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1. ABSTRAKT

Cil prace

Charakterizovat plvodce lymské borelidzy bakterii Borrelia burgdorferi sensu latu,
popsat jeho vztah k hostiteli a projevy lymské borelidzy. Vyjmenovat moznosti laboratorni
diagnostiky lymské boreliézy a lymské neuroboreliézy (LNB). Hlavnim cilem bylo porovnat
vyhody a nevyhody laboratornich metod vyuZivanych na Oddéleni lékafské mikrobiologie
v Krajské nemocnice T. Bati a.s. ve Zliné pro diagnostiku LNB a zhodnotit pfinos ve stanoveni
chemokinu CXCL13 v mozkomisnim moku za icelem potvrzeni/vylouéeni diagnézy LNB.

Metody

Za obdobi brezen 2015 — cervenec 2018 bylo vysetfeno 249 vzorkl mozkomisniho
moku, u kterych byla stanovena koncentrace chemokinu CXCL13 metodou ELISA (CXCL13-ELISA,
Euroimmun, Némecko). Déale u nich byly vySetfeny specifické protilatky tfidy IgM a IgG proti
boreliim metodou chemiluminiscenéni analyzy (CLIA) na analyzatoru LIAISON XL
(LIAISON®Borrelia IgM Quant a LIAISON®Borrelia 1gG, DiaSorin S.p.A., Itdlie) a konfirmacni
metodou Western blot (Blot-line Borrelia/HGA IgM a Blot-line Borrelia/HGA 1gG, Testline
Clinical Diagnostics s.r.o., Ceska republika). U 35 vzork(l byl proveden piimy prikaz borelii
metodou polymerazové retézové reakce (Geneproof Borrelia burgdorferi PCR kit verze ISEX,
GeneProof a.s., Ceska republika).

Vysledky

Bylo vysetfeno 249 vzorkd mozkomisniho moku. Skupina zahrnovala 130 muzd a 119
Zen ve véku 4 — 88 let. Dvé skupiny byly zpracovany podrobnéji. Ve skupiné déti do 12 let,
kterych bylo 27, bylo diagnostikovano 20 pfipadld LNB. U vSech 20 déti byla koncentrace
CXCL13 355 pg.ml™ a vys&i. U dvou déti byla stanovenim koncentrace CXCL13 diagnéza LNB
podporena, jelikoZ tyto déti nemély jesté vytvoreny protilatky. Ve skupiné 50 pacient( rGzného
véku vysetfenych v obdobi ¢erven — cervenec 2018 bylo 8 pacient(i s LNB. U vSech 8 pfipadi
byla stanovena lymfocytdrni pleocytdza, pozitivni intratekalni syntéza protilatek ve tridé IgM i
IgG a koncentrace CXCL13 byla vy$$i nez 250 pg.ml™.

Zavéry

Zarazeni vysetfeni koncentrace CXCL13 v mozkomisnim moku v KNTB a.s. Zlin je
pfinosné. Ziskani vSech parametrl potiebnych pro vypocet intratekdlni syntézy protilatek
muze trvat nékolik dni, naproti tomu vysledek koncentrace CXCL13 je mozZno ziskat béhem 1
dne, coz muze diagnostiku LNB urychlit. Navic miZe stanoveni koncentrace CXCL13 pfispét
k diagnostice LNB u pfipad(, kdy jesté nejsou vytvoreny protilatky. To se stava zejména u déti.

Klicova slova: lymska borelidza, neuroboreliéza, CLIA, Western Blot, CXCL13



2. ABSTRACT

Background

To characterize the Lyme borreliosis agent of Borrelia burgdorferi sensu latu, describe
its relationship to the host and the manifestations of Lyme borreliosis. List the possibilities of
laboratory diagnostics of Lyme borreliosis and Lyme neuroboreliosis (LNB). The main objective
was to compare the advantages and disadvantages of the laboratory methods used at the
Department of Medical Microbiology at the T. Bati a.s. regional hospital in Zlin for LNB
diagnosis and to evaluate the benefit in determining CXCL13 chemokine in CSF to
confirm/exclude the diagnosis of LNB.

Methods

From March 2015 to July 2018, 249 cerebrospinal fluid samples were examined and
the chemotaxin CXCL13 concentration was determined by ELISA (CXCL13-ELISA, Euroimmun,
Germany). In addition, these were eximined for a specific IgM and IgG antibodies against the
Borrelia using a method of Chemiluminescence Analysis (CLIA) on the analyzer LIAISON XL
(LIAISON®Borrelia IgM Quant and LIAISON®Borrelia 1gG, DiaSorin SpA, ltaly) and the Western
blot (Blot-line Borrelia/HGA IgM and Blot-line Borrelia/HGA IgG, Testline Clinical Diagnostics
s.r.o, Czech Republic). For 35 samples the direct detection of Borrelia using a polymerase chain
reaction method (Geneproof Borrelia burgdorferi PCR kit version ISEX, GeneProof a.s., Czech
Republic) was performed.

Results

249 samples of cerebrospinal fluid were examined. The group included 130 men and
119 women aged 4 - 88. Two specific groups were processed in more detail. 20 cases of LNB
were diagnosed in the group of 27 children under the age of 12. For all 20 children, the CXCL13
concentration was 355 pg.ml™ and higher. For 2 children, LNB diagnosis was supported by
using CXCL13 method since these children did not yet have any antibodies. In the group of 50
patients of different age that were examined between June and July 2018 there were 8
patients with LNB. In all 8 cases there were determined lymphocytic pleocytosis, positive
intrathecal antibody synthesis in the IgM and IgG class and CXCL13 concentration was greater
than 250 pg.ml™.

Conclusions

Incorporation of CXCL13 concentration test in cerebrospinal fluid in KNTB a.s. Zlin is
beneficial. Obtaining all the parameters needed to calculate the intrathecal antibody synthesis
can take several days, while the CXCL13 concentration can be obtained within 1 day, which can
accelerate LNB diagnosis. Additionally, the determination of CXCL13 concentration can
contribute to the diagnosis of LNB in cases where antibodies are not yet established. This is
especially true in children.

Keywords: Lyme disease, neuroborreliosis, CLIA, Western Blot, CXCL13



3. UvVoD

Téma bakalarské prace jsem si vybrala ze dvou dlvod(. Prvnim dlivodem bylo zavedeni
nové metody na Oddéleni |ékarské mikrobiologie v Krajské nemocnici T. Bati a.s. ve Zliné, kde
pracuji. Touto metodou bylo stanoveni koncentrace chemokinu CXCL13 ve vzorcich
mozkomiSniho moku, jako nového laboratorniho markeru pro diagnostiku lymské
neuroboreliézy (LNB). Druhym dldvodem bylo, Ze jsem se chtéla dozvédét o plvodci lymské
borelidzy vice informaci, protoZe jeden muj blizky clovék s lymskou boreliézou bojuje jiz
nékolik let.

Lymska borelidza je nemoc, kterou zpUsobuje bakterie rodu Borrelia. Je znamo vice
druhd borelii zpUsobujici lymskou borelidzu. Tento komplex se nazyva Borrelia burgdorferi
sensu lato a znamena to Borrelia burgdorferi v SirSim slova smyslu. Hlavnim pfenasecem borelii
je klisté rodu Ixodes. [1]

Projevy lymské borelidzy jsou rQzné a existuje vice stadii této nemoci. Casné
lokalizované stadium se objevuje po nékolika dnech az tydnech po ndkaze a nejcastéji se
projevuje jako erythema migrans (EM), nékdy s celkovymi ch¥ipkovymi pt¥iznaky. Casné
diseminované stadium se projevuje po tydnech aZ mésicich a mlZe se projevovat
mnohocetnymi migrujicimi erytémy, boreliovym Iymfocytomem, akutni LNB, lymskou
artritidou ¢i lymskou karditidou. Pozdni diseminované stadium se objevuje po mésicich az
rocich a projevuje se jako akrodermatitis chronica atrophicans (ACA), pozdni LNB ¢i pozdni
lymska artritida. [2,3]

Laboratorni diagnostika lymské boreliézy neni jednoducha vzhledem k antigenni
heterogenité borelii. RozliSujeme dva zakladni typy laboratornich metod pro diagnostiku
lymské boreliézy — metody pfimé a metody nepiimé. Mezi metody pfimé pat¥i kultivace,
mikroskopie a prikaz boreliové DNA pomoci polymerazové retézové reakce. Jelikoz je citlivost
pfimych metod nizkd, je laboratorni diagnostika lymské borelidzy zaloZena predevsim na
metodach nepfimych, tedy stanoveni protilatek. [1]

Pokud se borelie dostanou do nervového systému, mohou zpUsobit LNB. Diagnostika
LNB je podle soucasnych evropskych smérnic zaloZzena na klinickych projevech a analyze
mozkomiSniho moku. Rychld a spolehlivd diagnostika LNB je pro pacienta zasadni. Pfi
podezieni na LNB je mozkomisni mok vySetfen cytologicky, biochemicky a stanovuji se
specifické protilatky tfidy IgM a IgG proti boreliim. Poté je moZno vypocitat intratekalni
syntézu protilatek. [3]

Problémem muiZe byt diagnostika velmi casného stadia LNB, kdy jesté nejsou
detekovatelné protilatky. Navic specifické protilatky proti boreliim mohou pretrvavat dlouho
dobu po lécbé, coz komplikuje odlisSeni akutni reinfekce od stavu po prodélané infekci. [4,5]
Hledaji se proto nové laboratorni markery, které by tyto stavy pomohly rozlisit.

Jednim z téchto novych laboratornich marker( je stanoveni koncentrace chemokinu
CXCL13 v mozkomisnim moku. Chemokin CXCL13 slouZi jako chemoatraktant pro B lymfocyty,
coZ naznacuje, Zze se v mozkomiSnim moku nachazi drive nez B lymfocyty, které produkuji



protilatky. [6,7] Pfi LNB byvd jeho koncentrace znacné zvySenda. Problémem je, Ze jesté neni
uréena mezni hodnota, ktera by odliSovala pacienty s LNB od ostatnich.

Cilem této bakalarské prace je porovnat vyhody a pfipadna uskali laboratornich metod
pro diagnostiku LNB a zhodnotit pfinos stanoveni koncentrace chemokinu CXCL13 v
mozkomisnim moku v Krajské nemocnici T. Bati a.s. ve Zliné.



4. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této prace je pojednani o plvodci lymské borelidzy Borrelia burgdorferi sensu
latu a jeho vztahu k hostiteli, charakterizovat projevy lymské borelidzy a zejména oziejmit
laboratorni diagnostiku lymské borelidzy se zamérenim na laboratorni diagnostiku LNB.

Hlavnim cilem prace je porovnat vyhody a pfipadna uskali laboratornich metodickych
pristupll vyuZzivanych v ramci pracovisté Oddéleni Iékafské mikrobiologie v Krajské nemocnice
T. Bati a.s. ve Zliné pro diagnostiku LNB a zhodnotit ptinos ve stanoveni chemokinu CXCL13 v
mozkomis$nim moku za Gcelem potvrzeni/vylouceni diagndzy LNB.
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5. TEORETICKA CAST

5.1 Bakteridlni pivodce lymské boreliézy

Lymska borelidza je nemoc, kterou zpulsobuje bakterie rodu Borrelia, ktera patfi mezi
spirochéty. Slovo spirochéta znamena ,svinuty vlas“ a spirochéty maji pravé takovy tvar.
Kromé rodu Borrelia patti mezi spirochéty také rody Treponema, Leptospira, Brachyspira,
Brevinema, Crisispira, Leptonema a Spirochaeta. [2]

Drive si lidé mysleli, Ze je lymska boreliéza zplsobena jednim druhem bakterie. V
souéasné dobé je zndmo vice druhl borelii a tento komplex se nazyva Borrelia burgdorferi
sensu lato. Znamena to Borrelia burgdorferi v Sirsim slova smyslu. Existuji tfi hlavni druhy
vyvoldvajici lymskou nemoc — Borrelia burgdorferi sensu stricto (v uzsim slova smyslu), Borrelia
garinii (Bg) a Borrelia afzelii (Ba). [1] Jsou znamy i dalsSi druhy, které vyvolavaji infekéni
onemocnéni u lidi - Borrelia spielmanii a Borrelia bavariensis. Patogenita druh( Borrelia
valaisiana, Borrelia lusitaniae, Borrelia mayonii a Borrelia bissettiae jsou predmétem diskuze.

8]

Bakterie rodu Borrelia jsou mikroaerofilni, gramnegativni spirdlovité bakterie o
velikosti 0,2 pm x 4 — 30 um. Pohybuji se rotaci kolem své osy, smrétovanim, natahovanim a
také pomoci bicik(. [1] Borelie jsou velmi mobilni, kolonizuji viskézni prostfedi, jako jsou
kolagenni tkané chrupavek ¢i sklivec v oku. [2]

Obrdzek 1: Borrelia burgdorferi sensu lato zachycend elektronovym mikroskopem (zvétseno
15 000x).
Prevzalo z [3]
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Biciky se vypinaji z bazalnich disk( umisténych v cytoplazmatické membrané, obklopuji
protoplazmaticky valec buriky a nachazi se pod vnéjsi bunécnou sténou. [1] Bunécna sténa se
skldadad ze tfi vrstev — vnitfni peptidoglykanové, stfedni lipopolysacharidové a vnéjsi
lipoproteinové. [9]

Pocet biciki kolisda mezi 7 — 11. [8] Biciky jsou tvoreny flagelinem — proteinem
sestavajicim z vnéjsi Casti o molekulové hmotnosti 41 kDa a vnitfni ¢asti o molekulové
hmotnosti 14 kDa. Flagellin je silné imunogenni a v ¢asné fazi infekce télo hostitele proti nému
vytvari protilatky tridy IgM. Protilatky IgG proti flagelinu nemusi byt specifické a mohou
zkfizené reagovat s lidskym axondlnim proteinem nervovych bunék, coZz mize byt pficinou
autoimunitnich reakci ¢i chronické artritidy. [1] Vnitini ¢ast molekuly flagelinu je rodové
specifickd a zkFizenych reakci vykazuje méné neiz cely protein. [10]

Obradzek 2: Vysunuté biciky pod ztencenou povrchovou membrdnou, ze které jsou vylucovdny
membrandzni vezikuly - zachyceno elektronovym mikroskopem (zvétseni 80 000x)
Prevzato z [1]

Bunécna sténa je flexibilni a umoZniuje vysouvani bicik(i proximalnim a distalnim
smérem. [3] Pfi vysunuti bic¢ikd jsou vylucovany membrandzni vezikuly (tzv. blebs neboli
vychlipeniny). Ty maji podobnou stavbu jako bunécna sténa a obsahuji plazmidovou DNA. [1]

Borelie nemaji enzymy pro syntézu aminokyselin, mastnych kyselin a nukleotidd,
vyuzivaji enzymy hostitele, a jsou na ném zcela zavislé. Ve vnéjsSim prostiedi nerostou. [11] K
rastu a syntéze DNA déle potfebuji zinek [1] a jsou pfizplsobeny na nizké hladiny Zeleza. [11]
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PFi nevhodnych podminkach, jako je nedostatek nutri¢nich zdrojd, nizké pH &i nizky
osmoticky tlak, mlzZe dojit k tvorbé bakteridlnich cyst ¢i granul. [1] Cysty maji sniZzenou
metabolickou aktivitu a pfi vhodnych podminkdach jsou schopné se preménit v plné funkéni
aktivni formu. Tvorba cyst se mlzZe uplatriovat pfi ukryvani borelii pfed imunitnim systémem
hostitele a pfed antibiotiky. [11] Pokud nepfiznivé podminky trvaji pfilis dlouho, dojde k
vchlipeni bunécné stény dovnitf cysty a povrchovou vrstvu této jiz mrtvé cysty tvori zbytky
bic¢ikG. Granula vznikaji prodluzovanim a zaskrcovanim distalnich a proximalnich konci
spirochét a pravdépodobné nejsou ziva. [1]

Geneticky material se sklada z linedrniho chromozomu (911 kb), 12 linearnich a 9
cirkularnich plazmida. [3]

Pro vyzkum se jednd o narocné bakterie. Je tfeba pouzit specialni kultivacni média a
dlouhou inkubaéni dobu, protoze jejich generacéni doba in vitro je 12 - 14 hodin. [1]
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5.2 Klisté Ixodes a borelie

Ceskad republika se nachdzi v mirném pasmu, které je idedlni pro Zivot hlavniho
prenasece lymské borelidzy — klistéte. [1] Klistata Ixodes maji tfi vyvojové stupné — larvu,
nymfu a dospélce. V kazdém stadiu saji pouze jednou, po nasyceni krvi odpadnou. Larvy a
nymfy se vyviji v dalsi stadium, dospélci kladou vajicka zjara. Z vajicka se vylihne larva, ktera
méri asi 0,8 mm, ma tfi pary nohou a vétsinou se ptisavd na drobné hlodavce. Larva saje asi 3
dny, poté odpadne, travi potravu a preménuje se na dalsi vyvojové stadium zvané nymfa.
Pfeména trva asi 35 dni. Nymfy prezimuji a aktivuji se na jafe. Nymfa méfi 1,2 - 1,5 mm, ma
Ctyfi pary nohou a pfisava se na zvirata rlizné velikosti, mysi, zajice, jezky, psy, kocky i ¢lovéka.
Nymfy se krmi 4 — 5 dn(, poté odpadnou a zacnou se pfeménovat v dospélého jedince. To trva
cca 42 dn(l. Dospélci se vétsinou vylihnou v fijnu Ci listopadu a hned si hledaji potravu. Jejich
obétmi jsou vétsinou vétsi Zivocichové, jako jsou koné, psy, vysoka zvér a lidé. Saji 7 — 8 dnq,
pak se pusti. Dospélci jsou dvoupohlavni, po nasati dojde ke kopulaci, sameéci umiraji a
samicky se chystaji na prezimovani. Ty, které si nenasly obét na podzim, saji na jafe. Na jafe
samicky kladou vajicka, poté hynou. [2]

Jakmile se klisté pfrisaje, zacne do svého hostitele vypoustét smés chemickych latek,
které slouzi mimo jiné (anestetikum, hemostatikum) jako chemoatraktant pro borelie
nachazejici se v hostiteli. Takto se nakazi spousta larev klistéte, které nejsou infikovany pfi
svém zrozeni. [2]

Borelie Ziji v hostitelich v rizném prostfedi a umi se mu prizpUsobit. Teplota klistat zavisi
na teploté okoli a v jejich Zaludku je pH asi 9,5. Savci jsou teplokrevni Zivocichové, teplota
lidského téla je 37°C a pH krve je 7,4. Po prisati klistéte se zvysi teplota v Zaludku kliStéte a
zméni se pH, coz aktivuje borelie. Ty se zacnou presunovat ke slinnym Zzlazam klistéte, coz
néjakou dobu trva. Proto je dilezité klisté odstranit co nejdrive, velice se tim sniZzi moZnost
nakazy. [2]

Obrdzek 3: Ixodes ricinus — vlevo nahore - dospéld samice, vpravo nahofe — nymfa, vlevo dole —
dospély samec, vpravo dole — larva
Prevzato z: https.//parasitesandvectors.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13071-016-
1389-5
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5.3 Onemocnéni zvané lymska borelioza

Vétsinou se lymska borelidza déli na 3 stadia — casné lokalizované, casné diseminované a
pozdni diseminované. Casné lokalizované stadium se objevuje po nékolika dnech a? tydnech
po nakaze a borelie jsou jen malo rozsifeny. Nejcastéji se projevuje jako EM, nékdy s celkovymi
chfipkovymi pfiznaky. Casné diseminované stadium se projevuje po tydnech a? mésicich,
borelie se Sifi po téle, ale jesté v ném nejsou trvale usazeny. Mezi pfiznaky patfi mnohocetné
migrujici erytémy, boreliovy lymfocytom, akutni LNB, lymska artritida ¢i lymskd karditida.
Pozdni diseminované stadium se objevuje po mésicich az rocich, borelie jsou rozsifeny v
mnoha castech téla a trvale se v nich usadily. Projevuje se jako ACA, pozdni LNB ¢i pozdni
lymska artritida. [2,3,12]

Pribéh nemoci je vSak u kazdého jedince odlisny, takZe nelze pfesné odlisit jednotliva
stadia nemoci.

5.4 Projevy lymské boreliozy

5.4.1 KozZni projevy

Mezi kozni projevy patfi erythema migrans, lymfocytom a acrodermatitis chronica
atrophicans.

