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Zpusoby detekce intrathekalni
protilatkové odpov édi

« CELKOVE
PROTILATKY (IgG,
IgM, IgA, volné
lehké fetézce)

« SPECIFICKE
PROTILATKY (proti
konkrétnimu
antigenu —
mikroorganismu,
autoantigenu)

KVANTITATIVNI: vypodet podle
Reiberovych rovnic nebo
prekro€eni cut-off pro néktery

z empirickych vztahu (pro celkové
19); vypocet protilatkového indexu
(pro specificke protilatky)
KVALITATIVNI: oligoklonalni Ig
(celkové/specifické) — pro celkoveé
lg senzitivnéjsi, pro specificke Ig se
rutinné nepouziva



Specifita zkoumanych protilatek

Protilatky proti
mikroorganism Um

Viry: measles, rubella,
VZV, HSV, CMV, EBV,
virus priusnic, ...

Baktérie: Borrelia
burgdorferi, Treponema
pallidum, Mycobacterium
tuberculosis ...

Protozoa: Toxoplasma
gondii

o Autoprotilatky

proti antigenum CNS (neurony,
axony, glie, komponenty
myelinu, ...)

jiné

Specifita v étsiny i.th.
syntezovanych protilatek u RS
dosud neznama (!) - protilatky
proti vzacnym imunogennim
idiotopum vzniklym nasledkem
infekce a somatické
hypermutace BCR V genu
(zavislé na spolupraci s T-
lymfocyty)? (Holmgy et al. 2009)



Specifita oligoklonalnich protilatek — 1.
Infek éni agens

Antigen Metoda* Vysledky** Reference
Virus spalnicek PVDF, ALP RS: 14/18; AMON: 12/27 ; VZV Sindic et al. 1994,
meningitis: 1/3; neurolupus: Frederiksen a
1/2; kontroly: 0/12 Sindic1998;
cL RS: 3/3; CIS: 1/3 Skorstad et al. 2009
Virus zardének PVDF, ALP RS: 12/18; AMON: 6/27; Sindic et al. 1994,
neurolupus: 1/2; kontroly: 0/12 Frederiksen a Sindic
1998
PVDF, ALP RS: 6/18; AMON: 6/27; Sindic et al. 1994,

Virus pfiusnic

kontroly: 0/12

Frederiksen a Sindic
1998

*vzdy IEF/AIB, neni-li uvedeno jinak
**podil pacientu s ith. syntézou z celkového poétu pacientd dané dg. skupiny
IF = imunofixace; membrana: PVDF = polyvinyliden-difluoridova; NC = nitrocellulosova
Znaceni detekéni protilatky: HRP = kfenova peroxidasa; ALP = alkalicka fosfatasa

Chromogen: 4-CN = 4-chloro-1-naftol; AEC = 3-amino-9-ethylkarbazol; BCIP/NBT = 5-bromo-4-chloro-3-
indolylfosfat/nitroblue tetrazolium

CL = chemiluminiscence




Specifita oligoklonalnich protilatek — 1.
Infek eni agens (pokr.)

Antigen Metoda Vysledky Reference
VZV PVDF, ALP; RS: 8/18; AMON: 9/27; Sindic et al. 1994,
VZV-meningitis: 3/4; HE: Frederiksen a Sindic
3/3; neurolupus: 2/2; 1998;
kontroly: 1/12
VZV-meningoradikulitis: Gregoire et al. 2006;
10/27
CL 92 :
RS:2/3; CIS: 2/3 Skorstad et al. 2009
HSV PVDF, ALP; RS: 4/20; HE: 14/15; Monteyne et al. 1997;
OIND: 3/10; NIND: 1/10
CL RS:1/3; CIS: 0/3 Skorstad et al. 2009
CMV PVDF, ALP RS: 1/20 Sindic et al. 1994
NC, HRP, 4-CN
EBV NC RS: 2/43; OIND: 1/13; Franciotta et al. 2011
NIND: 0/10
Enteroviry HRP, 4-CN Enterovirova infekce CNS: Kaiser et al. 1989
2/12;RS: 1
JCV PVDF, ALP PML: 10/18; RS: 1/16; Sindic et al. 1997

meningitis: 1/15 (borr.)




