA 3. generace
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Negativni vysledek testu

\ 4

® Neprokazana pritomnost protilatek
v testovaném vzorku.

® V pfipadé trvani pfiznaku infekce
provest kontrolni odbér za 2-3 tydny.
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2. stupen: Konfirmace imunoblotem ve tridé IgM, IgG

1
S
I Negativni ,
. Vvysledek |
I testu I

e
I

v

Pro spravneé urCeni diagnozy je nutno sérologicky vysledek
testu odebraného vzorku doplnit klinickym nalezem.

(upraveno dle MiQ 12 2000 Lyme Borreliosis, B. Wilske et al.)



Interpretace vysledku sérologie

IgM IgG
WB WB | HODNOCENI
- - - - pritomnost protilatek neprokazana
=+ - - -
- - + - | nespecificka reakce EIA, vysledek posuzovat jako negativni
& - & -
v r 1 = | pravdépodobné pocatecni stadium onemocnéni, CasnéjSi zachyt
+ + - + | 19G protilatek v WB nebo EIA
o - + &
pretrvavajici (zbytkové) protilatky zachycené EIA nebo WB v IgM
- + & &
- - - + | ustupuijici zbytkové protilatky po lécbé, pouze WB v IgG
- + + - | vyjimeCny zachyt prechodu protilatek mezi IgM a IgG
pocatecni stadium onemocnéni
- + - - nebo heat-shock proteinova reakce
nebo pretrvavajici protilatky po lecbe pouze ve tfidé IgM




Shrnuti

ELISA je neCastéji pouzivana screeningova metoda
pri stanoveni antiborreliovych protilatek

VIskE je diagnosticky velmi vyznamny protein pro IgG

Pri diagnostice je nutno dodrzovat dvoustupnove
stanoveni protilatek

Pacienta je nutno lecCit podle jeho celkového
klinického stavu, nikoli dle vysledku sérologie



EIA soupravy fy. TEST-LINE vhodne
pro stanoveni intratekalni syntezy protilatek

Testy Specifita

1 EIA na sonifikovaném antigenu: 0
prvii generace EIA Borrelia garinii IgG, IgM ORI

¥ b Rekombinantni EIA: 0
tretl generace EIA Borrelia recombinant IgG, IgM 90-95 %




Diagnosticka kriteria NB

Dile European Union Concerted Action
on Lyme Borreliosis (EUCALB)

Klinicke projevy

Laboratorni
prukaz: nutny

Laboratornil klinicky
prikaz: podpurny

U dospélych hlavne

meningoradiculoneuritida,
meningitida s nebo bez
obrny licniho nervu;
vzacné encefalitida a
myelitida; vyjimecCné
cerebralni vaskulitida.

U déti nejCasté;i
meningitida a/nebo
obrna licniho nervu.

Pleocytéza a
intratekalni syntéza
specifickych
protilatek.

(V Casné fazi nemoci
muUZze byt intratekalni
syntéza negativni.)

Stanoveni B. burgdorferi s.l.
kultivaci a/nebo PCR z likvoru.

Specifické oligoklonalni
pasy Vv likvoru.

Intratekalni syntéza celkovych
IgM a/nebo IgG a/nebo IgA.

Specifické protilatky v séru.

Nedavné nebo probihajici EM.




Pro¢ stanovovat intratekalni syntézu?

Vysledky EIA testu Nalez intratekalni Stanoveni Al

Sérum Likvor syntézy dle Reibera
Potvrzeni

- + Pozitivni pozitivity dle
EUCALB

Obvykle pozitivni, ale je mozny

= 4F pasivni prenos protilatek pres
narusenou H-L barieru Nutné pro
urceni
+ intratekalni
- Muze byt pozitivni, pokud jsou syntézy

namérené hodnoty blizké
- - hranicni kontrole




Antibody index (Al)

* V pripadech klinicky suspektnich neuroborrelioz
se stanovuje intratekalni produkce specifickych
antiborreliovych protilatek ve tride IgG a IgM.