5.4.1.1 Erythema migrans

EM je nejcharakteristi¢téjsi pfiznak prvniho stddia onemocnéni, ale tvoti se jen u asi
50 % nemocnych. Tento migrujici erytém se tvofi nékolik dnd az jeden mésic po prisati klistéte.
Jedna se o kruhovitou ¢i ovalnou cervenou skvrnu, kterd je nebolestivd, dosahuje velikosti
nékolika desitek cm a ¢asem od stfedu bledne. Mizi po nékolika tydnech aZ mésicich i bez 1écby.
Nékdy se objevuji i vicecetné sekundarni EM, coZ byva projevem 2. stadia. [1,3]

Obrdzek 4: Erythema migrans
Prevzato z: https://www.prpom.cz/wp-content/uploads/2016/06/erythema-migrans.jpg
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5.4.1.2 Boreliovy lymfocytom

Boreliovy lymfocytom se objevuje v misté prisati klistéte, ale i na jinych ¢astech téla —
nejcastéji na usnim lalGcku, nose, Sourku ¢i prsni bradavce, za nékolik tydn( po infekci, hlavné
u déti. Jedna se o nebolestivé zdureni ¢ervené az fialové barvy. Pfi boreliovém lymfocytomu
mUiZeme pozorovat mistni lymfadenitidu. Bez Ié¢by trva mésice az vice nez rok. [1,3]

Obrdzek 5: Boreliovy lymfocytom
Prevzato z: http://www.borelioza.cz/old page/img/lymfocytom.jpg

5.4.1.3 Acrodermatitis chronica atrophicans

Acrodermatitis chronica atrophicans, neboli chronicka atroficka akrodermatitida (ACA)
je projevem 3. stadia a postihuje kizi koncetin. MZe vzniknout i po nékolika letech od zac¢atku
infekce. Nejdfive se jedna o nebolestivy erytém, ktery ¢asem prechazi do stadia atrofického,
kdy dochazi k ubytku elastickych vldken, kiZe se stava nepruznou a ma vzhled cigaretového
papiru. [1,3]

Obrdzek 6: Acrodermatitis chronica atrophicans
Prevzato z: https://www.kup.at/journals/abbildungen/qross/16010.html#start
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5.4.2 Neuroborelidoza

Pokud borelie napadnou nervovy systém, hovofime o LNB. MdUlZe byt postihnut
centrdlni i periferni nervovy systém. [12] O postiZeni nervového systému se zminili francouzsti
Iékafi Garin a Bujadoux jiz v roce 1922. AZ o 20 let pozdé&ji némecky revmatolog Bannwarth
rozvinul poznatky francouzskych Iékarl a popsal ptiznaky, které jsou dnes zndmy pod nazvem
Bannwarth(v syndrom. [1]

5.4.2.1 Casné stadium neuroboreliozy

Casna LNB se objevuje 2 — 12 tydn(i po ndkaze. [12] Jednim z nejéastéjsich a
nejnapadnéjsich projevil LNB zejména u déti je periferni paréza licniho nervu. [1] Je éasto
provazena aseptickou meningitidou nékdy spolecné s kranidlni neuritidou. [12] SpiSe u
dospélych osob se miZeme setkat s Garin-Bujadoux-Bannwarthovym syndromem, ktery se
projevuje silnymi kofenovymi bolestmi v dolnich i hornich koncetindch, které se zhorsuji
vétSinou v noci a nereaguji na lécbu analgetiky a antirevmatiky. [1] Ddle lymfocytdrni
meningoencefalitidou, meningoradikuloneuritidou, myelitidou, kranialni neuritidou ¢i jejich
kombinaci. [9] Tyto projevy mohou byt provazeny no¢nimi stavy neklidu, zmatenosti a obrnami
koncetin. [1]

5.4.2.2 Pozdni stadium neuroboreliozy

U pozdni LNB mlzZeme pozorovat polyradikulitidu a polyneuritidu, které se projevuji
parézami a poruchami Citi koncetin, bolesti. MlUZe dochazet k porucham paméti, chovani,
spanku, védomi, osobnosti ¢i labilitou nalad pfi progresivni encefalomyelitidé. [12]

5.4.3 Postizeni muskuloskeletarniho systému

K postizeni muskuloskeletarniho systému dochazi v asném i pozdnim diseminovaném
stadiu infekce. Jedna se o postiZzeni kloubld — lymska artritida, svalQl a jejich Upon, fascii a
kloubnich vystelek. Zanét vznikd jako pfimy disledek infekce, ale i jako infekci navozené
imunopatologické jevy — autoimunitni onemocnéni. V ¢asné diseminované fazi se objevuji
zanéty drobnych kloub(, svalt, Slach a jejich oball. V pozdni fazi byvaji postizeny spise velké
klouby — nejcastéji kloub kolenni, ramenni a loketni. [3] PfidruZuje se Unava, slabost, horecka,
nocni poceni, nevykonnost. [1]

5.4.4 Lymska karditida

Pojem lymska karditida oznacuje postiZeni srdce, ke kterému dochazi po 2 tydnech az 5
mésicich po vstupu borelii do téla. [1] Nejcastéji dochazi k poruchdm srdecniho rytmu
projevujici se Unavou, dusnosti, zavratémi, busenim srdce aZ synkopou. Dale mlzZe dojit k
perikarditidé, myokarditidé. [3]

17



5.4.5 Dalsi projevy lymské borelidzy

Vyskytuji se i o€ni a usni projevy infekce, které se mohou objevit v kterémkoliv stadiu
infekce. Mezi o¢ni problémy patfi pocit tlaku v ocich, poruchy vidéni, svétloplachost a slzeni.
Pricinou mohou byt zanéty spojivek, rohovky, sklivce, duhovky, cévnatky a jinych ¢asti oka
nebo poruchy optického nervu ¢i nervi okohybnych. Problémy s usima a sluchem se projevuji
hucenim ¢i Selestem v usich, zvySenou citlivosti na zvuk, zdvratémi, poruchami rovnovahy,
nékdy i nahlou nedoslychavosti. [2]

Lymska borelioza ma velmi rGznorodé ptiznaky. Velmi vzicné se muzie objevit
lymfadenitida, orchitida, hepatopatie s hepatomegalii, nefritida, glomerulonefritida, navozeni
autoimunitni odpovédi. [3] Mluvi se i o tzv. postboreliovém syndromu, u kterého ani po |écbé
nevymizi obtiZze, nebo se jesté zhorsi. Pacienti si stéZuji na Unavu, maldtnost, bolesti kloubd,
sval(, hlavy ¢i poruchy soustfedéni. Objektivné je vsak pacient v poradku a proto néktefi lIékari
pochybuji o existenci tohoto syndromu a hovofi o psychosomatickych faktorech a depresi. [12]
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5.5 Infekce zplisobend lymskou boreliézou vs. odezva
imunitniho systému

Vzhledem k tomu, Ze borelie musi prezit ve velmi rozdilnych podminkach, které panuji
v zaludku klistat a v organismu savc( ¢i ptakd, jsou borelie vybaveny pfesnou regulaci exprese
genl zejména pro proteiny nachazejici se na jejich povrchu. [11] Mezi tyto proteiny patfi vnéjsi
povrchové proteiny (Outer surface proteins, Osps) kddované geny uloZzenymi na plazmidech.
K dnesni dobé je znamo 6 typl téchto proteini — OspA, OspB, OspC, OspD, OspE a OspF. [8]

OspA (31-32 kDa) a OspB (34-35 kDa) kédované geny na linearnim plazmidu Ip54 jsou
exprimovany zejména v travicim traktu klistat a funguji zde jako adhezivni molekuly. [11,13]
Béhem sani krve kliStétem a v pocatecni fazi infekce jejich exprese klesa. Pozdéji jejich exprese
roste a hostitel si proti nim vytvari v pozdni fazi protilatky. [10] OspA muizZeme nalézt i na
povrchu Zivych cyst, u mrtvych cyst se nachazi uvnitf. [1] V USA byl rekombinantni protein
OspA vyuzit k vyrobé vakciny Lymerix, ktera byla licencovana v roce 1998, ale v roce 2002 byla
jeji licence ukoncena. V dnesni dobé neexistuje zadnd vakcina proti boreliéze a je malo
pravdépodobné, Zze bude v blizké budoucnosti vyvinuta. [10,14]

Exprese OspC (21-25 kDa) kddovaného genem nachazejicim se na kruhovém plazmidu
cp26 se zvySuje béhem sani krve klisStétem. OspC je schopen vazat imunoregulacni protein
Salp15 nachdzejici se ve slindch klistéte, ktery zpocatku chrani borelie pfed imunitni reakci
hostitele. Proti OspC se tvofi protilatky IgM jiz v rané fazi infekce. [11,13] Problémem pro
diagnostiku je jeho heterogenita. Lisi se mezi jednotlivymi druhy borelii a navic napfiklad u B.
garinii bylo identifikovano jiz 13 rlznych OspC sérotypu. [8] Pfi pfechodu do diseminované
faze onemocnéni exprese OspC klesa. [11]

OspD (26-28 kDa) je kédovany genem nachazejicim se na linedrnim plazmidu Ip38.
MuazZeme ho nalézt na povrchu borelii nachazejicich se v klistéti. Jakmile teplota prostredi pfi
sani krve vzroste, jeho exprese klesa. [13] OspD ma lyticky Gcinek a zfejmé diky nému muze i
malé mnoZstvi borelii vyvolat infekci. [1] V Zivotnim cyklu borelii vSak neni nezbytny. [13]

OspE vaze komplementovy faktor H nebo mu podobné proteiny, ale neni presné
objasnéno, jakou roli to hraje v patogenezi lymské boreliézy. Geny pro OspE a OspF se nachazi
na rliznych plazmidech. OspE a OspF patfi do rodiny Erp proteinl a tvofi se béhem infekce
savcl lymskou boreliézou. [1,13]

Na povrchu borelii se také nachazi lipoprotein VISE (Variable major protein-like
sequence, expressed; exprimovana sekvence podobnd sekvenci variabilniho proteinu) o
molekulové hmotnosti 34-35 kDa kddovany genem nachdzejicim se na linearnim plazmidu
Ip28-1. [10] Objevuje se na povrchu borelie pfi prechodu do diseminované faze a umoznuje
pfechod do chronické faze tim, Ze omezuje specifickou imunitni odpovéd' organismu. [11] Je
vysoce imunogenni a vyznacuje se velkou variabilitou. [10]

K adhezi borelii k pojivové tkani hostitele pomahaji proteiny DbpA, DbpB, BBK32 (i
vnéjsi povrchovy protein P66. Dbp (decorin binding protein, dekorin vazajici protein) A ¢i B
kédované geny uloZenymi na Ip54 se vaiou na dekorin hostitele, coz je glykoprotein
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interagujici s kolagennimi vlakny. Exprese proteinu BBK32 (fibronectin binding protein,
fibronektin vazajici protein) o molekulové hmotnosti 47 kDa kdédovaného geny na Ip36 a
proteinu P66 (66 kDa) kédovaného chromozomalni DNA se projevuje béhem sani krve
klistétem a pfti infekci savcld. BBK32 se vaze na glykoprotein nachazejici se v extracelularni
matrix hostitele zvany fibronektin. P66 patfi mezi integralni proteiny vnéjsi membany (outer
membrane proteins) a vaze se na integrin. [1,13]

Jakmile proniknou borelie do klze, zatnou se v ni mnozZit, mohou z(stat v misté
vniknuti a vyvolat vznik EM nebo se S$ifi do miznich uzlin a vyvolavaji vznik primarni
Osidleni cilovych organl (kGze, podkoZi, nervové tkané, kloubd, srdce, vzacné odci) vétsinou
probéhne béhem 2 — 3 mésicl. V téchto tkanich mohou borelie perzistovat mésice az roky,
zpUsobovat r(izné obtiZze, mohou se stfidat obdobi klidu a relapsd nebo je jejich pfitomnost
zcela bez pfiznaka. [1]

Na obrané proti infekci se podili imunita vrozend i ziskand, bunécna i humoralni.
Imunitni odpovéd hostitele vyvoldvaji zejména povrchové proteiny. V. EM se vyskytuji
lymfocyty T a makrofagy produkujici protizanétlivé cytokiny — interferon gama (INF y), tumor
nekrotizujici faktor alfa (TNFa), interleukiny IL-1, IL-6, IL-10, IL-11, IL-12, IL-17. Tkan je dale
infiltrovdna lymfocyty B a plazmatickymi bunkami produkujici protilatky. Tvorba protilatek
tfidy 1gM zacina jiz v prvnich dnech po infekci, ale prokazatelné pomoci diagnostickych souprav
jsou az za 2 — 4 tydny. Pacienti s EM casto jesté detekovatelné protilatky nemaji, a pokud je
|éCba zahajena vcas, nemusi se vlbec vytvofit. Jako antigen slouZzi v ¢asné fazi OspC a flagelin
p41. Ve vétsiné pripadl protilatky tridy IgM pretrvavaji nékolik tydnl az mésicl a pak vymizi.
Protilatky tfidy IgG se zpravidla objevi po 6 — 8 tydnech. [1,3]

Pokud nedojde k Ié¢bé nebo si s boreliemi neporadi imunitni systém sam, dojde béhem
nékolika dnl az mésicl k rozsiteni borelii krevni ¢i lymfatickou cestou do rliznych casti téla.
Borelie maji fadu mechanism{, jak uniknout imunitnimu systému. DokaZou regulovat expresi
povrchovych proteini — exprese OspC nachazejiciho se na povrchu borelii na zacatku infekce
se postupné sniZuje a naopak se zvysuje exprese VISE. Protilatky vytvorené proti OspC jsou v
pozdéjSich fazich infekce neucinné. Nevyhodou pro hostitele je také to, Ze tyto povrchové
proteiny jsou velmi variabilni. Nékteré druhy borelii jsou schopné inhibovat C3b slozku
komplementu a tim zabranit aktivaci komplementového systému. DuleZité je také to, Ze se
borelie ¢asto nachdzeji v imunologicky privilegovanych kompartmentech. Vyznam pfi Uniku
pred imunitnim systémem hostitele mlze mit i tvorba alternativnich Zivotnich forem borelii
(cysty, granula). [1]
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5.6 Laboratorni diagnostika lymské boreliozy

Laboratorni diagnostika lymské borelidzy neni jednoducha, protoZe existuje vice druhd
borelii a vramci jednoho druhu navic nékolik sérotypl. Borelie se lisi genotypem, ale i
fenotypem, z cehoz vyplyva rozdilnd antigenni struktura. Ta md za nasledek rozdilnou
imunologickou odpovéd. [1]

RozliSujeme dva zdakladni typy laboratornich metod pro diagnostiku lymské borelidézy —
metody pfimé, dokazujici borelie pfimo, a metody nepfimé, které jsou zaloZeny na prikazu
imunitni odpovédi organismu na pfitomnost borelii. [15]

5.6.1 Metody pfimé

5.6.1.1 Kultivace

Pro diagnostiku lymské borelidzy v klinické praxi se kultivace borelii bézné nepouziva.
[16] Tento metodicky pfistup prikazu borelii je vcelku obtizny a vyZaduje pouZiti vysoce
obohacenych kultivacnich pad s pridavkem zvitecich sér (konské, krélici). [1] Mezi tyto
kultivacni pady patfi napfiklad Kellyho médium, které bylo dale modifikovano Barbour-
Stoenerem. [17] Toto kultivaéni médium ma zkratku BSK (Barbour-Stoener-Kelly) a
v soucasnosti existuji jeho dalsi modifikace (BSK I, BSK H). Mezi zakladni slozky BSK Il patfi
CMRL-1066, co? je chemicky definované médium vyvinuté v Connaught Medical Research
Laboratories a pouzivané pro kultivaci rlznych typQ savcich bunék, dale bovinni sérovy
albumin slouZici jako zdroj bilkovin a stabilizaci pH, N-acetylglukosamin, krali¢i sérum, citrat,
pyruvat a dalsi. [10]

Kultivace se provadi pfi teplotdch 30 — 34°C za mikroaerofilnich podminek po dobu aZ
12 tydn(. [10] Na zacdtku (1 — 14 dni) se provadi kultivace staticka, pti které dochazi k
logaritmickému rlstu a postupné se méni prostfedi. Po 14 dnech se provadi kultivace
kontinualni, kdy se pouZije nové kultivacni médium kazdé 4 dny. Rast borelii je ovlivnén i pH
(7,5), slunecnim svétlem, osmotickym tlakem a oxidacné-redukénim potencidlem (0,1 — 0,2).
[1] Narostlé kultury se zkoumaji pomoci mikroskopie nebo se provadi prikaz boreliové DNA
pomoci PCR (polymerazové retézové reakce, polymerase chain reaction).

Kultivaci Ize provadét z raznych vzorkl — biopsii z EM ¢i ACA, mozkomisniho moku, krve,
synovialni tekutiny, srdecni tkané, duhovky. [10] Zachyt borelii kultivaci zavisi na typu vzorku,
az 9 dni, v mozkomisnim moku 8 dni. [1] Dle evropskych studii se citlivost kultivace pohybuje
mezi 40 — 90 % u bioptickych vzorkd z EM a mezi 20 — 60 % u vzorkd z ACA. Z mozkomi$niho
moku byly borelie izolovany v 10 — 26% pripadl a velmi vzacné ze synovialni tekutiny. Zachyt
borelii v krvi je také vzacny. [8] VytéZnost lze zvysit vétsim mnoZstvim materidlu (az 9 ml
plazmy), coz vsak neni vhodné u malych déti. [10]

JelikoZ ma kultivace borelii relativné nizkou citlivost a inkubacni doba je dlouh3,
vyuziva se zejména pro vyzkumné ucely. [16]

21



5.6.1.2 Mikroskopie

Detekce borelii v klinickém materialu pomoci mikroskopie ma omezené poufZiti z
dlvodu nerovnomérného rozloZeni borelii ve vzorku. [10] DuleZité jsou také zkusSenosti
personalu, ktery mikroskopii provadi. [18] Navic ne vSechny vzorky mikroskopicky hodnocené
jako pozitivni byly potvrzeny PCR metodou. [8]

K prikazu pohyblivych borelii v klistéti se vyuZivd svételnd mikroskopie v zastinu.
Pokud chceme provést mikroskopické vysetieni krve, doporuduji pdnové Larsson a Bergstrom
dvoufazovou centrifugaci — 5 minut pfi 500 g, plazmu prenést do nové zkumavky a poté
centrifugovat 10 minut pfi 5000 g. Pro fluorescenc¢ni mikroskopii se vyuziva sediment, ktery se
nanese na podloZni sklo a obarvi se fluorescenéné znac¢enymi protilatkami ¢i akridinovou oranzi.
[1,17] Z takto pripraveného sedimentu se mlzZe provést i kultivace ¢i PCR reakce. [1]

Bioptické vzorky se zalivaji do parafinu ¢i pryskyfice a histologické fezy se barvi
Giemsou, toluidinovou modfi ¢i dusichanem stfibrnym po natraveni amyldzou. Takto
pfipravené vzorky se mikroskopuji pomoci svételného mikroskopu. [1,17]

Pomoci elektronového mikroskopu je mozné pozorovat velikost borelii, mnozstvi bic¢ika,
pfipadné cystické formy. Je mozné vyuZit i imunosorbentni elektronové mikroskopie, ktera je
zaloZena na reakci antigenu se specifickou protilatkou, kterd je vazana na mikroskopické sitce.
[3] Nasleduje konjugace antigenu s monoklonalni protilatkou znacenou napfiklad koloidnim
zlatem. Takto mQzZe byt prokazana infekce u séronegativnich pacient(. [1]

5.6.1.3 Polymerdzova retézova reakce, PCR

Pro pfimy prikaz borelii je metoda PCR v soucasnosti vyuzivana nejvice. [18] Reakce
probiha v termocykleru, ve kterém dochazi béhem cyklu ke zménam teploty. Béhem nékolika
desitek cykll dojde ke zmnoZeni cilové sekvence DNA. Jeden cyklus se sklada z denaturace
fetézce, vazby uméle ptipravenych nukleotidi (primert) na zndmé okrajové sekvence a
syntézy nového komplementarniho vilakna z pfitomnych volnych nukleotidd pomoci DNA
polymerazy. [3]
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Obrdzek 7: Pribéh PCR
Prevzato a upraveno z:
https://bio.libretexts.orq/TextMaps/Biochemistry/Book%3A Biochemistry Free For All (Aher
n%2C Rajagopal%2C and Tan)/8%3A Basic Techniques/8.07%3A Polymerase chain reactio
PCR

Kvalitativné lze vzniklé tetézce prokazat gelovou elektroforézou, hybridizaci ci
sekvenaci. [1] Dnes se spiSe vyuZzivd PCR v redlném case (real time PCR), kterd umozZiiuje
kvantitativni analyzu. [3]
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Obrdzek 8: Vyhodnoceni PCR pomoci gelové elektroforézy
Prevzato z: https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis _metod-gelova elektroforeza&lang=cz

Vyhodou PCR je jeji rychlost. Nevyhodami jsou ndchylnost ke kontaminacim, naro¢nost
na transport a uchovani vzork( [17], nestandardnost z hlediska rliznorodosti primer( a
relativné vysoka cena. [3]
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DaleZity pro analyzu borelii metodou PCR je vybér vzorku, ktery zaleZi na klinickych
projevech onemocnéni a stadiu nemoci. Pfi EM a ACA se mUZe provést biopsie kize, pfi
podezieni na LNB je vhodné odebrat mozkomisni mok a pfi lymské artritidé zaslat vzorek
synovialni tekutiny. Neméné dulezité je i mnozstvi vzorku — doporuduje se 2 — 3 mm? velky
biopticky vzorek a minimalné 1 ml mozkomisniho moku ¢i synovialni tekutiny. [8]

Co se tyCe transportu a uchovani materidlu, doporucuje se vzorek zaslat do laboratore
co nejrychleji, nejlépe do 2 hodin pfi teploté 4 — 8°C. Nejvétsi zachyt borelii metodou PCR je ze
vzork( Cerstvych, pripadné rychle zmrazenych. [8]

Z mnoha studii vyplyva, Ze citlivost molekularné diagnostickych metod pro lymskou
boreliézu koreluje s detekénimi limity pro kultivaci. [8] PCR je vyhodné vyuzit pro prikaz
mnoZicich se borelii v kultivacnich médiich. [17]

Citlivost PCR u biopsii z EM se pohybuje kolem 68 % [8], ale pro praxi je nevyznamn3,
protoZe EM je jasnym projevem lymské borelidzy. [17] U vzork( biopsie z ACA je PCR pozitivni
na borelie primérné v 75 % pripadu. [8] Pfinosné se zda byt vysetieni synovialni tekutiny pfi
podezieni na lymskou artritidu [17], u které se citlivost pohybuje okolo 77,5%. Pro vzorky
vzorcich krve (asi 18 %) vzhledem k nizkému mnoiZstvi a kratké dobé vyskytu borelii vtomto
materidlu. [8,17]

Jako cilové sekvence pro molekuldrni diagnostiku lymské borelidzy se daji pouZit
chromozomalni geny — rRNA geny (16S, 23S, spacer 55 rRNA-23S rRNA), flagelin (fla), recA, p66,
pfipadné plazmidové geny — OspA, OspB, OspC. [8,17]

Citlivost PCR rekce je zavisld na mnozstvi a Cistoté DNA, charakteru primer(, délce
stanovovaného Useku a optimalizaci podminek. Vzhledem k rlznorodosti primerd, postupech
v jednotlivych laboratofich, rozdilné citlivosti amplifikace z chromozomalni a plazmidové DNA
nebyla metoda zatim standardizovana. [1]

5.6.2 Metody nepfimé

5.6.2.1 Neprimd imunofluorescence

Metoda nepfimé imunofluorescence (IFA, indirect immunofluorescence assay) se pro
stanoveni protilatek proti boreliim vyuZzivala jako prvni. [3] Na sklicko potazené bakterii Borelia
burgdorferi s.l., kterd slouZi jako antigen, se nanese naredény vzorek séra a pokud se ve vzorku
nachazeji prislusné protilatky, dojde k jejich navazani. V dalsSim kroku se na sklicko nanese
konjugat obsahujici protilatky proti lidskym protilatkdm znacené fluorescencénim barvivem.
Hodnoceni se provadi na fluorescenénim mikroskopu. [10]

V soucasnosti se imunofluorescence moc nepoutziva, jelikoZ je pomérné pracna, neda
se automatizovat, nehodi se pro zpracovani vétsiho mnozstvi vzorkd a pro jeji hodnoceni je
tfeba zkuseny persondl. [10,19]
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5.6.2.2 Enzymovad imunoanalyza

Enzymova imunoanalyza (EIA, enzyme immunoassay) je zaloZena na reakci, ve které je
jedna ze slozek oznacena enzymem, ktery v dalSim kroku rozlozi substrat za vzniku barevného
produktu. [19]

5.6.2.2.1 Enzymové znaceny imunotest s vyuZitim pevné fdze

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay, Enzymové znaceny imunotest s vyuzitim
pevné faze) je typ enzymové imunoanalyzy, kdy je jedna ze sloZek (v pfipadé stanoveni
protildtek se jednd o antigen) vdzana na pevnou fazi (napf. povrch jamek mikrotitracni
desticky). [19] Princip ELISA je naznacen na obrazku 9.