Specifita oligoklonalnich protilatek — 1.
Infek eni agens (pokr.)

Antigen Metoda Vysledky Reference
Borrelia Vectastain ABC, HRP, Borrel. meningoradikulitis: Hansen et al. 1989
burgdorferi AEC 35/.4 >
NC, HRP, CL NB s pozit. Al: 4/4 Derfuss et al. 2001
Mycobacterium Imprint Tbhc meningitis: 1/1 (2 vzorky); | Kinnman et al. 1981

tuberculosis

IF/autoradiografie

biotin/streptavidin, HRP,

kontroly (3RS, 4xchron.zanét

CNS n.s.
Tbc meningitis: 8/8

Sindic et al. 1990

4-CN
Chlamydia NC, biotin/streptavidin, Pozit. Al: 0/15 (!) RS, 2/4 kontrol, Derfuss et al. 2001
. HRP, CL Negat. Al: 2/3 séropozit. RS, 0/8
pneumoniae pacientt (7xRS, 1xOIND) s neg.
ELISA-CSF
HRP, 4-CN RS: 4/56; OIND: 2/18 (2xHIV-
1-demence); NIND: 0/15;
kontroly: 0/10 Franciotta et al. 2005
Toxoplasma NC, HRP, 4-CN Toxopl. encefalitis u AIDS: 5/5 | Franciotta et al. 1996;
gondii Toxopl. encefalitis u AIDS: 7/9

Contini et al. 2000




Specifita oligoklonalnich protilatek — 1.
Infek eni agens (pokr.)

Antigen Metoda Vysledky Reference
HTLV-1 NC, HRP, AEC Tropicka spasticka McLean et al. 1989
paraparesa: 7/7 (5 1gG
a2 lgMV)
HIV NC, biotin/streptavidin, | 8/10 asymptomatickych Kaiser et al. 1989

HRP, 4-CN

NC, ALP, BCIP/NBT

HIV pozitivnich; 3/4
AIDS-related complex;
9/13 AIDS

Jen sérum: 10 z 10 déti
séropozitivnich matek —
shoda spektrotypt (4
pozit., 6 negat.)

Slade et al. 1989




Specifita oligoklonalnich protilatek — II.

antigeny neinfek ¢ni povahy

Antigen Metoda Vysledky Reference
Hu NC, HRP Anti-Hu-syndrom: 5/5 Rauer a Kaiser 2000
IEF/IB, NC, inkubace PEM/SN, poz. anti-Hu v séru: 4/4 Storstein et al. 2004
s Ag znacenym %S RS: 0/5; kontroly: 0/5
YO NC, HRP Anti-Yo syndrom: 9/9 (ale jen 5/9 Stich et al. 2003
IEF/IB, NC, inkubace pozit. ,celkové® 0-1gG)
s Ag znacenym 3°S PCD, poz. Anti-Yo v séru: 6/6; RS: Storstein et al. 2004
0/5; kontroly: 0/5
Ri NC, HRP Anti-Ri syndrom: 1/1; non-Ri PNS Stich a Rauer 2006
(anti-CV2, anti-Hu, anti-Yo): 0/6
CV2/CRMP5 NC, HRP PNS a pozitivitou anti-CV2/CRMP5 Stich a Rauer 2007
Abvséru: 2/3(+1xS>1L)
Kontroly (1xRS, 1xNB): 0/2
amphiphysin PNS s pozitivitou anti-
amphiphysinovych Ab v séru: 1/1
Kontroly (1xRS, 1xNB): 0/2
GADG65 NC, CL Stiff person syndrom: 5/5 Skorstad et al. 2008
GFAP NC, HRP, 4-CN Akutni myelitis: 1/1 Kaiser et al. 1993