* Al - pomer koncentrace specifickych protilatek
v likvoru a seru ve vztahu ke stavu
hematolikvorove bariery a koncentraci celkovych
imunoglobulinu v likvoru a séru.



Stanoveni antibody indexu (Al)

* Material a vstupni data
* vzorky sera a likvoru odebrane soucasne
» koncentrace albuminu, imunoglobulint
(IgG, IgM) v likvoru i v séru
« Standardni sérum s absorbanci cca 2,0

pri redeni 1:101 pro konstrukci kalibracni
Krivky



absorbance [log]
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Kalibracni krivka standardniho séra

arbitrarni jednotky [log]
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Vypocet antibody indexu (Al) dle Reibera

Pfevedeni absorbanci vzorkl na arbitrarni jednotky (AU)

~ AU IgG v likvoru _lgG v likvoru
Qspecige) = AU IgG v séru ~ 1gG v séru

albumin v likvoru
— albumin v séru

Q Limage) = 0,93 x VO, 2 + (6x100) — 1,7 x 10°3

Je-li Quimgge) > Qige, pak Al(IgG) = Qspecqga) /
Je-li QLimgge) < pak AIl(IgG) = Qspec(ige) ! QLim(igc)

Al 2 1,5 indikuje pozitivni nalez intratekalni syntézy

QLimggm) = 0,67 x V0,2 + (120x106) — 7,1 x 103



Zaverecny protokol

Intratekalni syntéza - Borrelia IgG a IgM (Antibody index)

Vyietieni

Pacient Horky Josef
Rodné & 2121212121
Oddéleni KDIN
Laboratorni vysledky

Albumin
Sérum 50,90
Lilevor 893,00

Hematolikvorova bariéra

Sérum ¢.
Lilovor €.
Odbér vzorku

IeG
15,90
248.00

QAlb 17.54 <5 oAl
5-10 lehka porucha
10 - 15 stednd porucha
=15 tézled porucha
Specifické proftilatky
Absorbance
IeG IeM
Sérum 1624 1.797
Lilcvor 2.557 0.577
Vysledky
Antibody index Al (I5G) 322
Al (IgM) 0.64

Hodnota QAlb|Stav hematolikvorové bariéry

16

15

11.12.2007
IgM Jednotka
1,89 g
35,80 mg/1

Arbitrarni jednotky

IeG IeM
41,58 48 88
100,00 10,68

Intratekalni syntéza
POZITIVNI visledek

negativni visledek



Vzorky z Kliniky detskych infekcnich nemoci FN Brno
Déti (182 parovych vzorkil likvort a sér)

Soubor byl prezentovan na 12. ICLB, Ljubljana, zafi 2010

Pocet | Pocet

sér |likvoru Skupina

Diagnéza Kritéria

Pozitivni intratekalni
syntéza v prvnim nebo 86 86
druhém odbéru

Intratekalni syntéza
vylouéena, jina forma 30 30
Lymeské nemoci

jiné diagnozy 66 66




Vzacne reakce v souboru
86 vzorku pacientu s potvrzenou NB

Vysledky EIA testu

Sérum

Likvor

Al

igM

IgG

%

%

+

9,3

9,3

10

11,3

7,0




Pacientka ¢. 1 s NB - skupina 1

Intratekalni syntéza - Borrelia IgG a IgM (Antibody index)

Vyietieni

Pacient 84-22/2009 Sérum &
Rodné &. 1994 Likevor &.
Oddéleni KDIN Odber vzorku
Laboratorni v¥sledlky

Albumin IzG
Sénum 39.50 10,27
Likovor 148.00 22.00

Hematolikvorova bariéra

QAlb 3.78 <5 normabni
5-10 lehlka porucha
10-15 stfedni porucha
=15 té#lka porucha
Specifické protilatky
Absorbance
1eG IgM
Sérm 0,984 0,723
Vysledky

Antibody index

Al (IG) 331
Al (IgM) 2,43

Hodnota QAlb Stav hematolikvorové bariéry

5
L
18.9.2009
IeM Jednotka
1.76 g/l
3.21 mg/l
Arbitrarni jednothoy
1eG IeM
2548 21,21
9.11 1,71

Intratekalni syntéza
POZITIVNI visledek
POZITIVNI visledek



acient €. 2 s NB - skupina 1

Intratekalni syntéza - Borrelia IgG a IgM (Antibody index)