Substrat

N\ Konjugat - sekundarni protilatka
" Znadena enzymem

Stanovovana
Antigen navazany na protilatka

pevnou fazi

Obrdzek 9: Princip testu ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
Prevzato a upraveno z: https://www.researchqgate.net/fiqure/ELISA-assays-Direct-ELISA-
mostly-used-for-antigen-detection-Indirect-ELISA-mainly-used fig3 320265684

ELISA se pro stanoveni protildtek proti boreliim vyuZiva nejvice. VySetfeni je mozné
provést z krve, mozkomisniho moku ¢i synovidlni tekutiny a vétSinou se vysettuji protilatky
typu IgM a IgG. [3]

Problémem u laboratorni diagnostiky lymské borelidzy je, Ze existuje vice druh( a i
heterogennich sérotypl Borelia burgdorferi s.I. Mnoho studii se proto zabyva tim, které
antigeny jsou pro ELISA testy nejvhodnéjsi. Cilem je zachytit co nejvice pozitivnich vzorkl a
vyvarovat se zkfizenych reakci, které vedou k falesné pozitivnim vysledkiim. V testech se
vyuZivaji rlizné typy antigen(. Nékteré jsou vhodnéjsi pro diagnostiku c¢asné faze, jiné pro
pozdéjsi fazi onemocnéni. Rizné typy antigen vykazuji rGznou specifitu.

Vétsina diagnostickych souprav prvni generace vyuZivajicich smésné celobunécné
antigeny reaguje i proti antigenu bicikd o molekulové hmotnosti 41 kDa a antigenlim
teplotniho Soku. To muiZe vést ke zkfizené reaktivité s bakterii Treponema pallidum, jinymi
spirochétami ¢i nékterymi viry (napf. s virem Epstein-Barrové). U druhé generace testl
vyuzivajici purifikované antigeny je specifita lepsi. [1,20]
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Nyni jsou k dispozici testy treti generace vyuZivajici synteticky pfipravené
rekombinantni antigeny. Mezi né patfi napfiklad rekombinantni vnitfni fragmenty flagelinu
p41-G, ddle protein flageldrni pochvy FlaA, BBK32, P39, P35, vnéjsi povrchové proteiny OspA,
OspB, OspC, OspE, OspF, VISE ¢i DbpA. VSeobecné plati, Ze diagnostické soupravy vyuZivajici
OspC, jsou citlivéjsi pfi casném stadiu LB. Stejné tak testy vyuzivajici rekombinantni VISE maji
citlivost srovnatelnou s OspC pfi ¢asné infekci, ale maji vyssi citlivost u pacientl s LNB ¢i pozdni
fazi LB. Testy obsahujici rekombinantni DbpA zachyti vétSinou IgG protilatky a maji vyssi
citlivost u pacientl s LNB ¢i pozdni LB. Rekombinantni BBK32 vykazuje vysokou citlivost v
jakémkoli stadiu infekce, ale vaze pfedevsim IgG. [10,20]

5.6.2.3 Western blot

Pomoci Western blotu (WB) neboli imunoblotu mizZeme rozlisit protilatky proti
jednotlivym antigenim. Tato metoda se vyuZivd zejména ke konfirmaci vysledkd ziskanych
pomoci ELISA nebo jinych screeningovych testd. [18]
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Vysvétlivky: 1 — pozitivni kontrola IgG, 2 — pozitivni kontrola IgM, 3 — pacient s artritidou IgG, 4 - pacient
s ACA IgG, 5 — pacient s LNB I1gG, 6 — pacient s LNB IgM, 7 — pacient s EM IgG, 8 — pacint s EM IgM. Linie s
proteiny o molekulové hmotnosti 93; 83; 75; 66; 60; 55; 46; 41; 39; 37; 32,5; 30; 28; 22 a 18 kDa jsou
detekovany u pozitivni kontroly IgG. Linie s proteiny o molekulové hmotnosti 93; 60; 41; 37; 32,5 a 22-23
kDa jsou detekovany u pozitivni kontroly IgM.

Obrdzek 10: Typicky imunoblotovy profil pro pozitivni kontrolu a séra pacientt se specifickymi
pfiznaky lymské boreliczy.
Prevzato z: [21]
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Stripy pro WB se pfipravuji tak, Ze se antigenni preparat zahfiva s detergentem (napf.
dodecylsulfatem sodnym), ktery rozstépi mikrobialni protein na jednotlivé polypeptidy. Poté se
tyto polypeptidy pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu rozdéli dle molekulové
hmotnosti na jednotlivé frakce. Z gelu se elektroforeticky prenesou polypeptidové pruhy na
nitroceluldzovou membranu, ktera se nastfiha na jednotlivé stripy. [19]

Reakce se vzorkem probihd ve vaniéce. Pokud se ve vzorku nachazi stanovované
protilatky, navdZou se na pfislusné antigeny. Po promyti se aplikuje protilatka proti lidské
protilatce znacend enzymem, ktery rozstépi substrat za vzniku barevného prouzku. [19]

Diky WB je mozné urdit, které antigeny vyvolavaji v rliznych stadiich lymské boreliozy
tvorbu protilatek. V pocatecni fazi jsou protilatky tfidy IgM sméfovany proti OspC a bi¢ikovym
antigendim. Vzhledem k rliznym druhlm borelii a jejich heterogenité je vysledek WB silné
ovlivnén vybérem antigen(. Rozdilné vysledky mohou byt zplsobeny i pfipravou antigen(. [10]

Klasicky WB pouzivd jako zdroj antigenu bilkoviny ziskané lyzou celych bunék pomoci
ultrazvuku. PouZiti celobunécénych antigend ma nékolik nevyhod. Jednak existuji znacné rozdily
v expresi antigenl mezi jednotlivymi druhy borelii. Dale jsou méné specifické a mlze dochazet
ke zkfizenym reakcim. Problémem miZe byt napfiklad i to, Ze imunodominantni antigen VIsE je
tvoren burikkami in vivo, ale intenzita exprese u kultivovanych borelii je nizkd. Imunobloty
vyuzivajici rekombinantni antigeny jsou specifi¢téjsi a vyuZivaji se dnes castéji. Je moiné
pripravit smési rekombinantnich antigen( rliznych druh( borelii. [8,17]

5.6.3 Laboratorni diagnostika neuroboreliézy

Diagnostika LNB je podle souéasnych evropskych smérnic zaloZzena na klinickych
projevech a analyze mozkomisniho moku. Rychld a spolehlivd diagnostika LNB je pro pacienta
zadsadni, protoZe pozdéjsi nasazeni antibiotické lé¢by je spojeno s pomalejsSim zotavenim a
pfiznaky mohou pretrvavat delsi dobu. [20]

Mozkomisni mok se ziskdva lumbalni punkci z patefniho kandlu mezi 4. a 5. bedernim
obratlem ¢i mezi 5. bedernim a 1. kfizovym obratlem. Pacient pfi odbéru lezi na boku s
pokréenyma nohama nebo sedi v predklonu. Specidlni injekéni jehla se zavede do patefniho
kanalu a mozkomisni mok se necha odkapavat do sterilni zkumavky (viz obrazek 11). Po odbéru
by mél pacient zlstat v klidu leZet.
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Obrdzek 11: Lumbdlni punkce

Prevzato z:
https://www.wikiskripta.eu/w/Lumb%C3%A1In%C3%AD punkce#/media/File:Wikipedian gett
ing a lumbar puncture (2006).jpg

Pfi podezieni na LNB zahrnuje analyza mozkomisniho moku cytologické a biochemické
vySetfeni, ale pfedevsim stanoveni protildtek tfidy IgM a IgG proti boreliim a vypocet jejich
intratekalni syntézy. [3]

PFi LNB je mozné v mozkomiSnim moku prokazat pleocytdzu (zvyseny pocet celularnich
elementll) monocytarni ¢i lymfocytarni a zvySenou bilkovinu, coZ lze vétSinou prokazat
Pandyho testem. Dale Ize v mozkomiSnim moku prokazat intratekalné produkované specifické
protilatky proti boreliim ¢i borelie pfimo pomoci kultivace nebo PCR. [1,3]

Problémem muZe byt diagnostika velmi ¢asného stadia, kdy jeSté nejsou detekovatelné
protilatky. Navic specifické protilatky proti boreliim mohou pretrvavat dlouho dobu po [é¢bé,
coz komplikuje odliseni akutni reinfekce od stavu po prodélané infekci. [4,5] Je proto snaha
najit dalsi markery zaloZené na imunitni odpovédi organismu, které by pomohly diagnostikovat
akutni LNB.

Pokud se borelie dostanou do centrdlniho nervového systému, jsou rozpoznavany
monocyty, makrofagy, dendritickymi bufkami, pericyty i astrocyty. Ty zacnou produkovat
fadu cytokini a chemokin(, které pfitahuji dalsi buriky imunitniho systému. V mozkomisSnim
moku pacientl s LNB je moZné stanovit vysokou koncentraci IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, IFN-y,
TNFa a chemokin(i CXCL8, CXCL10, CXCL12 a CXCL13. [4,22]
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Cerar a kol. testovali fadu cytokini a chemokinl (IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12, CXCL13, INFy, a TNFa) v mozkomisnim moku a séru u pacientl rozdélenych do péti
skupin (s prokdzanou LNB, s podezienim na LNB, s klistovou encefalitidou, jinymi
neurologickymi nemocemi a kontrolni skupinou u séra byli dérci krve). Bylo zjisténo, Ze se
koncentrace nékterych marker( v séru a mozkomisnim moku lisi mezi jednotlivymi skupinami,
ale rozdilnost je nizka. Pouze CXCL13 se vyznamné lisSi mezi pacienty s prokdzanou LNB a
pacienty s podezienim na LNB (bez pleocytézy). Bylo prokdzano, ze koncentrace CXCL13 v
krevnim séru neni vhodny diagnosticky marker pro LNB. Studie vSak naznacuje, Ze koncentrace
CXCL13 v mozkomiSnim moku nemusi mit aZ tak velky vyznam pro potvrzeni diagnézy LNB. [4]

Z vétsiny studii vsak vyplyvd, Zze chemokin CXCL13 je vhodny marker pro diagnostiku
LNB, jak je uvedeno nize.

Moniuszko a kol. se zaméfili na stanoveni koncentrace chemokini (CXCL8, CXCL10,
CXCL11, CXCL12 a CXCL13) v mozkomiSnim moku a séru u pacientll s LNB pred Iécbou a po
[é¢bé antibiotiky. Kontrolni skupinu pro sérum tvofili zdravi darci krve a kontrolni skupinu pro
mozkomisni mok tvofili pacienti s predpoklddanou meningitidou/encefalitidou. Bylo zjisténo,
Ze se tyto chemokiny pfi LNB Ucastni zanétlivého procesu a Ze se jejich role lisSi v mozkomiSnim
moku a v séru. Lze je vyuzit k monitorovani 1é¢by. Jako dobry marker pro diagnostiku LNB se
zdd byt CXCL13. [22]

Pietikainen a kol studovali koncentraci 49 rliznych cytokinl ve vzorcich mozkomisniho
moku od pacient( s LNB, klistovou encefalitidou, roztrousenou sklerézou a kontrolni skupiny, u
které byly specifické protilatky proti boreliim negativni. Studie byla zaméfena i na koncentraci
cytokini v mozkomisnim moku po antibiotické Ié¢bé LNB. Bylo stanoveno 9 cytokind, které se
u uvedenych skupin liSily nejvice, ale pouze IL-10 a CXCL13 byly nejvyssi u pacientl s LNB.
Vétsina ostatnich z 9 cytokinl byla nejvyssi u pacientl s klistovou encefalitidou. Ze studie
vyplynulo, Ze chemokin CXCL13 patfi mezi nejlepsi markery pro diagnostiku LNB. Pro
hodnoceni |é¢by se nejvice osvédcily CXCL13 a IL-1ra, cozZ je antagonista IL-1, ktery se vaZze na
receptor pro IL-1. [5]

5.6.3.1 Chemokin CXCL13

Chemokin CXCL13 je produkovan stromalnimi bufkami sekunddarnich lymfatickych
organl a slouzi jako chemoatraktant pro B lymfocyty. Vysledkem pusobeni CXCL13 v
mozkomisnim moku je velké mnoZstvi B lymfocytd a plazmatickych bunék. [6,7]

V posledni dobé se provadi méreni koncentrace chemokinu CXCL13 ve vzorcich
mozkomisniho moku u pacientl s podezienim na LNB. Koncentrace CXCL13 u pacientll s LNB
jsou ve srovndni s pacienty trpicimi jinymi neurologickymi poruchami znacné zvysené. [5]
Nékteré studie fikaji, Ze se zvysené koncentrace CXCL13 v mozkomiSnim moku mohou objevit
o nékolik dni dfive, nez specifické protilatky proti boreliim. [4]

Ukazuje se, Ze se jedna i o dobry marker, ktery koreluje s odpovédi organismu na
antibiotickou IéCbu. Jeho koncentrace se po lé¢bé rychle snizuje. [8]
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Koncentrace CXCL13 mohou byt zvysené i u jinych onemocnéni centralniho nervového
systému, jako je neurosyfilis, tuberkuldzni meningitida, encefalopatie zplisobena virem lidské
imunodeficience, jiné virové onemocnéni, roztrousena skleréza ¢i lymfom centrdlniho
nervového systému. [8,15]

5.6.3.2 Vypocet intratekalni syntézy protilatek

JelikoZ prikaz samotnych protilatek v mozkomisnim moku nevypovida zcela o zanétu
centralniho nervového sytému, provadi se vypocet intratekdlni syntézy protilatek. Protilatky
mohou pfi poruse hematolikvorové bariéry do mozkomisniho moku prestoupit ze séra nebo
jsou tvoreny intratekdlné. Pomoci vypoctu intratekdIni syntézy protilatek Ize urcit plvod
protilatek. [23]

Pro stanoveni je tfeba vysetfit protilatky a albumin v mozkomiSnim moku i séru.
Albumin se tvoti v jatrech, ale intratekalné produkovan neni. Pfi poSkozeni hematolikvorové
bariéry se mize albumin dostavat do mozkomisniho moku a to snadnéji nez protilatky. Miru
permeability hematolikvorové bariéry urcuje albuminovy kvocient (Qap), ktery je zavisly na
véku. [23]

Rovnice 1: Albuminovy kvocient se vypocitd ze vztahu:
Albprep
Al = .
Azbséru‘m
Qb — albuminovy kvocient

Albcsr — koncentrace albuminu v mozkomisnim moku
Albyrum — koncentrace albuminu v séru

Pokud srovname kvocient albuminu a kvocient imunoglobulinl, lze z Reiberova
diagramu zjistit plvod protilatek.

Rovnice 2: Vypocet kvocientu imunoglobulint

0, = Igcsr
‘g fgséru.m
Qy, — kvocient imunoglobulinG

Igcse — koncentrace imunoglobulini v mozkomisnim moku
Ig<srum — koncentrace imunoglobulinG v séru
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Reiberiv diagram slouZi k hodnoceni plvodu protilatek. Srovnava se kvocient
imunoglobulini s kvocientem albuminu. Hodnoty vypoctenych kvocientl jsou zaneseny do
Reiberova diagramu. Ten je rozdélen do péti oblasti. Do oblasti 1 spadaji hodnoty s normalnim
nalezem. Do oblasti 2 spadaji pacienti bez intratekdlni syntézy s izolovanou poruchou
hematolikvorové bariéry. Porucha hematolikvorové bariéry soucasné s intratekalni syntézou
spada do oblasti 3. Do oblasti 4 spadaji pacienti bez porusené hematolikvorové bariéry
s intratekalni syntézou protilatek, coz ukazuje na zadnét centralniho nervového systému. 5.
oblast je oblast analytickych chyb. Pokud se hodnoty nachazi nad plnou modrou kfivkou,
dochazi kintratekdlni syntéze protildtek a rozsah je vyjadfen v procentech. Cervend
pferuSovana cara oddéluje neporusenou hematolikvorovou bariéru (vlevo) od porusené
hematolikvorové bariéry (vpravo) — viz. obrazek 13. [23,24]

QIgG (X1 0-3)
100

Q,, (x107) 100

Popis obrazku: Oblast 1 - hodnoty s normalnim nalezem; oblast 2 - pacienti bez intratekalni syntézy
s izolovanou poruchou hematolikvorové bariéry; oblast 3 - porucha hematolikvorové bariéry soucasné s
intratekalni syntézou; oblast 4 - bez porusené hematolikvorové bariéry s intratekalni syntézou protilatek;
oblast 5 - oblast analytickych chyb. Hodnoty nad plnou modrou kfivkou - intratekalni syntéza protilatek
(rozsah vyjadfen v %). Cervend prerusovana ¢ara oddéluje neporusenou hematolikvorovou bariéru
(vlevo) od porusené hematolikvorové bariéry (vpravo).

Obrdzek 12: Reibertyv diagram
Prevzato z: [24]
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6. EXPERIMENTALNI CAST

Soucasti experimentdlni ¢asti bylo stanoveni koncentrace chemokinu CXCL13 ve vzorcich
mozkomi$niho moku vysetfenych na Oddéleni |ékarské mikrobiologie v Krajské nemocnici T.
Bati a.s. ve Zliné (OLM KNTB a.s. Zlin). Vzorky mozkomisnich mok byly dale podrobeny analyze
specifickych protilatek proti boreliim dvéma metodami. Screeningové vysetfeni protilatek proti
boreliim tfidy IgM a IgG bylo provedeno metodou chemiluminiscenéni imunoanalyzy na
analyzatoru LIAISON XL snaslednou konfirmaci metodou WB. U nékterych vzork(
mozkomisniho moku byla provedena i detekce boreliové DNA metodou PCR. Cilem bylo
porovnat vysledky téchto vySetfeni a zhodnotit jejich vyznam pfi diagnostice LNB.

6.1 Pouzité metody

6.1.1 Stanoveni protilatek metodou CLIA na analyzatoru LIAISON XL

6.1.1.1 Princip

Analyzator LIAISON XL (DiaSorin S.p.A., Italie) - viz. Obrazky 13, 14, 15 je zaloZen na
principu chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy (CLIA, ChemiLumminiscence ImmunoAssay), pfi niz
je excitace fotonl vyvolana chemickou reakci. Zkumavka se vzorkem oznacena ¢arovym kodem
(viz Obrazek 15B) se vlozi do pristroje. Automatickd jehla nadavkuje vzorek do kyvety (viz
Obrazek 13B), pfida k nému magnetické Castice potazené zachytovymi molekulami a roztok
k fedéni vzork(. Nasleduje prvni inkubace, pfi které se navaiou pfitomné protilatky na
magnetické ¢dastice. Nenavazany material se odstrani promytim. Do reakcni nadobky se prida
konjugdt obsahujici mysi monoklonalni protildtky znacené derivdtem isoluminolu. Pfi druhé
inkubaci reaguje konjugat s protilatkami jiz navdazanymi na magnetické ¢astice. Nenavazany
materidl se opét odstrani promyvanim. V zdvéru dojde po pridani startérG k prudké
chemiluminiscenéni reakci. V méfici komofe se méfi fotonasobiCem svételny signdl v
relativnich svételnych jednotkach (RLU, relative light unit), jehoZ velikost je pfimo Uumérna
mnozstvi prokazovanych protilatek. [25]
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(A)
Obrdzek 13: A - Analyzdtor LIAISON XL, B — reakcni nddobka
Fotografie porizeny autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin
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Obrdzek 14: A — prostor pro zdsobniky s destilovanou vodou, promyvacim roztokem a nddobou
na pevny odpad, B — prostor pro vzorky
Fotografie porizeny autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin
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(A)
Obrazek 15: A — chlazeny prostor pro reagencni integrdly, B - stojdnek se vzorky

(B)
Fotografie porizeny autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin
Aby byla zajisténa kompenzace mezi riznymi analyzatory, okolnimi podminkami a
davkami reagencie, je nutné provadét kalibraci. Redukce dat se provadi pomoci hlavni kfivky

uloZzené v analyzatoru po precteni ¢arového kddu na Stitku reagencniho integralu s 2-bodovou
rekalibraci. Méfici signaly kalibratorl umozni posunout vsechny body hlavni kfivky na pracovni
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krivku, odpovidajici skutecnym hodnotdm pfi méfeni. Po kazdé kalibraci je nutné provést
kontrolu. [25]
6.1.1.2 Pouzité soupravy

Nami pouZité testy jsou principidlné zaloZzeny na CLIA a slouZi pro kvantitativni
stanoveni specifickych protilatek tridy IgM ¢i 1gG proti Borrelia burgdorferi sensu lato ve
vzorcich lidského séra, plazmy nebo mozkomisniho moku.

LIAISON® Borrelia IgM Quant (REF: 310020, DiaSorin S.p.A., Italie)

Reagencni integral obsahuje [25]:

1) Magnetické c¢astice potazené rekombinantnimi antigeny OspC a VISE Borrelia
burgdorferi.

2) Kalibrator 1 a kalibrator 2 obsahujici lidské sérum/plazmu s nizkymi resp. vysokymi
hladinami protilatek tfidy IgM.

3) Roztok k fedéni vzorkd.

4) Konjugat obsahujici mysi monoklonalni protilatky proti lidskému IgM konjugované
s derivdtem isoluminolu.

Obrdzek 16: Reagencni integrdl pro stanoveni protildtek tfidy IgM
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

Pokud se pomoci soupravy LIAISON® Borrelia IgM Quant vySetfuji mozkomisni moky, je
nutné po kazdé kalibraci provést kontrolu pomoci kontrol LIAISON®Control Borrelia IgM Liquor
(REF: 310012, DiaSorin S.p.A., Italie).
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Obrdzek 17: Lahvicky s kontrolami (DiaSorin S.p.A., Itdlie)
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

LIAISON® Borrelia IgG (REF: 310880, DiaSorin S.p.A., Itdlie)

Reagencni integral obsahuje [25]:
1) Magnetické ¢astice potazené rekombinantnim antigenem VIsE Borrelia burgdorferi.