Metoda: izoelektricka fokusace s naslednym
afinitnim imunoblottingem (IEF/AIB)

e 1. Potah membrany e (4. fixace 0,1% - 0,25%
roztokem relevantniho glutardialdehydem — 15-
antigenu (6-24 hod) 20 min, 2-8°C

« 2. Blokovani volnych * (5. reblokovani
vazebnych mist (napf. membrany — napr. 0,3%
3% BSA, 45-120 min — BSA, 10-20 min)

v prubehu IEF) « 6. Inkubace membrany

« 3. Blotting (40-60 min) se znacenou protilatkou

(= 60 min)

e 7. Detekce



Antigen -specifické oligoklonalni IgG

« Je vhodné aplikovat vétSi mnozstvi IgG nez pri detekci
,celkoveho oligoklonalniho 1IgG — u neuroinfekci
predstavuji antigen-specifické 1gG 10 — 20 % z
celkového IgG, u polyspecifickeé ,doprovodne* odpoveédi
(napr. MS) 0,1 — 0,5 % (Conrad et al. 1994, Jacobi et al. 2007)

« Redéni vzork( na 20 — 50 mg/l IgG (NEBO: nefedény
CSF a sérum redéné na likvorovou koncentraci IgG)



Kdo ,vynalezl* detekci antigen -
specifickych oligoklonalnich IgG pas U
Imunoblottingem?!
Ddrries R, Ter Meulen V  Moyle S, Keir G,

(Institute of Virology and Thompson EJ (Institute of
Immunobiology, Neurology, Queen
University of Wirzburg): Square, London): Viral
Detection and Immunoblotting: A
identification of virus- sensitive method for
specific, oligoclonal IgG detectiong viral-specific
In unconcentrated oligoclonal bands in
cerebrospinal fluid by unconcentrated
Immunoblot technique. J cerebrospinal fluid. Biosci
Neuroimmunol 1984, 7: Rep 1984; 4. 505-510.

77-809.



,Eastern blotting”

SECOND EDITION

« Thompson EJ. i
Proteins of the ~ PROTEINS

cerebrospinal fluid. OF THE

2nd Edition. Elsevier, CEREBROSPINAL
London 2005. FLUID

Analysis and Interprelation in the Diagnosis

( str. 14 6 -1 6 O) and Treatment of Neurological Disease

Normal

EDWARD J. THOMPSON



Poznamka k fedéni vzork U pro detekci
specifickych oligoklonalnich IgG pas u —
plati pouze pro specifické IgG!

Pro Q-1gG < Q;,-1gG fedime
likvor i sérum na stejnou
koncentraci IgG

Pro Q-1gG > Q;,,-19G lze
nejprve vypocitat
(maximalné mozne)
mnozstvi CSF-IgG krevniho
puvodu, tj. CSF-IgG”:

CSF - IgG
im 10G =
QoG =—c16

CSF -1gG=QimlgGxS—-19G

Pokud Q-1gG > Q,-1gG , pak
vzdy plati, ze CSF-IgG’'< CSF-
lgG

Pri Q-19G > Q,-1gG lze pri
fedéni uvazovat likvorovou
koncentraci IgG CSF-IgG’
namisto CSF-1gG

Postup teoreticky pouzitelny i pro

alternativni vypocet Al
(protilatkového indexu) jako
pomeéru optickych denzit CSF a
séra fedénych na stejnou
koncentraci IgG

Western blot a pfibuzné techniky



Vlastni postup 1.

e 1. Potah membrany « 3. IEF na pfristroji
antigenem redénym v Multiphor 1I: 1,2 %
0.08 M TBS, pH 7.7 agarosovy gel, 6,2 %
(koncentrace proteinu Pharmalyte 3-10 a 1,5 %
kolem 20 mg/l) — 4 az 16 Pharmalyte 8-10,5;
hod. mezielektrodova

e Promyti membrany v TBS vzdalenost 8,5 cm; 200
(Cca 5 m|n) Vlcm, 1200 Vh (60'70

« 2. Blokovani NC min), 10°C

membrany — 3% BSA v
TBS — 75 az 120 min



Vlastni postup Il.