Vysetreni

Pacient 103-22/04 Sérum ¢, 103
Rodné & 1994 Likvor &. 94
Oddélen KDIN Odbér vzorku 3.6.2005
Laboratorni vysledky
Albumin 1eG 1M Jednotka
Sérum 46,20 10,53 1,85 gl
Likvor 117,00 14,70 0,38 mg/l
Hematolikvorova bariéra Hodnota QAlb Stav hematolikvorové bariéry
QAlb 2.53 <5 normalni
5-10 lehka porucha
10-15 stredni porucha
=15 tézka porucha
Specificke protilatky
Absorbance Arbitrarni jednotkcy
1M 1eG 1M
Sérum 0,179 4.25 2,09
Likovor 0,009 447 -3.14
Vysledky

Intratekalni syntéza
Al (IgG POZITIVNI visledek
Antibody index ) L .
Al (IgM) negativni vysledek (Al nelze vypocitat)



Pacientka €. 3 s vylouc¢enou NB
skupina 2

Intratekalni syntéza - Borrelia IgG a IgM (Antibody index)

Vysetfeni

Pacient 25-22/2008 Sérum ¢. 25/22-08
Rodné ¢ 1999 Lilcvor &. 72/22-08
Oddelen KDIN Odber vzorku 6.8.2008

Laboratorni visledky

Albumin 1=G IsM Jednotka
Sémm 48.70 0.80 132 g/l
Likevor 1980.00 381,00 61,27 mg/l
Hematolikvorovihagiéra Hodnota QAlb Stav hematolikvorové bariéry
QA <5 normalmni
5-10 lehkd porucha
10-15 sttedninomch
=15 tézka porucha
Specifické protilatky
Absorbance Arbitrarni jednotloy
1=G IeM 1=G IeM
Sémm 0,623 0,321 13,96 6,68
Likvor 0.550 0,300 11,82 5,99

Vysledky
Intratekalni syntéza
AT (IgG) 0.46 negativni vysledek

Antibody index —
AT (TgM) 0,84 negativai visledek



Pacient €. 4 - jiné onemocheéni,
negativni lymfocytarni pleocytéza

Intratekalni syntéza - Borrelia IgG a IgM (Antibody index)

Vyietireni

Pacient S1278n] Sérum ¢ S4
Rodné & 1942 Likvor & L4
Oddéleni MNeuro. Tfinec Qdbér vzorku 2232011
Laboratorni vysledky
Albumin IeG IgM Jednotka
Sérum 40,10 9,63 gl
Likvor 360.00 35.10 mg/l
Hematolikvorova bariéra Hodnota QAlb Stav hematolikvorové bariéry
QAlb 8,98 <3 normalni
5-10 lehka porucha
10-15 stfedni porucha
> 15 tézka porucha
Specifické protilatky
Absorbance Arbitrarni jednotky
» IsM IeG IeM
Sérum - 436
Likvor @ - 2,88
Visledky
Intratekalni syvntéza
Autibodv indes Al (IgG) 185 | POZITIVNI visledek
’ Al (IgM) nelze uréit (netestovano)




Zaver
Intratekalni syntézu protilatek Ize stanovit pomoci souprav:

 EIA Borrelia garinii IgG, IgM
 EIA Borrelia recombinant IgG, IgM

Pro potvrzeni neuroborreliézy jsou nutné:
* Klinickeé projevy

« Zanétlive zmény v likvoru (lymfocytarni pleocytéza)

* Pozitivni intratekalni syntéza

Negativni vysledek EIA testu v likvoru nebo i v séru neznamena
automaticky negativni intratekalni syntézu protilatek

Vypocetni program Antibody index firmy TEST-LINE umoznuje
snadneg, presné a rychlé urcCeni intratekalni syntézy antiborreliovych
protilatek tridy IgG i IgM



male

& female

-

Dekuji za pozornost.