2) Kalibrator 1 a kalibrator 2 obsahujici lidské sérum/plazmu s nizkymi resp. vysokymi
hladinami protilatek tfidy IgG.

3) Roztok k fedéni vzorkd.

4) Kunjugat obsahujici mysi monoklondlni protilatky proti lidskému IgG konjugované
s derivatem isoluminolu.

Obrdzek 18: Reagencni integrdl pro stanoveni protildtek tridy IgG

Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin
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Pokud se pomoci soupravy LIAISON® Borrelia IgG (310880) vysetiuji mozkomisni moky,
je nutné po kazdé kalibraci provést kontrolu pomoci kontrol LIAISON® Borrelia IgG Liquor
Controls (REF: 310882, DiaSorin S.p.A., Italie).
6.1.1.3 Interpretace vysledki ve vzorcich mozkomisniho moku

Koncentrace protilatek vypocétena analyzatorem je uvedena v arbitralnich jednotkach (AU/ml).

Tabulka 1: Interpretace vysledk( z analyzdtoru LIAISON XL pro protilatky proti Borrelia
burgdorferi sensu lato [25]

Interpretace Protilatky IgM Protilatky IgG
negativni méné nez 2,5 AU/ml méné nez 4,5 AU/ml
hrani¢ni 2,5-3,5 AU/ml 4,5-5,5AU/ml
pozitivni vice nez 3,5 AU/ml vice nez 5,5 AU/ml

Rozsah méreni 0-190 AU/ml 0,2 - 240 AU/ml

6.1.2 Stanoveni protilatek metodou Western blot

6.1.2.1 Princip

Rekombinantni antigeny jednotlivych Borrelia species a Anaplasma phagocytophila
jsou naneseny na nitrocelulézovou membranu upevnénou na plastové podloZce. Nasledné je
membrana nafezdna na stripy. V testu jsou jednotlivé stripy inkubovany s vysetfovanym
vzorkem, pricemZ dochazi k vazbé specifickych protilatek pfitomnych ve vzorku na pftislusné
antigenni linie na stripu. Po promyti jsou stripy ddle inkubovany s konjugatem. Vizualizace je
provedena inkubaci se substratovym roztokem. Po vybarveni jsou jednotlivé stripy vysuseny a
vyhodnoceny pomoci pocitacového softwaru. [26]

6.1.2.2 Pouzité diagnostické soupravy
Blot-line Borrelia/HGA IgM (REF: BMLO20, Testline Clinical Diagnostics s.r.o0., Ceska republika)
Blot-line Borrelia/HGA 1gG (REF: BGLO20, Testline Clinical Diagnostics s.r.o., Ceska republika)

Soupravy obsahuji [26]:

1) Stripy — testovaci prouzky s nanesenymi rekombinantnimi antigeny.

2) Univerzalni roztok — pufr pro fedéni vzork( a promyvani strip(.

3) Konjugat — roztok obsahujici zvifeci imunoglobulin znaceny alkalickou fosfatazou.

4) Substrat — pufr s BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl Phosphate) a NBT (Nitroblue
Tetrazolium) - BCIP se hydrolyzuje alkalickou fosfatazou za vzniku modrého
meziproduktu, ktery dale oxiduje NBT za vzniku dimeru, ktery md intenzivni fialovou
barvu.

5) Protokol s vyobrazenim vzorového stripu.
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Tabulka 2: Stripy v Blot-line Borrelia/HGA IgM obsahuji tyto specifické antigeny — prevzato a
upravenu z [26]

Antigen Popis/poznamky

VISE Bg Variable major protein-like sequence, expressed; exprimovana sekvence
podobna sekvenci variabilniho proteinu — vyznamny pro protilatkovou
odpovéd' IgG; druhové specificky antigen

p83 Ba hlavni extracelularni protein (degradacni produkt proteinu p100)

p41l Ba vnitrni ¢ast flagelinu — vysoce specificky marker pro ¢asnou protilatkovou
odpovéd

p39 Ba syn. BmpA (basic membrane protein A), glykosaminopeptidovy receptor) —

znak pro pozdni imunitni odpovéd IgG

OspC Ba Outer surface protein C, vnéjsi povrchovy protein C — hlavni imunogen v
OspC Bg casné protilatkové odpovédi IgM; druhové specificky antigen

OspC Bs
paa hlavni marker v protilatkové odpovédi u infekéniho onemocnéni, lidska
granulocytarni anaplazméza, vyvolané bakterii Anaplasma phagocytophila
Vysvétlivky: Ba — Borrelia afzelii, Bg — Borrelia garinii, Bs — Borrelia burgdorferi sensu stricto

Tabulka 3: Stripy v Blot-line Borrelia/HGA IgG obsahuji tyto specifické antigeny — pfevzato a
upraveno z [26]

Antigen Popis/poznamky

VIsE Ba Variable major protein-like sequence, expressed; exprimovana sekvence
VISE Bg podobna sekvenci variabilniho proteinu — vyznamny pro protilatkovou
VISE Bs odpovéd IgG; druhové specificky antigen

p83 Ba hlavni extraceluldrni protein (degradacni produkt proteinu p100)

p58 Bg syn. OppA 2 (oligopeptide ABC transporter, periplasmic oligopeptide-binding
protein), oligopeptidovd permeaza 2), membranovy transportér, povazovan
za marker diseminovaného stadia lymské borelidzy

p41 Ba vnitfni ¢ast flagelinu — vysoce specificky marker pro ¢asnou protilatkovou
odpovéd
p39 Ba syn. BmpA (basic membrane protein A, glykosaminopeptidovy receptor) —

znak pro pozdni imunitni odpovéd' IgG

OspB Bs Outer surface protein C, vnéjsi povrchovy protein B

OspA Ba Outer surface protein A, vnéjsi povrchovy protein A —ve tfidé IgG vysoce
OspABg | specificky znak pro infekci boreliemi

OspA Bs
OspC Bg Outer surface protein C, vnéjsi povrchovy protein C — hlavni imunogen v
¢asné protilatkové odpovédi; imunodominantni znak odpovédi IgM

pl7 Bg syn. DbpA (Decorin-binding protein A, dekorin vazajici protein A) — vnéjsi
povrchovy protein

NapA Bs Neutrophil activating protein A, neutrofilni aktivacni protein A —silny
imunogen, jeden z vyznamnych faktorl v patogenezi lymské artritidy

p4a hlavni marker v protilatkové odpovédi u infekéniho onemocnéni, lidska
granulocytarni anaplazméza, vyvolané bakterii Anaplasma phagocytophila
TpN17 imunodominantni membrdnovy protein Treponema pallidum, vysoce

specificky antigen pro diagnostiku syfilis
Vysvétlivky: Ba — Borrelia afzelii, Bg — Borrelia garinii, Bs — Borrelia burgdorferi sensu stricto
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V pouZitych diagnostickych soupravach se nachdzi i hlavni marker protilatkové
odpovédi lidské granulocytarni anaplazmédzy (HGA, Human granulocytic anaplasmosis). HGA je
onemocnéni vyvolané bakterii Anaplasma phagocytophila. Prenasecem tohoto infekéniho
onemocnéni je klisté, stejné jako je tomu u borelidzy. Po pfisati kliStéte se bakterie Sifi
hematogenni a lymfatickou cestou, napadaji bilé krvinky a snizuji jejich obrannou funkci.
Onemocnéni mize probihat od asymptomatickych forem po zdvainé formy s komplikacemi
respiracnimi, gastrointestinalnimi, renalnimi, neurologickymi. [26]

V diagnostické soupravé Blot-line Borrelia/HGA se nachazi i vysoce specificky
membranovy protein TpN17 bakterie Treponema pallidum, ktery slouZi k vylouceni zkfizené
reaktivity se spirochétou zpUsobujici syfilis. [26]

6.1.2.3 Vzorky a jejich priprava

Soupravy jsou urceny pro vySetfeni protildtek ve vzorcich lidského séra, citratové
plazmy, mozkomiSniho moku ¢i synovidlni tekutiny. Vzorky se fedi univerzalnim roztokem
podle typu materialu. Vzorky mozkomisniho moku se fedi v poméru 1:2, coZ se provede tak, Ze
se smichda 750 pl mozkomisniho moku a 750 ul univerzalniho roztoku. [26]

6.1.2.4 Pracovni postup

1) Vsechny reagencie se vytemperuji na laboratorni teplotu (viz Obrazek 19).

|

Obrdzek 19: Soupravy BLOT-LINE Borrelia/HGA IgM a IgG — potfebné reagencie (univerzadini
roztok, konjugdty, substrdt, stripy s rekombinantnimi antigeny, protokol)

Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin
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2) Pripravi se vzorky, které maji byt vysetfeny. Zprovozni se automat AUTOBLOT 3000
(MedTec, USA), ktery slouzi k davkovani a odsavani jednotlivych roztokl a k tfepani
(viz Obrazek 20).

(A) (B)
Obrazek 20: A - AUTOBLOT 3000 — vzadu peristaltickd cerpadla pro ddvkovani reagencii, kyvavy
pohyb vanicky zajistuje dokonalé smaceni strip(; B — pripravené vzorky, pipety, pipetovaci
Spicky
Fotografie porizeny autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

3) Do vanicky se nadavkuje 2,5 ml univerzalniho roztoku, pomoci pinzety se k nému prida
strip a necha se 10 minut smacet.

4) Univerzalni roztok se odsaje a nadavkuje se 1500 pl vzorku mozkomisniho moku
nafedéného 1:2 (750 pl mozkomisniho moku a 750 pl univerzalniho roztoku) a
inkubuje se na tfepacce pfi laboratorni teploté 30 minut.

5) Nasleduje promyti univerzalnim roztokem 3 krat 1,5 ml 5 minut (viz Obrazek 21).

Obrdzek 21: Promyvani - odsati a ddavkovdni univerzdlniho roztoku
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

6) Poté se davkuje 1,5 ml konjugdtu a inkubuje se 30 minut.
7) Nasleduje opét promyti univerzalnim roztokem 3 krat 1,5 ml 5 minut.
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8) V dalsim kroku se ke stripu prida 1,5 ml substratu a inkubuje se 15 minut.

9) Reakce se ukonéi promytim 2 krat 2 ml destilované vody.

Obrdzek 22: Stripy ve vanicce po provedeni testu
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

10) Stripy se vysusi, nalepi na prilozeny protokol (viz Obrazek 23) a provede se
vyhodnoceni pomoci pocitatového programu Immunoblot Software verze 1.6.3
(Testline Clinical Diagnostics s.r.o0., Ceskd republika). [26]

Obrdzek 23: Stripy pro vysetreni protildtek tridy IgM nalepené na vyhodnocovacim protokolu
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin
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6.1.2.5 Vyhodnoceni

Na zpracovaném stripu je patrna fada pricnych prouzkl, které odpovidaji pozitivni
reakci protilatek s jednotlivymi specifickymi antigeny. Vyhodnocovaci protokol se stripy se
naskenuje a vyhodnoceni se provadi pomoci programu Immunoblot Software, verze 1.6.3
(Testline Clinical Diagnostics s.r.o., Ceska republika) - viz Obrazek 24. [26]

(B)

Obradzek 24: A — pocitac, skener a protokoly pred vyhodnocenim, B —Immunoblot Sofware
pro vyhodnoceni
Fotografie porizeny autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

Test je validni, pokud se na stripu nachazi kontrolni linie a linie kontroly konjugdtu
prislusné tridy.

Celkové hodnoceni testli se provadi podle tabulek 4 a 5 kombinaci specifickych
antigend. U hranicnich vysledk( je doporuceno test opakovat s odstupem 2 — 6 tydnd. [26]

Tabulka 4: Celkové vyhodnoceni testu BLOT-LINE Borrelia/HGA IgM — prevzato z [26]
Antigeny VIsE, p83, p41, p39

Alespon 1 linie

OspC

2 pozitivni linie

1 pozitivni nebo 2
hranicni linie

bez linie nebo 1
hranicni linie

pozitivni linie pozitivni pozitivni pozitivni
hranicni linie pozitivni pozitivni hranicni
bez linie pozitivni hrani¢ni negativni

Vysvétlivky: Osp C - Outer surface protein C, vnéjsi povrchovy protein C; VISE - Variable major protein-
like sequence, expressed, exprimovana sekvence podobna sekvenci variabilniho proteinu; p83 — protein
p83; p4l — protein p41; p39 — protein p39.

Tabulka 5: Celkové vyhodnoceni testu BLOT-LINE Borrelia/HGA IgG — prevzato z [26]

Antigeny p83, p58, p41, p39, OspB, OspA, OspC, pl17, NapA
. , . 1 pozitivni .
Alespon 1 linie vice nez 2 L . .| bezlinie nebo 1
L 2 pozitivni linie | nebo 2 hraniéni Y
VIsE pozitivni linie o hranicni linie
linie
pozitivni linie pozitivni pozitivni pozitivni hranic¢ni
hrani¢ni linie pozitivni pozitivni hraniéni negativni
bez linie pozitivni hrani¢ni negativni negativni

Vysvétlivky: VISE - Variable major protein-like sequence expressed, exprimovand sekvence podobna
sekvenci variabilniho proteinu; p83 — protein p83; p58 — protein p58; p41 — protein p41; p39 — protein
p39; Osp (A, B, C) - Outer surface protein (A, B, C), vnéjsi povrchovy protein (A, B, C); p17 - protein p17;
NapA - Neutrophil activating protein A, neutrofilni aktivacni protein A.
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6.1.3 Vysetieni CXCL13 metodou ELISA

6.1.3.1 Princip

Jamky mikrotitracni destic¢ky jsou potazeny monoklonalnimi protilatkami proti CXCL13.
V prvnim kroku analyzy se nadavkuji kalibratory, kontroly ¢&i vzorky mozkomisniho moku a
pfida se biotin navdzany na anti-CXCL13. Béhem inkubace se vytvoti komplex CXCL13 — anti-
CXCL13-biotin, ktery se navdze na dno jamky mikrotitracni desti¢ky. V dalSim kroku se na
vytvofeny komplex vaze streptavidin znaceny peroxidazou. Peroxidaza Stépi substrat za vzniku
barevného produktu, jehozZ intenzita odpovida koncentraci CXCL13 ve vzorku. [27]

6.1.3.2 Pouzita diagnostickd souprava

Stanoveni koncentrace CXCL13 bylo provedeno pomoci diagnostické soupravy CXCL13-
ELISA (EQ 6811-9601-L, Euroimmun, Némecko) - viz Obrazek 25.

Souprava obsahuje:
1) Mikrotitraéni desticku s jamkami potazenymi protilatkou proti CXCL13.
2) 6 kalibrator(i a 2 kontroly s definovanou koncentraci CXCL13.
3) Biotinem znacena protilatka proti CXCL13.
4) Enzymovy konjugdt — streptavidin znaceny peroxidazou.
5) Chromogenni substrat — obsahuje TMB (tetramethylbenzidin) a H,0,.
6) Zastavovaci roztok — obsahuje kyselinu sirovou.
7) Promyvaci roztok.

Obrdzek 25: Obsah soupravy pro stanoveni CXCL13 metodou ELISA
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin
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6.1.3.3 Pracovni postup

1) Do jamky mikrotitracni desticky se napipetuje 50 ul kalibratoru, kontroly nebo vzorku
mozkomisniho moku a prida se 50 pl biotinu. Inkubuje se 180 minut na tfepacce (viz
Obrazek 26), pfi teploté 18 — 25 °C pfi 400 otackach za minutu.

o

(A)
Obrdzek 26: A — tfepacka BIOSAN Ltd., Lotyssko, B - mikrotitracni desticka na tfepacce
Fotografie porizeny autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

2) Nasleduje promyti 3 krat 300 pl nafedénym promyvacim roztokem (viz Obrazek 27).
Nadavkuje se 100 ul enzymového konjugatu a inkubuje se 30 minut na tfepacce pfi
teploté 18 — 25 °C pfi 400 otackach za minutu.

(A)
Obrdzek 27: A - Promyvaci linka, Dynatech, USA, B — detail promyvaciho kroku

(B)

Fotografie porizeny autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

3) Dalsim krokem je opét promyti 3 krat 300 pl nafedénym promyvacim roztokem a
pipetovani 100 pl chromogenniho substratu. Inkubace 15 minut pfi teploté 18 — 25 °C
ve tmé (viz Obrazek 28).
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Popis obrazku: v 1. sloupci mikrotitracni desti¢ky je sada kalibratord (A-F) o zvySujici se koncentraci
CXCL13 a kontroly (G-H); ve 2. sloupci se nachazi 5 vzorkd (A-E), v jamkach (F-G) jsou jen prazdné jamky
pro doplnéni sloupce pro promyvani. Intenzita modrého zabarveni se zvySuje se zvySujici se koncentraci
CXCL13.

Obrdzek 28: Mikrotitracni desticka se substratem — barvi se modre

Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

4) Poté se prida do kazdé jamky 100 ul zastavovaciho roztoku, modré zbarveni se zméni
na Zluté (viz Obrazek 29A) a méfi se absorbance pfi vinové délce 450 nm a referenéni
vinové délce 620 — 650 nm (viz Obrazek 29B). [27]

(A)
Popis obrazku A: v 1. sloupci mikrotitracni desticky je sada kalibratord (A-F) o zvysujici se koncentraci
CXCL13 a kontroly o dané koncentraci (G-H); v 2. sloupci se nachazi 5 vzorkd (A-E). Intenzita Zlutého
zabarveni se zvySuje se zvysujici se koncentraci CXCL13.
Obrdzek 29: A — mikrotitracni desticka po pfiddni zastavovaciho roztoku, B — Spektrofotometr
MRX Il (Dynex Technologies, USA) s prislusenstvim
Fotografie porizeny autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin
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6.1.3.4 Vyhodnoceni

Vyhodnoceni se provadi pomoci pocitacového programu Relevation verze 4.25
(Dynatech Laboratories, USA). Kfivka pro stanoveni CXCL13 ve vzorcich mozkomisniho moku se
ziska vynesenim hodnot absorbance namérenych pro 6 kalibratord proti koncentraci CXCL13

-1
v pg.ml™.

Test pro CXCL13 je validni, jestlize je koncentrace kontrol v rozmezi stanoveném pro
pfislusnou SarZi testu.

Z kivky se ziskaji koncentrace CXCL13 ve vzorcich mozkomi$niho moku v pg.ml™. LeZi-li
absorbance vzorku nad hodnotou kalibratoru 6, je tfeba vzorek fedit 1:10 v kalibratoru 1, poté
je nutné vysledek vynasobit 10x. [27]

6.1.3.5 Interpretace vysledkii

Tabulka 6: Interpretace vysledkii CXCL13 — prevzato z [27]

Hodnoty Koncentrace CXCL13 [pg.ml ] Interpretace
standardni <20 vylouéeni neuroborelidzy
hraniéni 20-30
zvysené 30-100
podezieni na akutni neuroboreliézu,
vyrazné zvysené > 100 pokud jsou pritomny odpovidajici
symptomy

Nejnovéjsi literatura uvadi, e vysledky > 250 pg.ml™ jsou povaZovany za znamku akutni
neuroboreliézy (Euroimmun, 2018). [27]

6.1.4 Stanoveni boreliové DNA pomoci PCR

6.1.4.1 Izolace DNA

6.1.4.1.1 Princip

Pomoci izolaéni soupravy lze izolovat DNA tak, Ze se nejdfive provede lyze vzorku
v roztoku s vysokym obsahem chaotropnich iontll za pfitomnosti proteinazy K. Poté se k lyzatu
pfida etanol, ¢imZ se dosdhne idealnich podminek pro navazani DNA na silikagelovou
membranu kolonky. Pomoci nékolika promyvacich krok(i se odstrani nezddouci latky. Cista
DNA se eluuje z kolonky pomoci mirné alkalického elu¢niho pufru. [28]

6.1.4.1.2 Pouzitd diagnostickd souprava

Pro izolaci boreliové DNA byla pouZita izolaéni souprava GeneProof PatogenFree DNA
Isolation Kit (GeneProof a.s., Ceska republika) — viz Obrazek 30.

Souprava obsahuje:
1) Lyzacni pufr B3.
2) Proteinazu K.
3) Promyvaci pufr B5.
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4) Promyvaci pufr BW.

5) Elucni pufr BE.

6) DNA kolonky.

7) 2 ml centrifugaéni zkumavky.
Dale je potfeba:

1) 96% etanol.

2) Interni standard.

Obrdzek 30: Potfebné reagencie pro izolaci DNA
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

6.1.4.1.3 Pracovni postup pro izolaci DNA z mozkomisniho moku

Aby se predeslo kontaminaci vzorku, provadi se izolace DNA v laminarnim boxu (Labox
spol. s.r.0., Ceskd republika) - viz Obrazek 31. Laminarni box slouzi rovnéz k ochrané laborantky.
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Obrdzek 31: Lamindrni box pro izolaci DNA
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

1) Do zkumavky se napipetuje 25 ul proteindzy K, 5 ul interniho standardu, 200 pl vzorku
mozkomisniho moku (viz Obrazek 32A) a 200 pl lyzacniho pufru B3. Obsah se vortexuje

10 — 20 s a zkumavka se inkubuje pfi 70°C 30 minut (viz Obrazek 32B). Dojde k lyze
vzorku.

(A) (B)
Obrdzek 32: A — pipetovdni vzorku pomoci spicky s filtrem, B — Termostat (BIOSAN Ltd.,
Lotyssko)
Fotografie porizeny autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin
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2) DalSim krokem je Uprava podminek pro navazani DNA na membranu. Pfida se 210 pl

96% etanolu, obsah se promicha na vortexu (viz Obrazek 33A) a kratce se centrifuguje
(viz Obrazek 33B).

(A) A(B)
Obrdzek 33: A —vortex (BIOSAN Ltd., Lotyssko), B — centrifuga Minispin (Eppendorf, Némecko)
Fotografie porizeny autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

3) Navazani DNA na kolonku se provede tak, Ze se lyzat napipetuje na kolonku a
centrifuguje se pri 11000 x g 1 minutu. Zkumavka s filtradtem se vyhodi (viz Obrazek 34).

(A) (B) ()
Obrdzek 34: A — zabalend Cistd kolonka, B — vzorek krve v kolonce vloZené do zkumavky pred
centrifugaci, C —zkumavky s fitrdtem po centrifugaci — zleva vzorek krve, punktdtu,
mozkomisniho moku
Fotografie porizeny autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

4) Kolonka se umisti do nové zkumavky, pridda se 500 pl promyvaciho pufru BW a
centrifuguje se pfi 11 000 x g 1 minutu. Zkumavka s filtratem se vyhodi.

5) Kolonka se umisti do nové zkumavky, pfida se 600 ul promyvaciho pufru B5 a
centrifuguje se pfi 11 000 x g 1 minutu. Zkumavka s filtratem se vyhodi.

6) Kolonka se umisti do nové zkumavky a centrifuguje se pfi 11 000 x g 1 minutu. Dojde
k vysuseni membrany v kolonce, odstrani se zbytkovy etanol. Zkumavka se vyhodi.
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7)

8)

Kolonka se umisti do nové zkumavky a prida se 50 pl elué¢niho pufru BE predehiatého
na 70°C. Nasleduje inkubace 1 minutu pfi pokojové teploté a centrifuguje se pti 11 000
x g 1 minutu. Kolonka se vyhodi a ve zkumavce se ziska 50 pl izolatu DNA.

Takto pripraveny izolat DNA (viz Obrazek 35) se poufZije pro PCR reakci nebo se uchova
v mraznicce. [28]

Obrdzek 35: Dole — zkumavka s izolatem, nahore kolonka na vyhozeni
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

6.1.4.2 Stanoveni DNA borelii pomoci polymerdzové retézové reakce

v realném case

6.1.4.2.1 Princip

Detekce borelii ze skupiny Borrelia burgdorferi sensu lato metodou PCR v redlném case

je zaloZena na principu amplifikace sekvence genu kddujictho 16S rRNA a mefeni nardstu

fluorescence fluoroforu FAM (5(6)-carboxyfluorescein). [28]

6.1.4.2.2 Poulitd souprava

Souprava Geneproof Borrelia burgdorferi PCR kit verze ISEX (GeneProof a.s., Ceska

republika) obsahuje (viz Obrazek 36) [28]:

1)

2)
3)

MasterMix Borrelia burgdorferi - obsahuje vSechny potifebné komponenty pro PCR
amplifikaci, navic uracil-DNA glykosylazu (UDG), kterd eliminuje kontaminaci PCR
amplifikanimi produkty.

Pozitivni kontrolu Borrelia burgdorferi.

Interni standard Borrelia burgdorferi — slouZi pro kontrolu inhibice PCR reakce a
kontrolu kvality izolace DNA. Pozitivni amplifikace interniho standardu je detekovana
ve fluorescenénim kandlu pro fluorofor HEX (6-carboxy-2,4,4,5,7,7 -
hexachlorofluorescein succinimidyl ester).
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Obrdzek 36: Souprava pro PCR reakci Geneproof Borrelia burgdorferi
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

6.1.4.2.3 Priprava polymerdzové retézové reakce [28]

Aby se predeslo kontaminaci, provadi se ptiprava v jiném boxu nez izolace DNA (viz
Obrazek 37).

Obrdzek 37: Box s UV zdricem (BIOSAN Ltd., Lotyssko)
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

1) MasterMix se vytemperuje na laboratorni teplotu. Do papirové sablony 96-ti jamkové
desticky se zapiSe pozice vzork( a kontrol.

2) Do jamky desticky pro PCR se napipetuje 30 pl MasterMixu a prida se 10 pl izolatu DNA
vzorku. Vysledny objem reakéni smési je 40 pul (viz Obrazek 38).
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4)

5)

6)

/ il ‘ i
Obrdzek 38: Pipetovdni MasterMixu do desticky pro PCR reakci
Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin

Do dalsi jamky desticky se napipetuje 30 pl MasterMixu a 10 pl pozitivni kontroly.

Do dalsi jamky se napipetuje 10 ul negativni kontroly (negativni izolat z predeslé
analyzy, pfip. destilovana voda upravena izolacnim postupem).

Desticka se prelepi kryci folii, folie se pfitlaci plastovou stérkou a desticka se
centrifuguje pri 1500 otackach 2 minuty na centrifuze 5430 (Eppendorf, Némecko).

Desticka se vloZi se do termocykleru LightCykler®480Il (Roche Diagnostics Ltd.,
Svycarsko), ve kterém probiha vlastni PCR reakce (viz Obrazek 39).

Obradzek 39: Termocykler LightCykler®480Il s prislusenstvim

Fotografie pofizena autorkou prdce na OLM KNTB a.s. Zlin
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7) Spusti se Amplifikacni program:

- UDG dekontaminace pfi 37°C 2 minuty

- pocatecni denaturace pfi 95°C 10 minut

- denaturace pfi 95°C 5 sekund

- annealing pfi 60°C 40 sekund — ¢teni fluorescenéniho signalu
- replikace pfi 72°C 20 sekund

- pocet cyklla 45

6.1.4.2.4 Vyhodnoceni PCR

Vyhodnoceni provadi zagkoleny VS pracovnik. P¥itomnost borelii ve vzorku je
indikovana narlstem fluorescence FAM fluoroforu. K primarnimu vzorku je pfidavan interni
standard (IS) kontrolujici moZnou inhibici PCR reakce i kvalitu izolace DNA (verze ISEX).
Pozitivni amplifikace IS je detekovana ve fluorescenénim kanalu pro HEX fluorofor.

Interpretace vysledkt

Pozitivni — v pfipadé pozitivity (pozitivni signal = amplifikaéni rGstova kfivka) ve FAM fluoroforu
a pozitivity IS (pozitivni signal = amplifikaéni rdstova krivka) v HEX fluoroforu. U vysoce
pozitivniho vzorku nemusi byt pozitivita IS.

Negativni — v pfipadé negativity (Zddna amplifikacni kfivka) ve FAM fluoroforu a pozitivita IS v
HEX fluoroforu.

Nevalidni (inhibice reakce) — v pfipadé negativity (Zddna amplifikacni kfivka) ve FAM fluoroforu
a negativni IS v HEX fluoroforu (vysetfeni je nutno opakovat). [28]
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6.2 Soubor pacienti

Od brezna 2015, kdy bylo stanoveni koncentrace CXCL13 na OLM KNTB a.s. Zlin
zavedeno, do ¢ervence 2018 bylo vysetfeno 249 vzorkli mozkomiSniho moku. Vék pacientt se
pohyboval od 4 do 88 let. Skupina zahrnuje 130 muzl a 119 Zen.

Graf 1: Soubor pacient(i — rozloZeni dle véku a pohlavi
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VSechny tyto vzorky mozkomiSnich mokd byly podrobeny stanoveni koncentrace
chemokinu CXCL13, ddle stanoveni specifickych protilatek tfidy IgM a IgG pomoci
screeningového vysetieni metodou chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy na analyzatoru LIAISON
XL a néslednou konfirmaci metodou WB. U 35 vzorkdl mozkomisniho moku byla provedena i
detekce boreliové DNA metodou PCR.

Nejdfive byly vzorky hodnoceny jako celek. Poté byly vybrany 2 skupiny, které byly
zhodnoceny podrobnéji. Prvni skupinu tvofri poslednich 50 vzorkd vysetfenych v obdobi ¢erven
— Cervenec 2018 a druhou skupinu tvofi déti do 12 let, kterych bylo 27.

U téchto dvou skupin byly dohledany vysledky stanoveni koncentrace albuminu a
celkovych protilatek tfidy IgM a IgG ve vzorcich mozkomiSniho moku a séra, které byly
vySetfeny na Oddéleni klinické biochemie a farmakologie (OKBF) KNTB a.s. Zlin. Dale byly
dohledany vysledky vysetieni specifickych protilatek tfidy 1IgM a IgG proti boreliim ve vzorcich
séra. Ze vsech téchto hodnot mohl byt vypocten protilatkovy index (Al, antibody index) pomoci
programu Berechnungsprogramm (DiaSorin, Némecko). Za pozitivni hodnotu Al je povaZovana
hodnota > 1,5. Byly vyhledany i vysledky cytologie mozkomisniho moku, ktera byla provedena
na OKBF KNTB a.s. Zlin. Dale byla dohleddana propoustéci zprava, ze které byly cerpany
informace o stanovené diagndze.
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7. VYSLEDKY

7.1 Vysledky vsech 249 vzorkii

Vysledky vysetfeni mozkomisniho moku vsech 249 pacienti jsou uvedeny v Pfiloze 1. V
pfiloze 1 je moiné nalézt Cislo vzorku, rok a mésic vySetfeni, vék a pohlavi pacienta,
koncentraci CXCL13 v pg.ml™, koncentraci specifickych protilatek tfidy IgM a IgG proti boreliim
naméfenou na analyzatoru LIAISON XL pomoci metody CLIA v AU.ml™?, vysledky vy3etieni
specifickych protilatek tfidy IgM a IgG proti boreliim stanovenych metodou WB. U nékterych
vzorkll je také uveden vysledek stanoveni boreliové DNA metodou PCR (35 vzorkd), ostatni
nalezy, pfiznaky a diagnosticky zavér.

Pomoci programu Microsoft Excel byly vysledky srovndny a vysledky jsou uvedeny
v pfiloze 2. Bylo zjisténo, Ze 107 vzorkd bylo zcela negativnich, tj. Zddné specifické protilatky
proti boreliim a hodnoty koncentrace CXCL13 se pohybovaly pod 20 pg.ml™. Tyto vzorky by se
daly pocitat, jako kontrolni skupina. 17 vzork( mélo negativni protilatky, ale koncentraci
CXCL13 vétsi nez 20 pg.ml™ a z nich pouze jeden (vzorek 88) mél koncentraci CXCL13 vetsi ne?
250 pg.ml™.

Z 249 pacientl bylo stanoveno minimalné 40 pripadt LNB. Celkové mélo koncentraci
CXCL13 vétdi nez 250 pg.ml™ 42 vzorkd, z toho 38 pripadalo na pacienty s LNB. Ctyfi zbylé
pfipady mély TBC basilarni meningitidu, aseptickou meningitidu, herpetickou encefalitidu a
jeden zemfel.

Srovnani vysledkd stanoveni specifickych protildtek metodou CLIA a WB ukazuje graf 2
a 3. Shoda u protilatek tridy IgM byla v 77,1 %, ale 22,49% bylo pozitivnich metodou CLIA, ale
nepotvrzeno WB. Pouze u jednoho vzorku (0,40 %) byly protilatky tfidy IgM negativni metodou
CLIA a hrani¢ni metodou WB.

Graf 2: Srovnani vysledk( vysetieni protildatek tridy IgM metodou CLIA a WB

0,40%

M CLIA negativni, WB negativni

M CLIA pozitivni, WB pozitivni
m CLIA pozitivni, WB negativni
B CLIA negativni, WB hranicni
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U protilatek tridy 1gG byla shoda u 91,2 % vzorka, jak je patrné z grafu 3. 6,02 % vzork(
bylo negativnich metodou CLIA a hrani¢ni metodou WB. Pouze 3 vzorky (2,81 %) byly pozitivni
metodou CLIA, ale nepotvrzeny WB.

Graf 3: Srovndni vysledk( vysetieni protildatek tridy IgG metodou CLIA a WB

2,81%

B CLIA negativni, WB negativni
B CLIA pozitivni, WB pozitivni
i CLIA pozitivni, WB negativni

B CLIA negativni, WB hranicni

Ztabulky 7 je zjevné, Ze koncentrace chemokinu CXCL13 pfi jiné infekci nez LNB
neprekrotila hodnotu 250 pg.ml™, ktera je nékolika studiemi doporucovéana jako hranice pro

diagnostiku akutni LNB.

Tabulka 7: Prehled ostatnich ndlezi vzhledem ke koncentraci CXCL13

Protilatky proti klistové ;.
encefalitidé Ostatni ndlezy

I|gg'\(;|: :ig/l; Ilggl\6/l_+ Ilggé\/ll; VZV PCR+ | HSV1 PCR+ | Anaplasma IgM- IgG+
8,919 4,7 31,37 | 4,099 29,554 229,3 10,262
12,618 6,725 45,381 6,868 6,725
19,59 7,466 232,205

:El 33,461 8,341

Egz 49,694 9,61

po 59,16 9,67

o 11285 | 11,24

S [113,986] 23,9
123,936 | 76,625
128,75
158,39

pramér| 74,67 17,61 31,37 | 4,10 102,38 118,08 8,49

Vysvétlivky: + - pozitivni, - - negativni, H — hrani¢ni, PCR — polymerazova fetézova reakce, HSV
— herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, Anaplasma — Anaplasma phagocytophilum
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7.2 Vysledky vzorki vysetienych v obdobi cerven — cervenec
2018

Vysledky poslednich 50ti vzorkd, které byly vySetfeny v obdobi ¢erven — cervence roku
2018 lze nalézt v priloze 3. V této skupiné bylo zachyceno 8 ptipadl LNB. VSechny jsou
charakterizované lymfocytarni pleocytézou, pozitivnim protilatkovym indexem (Al) ve tridé
IgM i 1gG a koncentraci CXCL13 vy$$i neZ 250 pg.ml™. V tabulce 8 je vidét piehled nejéastéjsich
priznak( a nalezl. Pozitivni Al pro protilatky tfidy 1gG se nachazelo kromé 8 pacientli s LNB u 6
pacientld. Dva trpéli polyneuropatii dolnich koncetin, dva méli uvedenu dfive probéhlou
lymskou borelidzu, jeden pacient mél pozitivni protilatky tfidy IgM proti klistové encefalitidé a
jeden trpél akutni meningoencefalitidou nejasné etiologie. Koncentrace CXCL13 u téchto Sesti
pacient( byla mensi ne 20 pg.ml™, co? by mélo vyloudit akutni neuroboreliézu.

Tabulka 8: Vysledky a ndlezy u 50 pacientii za obdobi ¢erven-Cervenec 2018

vySetieno celkem | pacienti s LNB
pocet pacientl 50 8
PPLN 6 3(1)
bolest hlavy 8 3
lymfocytarni pleocytdza 18 8
pozitivni Al pro IgM 8 8
pozitivni Al pro 1gG 14 8
CXCL13 > 250 pg/ml 8 8
CXCL13 100 - 250 pg/ml 3 0
CXCL13 30-100 pg/ml 6 0
CXCL13 20-30 pg/m 1 0
CXCL13 < 20 pg/ml 32 0
PCR - pozitivni 1 1
PCR - negativni 7 2
CLIA IgM+ /H 12 8
CLIA IgM- 38 0
CLIA IgG+/H 15 8
CLIA IgG- 35 0
WB IgM+ / H 3 3
WB IgM- 47 5
WB IgG+/ H 17 8
WB IgG- 33 0

Vysvétlivky: LNB — lymskd neuroborelioza, PPLN — periferni paréza licniho nervu, Al — antibody index,
PCR — polymerdzovd retézovd rekce pro stanoveni DNA borelii, CLIA — chemiluminiscencni imunoanalyza,
WB — Western blot, + - pozitivni, - - negativni, H - hrani¢ni

V souboru 50 pacientd byly zachyceny 2 pfipady klistové encefalitidy, u 1 vzorku byl
zachycen metodou PCR Varicella zoster virus (VZV) a u 1 vzorku Herpes simplex virus 1 (HSV 1).
U téchto 4 vzorkd byly koncentrace CXCL13 zvySeny, ale nepfesahovaly hodnotu 250 pg.ml™.

Jak je patrné z tabulky 9, 7 pacient( ze souboru 50 pacientli mélo negativni specifické
protilatky proti boreliim, ale hodnota CXCL13 se pohybovala mezi 20 a 250 pg.ml™. Mezi tyto
vzorky spadaji kromé vySe zminénych (HSV 1, VzZV, klistovd encefalitida), pacienti
s roztrousenou sklerézou, paraparézou po bodnuti véely, meningoencefalitidou a jedna
pacientka v pocatecni fazi neuroborelidzy — viz kazuistika 1.
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Tabulka 9: Prehled vysledku pro soubor 50 pacientti za obdobi ¢erven-Cervenec 2018

CXCL13 [pg/ml] <20 20-30 | 30-100 | 100—-250 | >250 | celkem

CLIA wB
IgM- 1gG- IgM- 1gG- 24 1 4 2 31
IlgM+ IgG+ IgM- 1gG+ 1 1 5 7
IgM+ 1gG+ IgM+ 1gG+ 3 3
IgM- IgG- IgM-1gG H 2 2
IgM- 1gG+ IgM- 1gG H 3 3
IgM- 1gG+ IgM- 1gG+ 2
IgM + 1gG- IgM- 1gG- 2 2
pocet pripadt — celkem 32 1 6 3 8 50

Vysvétlivky: + - pozitivni, - - negativni, H — hrani¢ni, CLIA — chemiluminiscen¢ni analyza, WB —
Western blot

Dva pacienti méli v mozkomisnim moku pozitivni protilatky tfidy 1gM i IgG metodou
CLIA, ale potvrzeny WB byly jen protilatky tfidy IgG. Tito pacienti nespadali mezi pacienty s LNB,
jeden trpél polyneuropatii (CXCL13 < 20 pg.ml™ a negativni Al) a jeden mél podezieni na
onkologické onemocnéni mozku (CXCL13 220,5 pg.ml™ a negativni Al).

Dva pacienti méli v mozkomisnim moku pouze pozitivni protilatky tfidy IgM metodou
CLIA, ale nepotvrzené WB. Mezi nimi se nachazel pacient s klistovou encefalitidou a pacient s
lymfocytarni meningitidou (oba méli Al pro IgM negativni).

Kazuistika 1 (vzorek 207 a 212)

31.5.2018

64-letd Zena pfichazi s bolestmi vlevém uchu, poklesem levého Ustniho koutku,
nedovird levé oko a opakované zvracela. Pred tfemi dny byla ockovédna proti klistové
encefalitidé. Pfed 4 tydny méla klisté bez vétsi lokalni reakce. Byla provedena lumbalni punkce.
Biochemicky byl mozkomisni mok v porfadku, cytologicky mirnd lymfocytarni pleocytdza.
Specifické protilatky proti boreliim v séru i mozkomisnim moku negativni. Jen zvySend hodnota
CXCL13 (vzorek 207 = 49,055 pg.ml™).

6.6.2018
Propusténa domU — naordinovano anelgetikum, o¢ni mast, o¢ni kapky a rehabilitace.
Diagnosticky zavér — Idiopaticka periferni paréza licniho nervu vlevo.

13.6. 2018

Pacientka pfichazi pro obrnu licniho nervu i na pravé strané. Opét proveden odbér
mozkomiSniho moku. PFfi biochemickém vysSetfeni zvySeny imunoglobuliny, albumin, laktat.
Cytologicky byla stanovena lymfocytarni pleocytdza. V séru hranicni specifické protilatky tridy
IgM a IgG proti boreliim, protilatky IgM WB pozitivni. V mozkomiSnim moku protilatky
metodou CLIA pozitivni, ale WB zachytil pouze hrani¢ni 1gG. Vysoka koncentrace CXCL13
(vzorek 212 = 833,69 pg.ml™).
Diagnosticky zavér: LNB projevujici se bilateralni periferni parézou licniho nervu.
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Z této kazuistiky je vidét, Ze u pacientky nebyla na za¢atku onemocnéni LNB stanovena
spravna diagndza, protoze laboratorni vysledky jeSté nezachytily probihajici infekci.
Koncentrace chemokinu CXCL13 byla zvy3ena, ale nepiekracovala ani hodnotu 100 pg.ml™.
Protilatky jesté detekovatelné nebyly.

7.3 Vysledky skupiny déti do 12 let

Vysledky déti do 12 let jsou uvedeny v pfiloze 4. Z27 déti mélo diagnézu LNB 20.
Véechny mély zvy$enou koncentraci CXCL13 nad hodnotu 355 pg.ml™ a vét$ina z nich méla
v mozkomisnim moku stanovenu lymfocytarni pleocytézu. NejcastéjSim projevem byla
periferni parézu licniho nervu, ktera se nachdzela u 15 déti s LNB. Druhym nejéastéjSim
projevem byla u déti bolest hlavy. Z téchto 20 déti mélo 19 déti v mozkomisnim moku pozitivni
protilatky trfidy IgM metodou CLIA, ale potvrzeno WB byly jen 4 vzorky. 18 déti mélo
v mozkomiSnim moku pozitivni protilatky tfidy IgG metodou CLIA, potvrzeno WB bylo 16
vzorkll. U 11 vzorkd byl vypocéten protilatkovy index (Al), ktery byl u viech téchto vzorkd
pozitivni v obou tfidach protilatek. U ostatnich pozitivnich vzork( nemohl byt Al vypocten,
protoze nebyla namérena vSechna potfebnd data. Jeden vzorek mél pouze vysokou
koncentraci CXCL13 a LNB byla potvrzena pozitivni boreliovou DNA metodou PCR — viz.
kazuistika 2. DalSi vzorek mél pouze vysokou koncentraci CXCL13 a pozitivni specifické
protilatky tridy IgM proti boreliim metodou CLIA, ale nepotvrzenou WB — viz kazuistika 3.
Prehled vysledki je uveden v tabulce 10.

Tabulka 10: Prehled vysledk( u skupiny — déti do 12 let

stanoveno celkem pacienti s LNB
pocet pacient( 27 20
PPLN 19 15
bolest hlavy 4 4
lymfocytarni pleocytdza 16 14
pozitivni Al 11 11
CXCL13 > 250 pg/ml 20 20
CXCL13 < 20 pg/ml 7 7
PCR — pozitivni 4 4
PCR - negativni 17 11
CLIA IgM+ 20 19
CLIA IgM- 7 1
CLIA 1gG+ 18 18
CLIA 1gG- 9 0
WB IgM+ / H 4 4
WB IgM- 23 16
WB IgG+/ H 16 16
WB IgG- 11 4

Vysvétlivky: LNB — lymska neuroboreliéza, PPLN — periferni paréza licniho nervu, Al — antibody index,
PCR — polymerdazova fetézova rekce pro stanoveni DNA borelii, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza,
WB — Western blot, + - pozitivni, - - negativni, H — hrani¢ni
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Kazuistika 2 (vzorek 88)

9-ti lety chlapec byl pfijat pro periferni parézu licniho nervu vlevo. Byla provedena
lumbalni punkce. Cytologicky stanovena lymfocytarni pleocytdza. Specifické protilatky tridy
IgM i 1gG v séru i mozkomiSnim moku negativni. Zato byla zvySena koncentrace chemokinu
CXCL13 (593,6 pg.ml™)a LNB byla potvrzena metodou PCR, pomoci které byla detekovana
boreliovd DNA.

Tato kazuistika ukazuje zachyt velmi ¢asného stadia LNB v obdobi, kdy jeSté nebyly
vytvoreny protilatky. Koncentrace chemokinu CXCL13 diagnézu LNB podporuje.

Kazuistika 3 (vzorek 68)

12-ti lety chlapec byl pfijat pro opakované zvraceni a bolesti hlavy. Po pfijeti se velmi
rychle rozviji vyrazny meningismus. Dle pocitaCové tomografie je centralni nervovy systém bez
patologie. Byla provedena lumbalni punkce. Mozkomis$ni mok byl lehce zkaleny, cytologicky a
biochemicky odpovida spiSe bakteridlnimu zanétu. Po poddani antibiotik se chlapec zlepsuje.
Kultivace mozkomisSniho moku i hemokultur byla negativni. Byly zjiStény pouze pozitivni
specifické protilatky tridy IgM proti boreliim v mozkomiSnim moku metodou CLIA, které se WB
nepotvrdily. Protilatkovy index (Al) nemohl byt vypocten, protoZe nebyly zméfeny vsechny
parametry k tomu potfebné. Koncentrace CXCL13 byla 355,53 pg.ml™, tedy celkem vysoka.
Pfi¢ina potizi nebyla zcela jasna, ale po konzultaci s neurologem byl zdvér boreliovd
meningoencefalitida.

Tato kazuistika ukazuje, Ze se zfejmé jednalo o velmi ¢asnou LNB, kterd jesté nemohla
byt potvrzena pozitivnimi protildtkami. Stanoveni borelii metodou PCR bylo negativni, coz
mohlo byt zplsobeno nizkou citlivosti této metody. Jediny ukazatel sméfujici k diagnostice LNB
byla vysoka koncentrace CXCL13 a pfiznaky onemocnéni, reagujici na 1é€bu antibiotiky.
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8. DISKUSE

LNB patii mezi ¢asté systémové manifestace lymské borelidzy v Evropé. Aby mohla byt
diagndza LNB stanovena, musi byt splnény 3 podminky — odpovidajici klinické symptomy,
pleocytéza v mozkomisnim moku a intratekalni produkce protilatek. Jsou-li splnény pouze 2
tyto podminky, diagnéza LNB je moznd. [29] Tyto pravidla jsou ddna smérnicemi Evropské
federace neurologickych spolecnosti (EFNC, European federation of neurological societies). [30]

Laboratorni diagnostika LNB neni jednoducha. Za zlaty standard se dnes povazuje
stanoveni intratekalni syntézy specifickych protilatek. Tato metoda ma vsak svd omezeni.
Pokud se jednd o velmi ¢asné stadium, nemusi byt protilatky jesté vytvoreny. Na druhou stranu
mohou protilatky pretrvavat delsi dobu. Pfimy prikaz borelii méa nizkou citlivost. Z 35 vzorkl
mozkomisniho moku vySetfenych v rdmci této prace byla DNA borelii metodou PCR zachycena
pouze 4 krat a to u déti ve véku 4, 5,6 a 9 let.

Ztéchto dlvodl se hledd novy laboratorni marker pro diagnostiku lymské
neuroborelidzy. Vhodnym diagnostickym markerem se zda byt stanoveni koncentrace CXCL13
v mozkomiSnim moku, jehoZz koncentrace byva pfi akutni neuroboreliéze znacné zvysena.
Navic jeho koncentrace rychle klesa po |é¢bé. Stanoveni koncentrace CXCL13 k monitorovani
|[éCby se vSak v praxi moc nevyuzije, protoze odbér mozkomisniho moku je provadén pouze
v nutnych pfipadech.

Problémem vsak je, Ze zatim nebyla definovdna mezni hodnota koncentrace CXCL13
pro diagnostiku LNB, navrhované mezni hodnoty se pohybuji od méné nez 100 po vice neZ
1229 pg.ml™. [6]

Picha a kol. ve své studii hodnotili klinicky vyznam CXCL13 pro stanoveni diagndzy LNB.
Zjistili, Ze koncentrace CXCL13 dobfe koreluje s pleocytdzou v mozkomisnim moku. Dale zjistili,
7e ze 110 pacientd s prokazanou LNB méli koncentraci CXCL13 pod 29 pg.ml™ pouze 2 pacienti
a 3 pacienti s LNB méli koncentraci CXCL13 mensi nez 130 pg.ml™. Z toho vyplyva, 7e vyznam
stanoveni koncentrace CXCL13 v mozkomiSnim moku pro diagnostiku LNB vyznam ma. [6]
Nejvétsi diagnosticky vyznam stanoveni koncentrace CXCL13 by byl u pacientl, kterym byla
v mozkomiSnim moku stanovena pleocytdza, ale Al byl negativni. Pokud by byla koncentrace
CXCL13 vysoka, podporovalo by to diagndzu LNB. Nebo u pacientll bez pleocytdzy s pozitivhim
Al. U téchto pacientl byla koncentrace CXCL13 vétsSinou nizka, coZ by podporovalo stadium
odeznivajici LNB. Vétsina téchto pacientl uz méla priznaky delsi dobu. [7]

Henningsson a kol. porovnavali dva diagnostické testy pro stanoveni koncentrace
CXCL13 - Quantikine ELISA (R & D Systems, USA) a testu na bazi kulicek recomBead CXCL13
(Mikrogen Diagnostik, Némecko). Zjistili, Ze mezni hodnota koncentrace CXCL13 je zavisla na
pouzitém testu. Vyrobce recomBead CXCL13 doporucuje jako hrani¢ni hodnoty 190 — 300
pg.ml™*a hodnoty nad 300 pg.ml™ jsou interpretovény jako silné podporujici diagndzu LNB.
Tyto hodnoty jsou potvrzeny studii od Henningsson a kol. Henningsson a kol. se také domnivaji,
Ze klasifikace pacientl dle soucasnych evropskych smérnic ma trhliny. Tyto smérnice radi do
jedné skupiny (mozna LNB) pacienty s pleocytdzou, charakteristickymi priznaky, ale bez Al a
pacienty s Al, ale bez pleocytdézy. Henningsson a kol. doporucuji rozdélit tuto skupinu na dvé
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skupiny. Skupina 1 - pacienti s Al, ale bez pleocytdzy, které povazuji za LNB probéhlou dfive.
Koncentrace CXCL13 v této skupiné byla nizka. Skupinu 2 by tvofili pacienti s pleocytézou,
charakteristickymi priznaky, ale bez Al. V této skupiné byla diagnéza akutni LNB podporena
vys$i koncentraci CXCL13 u 50% vzork( (zejména u déti). Henningsson a kol. tedy povazuji
stanoveni koncentrace CXCL13 v mozkomisnim moku za uzite¢ny diagnosticky nastroj. [31]

Cilem studie autor(i Remy a kol. bylo zhodnotit diagnosticky vyznam CXCL13 u déti (0 —
18 let) pfi podezieni na LNB a stanovit mezni koncentraci CXCL13 pro odliSeni LNB od ostatnich
infekci. Pro stanoveni koncentrace CXCL13 pouzili diagnostickou soupravu od stejného vyrobce
jako je pouzivana na OLM KNTB a.s. Zlin, tedy CXCL13 ELISA (Euroimmun, Némecko). Je to
prvni schvalend souprava pro rutinni vyuZiti. Remy a kol. nachazi ve stanoveni koncentrace
CXCL13 nékolik pfinosd. Zvysené hodnoty koncentrace CXCL13 podporuji diagndézu LNB
v pfipadech, kdy jesté neni mozné stanovit Al vzhledem k negativité protildtek. To muze
urychlit diagnostiku o nékolik tydn(. Dalsi vyhodou je, Ze sta¢i mensi mnozstvi mozkomisniho
moku, coZz se uplatni zvlasté u malych déti, u kterych byva odbér vétSiho mnozstvi
mozkomisniho moku problém. Do reakce se dava 50 pl mozkomisniho moku. Malé mnoZstvi
vzorku navic je potreba u pripad(, kdy je koncentrace CXCL13 vyssi neZz koncentrace CXCL13
kalibratoru o nejvyssi koncentraci a musi se provést nové testovani fedéného vzorku. Naproti
tomu naptiklad pro vysetreni protilatek tfidy IgM a 1gG v mozkomisnim moku metodou WB
pomoci souprav firmy Testline je potfeba 1500 pl mozkomisSniho moku. Za vyhodné povazuji
Remy a kol. i relativni rychlost vySetfeni — trva asi 4 hodiny. VKNTB a.s. Zlin m{ze trvat
vySetfeni vSech parametrl nutnych pro vypocet intratekdlni syntézy i tyden, proto mizie
stanoveni koncentrace CXCL13 diagnostiku urychlit o nékolik dni. Vysledky studie Remy a kol.
koreluji s predchozimi studiemi zahrnujici dospélé pacienty. Remy a kol. doporucuji pouzivani
stanoveni koncentrace CXCL13 u déti pfi podezieni na LNB. [30]

Skogman a kol. porovnavali 3 testy pro laboratorni diagnostiku LNB (CXCL13, Al a index
celkovych IgM) u déti. Za velmi dulezité pro hodnoceni diagnostického pfinosu riznych test(
povazuji vybér dobfe definovanych pacientd. V této studii se o to snazili. Skupina s moZnou
LNB zahrnovala pacienty s kratkou dobou neurologickych priznakd, u kterych nebyla prokazana
jind bakteridlni ¢i virovd infekce. V mozkomisnim moku téchto pacientl byla stanovena
pleocytdza a tito pacienti dobie reagovali na antibiotickou lé¢bu. Vysledky této studie ukazuiji,
Ze stanovani koncentrace CXCL13 v mozkomiSnim moku i stanoveni indexu celkovych IgM
podavaji uzitecné informace. Za zajimavé povaZzuji nékolik pacientl s kratkou dobou pfiznak,
bez pleocytdzy a protilatek, ale zvySenym CXCL13. Tito pacienti by mohli mit velmi ¢asnou LNB
a mohli byt Spatné zarazeni mezi pacienty bez LNB. [32]

JelikoZ v rdmci této bakalarské prace nebyl proveden vybér dobre definovanych pacient,
je hodnoceni vysledkd komplikované.

Za pomérné dobre definovanou skupinu by mohla byt povazovana skupina déti do 12 let,
jelikoz déti vétsinou netrpi jinymi chorobami, které by mohly vysledky vysetteni ovlivnit. Z 27
déti do 12 let mélo diagndzu LNB 20. Viechny mély koncentraci CXCL13 vy3$$i nez 355 pg.ml™,
vétSina z nich méla v mozkomisnim moku stanovenu lymfocytarni pleocytdozu, nejcastéjsim
projevem byla periferni paréza licniho nervu. Diagnosticky prinos stanoveni koncentrace
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CXCL13 je urcité u 2 vzorkl, u kterych nebyly stanoveny protilatky a koncentrace CXCL13
diagndzu LNB podpofila.

Pfinos vysetifeni koncentrace chemokinu CXCL13 v KNTB a.s. je, Ze mlze byt diagndza
LNB podporena dfive, nez se vysetfi vSechny parametry potfebné pro stanoveni Al, pomoci
kterého se odlisi intratekalni syntéza protilatek od protilatek pochazejicich ze séra pti porusené
hematolikvorové bariére.

Z249 vzorkd bylo diagnostikovdno minimdlné 40 pfipadd LNB a znich 38 mélo
koncentraci CXCL13 339 pg.ml™ a vy$si. Dva pacienti diagnostikovani jako LNB méli koncentraci
CXCL13 mensi nez 20 pg.ml™. Tito pacienti by mohli spadat do skupiny, kdy u? infekce odezniva.
Nebo jelikoz nebyl stanoven Al a dle biochemického vysledku se jednalo o Cisté naruseni
hematolikvorové bariéry bez lokalni syntézy IgG, mohlo jit o protilatky ze séra.

Vzhledem k tomu, Zze koncentrace CXCL13 u vétsiny pacientd s LNB (38/40) vysetfenych
vramci této bakalaiské prace prekracovala hodnotu 339 pg.ml™, ptiklanéla bych se kjiz
navrhované mezni hodnoté 250 pg.ml™. Tato hodnota byla u pacientil bez stanovené LNB
prekroc¢ena pouze 4 krat, ale u vSech 4 pacientll (vzorky 16, 26, 57 a 88) byly zachyceny néjaké
specifické protilatky proti boreliim v mozkomiSnim moku, coZ by diagnézu LNB zcela
nevylucovalo.
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9. ZAVER

V bakalarské praci je charakterizovan plvodce lymské borelidzy bakterie Borrelia
burgdorferi sensu latu. Dale je popsan jeho vztah k hostiteli a projevy lymské borelidzy. Je
popsan i hlavni prenasec lymské borelidzy, kterym je klisté rodu Ixodes.

Laboratorni diagnostika plvodce lymské borelidzy neni jednoduchd vzhledem
k antigenni heterogenité komplexu Borrelia burgdorferi sensu latu. Metody je mozné rozdélit
na primé, mezi které patfi kultivace, mikroskopie a dnes nejvice vyuZivand polymerazova
fetézova reakce, a metody nepfimé zahrnujici nepfimou imunofluorescenci, enzymovou
imunoanalyzu a Western blot. JelikoZ je citlivost pfimych metod pro prikaz borelii nizka,
vyuzivaji se dnes hlavné metody nepiimé zaloZené na reakci antigenu a protilatky. Je navrzeno
dvoustupriové schéma stanoveni protilatek. Jako screeningové vysSetfeni je nejvice vyuZivana
metoda ELISA a ta je nasledné konfirmovana specifi¢téjsi metodou Western blot.

Pokud borelie napadnou nervovy systém, hovofi se o LNB. Diagnéza LNB je podle
smérnic Evropské federace neurologickych spolecnosti zalozena na charakteristickych
neurologickych projevech, pleocytéze v mozkomisnim moku a pozitivni intratekalni syntéze
protildtek. Ne vidy jsou splnény vSechny tfi podminky. Problémem mohou byt pacienti
s charakteristickymi ptiznaky, pleocytézou, ale bez pozitivni intratekalni syntézy protilatek.
MuZe se jednat o pacienty s LNB ve velmi ¢asné fazi, kdy jesté nejsou vytvoreny protilatky. Na
druhou stranu existuji pacienti vétSinou s déle trvajicimi pfiznaky, pozitivni intratekdlni
syntézou protildtek, ale bez pleocytdzy. Tito pacienti mohou byt ve fazi odeznivajici infekce.
Oba tyto pfipady jsou zahrnuty mezi pacienty s moznou LNB.

Novym laboratornim markerem, ktery by mohl ptispét k diagnostice LNB je stanoveni
koncentrace CXCL13 v mozkomiSnim moku. Koncentrace CXCL13 byva v mozkomiSnim moku
pfi akutni LNB znacné zvySend. Stanoveni koncentrace CXCL13 by mohlo zejména prispét u
pripadld moZzna LNB. U pacientl s charakteristickymi pfiznaky, pleocytdézou, ale bez pozitivni
intratekalni syntézy protilatek (mezi né spadaji zejména déti), vysoka koncentrace CXCL13
podporuje diagnézu LNB. U pacientl s charakteristickymi pfiznaky, pozitivni intratekalni
syntézou protilatek, ale bez pleocytézy, by mohlo stanoveni koncentrace CXCL13 pfrispét
k odliseni pacientl v akutni fazi LNB od pacient(l v odeznivajici fazi.

Na Oddéleni lékarské mikrobiologie v Krajské nemocnice T. Bati a.s. ve Zliné se
vySetieni CXCL13 zacalo provadét v bfeznu roku 2015. Do konce cervence 2018 bylo vySetfeno
249 vzorkd mozkomisniho moku. U vétsiny pfipadd LNB (38/40), presahovala koncentrace
CXCL13 hodnotu 339 pg.ml™. U dvou déti byla stanovenim koncentrace CXCL13 (hodnota
vysoka) diagndza LNB podporena, jelikoZ tyto déti nemély jesté vytvoreny protilatky.

Vyhoda zarazeni vysSetieni koncentrace CXCL13 v mozkomiSnim moku v KNTB a.s. Zlin
spociva zejména v tom, Ze je hodnota vétsinou ziskana drive, nez se vysetfi vSechny parametry
potfebné pro vypocet intratekalni syntézy protilatek, coz mize diagnostiku urychlit o nékolik
dni. Navic mliZze stanoveni koncentrace CXCL13 prispét k diagnostice LNB u pfipadd, kdy jesté
nejsou vytvoreny protilatky. To se stava zejména u déti. Vyhodou je potfeba malého mnozstvi
vzorku mozkomisniho moku.
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10. POUZITE ZKRATKY

ACA
Al

B3

B5

Ba
BBK32
BCIP
BE

Bg
BKS
BSKH

BSK I

BW
CLIA
CMRL
cp
CXCL
DbpA
DbpB
DNA
EIA
ELISA

EM
Erp
HSV
FAM
fla
FlaA
HEX

akrodermatitis chronica atrophicans
antibody index

lysis buffer

wash buffer 5

Borrelia afzelii

fibronectin binding protein
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl Phosphate
elution buffer

Borrelia garinii
Barbour-Stoener-Kelly medium
Barbour-Stoener-Kelly medium H

Barbour-Stoener-Kelly medium I

wash buffer

Chemiluminescence immunoassay
Connaught Medical Research Laboratories
circular plasmid

CXC chemokine ligand

Decorin-binding protein A
Decorin-binding protein B
deoxyribonucleic acid

Enzyme immunoassay

Enzyme-linked immunosorbent assay

erythema migrans

OspEF related proteins

Herpes simplex virus
5(6)-carboxyfluorescein

flagellin gene

Flagellar filament outer layer protein FlaA
6-carboxy-2,4,4,5,7,7 -
hexachlorofluorescein succinimidyl ester
Human granulocytic anaplasmosis

indirect immunofluorescence assay
Immunoglobulin G
Immunoglobulin M

Interleukin

Interferon gamma

Krajska nemocnice Tomase Bati
lyme neuroborreliosis

linear plasmid

Neutrophil activating protein A
Nitroblue Tetrazolium

Oddéleni klinické biochemie a farmakologie
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chronicka atroficka dermatitida
protilatkovy index

lyzacni pufr

promyvaci pufr 5

fibronektin vazajici protein

elucni pufr

Barbour-Stoener-Kellyho médium
modifikované Barbour-Stoener-
Kellyho médium

modifikované Barbour-Stoener-
Kellyho médium

promyvaci pufr BW
chemiluminiscencni imunoanalyza

kruhovy plazmid

dekorin vazajici protein A
dekorin vazajici protein B
deoxyribonukleova kyselina
enzymova imunoanalyza

enzymové znaceny imunotest
s vyuzitim pevné faze
migrujici erytém

proteiny blizké s OspEF

gen pro flagelin
protein flagelarni pochvy

lidska granulocytdrni anaplazmdza
neprima imunofluorescence
imunoglobulin G

imunoglobulin M

interleukin

interferon gama

lymska neuroboreliéza
linearni plazmid
neutrofilni aktivacni protein A



OLM
Osp
Osps
P17
P35

P39
P41
P44
P58

P66
P83
PCR
recA
RLU
rRNA
TMB
TNFa
TpN17

uUDG
USA
VIsE

vzv
wB

Oddéleni lIékafské mikrobiologie
Outer surface protein

Outer surface proteins

syn. DbpA (Decorin-binding protein A)
protein 35

syn. BmpA (basic membrane protein A)

protein 41
protein 44

syn. OppA 2 (oligopeptide ABC transporter,
periplasmic oligopeptide-binding protein)

protein 66

protein 83

polymerase chain reaction
gene recA

relative light unit

ribosomal ribonukleotid acid
tetramethylbenzidin

tumor necrosis factor alpha
Treponema pallidum antigen

Uracil-DNA-glycosylase
United States of America

Variable major protein-like sequence,
expressed
Varicella zoster virus

Western blot
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vnéjsi povrchovy protein

vnéjsi povrchové proteiny

dekorin vazajici protein A

protein o molekulové hmotnosti 35
kDa

zakladni membranovy protein A

vnitfni ¢ast flagelinu

oligopeptidova permedza 2,
membranovy transportér

vnéjsi povrchovy protein P66
hlavni extraceluldrni protein
polymerdazova retézova rekce

gen recA

relativni svételné jednotky
ribozomalni ribonukleova kyselina

tumor nekrotizujici faktor alfa
membranovy protein Treponema
pallidum

uracil-DNA-glykosidaza

Spojené staty americké

Variable major protein-like
sequence, expressed
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Pfiloha 1: Namérena a vyhledana data vSech 249 vzorku

) - CLIA - LIAISON WB
S S 3 g | & | oxes IgM (2,5-3,5) | 1gG (4,5-5,5) PCR | Ostatni nélez Pfiznak Zavér
o | X |&|[F |2 | pe/ml i ——— IgM | IgG Y Y
= AU/ml AU/ml
1 | 2015 ] 3 [67| m | 1286 0,00 |N| 1,40 N | H
2 | 2015 | 4 [40]| 3| 134 0,00 |N| 3,70 N | H
3 2015 | 4 |54 | 7 56,3 0,00 N <0,2 N N retrobulbarni neuritida
4 | 2015 | 4 [42] | 169 0,00 |N| <0,
5 [2015| 5 [28| m | 5372 0,00 |N| <0, N | N
6 | 2015 | 6 | 41| m | 6,938 058 |N| 5,10 N | H
7 | 2015 | 6 [22] 3 | 4351 0,00 |N| <0, N | N
8 [2015| 6 | 8 [ m |SHAASN 9,50 48,40 N | H| N PPLN | e
9 [2015] 6 [ 26| m | 19,59 3,80 17,40 N F KENC M+G+ | bolest hlavy KME
10 | 2015 | 6 |61 m | 15,9 0,00 3,80 N | H
11 | 2015 | 6 [31] 2 | 967 8,50 <0,2 N KENC M-G+
12 | 2015 | 7 |38 | m 37,57 0,15 9,50 N H bolest hlavy, virdza NI vyloucena
13 | 2015 | 7 |64 | m | 15839 | 20,80 1,40 N | H KENC M+G+ KME
14 [ 2015 | 7 |87 2 24,70 > 240 PPLN I
15 | 2015 | 8 [ 31| m 5,00 <0,2 N | N KENC M+G- KME
16 | 2015 | 8 [ 53| m 18,00 18,90 H | N TBC basildrni meningitida
17 | 2015 | 8 |68 | 3 | 2695 0,00 <0,2 N infekce HCD
18 [ 2015 | 8 [ 76 | m | 244 0,00 34,10 N
19 [ 2015 | 8 16| 7 | 36301 | 000 |N| <0, N N PPLN jiné poruchy LN
20 [2015 | 8 [11 | m |[EEEN 6310 [B >240 N KENC M-G+ | PPLN

Vysvétlivky: N — negativni, H — hraniéni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova retézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarth(v
syndrom, B-G — GuillainGv-Barrého syndrom, RS — roztrousena sklerdza, LB — Lymska boreliéza, Al — antibody index, M — I1gM, G - IgG



Pfiloha 1: Namérena a vyhledana data vsech 249 vzork

< - CLIA - LIAISON WB
S S % ¢ % CxCL13 IgM (2,5-3,5) | 1gG (4,5-5,5) PCR | Ostatni nalez Pfiznak Zaveér
e | X |&|~|Z| pe/ml i ~ " 1M | 1gG Y y
= AU/mlI AU/ml
21 | 2015 | 8 | 53 | m | 205,152 0,23 0,29 myelitida s paraparézou DK
22 [ 2015 | 8 |55 | m 64,83 3,74 42,74 poruchy feci, slabost, pokles koutku herp.encefal.
23 [ 2015 | 8 | 19| Z 28,98 4,21 <0,2 meningitidis pfi bakt. Infekci
24 | 2015 | 9 | 63| % 181,6 144,90 235,80 herpeticka encefalitida
25 [ 2015 | 9 |10 | m 47,95 > 240 Al M+ G+ PPLN
26 | 2015 | 9 | 63| Z - 104,00 > 240 herpeticka encefalitida
27 2015 | 9 |51 | m 11,44 0,18 35,36
28 | 2015 | 9 |64 | m 16,317 9,18 56,71 polyradikulitida
29 | 2015 | 9 |57 | m 15,562 0,00 2,67
30 | 2015 {10 | 25 | m 34,41 4,32 1,11 aseptickd meningitida pfi LB
31 | 2015 | 10 | 47 | % 84,44 > 240 bolesti patere, zhorSena jemna motor.
32 | 2015 | 10 | 20 | Z 79,5 0,00 3,45 porucha vidéni
33 | 2015 |10 | 73| % 19,7 5,72 0,34
34 | 2015|1049 | m 72,15 > 240 PPLN
35 12015 | 11 | 11| Z >190 200,50 PPLN
36 | 2015 | 11| 9 z 59,42 90,84 meningedlni syndrom
37 | 2015 |12 |63 | m 18,775 3,81 0,43
38 | 2015 |12 |56 | m 6,62 0,00 76,68
39 12016 | 1 |54 | m 14,229 3,82 64,38 PPLN, Unava
40 | 2016 | 1 |45 | m | 39,063 0,56 <0,2 endokarditida + ME

Vysvétlivky: N — negativni, H — hranicni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarth(v
syndrom, B-G — Guillain(iv-Barrého syndrom, RS — roztrousena sklerdza, LB — Lymska borelidza, Al — antibody index, M — IgM, G — I1gG



Ptiloha 1: Namérena a vyhledana data vSech 249 vzorku

< - CLIA - LIAISON WB
S S g‘ o % CXCL13 IgM (2,5-3,5) | 1gG (4,5-5,5) PCR | Ostatni nalezy Pfiznaky Zavér
e~ [ & g | pg/ml — ——— 1gM | IgG
- AU/ml AU/ml
41 | 2016 | 1 |16 | m | 71,503 0,00 N <0,2 N| N N N zvraceni, asept. ME
42 (2016 | 2 |52 | m | 32,239 0,26 N| 35,65 ! N H kofenovy syndrom-hernie disku
43 12016 | 3 |54 | m 11 11,09 0,97 N| N N
44 | 2016 | 4 | 83| % 9,61 4,11 <0,2 N| N N KENC M-G+
45 | 2016 | 4 [ 58| 2 | 59,16 3,54 48,12 N F KENC M+G+ KME
46 | 2016 | 5 | 59 | m | 29,554 0,68 11,54 N VZV + pravostrand paréza, ME
47 | 2016 | 5 |44 | m | 123,936 16,29 <0,2 N KENC M+G+ KME
48 | 2016 | 5 7 z 38,92 35,23 N N PPLN
49 | 2016 | 5 |53 2 1,57 19,37 N cervikobrachidlni syndrom NB vyloucena
50 | 2016 | 5 5| m 10,16 5,81 N bolest hlavy
51 | 2016 | 6 | 64 | m 3,74 38,94 N KENC M-G+ | bolest hlavy, febrilie G-B syndrom
52 [ 2016 | 6 | 75| m 86,21 > 240 N bolest patere, paraparéza DK
53 | 2016 | 6 5 z 162,90 46,71 N PPLN
54 {2016 | 6 | 64 | m 27,46 107,00 KENC M+G+ | G-B syndrom
55 12016 | 7 |73 | m >190 167,80 PPLN
56 | 2016 | 7 7 z 18,32 > 240 N PPLN
57 [ 2016 | 7 | 80| Z 36,19 > 240
58 12016 | 7 | 64 | m 7,02 15,38 Staphylococcus epidermidis v likvoru
59 | 2016 | 8 6 z 56,03 48,09 PPLN
60 | 2016 | 8 |46 | m 16,95 > 240 Anapla M+ G- | PPLN

Vysvétlivky: N — negativni, H — hranicni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarth(v
syndrom, B-G — Guillain(iv-Barrého syndrom, RS — roztrousena sklerdza, LB — Lymska boreliéza, Al — antibody index, M — IgM, G — I1gG



Pfiloha 1: Namérena a vyhledana data vsech 249 vzork

. - CLIA - LIAISON WB
5| 3 |3|5|S| XU [(om2535) ] 1g6 (4.55.5) PCR | Ostatni nalez Priznak Zavér
e | * |3 5 | pg/m |21 ———— IgM | IgG Y Y
- AU/ml AU/ml
61 2016 | 8 |11 | m | 16156 | 000 |N| <02 [N|[ N [ N[ N
62 [ 2016 | 8 | 4 | Z 25,30 48,98 N H bolest hlavy, schvacen.
63 [ 2016 | 8 |54 | m - 4,62 l > 240 N bolest hrudniku, klisté -
64 | 2016 | 8 | 60 | m | 8919 0,60 |N| 5,17 N KENC M+ G+ KME
65 | 2016 | 8 | 84 | m | 232205 | 0,00 |N| 1043 N | H VZV + PPLN
66 | 2016 | 9 | 61 | m | 113,986 | 066 |N| 17,02 N | H KENC M+ G+ KME
67 | 2016 | 9 | 16| # | 9,647 0,00 |N| <02 [N/ N | N[N
68 [ 2016 | 9 |12 | m [JEEEIGEN 438 029 |N| N | N[ N zvraceni, bolest hlavy e
69 | 2016 | 9 |64 | m | 9,69 76,64 >0 Bl ~ B n neuroinfekce
70 | 2016 | 9 | 21| ? 38,57 31,87 <0,2 Nl N N Anapla Mh G- | bolest hlavy LNB nelze vyloucit
71 | 2016 | 9 [39 | m | 672 000 |N| 375 [N| N [H
72 | 2016 | 9 [ 33| m | 5,29 529 |N| 065 |N| N | N
73 | 2016 | 9 |42 | m | 815 0,00 |N| <02 |N| N [N
74 | 2016 | 9 | 72| # | 1236 000 |N| <02 [N| N [N
75 | 2016 | 9 | 65| 2 | 879 0,00 |N| <02 [N| N |N
76 | 2016 | 10 | 65 | m | 10,795 | 0,00 |N| 49,86 N
77 | 2016 [ 10 [ 72 | m | 10,518 | 029 |N| 43,82 N
78 | 2016 | 10 | 46 | m | 9,546 0,00 |N| <02 |N| N | N
79 | 2016 |10 [ 37 | # | 7,713 0,00 |N| <02 |[N| N[N
80 [ 2016 [10 | 6 | : |GG 6204 B >220 [ ~ N PPLN, klisté e

Vysvétlivky: N — negativni, H — hrani¢ni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova retézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarthlv
syndrom, B-G — GuillainGv-Barrého syndrom, RS — roztrousena skleréza, LB — Lymska boreliéza, Al — antibody index, M — IgM, G — IgG



Ptiloha 1: Namérena a vyhledana data vSech 249 vzorkd

j - CLIA - LIAISON WB

5| 3 [3]a|S| XM 2535 1g6 (455.5) PCR | Ostatni nalez Péiznak Zavér
o ~ | a g | pg/ml |22l | B ] e statni nalezy aky avé
= S AU/ml AU/ml e

81 | 2016 | 10 [ 59 | m | 9,272 0,00 |N| 5,58 N | H

82 | 2016 11| 6 | : |JiSMOON 3879 BN 4639 N |H|N PPLN [ e
83 | 2016 | 11| 70| 2 | 7,511 000 |N| 08 [N| N |N

84 | 2016 |11 |77 | m | 5,607 0,00 |N| 14,96 N | H

85 | 2016 | 11 | 66 | m | 8,583 0,77 |N| 15,89 N | H

86 | 2016 | 11 | 26 | m | 30,574 | 1,00 |N| 188,20 N | H asepticka ME

87 | 2016 | 11 | 42 | m | 8,036 0,00 |N| <02 |N| N | N

88 [2016 (12| o | m [[ESEBI 150 [n| 104 [n] N [N BN PPLN [ e ]
89 | 2016 |12 43| 3 | 109 0,00 |N| <02 |N| N | N

90 | 2016 | 12 [ 38| # | 9,995 619 Bl <02 [N[ N[N

91 | 2016 | 12 | 67 | m | 9,347 046 |N| 149 |N| N | H

92 | 2016 |12 | 4 | m | 10268 | 409 |[N| <02 [N| N | N[N

93 [ 2017 | 1 |46 | m | 11,44 0,00 |N| <02 [N| N[N KENC M-G+

94 | 2017 | 1 |32 2z | 10262 | 000 |N| <02 |N| N [N

95 | 2017 | 1 |50 | m | 8595 0,00 |N| <02 |N| N [N

96 |2017 | 1 [72| 2 [ 124 [ 149 [N| >240 [ N [N

97 | 2017 | 2 |16 | m 21,8 103,40 <0,2 N| N N N G-B syndrom, parestezie DK

o8 [2017 [ 2 |71 : |[EOBISSEN 744 1,72 |N| N | H zmatenost, asepticka ME

99 | 2017 | 2 [ 27| m | 10495 | 000 |[N| <02 |N| N [N

1002017 | 2 40| m | 13207 | 000 [N| <02 [N| N [N

Vysvétlivky: N — negativni, H — hranicni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN - periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarth(v
syndrom, B-G — Guillain(iv-Barrého syndrom, RS — roztrousena sklerdza, LB — Lymska borelidza, Al — antibody index, M — IgM, G — I1gG



Pfiloha 1: Namérena a vyhledana data vsech 249 vzork

< - CLIA - LIAISON WwB
8| 3 |55 || XU o535 186 4,555) PCR | Ostatni nélez Priznak Zavér
e | * |3 5 | pg/m |21 ———— IgM | IgG Y Y
- AU/ml AU/ml
101 | 2017 | 2 | 20| Z 9,92 0,00 N <0,2 N| N N
102 | 2017 | 2 | 54| Z 13,233 0,00 N <0,2 N| N N
1032017 | 3 |19 | m 7,926 0,00 N <0,2 N| N N
104 | 2017 | 3 |43 | m 12,919 0,00 N <0,2 N| N N
1051|2017 | 3 |35 Z 5,352 0,00 N <0,2 N| N N
106 | 2017 | 3 | 25| Z 7,186 0,00 N <0,2 N| N N
107 |1 2017 | 3 |32 | m 6,139 0,00 N <0,2 N| N N
108 | 2017 | 3 | 25| Z 5,34 0,00 N <0,2 N| N N
109 |1 2017 | 3 |22 | m 5,25 0,00 N <0,2 N| N N
110 | 2017 | 3 |54 | m 6,558 0,00 N <0,2 N| N N
11112017 | 3 | 62| % 8,042 0,00 N <0,2 N| N N
112 | 2017 | 3 | 65| z | 235,637 0,00 N <0,2 N| N N hemipareza LHK tumor mozku
1131|2017 | 3 | 42| Z 5,991 12,43 . <0,2 N| H N Bezvédomi, kiece koncetin epilepsie
114 |1 2017 | 4 | 23| Z 5,948 0,00 N <0,2 N| N N
1152017 | 4 | 36| % 4,145 0,00 N <0,2 N| N N
116 | 2017 | 4 | 75| % 4,021 0,00 N 3,55 N| N N
117 | 2017 | 4 | 39| % 5,379 0,00 N 0,23 N| N N
118 | 2017 | 4 | 67 | % 6,909 0,64 N <0,2 N| N N
119 | 2017 | 4 |51 | m | 5,068 3,76 8,42 N | N epilepticky paroxysmus
1202017 | 4 | 71| Z 6,868 3,34 H 0,43 N{ H N HSV1 +

Vysvétlivky: N — negativni, H — hraniéni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarthlv
syndrom, B-G — GuillainGv-Barrého syndrom, RS — roztrousena skleréza, LB — Lymska boreliéza, Al — antibody index, M — IgM, G — IgG



Ptiloha 1: Namérena a vyhledana data vSech 249 vzorku

j - CLIA - LIAISON WB

8| 3 |55 || XU o535 186 4,555) PCR | Ostatni nélez Priznak Zavér

e | * |3 5 | pg/m |21 ———— IgM | IgG Y Y

= AU/ml AU/ml

1212017 | 4 [ 36| m | 6,274 046 |N| <02 |N| N | N

1222017 4 [61| m| 541 1,19 |N| <02 [N| N [N

1232017 | 4 |74 | m | 6,839 000 N[ 9144 [l N BN

124 (2017 | 4 [ 42| 3 | 5,665 0,00 |N| <02 |N| N [N

1252017 | 5 [ 62| 2 | 5,246 0,00 |N| <02 |N| N | N

126 | 2017 | 5 | 43| # | 4,99 0,00 |N| <02 |N| N [N

1272017 | 5 [ 65| 2 | 4,099 000 |N| <02 [N| N[N KENC M- GH

1282017 5 [60| 2 | 4312 0,00 |N| <02 [N| N | N

1292017 | 5 [ 41| m | 6,557 029 |N| 239 [N| N [H
130 [ 2017 | 5 [37] : |[i0000N >100 [B 1553 Anapla M+ G+ | bilateraIni paréza | e
1312017 | 5 [ 60| m | 11,081 | 035 |N| 23,07 N
1322017 | 6 | 60| m | 5,766 011 |N| 149 N
133 (2017 [ 6 [ 7 | m |NON00N 1967 B s6.21 N N PPLN, bolest hlavy [ e
1342017 | 6 | 65| 2 | 9,747 0,00 |N| <0, N
1352017 | 6 | 73| # | 9,06 0,00 |N| 614 N
136 | 2017 | 6 | 44| 3 | 9,38 0,00 |N| <0, N
1372017 | 8 [ 51| 2 | 9,241 0,00 |N| <02 |N| N[N
1382017 | 8 | 66 | m - 159,90 Bl >240 H bolest patefe, PPLN, BS | e |
1392017 | 8 | 59| # | 33461 | 3,15 |H| <02 N KENC M+ G+ KME
1402017 | 8 [70 | m | 11,924 | o050 |N| 21,61 N

Vysvétlivky: N — negativni, H — hraniéni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN - periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarth(v
syndrom, B-G — Guillain(iv-Barrého syndrom, RS — roztrousena sklerdza, LB — Lymska borelidza, Al — antibody index, M — IgM, G — I1gG



Pfiloha 1: Namérena a vyhledana data vsech 249 vzork

) - CLIA - LIAISON WB
S o ¢31>< a % CXcL13 IgM (2,5-3,5) | 1gG (4,5-5,5) PCR | Ostatni nalez P¥iznak Zavér
o | X |&|[F |2 | pe/ml s ———— IgM | IgG Y Y
= AU/ml AU/ml
1412017 8 [ 22| 2 | 875 0,00 |N| <02 |N| N[N
1422017 | 8 |61 2 | 7,384 0,00 |N| <02 |N| N [N
1432017 | 8 |64 3 - 26,75 B 1342 N | bolest bicha, beder I
1442017 | 8 |64 | m | 6287 | 19 [N| 12,52 N e encefalitida
1452017 | 8 [ 11| m | 7,466 000 |N| <02 |N| N | N[ N | KENCM-G+
146 | 2017 | 8 55| 7 | 6,789 0,00 |N| <02 [N| N[N
147 2017 |10 [ 12| # | 15194 | 014 [N| o057 [N| N [ N[ N
148 [ 2017 |10 | 5 [ : [iSoA 522 B 1758 N | N[N PPLN, meningitida [ e |
149 | 2017 |11 (46 | m | 9,19 023 |N| 7,88 N | H
150 | 2017 |11 | 48| 7 | 1045 0,00 |N| 7,68 N N
1512017 |11 62| # | 11,253 | 000 |[N| <02 [N| N | N
1522017 [ 11 [ 45 | m | 12618 | 000 [N| <02 [N| N [ N KENC M+ G+ KME
153 2017 |11 [ 39| 7 | 18,03 044 |N| <02 |N| N [N
154 | 2017 | 11|56 | m | 18717 | 000 |N| <02 |[N| N | N
1552017 |11 |45 | m | 22875 | 000 |[N| <02 [N| N | N KENC M+ G+ KME
156 [ 2017 [11 [ 80 | : |[oBGeRd 365 B 1772 B N BN paréza n. femoralis | e |
157 | 2017 [ 11 [ 38 [ m | 832 0,00 |N| <02 |N| N |N
158 | 2017 |11 |60 | z | 9,9 0,00 |N| <02 [N| N[N
159 [ 2017 [ 11 [ 47| 3 | 11,38 0,00 |N| <02 |[N| N[N
160 | 2017 | 11 [ 64 | m | 11,55 0,00 |N| <02 |N| N [N

Vysvétlivky: N — negativni, H — hranicni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN - periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarth(v
syndrom, B-G — Guillain(iv-Barrého syndrom, RS — roztrousena skleréza, LB — Lymska borelidza, Al — antibody index, M — IgM, G - I1gG



Pfiloha 1: Namérena a vyhledana data vsech 249 vzork

< - CLIA - LIAISON WB
S S 3 g | & | oxes IgM (2,5-3,5) | 1gG (4,5-5,5) PCR | Ostatni nélez Pfiznak Zavér
o | X |&|[F |2 | pe/ml i ——— IgM | IgG Y Y
- AU/ml AU/ml
161 | 2017 | 11 | 51| Z 22,85 0,00 N <0,2 N| N N polyneuropatie DK
1622017 [ 11 | 73 | m | 22,402 000 IN[ 75 B ~ N polyneuropatie hornich kongetin, etiologie nejasna
163 | 2017 | 11 | 69 | Z 24,218 0,11 N <0,2 N| N N paraparéza DK — demyelin. onemocnéni
16412017 |11 |5 | m 17,995 0,00 N <0,2 N| N N
165 | 2017 |12 | 61 | m 20,6 2,08 N 5,77 N N polyradikulitida, polyneuropaticky syndr.
166 | 2017 | 12 |53 | m 14,911 0,00 N 99,16 N H
16712017 |12 |76 | m 14,94 0,00 N 8,35 N H
168 | 2017 | 12 |61 | m 10,262 0,33 N 4,73 H| N N Anapla M- G+
169 | 2017 | 12 | 52 | Z 8,715 0,00 N <0,2 N| N N
170 [ 2017 [12 | 52 | : [JEH000M >190 [Bll 1056 H ME | e
171 (2017 | 12 |69 | % | 6,343 0,00 |N| <02 |N| N | N
172 |1 2017 |12 | 11 | Z 11,165 0,00 N <0,2 N| N N
17312018 | 1 |71 | m 2,67 0,00 N <0,2 N| N N
174 | 2018 | 1 | 61| % 3,69 0,00 |N| <02 |N| N | N
17512018 | 1 |23 | m 3,81 0,00 N <0,2 N| N N
176 [ 2018 | 1 |35 | m | 4,75 0,00 |N| <02 |N| N | N
177 | 2018 | 2 [88 ] z | 1271 | 2565 [ 1107 Bl N [ N
178 | 2018 | 2 | 70| Z 6,979 0,00 N <0,2 N| N N
179 12018 | 2 |52 | m 8,168 0,00 N 0,46 N| N N
180 | 2018 | 2 | 65| Z 5,187 0,10 N <0,2 N| N N

Vysvétlivky: N — negativni, H — hrani¢ni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarth(v
syndrom, B-G — Guillain{iv-Barrého syndrom, RS — roztrousena sklerdza, LB — Lymska borelidza, Al — antibody index, M — IgM, G — I1gG



Prilohal: Naméfena a vyhledana data viech 249 vzork(

. - CLIA - LIAISON WB
8| 3 |55 || XU o535 186 4,555) PCR | Ostatni nélez Priznak Zavér
e | * |3 5 | pg/m |21 ———— IgM | IgG Y Y
= AU/ml AU/ml
1812018 | 2 [35] 7 | 6743 | 000 [N[ 029 [N| N[N
1822018 3 [43[m [ 789 | 000 [N| <02 [N| N[N
1832018 | 3 [67] 2 | 6725 | 007 |N| 136 [N| N | N Anapla M- G+
184 (2018 | 3 [59 | m [ 19011 | 063 [N[ 095 [N| N[N
1852018 | 3 [ 8 [z | 11446 | 551 [l <02 [N N|[N]|N
186 [ 2018 | 4 | 48] 7 | 6,69 000 [N| <02 [N[ N[N
187 | 2018 | 4 [41] z [ 5247 | 000 [N| <02 [N| N[N
1882018 | 5 [14 [ z | 9446 | 000 [N| <02 [N| N[ N|N
189 (2018 | 5 [54 [ m | 66 000 [N| <02 [N[ N[N
190 | 2018 | 5 [58] 2 [ 687 | o000 [N| 237 [N| N [H
1912018 | 5 [73[ m | 6995 | 000 [N] 239 [N] N | H
1922018 [ 5 [14] 2 [ 9651 | 000 [N| <02 [N| N[ N]|N
1932018 | 5 [46 | m | 1522 | 000 [N| <02 [N| N [N
1942018 | 5 [63[m | 12,93 | o070 [N]| 6023 B N BN
1952018 | 5 [66] z | 11,669 | 0,19 [N| <02 [N| N [N
196 | 2018 | 5 | 70 | % 46,464 0,00 N <0,2 Nl N N pseudochabd paraparéza - podklad ische.
197 [ 2018 | 5 [61] 2 | 1581 | 000 |N| <02 [N| N | N
1982018 [ 5 [41[m [ 9351 | o000 [N| 1935 [l N [H
199 [ 2018 [ 5 [38] z [ 11,331 | 000 [N| <02 [N| N[ N[N
2002018 | 6 [ 29| m | 12784 | 236 |N| 1844 |[N| N |[H akutni ME nejasné etiologie

Vysvétlivky: N — negativni, H — hraniéni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova retézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistova meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarthlv
syndrom, B-G — GuillainGv-Barrého syndrom, RS — roztrousena skleréza, LB — Lymska boreliéza, Al — antibody index, M — IgM, G — IgG



Pfiloha 1: Namérena a vyhledana data vsech 249 vzork

< - CLIA - LIAISON WB

§ § §< o % CXCL13 IgM (2,5-3,5) | 1gG (4,5-5,5) PCR | Ostatni nalezy Pfiznaky Zavér

2 & 2 | pg/ml IgM | 1gG

- AU/ml AU/ml

201 | 2018 | 6 | 31| Z 4,44 0,00 N <0,2 N| N N chron.parestezie, slabost koncetin
202 | 2018 | 6 | 61 | m 5,359 0,00 N 2,07 N| N N bolest hlavy, polyatralgie, febrilie, LB v sér.
203 2018 | 6 |41 | m 6,713 0,00 N <0,2 N| N N bolest hlavy nejasné etiologie
204 | 2018 | 6 | 76| Z 6,469 0,00 N <0,2 N| N N psychosyndrom
205 | 2018 | 6 [ 73 | m 6,457 0,36 N 4,19 N| N H porucha pameti — Alzheimer
206 | 2018 | 6 | 78 | Z 7,822 0,00 N <0,2 N| N N demyeliniza¢ni onemocneni
207 | 2018 | 6 | 65 | Z 49,055 0,00 N <0,2 N| N N PPLN pocatek LNB
208 | 2018 | 6 | 66 | m 11,18 0,00 N| 10,62 . N H zaskuby tvare, diive LB LNB vyloucena
209 | 2018 | 6 | 58 | m 11,04 0,13 N <0,2 N| N N mononeuropatie n. femoralis
210 | 2018 | 6 | 75| Z 14,04 0,00 N <0,2 N| N N PPLN
211 | 2018 | 6 | 68 | Z 12,2 1,78 N 0,69 N| N N LB bez NI
212 [ 2018 | 6 |65 | : [JEESIGON 454 B 2112 N | H KENC M- G+ | PPLN oboustranna | e |
213 12018 | 6 | 35| m 6,908 0,00 N <0,2 N N bolest hlavy, asept. meningitida
214 | 2018 | 6 | 67 | % 8,341 2,26 N| 64,38 N H KENC M- G+ | ser6zni meningitida, KENC M+ v séru
215 | 2018 | 6 | 29| Z 41,15 11,53 0,07 N| N N lymfocytarni meningitida
216 | 2018 | 6 | 42| % 66 0,00 <0,2 N| N N demyelinizaéni onemocneni typu RS
217 | 2018 | 6 | 49 | m | 49,694 9,75 <0,2 N| N N N KENC M+ G+ | aseptickd ME KME
218 | 2018 | 6 | 23 | Z 14,539 0,00 N <0,2 N| N N parainfekéni meningismus
219 | 2018 | 6 | 48 | m | 11,675 0,09 N <0,2 N| N N somatizacni porucha
220 | 2018 | 6 | 67 | m 0,202 0,06 N <0,2 N| N N epileptické Jacksonské paroxymy

Vysvétlivky: N — negativni, H — hraniéni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarthlv
syndrom, B-G — GuillainGv-Barrého syndrom, RS — roztrousena skleréza, LB — Lymska boreliéza, Al — antibody index, M — IgM, G — IgG



Pfiloha 1: Namérena a vyhledana data vsech 249 vzork

< - CLIA - LIAISON WB
§ §_ % o % CXCL13 IgM (2,5-3,5) | 1gG (4,5-5,5) PCR | Ostatni nalezy Pfiznaky Zavér
2 & 2 | pg/ml IgM | 1gG
- AU/ml AU/ml
221 | 2018 | 6 5 z 62,08 90,93 N H Al M+ G+ PPLN
222 (2018 | 6 |29 | m 0,00 N| <02 |N| N N hemikranie po virdze
223 12018 | 7 |37 | m 3,13 H <0,2 N| N N HSV1 + herpeticka encefalitida
224 | 2018 | 7 | 61| Z 0,00 N <0,2 N[ N N N Staphylococcus aureus v krvi
22512018 | 7 |71 | m 0,00 N <0,2 N| N N polyneuropatie DK
226 | 2018 | 7 5 m 11,66 34,86 N ‘ N PPLN
2272018 | 7 |59 | m 4,97 26,55 N e polyneuropatie DK
228 | 2018 | 7 | 71| i 13,36 137,3 N ‘ bolest hlavy, zad, pokles koutku
229 | 2018 | 7 |22 | m 0,00 <0,2 N N demyeliniza¢ni onemocneni
23012018 | 7 | 4 | m 100,20 136,3 H H N Al M+ G+ bolest hlavy
23112018 | 7 |33 | m 38,6 0,53 N <0,2 N N N Unava, myalgie, nekompletni PPLN, ME
232 12018 | 7 | 79| z 5,65 0,00 N 5,52 N PPLN, LB a HSV ve stadiu hojeni
233 | 2018 | 7 | 47 | % 3,7 0,00 N 0,93 N| N H demyelinizacni onemocneni
234 | 2018 | 7 | 78 | Z 7,1 0,00 N <0,2 N| N N demence
235 | 2018 | 7 | 67 | Z 4,7 0,00 N <0,2 N| N N KENC M-G+ | degenerativni zmény patefe
236 | 2018 | 7 |64 | m | 200,5 290 [H] 2842 [l ~ BN chaba paraparéza DK nador?
237 12018 | 7 | 8 | m 6,8 0,00 N <0,2 N| N N N horecka, svétloplachost, meningitis
23812018 | 7 |40 | i | 4,697 000 |[N| <02 |[N| N | N ophtalmicka migréna
239 | 2018 | 7 |42 | m 8,19 27,58 N H Al M+ G+ Unava, bolest hlavy, ME
240 | 2018 | 7 | 23| Z 5,032 0,33 N <0,2 N| N N komorova tachykardie, LB

Vysvétlivky: N — negativni, H — hraniéni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova

encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,

PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarthlv

syndrom, B-G — GuillainGv-Barrého syndrom, RS — roztrousena skleréza, LB — Lymska boreliéza, Al — antibody index, M — IgM, G — IgG



Pfiloha 1: Namérena a vyhledana data vsech 249 vzork

< - CLIA - LIAISON wB
N = |3 | < | S| cxc3 . o s
5 S Qo] o | = IgM (2,5-3,5) | 1gG (4,5-5,5) PCR | Ostatni nalezy Pfriznaky Zaveér
3 2. 2 pg/ml IgM | I1gG
- AU/ml AU/ml
241 | 2018 | 7 | 26| 2 6,052 0,70 N <0,2 N| N N demyeliniza¢ni onemocneni typu RS
242 | 2018 | 7 | 61 | m 9,075 0,24 N| <0,2 N| N N zavrativé stavy
243 | 2018 | 7 | 27 | m | 45,381 1,37 N 0,52 N| N N VZV + meningitida
244 | 2018 | 7 | 58 | m 6,066 0,00 N 4,74 H| N H Al G+ polyneuropatie DK
245 | 2018 | 7 |29 | m 13,1 0,00 N <0,2 N| N N bolest hlavy
246 | 2018 | 7 | 16 | Z 23,9 0,00 N <0,2 N| N N N KENC M-G+ | paraparéza po bodnuti véely
247 | 2018 | 7 | 78 | m 77,02 BB >240 BN Al M+ G+ | dysestezie DK, bolest zad
248 | 2018 | 7 | 47 1,32 <0,2 m“ KENC M+G+ | bolest hlavy, Unava, spavost KME
249 | 2018 | 7 |70 | m 92,3 169,4 BN Al M+ G+ bolesti DK, slabost, Unava

Vysvétlivky: N — negativni, H — hranicni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,

PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarth(v
syndrom, B-G — Guillain(iv-Barrého syndrom, RS — roztrousena skleréza, LB — Lymska borelidza, Al — antibody index, M — IgM, G - I1gG

Vysvétlivky barev v priloze 1, 3 a 4:

vysoké

Koncentrace CXCL13
standardni <20 vylou€eni neuroborelidzy
hrani¢ni 20-30
zvysené 30-100
vyrazné zvysené 100 - 250 podezieni na akutni neuroboreliézu

_ akutni neuroboreliéza je pravdépodobna

CLIA + WB
N = negativni

H = hranicni




Pfiloha 2: Prehled vysledkd vsech 249 pacientl — uvedeny pocty vzorkd pro jednotlivé kategorie

% CXCL13 [pg/ml] CLIA | M-G- | M+G+ | M+G+ | M+G- | M-G+ | M-G- | M+G+ | M+G- ostatni | celkem
> WB | M-G- | M+G+ | M-G+ | M-G- | M-G+ | M-GH | M-G- | M+G-
<20 2 1
9 20-30
N 30- 100
1) 100 - 250
> 250 1 2 12 2
<20 9
Q 20-30 1 2
® 30-100 2 1
] 100 - 250
> 250 1 1 1
<20 15 1 1
a 20-30
® 30- 100 1 3 1
b 100 - 250
> 250
<20 17 2 2
= 20-30
i 30-100 1 1 1
- 100 - 250 1
> 250 1
<20 19 4 2 1
3 20-30
i 30-100 1 1 1
g 100 - 250 2 1
> 250 2 2
<20 13 2 1 8 2 1
3 20-30 1 1 1
i 30- 100 1 2 1 1
A 100 - 250
> 250 1 1
<20 24 2 1 6 3
R 20-30 2
i 30- 100 2 1 1
b 100 - 250 1 1 2 1 1
> 250 3 3
<20 8 1 7 2 1
S 20-30 2
i 30 - 100
= 100 - 250
> 250 2 4 1
<20 1 1
& 20-30
i 30 - 100
8 100 - 250 1
> 250 1
<20 107 5 7 25 12 1 3 1 161
£ 20-30 4 2 3 2 11
é" 30- 100 8 3 6 4 1 1 23
g 100 - 250 4 1 2 2 2 1 12
> 250 1 13 23 1 2 2 42
celkem 124 14 33 18 34 13 3 3 7 249

Vysvétlivky: CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot M- — negativni protilatky tridy
IgM, G- — negativni protilatky tfidy IgG, M+ — pozitivni protilatky tfidy IgM, G+ — pozitivni protildtky tridy IgG,
GH — hranicni protilatky tridy IgG



Ptiloha 3: Namérena a vyhledana data skupiny 50 pacientt za obdobi ¢erven — ¢ervenec 2018 (poslednich 50 vzork()

protilatky

sérum

mozkomisni mok

vzorek [ CLIA CLIA CLIA IgG CLIA AllgG | AllgM [CXC/L1|3 PCR cytologie Pfiznaky Zavér
IgG WB IgM WB [AU/mI] WB| IgM |WB pg/ml]
[AU/mI]| 1gG | [AU/mI] | IgM (4,5-5,5) IgG | [AU/mI] | IgM
(10-15) (18-22) (2,5-3,5)

H 2,36 N - 12,784 smisend pleocytdza akutni ME nejasné etiologie

N 0,00 N 4,44 bez patologie chron.parestezie, slabost koncetin

N 0,00 N 5,359 bez patologie Egl\(lesstéfr\lljavy, polyatralgie, febrilie,
203 5,00 3,05 <0,2 N 0,00 N 6,713 bez patologie bolest hlavy nejasné etiologie
204 5,00 7,40 <0,2 N 0,00 N 6,469 bez vyrazné patologie psychosyndrom
205 2,00 4,19 H 0,36 N 1,26 6,457 mirnd lymfo. pleocytéza | porucha paméti — Alzheimer
206 5,00 8,61 <0,2 N 0,00 N 7,822 bez patologie demyeliniza¢ni onemocneni
207 9,71 8,38 <0,2 N 0,00 N 49,055 mirna lymfo. pleocytéza | PPLN pocatek LNB
208 4,28 N -+ | oo | v BN 11,18 bez patologie zé¥kuby tvare, dFive LB LNB vylougena
209 5,00 4,67 <0,2 N 0,13 N 11,04 bez patologie mononeuropatie n. femoralis
210 5,00 5,67 <0,2 N 0,00 N 14,04 lymfocytarni pleocytéza | PPLN

0,69 N 1,78 N 12,2 lymfocytarni pleocytéza | LB bez NI
212 13,17 18,24 lymfocytarni pleocytéza | PPLN oboustranna _
213 5,00 12,10 lymfocytarni pleocytéza | bolest hlavy, asept. meningitida
7,49 mirna pleo. s prevah. sc?rc')znl' meningitida, KENC M+ v
seg. séru
2,97 lymfocytarni pleocytéza | lymfocytarni meningitida

216 5,00 6,79 mirnd lymfo. pleocytéza | demyelinizacni onemocneni typu RS
217 5,00 7,47 N | lymfocytdrni pleocytdéza | aseptickd ME KME

Vysvétlivky: N — negativni, H — hranicni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,

PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarth(v
syndrom, B-G — Guillain(iv-Barrého syndrom, RS — roztrousena sklerdza, LB — Lymska borelidza, Al — antibody index (pozitivni > 1,5)



Ptiloha 3: Namérena a vyhledana data skupiny 50 pacientl za obdobi ¢erven — ¢ervenec 2018 (poslednich 50 vzork()

vzorek

protildatky
sérum mozkomisni mok
CLIA CLIA Al lgG | Al IgM CXCL13 PCR cytologie PFiznaky Zaveér
IgG | WB | 1gM |wB Eﬂﬁ:ﬁﬁ WB ([:AL\'S /E?f WB [pg/ml]
m g m g g g
[AU/ml] 1gG [AU/mI] | IgMm 1gG IgM
(18-22) (4/5-5/5) (215-315)
3,86 <0,2 N 0,00 N 14,539 bez patologie parainfekéni meningismus

<0,2 N 0,09 N 11,675 bez bunék somatizacéni porucha
<0,2 N 0,06 N bez patologie epileptické Jacksonské paroxymy

lymfocytarni pleocytdza

PPLN

222 5,48 18,68 <0,2 N 0,00 N 0,365 bez patologie hemikranie po viréze

223 5,00 14,01 <0,2 N 3,13 N 229,3 lymfocytarni pleocytdza herpeticka encefalitida HSV 1
224 5,00 3,61 <0,2 N 0,00 N 7,84 N | bez patologie Staphylococcus aureus v krvi

225 5,00 2,00 <0,2 N 0,00 N 7,32 bez patologie polyneuropatie DK

226 N N | lymfocytdrni pleocytdza PPLN

227 H N 1,2 6,38 bez vyrazné patologie polyneuropatie DK

228 N lymfocytarni pleocytdza bolest hlavy, zad, pokles koutku

229 5,00 11,45 <0,2 N 0,00 N 6,72 bez jednoznacné patologie | demyelinizacni onemocneni

230 H H lymfocytarni pleocytdza bolest hlavy

231 5,00 7,93 <0,2 N 0,53 N 38,6 N | lymfocytdrni pleocytdza Unava, myalgie, nekompletni PPLN ME
232 0,00 N 5,65 bez patologie PPLN, LB a HSV ve stadiu hojeni

233 8,90 0,93 H 0,00 N 3,7 bez patologie demyelinizac¢ni onemocneni

234 5,00 2,23 <0,2 N 0,00 N 7,1 monocytarni pleocytdza demence

235 5,00 2,00 <0,2 N 0,00 N 4,7 bez patologie degenerativni zmény patere

Vysvétlivky: N — negativni, H — hraniéni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,
PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarth(iv

syndrom, B-G — GuillainGv-Barrého syndrom, RS — roztrousena skleréza, LB — Lymska borelidza, Al — antibody index (pozitivni > 1,5)



Ptiloha 3: Namérena a vyhledana data skupiny 50 pacientt za obdobi ¢erven — ¢ervenec 2018 (poslednich 50 vzork()

vzorek

236
237

protilatky
sérum mozkomisni mok

CLIA CLIA AllgG | Al IgM CXCL13 PCR cytologie Ptiznaky Zaveér

IgG |wWB| 1gM |ws [C/k'UA/'mgl(]a WB C[;'S/ET;' WB [pg/ml]
[AU/mI] | 1gG | [AU/mI] | IgM (4,5-5,5) IgG (2,5-35) IgM
(10-15) (18-22) 2 2

5,22 _ 2,90 N | 1,07 | 0,84 200,5 lymfocytarni pleocytdza chabd paraparéza DK nador?
5,00 5,68 <0,2 N 0,00 N 6,8 N | bez patologie horecka, svétloplachost, meningitis
<0,2 0,00 N bez patologie ophtalmicka migréna

lymfocytarni pleocytdza

Unava, bolest hlavy, ME

<0,2 N 0,33 N 5,032 bez patologie komorova tachykardie, LB
<0,2 N 0,70 N 6,052 bez patologie demyelinizani onemocneni typu RS
<0,2 N 0,24 N 9,075 bez patologie zavrativé stavy
0,52 N 1,37 N 45,381 lymfocytarni pleocytdza meningitida vzZVv
5,81 4,74 H 0,00 N - 6,066 bez patologie polyneuropatie DK
245 5,00 16,96 <0,2 N 0,00 N 13,1 bez patologie bolest hlavy
246 5,00 2,55 <0,2 N 0,00 N 23,9 N | bez patologie paraparéza po bodnuti vcely
247 lymfocytarni pleocytdza dysestezie(poruchy citi) DK, bolest zad
248 5,00 3,51 <0,2 N 1,32 N 112,85 lymfocytarni pleocytdza bolest hlavy, Gnava, spavost KME
249 lymfocytarni pleocytdza bolesti DK, slabost, Unava

Vysvétlivky: N — negativni, H — hranicni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, KENC — klistova
encefalitida, HSV — herpes simplex virus, VZV — varicella zoster virus, KME — klistovd meningoencefalitida, Anaplas — Anaplasma phagocytophilum, LNB — neuroborelidza,

PPLN — periferni paréza licniho nervu, HCD — horni cesty dychaci, ME — meningoencefalitida, NI — neuroinfekce, TBC — tuberkuléza, DK — dolni koncetina, BS -Bannwarth(v
syndrom, B-G — Guillain(iv-Barrého syndrom, RS — roztrousena sklerdza, LB — Lymska borelidza, Al — antibody index (pozitivni > 1,5)



Priloha 4: Pfehled vysetreni v souboru — déti do 12 let

mozkomisni mok sérum
< - protilatky protilatky
& | &2 CLIA CLIA AlIgM | Al IgG | Cytologi PFiznak Z4vé
5 | | 5 | CXCL13 | CLIA IgM CLIA 1gG g g ytologie riznaky aver
ok 21 pe/ml | (AU/mI AU/l WB |PCR| 1gM |WB| IgG |WB
(2,5-3,5) (4,5-5,5) 1gG [AU/mI] |1gM | [AU/mI] | 1gG
= = (18-22) (10-15)
62 | 4| 2 9,73 13,78 LP bolest hlavy, schvacenost
92 | 4| m 2,30 <5,00 kiece, autista
230 | 4 | m LP bolest hlavy
50 | 5| m bolest hlavy
53 5 Z LP PPLN
148 | 5 | 2 LP PPLN, meningitida
221 | 5 b4 LP PPLN
226 | 5 | m LP PPLN
59 6 b4 LP PPLN
80 | 6| 2 LP PPLN, klisté
82 6 b4 LP PPLN
48 7 Z LP PPLN
56 7 Z LP PPLN
133 | 7 | m LP PPLN, bolest hlavy

Vysvétlivky: N — negativni, H — hranicni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, Al — antibody
index (pozitivni > 1,5), LP — lymfocytarni pleocytéza, MP — monocytarni pleocytdza, GP - granolocytarni pleocytdza, LO — lymfocytarni oligocytdza, bez — bez patologie, PPLN
— periferni paréza licniho nervu, LNB — neuroborelidza, BO — Bellova obrna, EBV — virus Epstein-Baarové, €ervené policko — pozitivni vysledek, Sedé poli¢ko — hrani¢ni
vysledek



Priloha 4: Pfehled vysetreni v souboru — déti do 12 let

mozkomi$ni mok sérum
< 3 protilatky — protiI('£1tI(<:y|/-IA N N
< . Vs s v
§ o § c;(g(;Lrilg (E'I&Ié/lrill\]/l WB ([:ALIUA/EE we |PcR| v |we| 16 |we | e | igG Cytologie Pfiznaky Zaver
(2,5-3,5) IgM (4,5-5,5) IgG [AU/mlI] | IgM | [AU/mI] | I1gG
(18-22) (10-15)

8 | 8|m 20,60 nelze hod. | PPLN | B |
185 | 8 | z bez PPLN - Bellova obrna BO
237 | 8 | m bez horecka, svétloplachost | meningitis
36 | 9| 2 meningealni syndrom
88 9 m LP PPLN
25 |10 | m LP PPLN
20 |11 | m LP PPLN
35 |11 | z LP PPLN
61 |11 | m | 16,156 0,00 N <0,2 N N 2,24 < 5,00 bez PPLN z prochladnuti
145 |11 | m 7,466 0,00 N <0,2 N N 14,06 7,80 bez mononeuropatie s EBV
172 |11 z 11,165 0,00 N <0,2 N 5,82 < 5,00 hran. MP | PPLN z prochladnuti
68 |12 | m N 0,29 N N 12,59 6,20 GP zvraceni, bolest hlavy
147 |12 | 2 15,194 0,14 N 0,57 N N 19,64 N 6,52 LO PPLN - Bellova obrna BO

Vysvétlivky: N — negativni, H — hranicni, P — pozitivni, CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, WB — Western blot, PCR — polymerazova fetézova reakce, Al — antibody
index (pozitivni > 1,5), LP — lymfocytarni pleocyt6za, MP — monocytarni pleocytdza, GP - granolocytarni pleocytéza, LO — lymfocytarni oligocytéza, bez — bez patologie, PPLN
— periferni paréza licniho nervu, LNB — neuroborelidza, BO — Bellova obrna, EBV — virus Epstein-Baarové, €ervené policko — pozitivni vysledek, Sedé policko — hrani¢ni
vysledek