Oplach membrany dH,O
- promyti v TBS (10
min)

4. Afinitni imunoblotting
(45-50 min)

Oplach membrany v PBS
(2-3 min)

5. Inkubace membrany v
roztoku 0,25%

glutardialdehydu (15-20
min, 4°C)

Oplach membrany dH,O
— promyti v TBS (3 x 3-5
min)

* 6. Inkubace membrany v

0,3% BSA (10-20 min)

Promyti membrany v TBS
(3 min)

7. Inkubace se
sekundarni protilatkou
(anti-IgG Fc/ALP)
fedénou 1/800 roztokem
0,3% BSA v TBS — 90
min



Vlastni postup lIl.

 Promyti membrany v TBS < Promyti membrany v TBS

(2 x 3 min), TBS-0,05% (5 min) - oplach dH,O
Tweenu 20 (2 x5min),  « Osu$eni membrany -
TBS (2 x 3 min) dosuseni mezi 2 listy

e 8. Detekce: BCIP/NBT kit filtracniho papiru (nékolik
(Vector Laboratories, kat. hodin nebo pres noc)
C. ) vtemnotach (do e Odedet

dosazeni optimalniho
zbarveni — cca 30 az 45
min)



Ith. syntéza specifickych protilatek —
,2Quantity versus quality”

« PML: 14/18 pacientu Al

>1,5; ale jen 10/18
pacientu pozitivni
specifické 0-1gG (Sindic
et al. 1997)

HSV: Monteyne et al.
1997 — dobra shoda Al
VS. spec. 0-1gG u herpet.
encefalitidy (diskrepantni
nalezy 2/27), horsSi u RS
(diskrepantni nalezy 3/20)

e Neuroborrelidza:

Picha et al., Ces. a slov.
neurol. neurochir. 2000, 63/96,
5: 279-82: 39/72 pacientu
pozitivni Al, 31/72 pozitivni
specif.o-1IgG, 33/72 pozitivni
celkoveé o0-1gG. 1 pacient s
negat. Al a pozit. specif. 0-1gG.

Racek 2001: specif. o-lgG u
30/30 pacientu s pozit. Al a
0/54 séropozitivnich pacientu s
negat. Al



Specificke o -IgG u AMON a RS

(Sindic CJM et al., J Neuroimmunol 1994; 54: 75-80;
Frederiksen JL, Sindic CIM, Mult Scler 1998; 4: 22-26)

Specif. o-1gG AMON (n=27) RS (n=18)
negativni 11 (41 %) 0 (0 %)
pozitivni 16 (59 %) 18 (100 %)

- virus spalnicek 12 (44 %) 14 (78 %)
- virus zardének 6 (22 %) 12 (67 %)
-VzZV 9 (33 %) 8 (44 %)

- virus pfiusnic 6 (22 %) 6 (33 %)




Prvni impuls k vlastnimu patrani po specifit &
oligoklonalnich IgG pas U u RS

abstrakt posteru dr. Fioreho ze Svétového neurologického kongresu v Buenos Aires r. 1997
Multiple sclerosis: Microbiology, serology, treatme nt
(J Neurol Sci 1997; Suppl.150: S248-5249)
na vyzadani pak autorem poskytnuta podrobné&jSi verze prace

UNA MALATTIA TOSSI-INFETTIVA DA DIFETTO DI BARRIERA:
LA SCLEROSI MULTIPLA. '

Dr. Domenico Fiore
Ambulatorio: Via Gauslino 15 - Abitazione: Viale Madonna delle Grazie 17/19
Tel. e Fax: 049-9704306 - 35028 Piove di Sacco (PD). Italia.

SOMMARIO

Rivalutando il ruolo delle tossine delle Bordetelle nell’induzione dell’encefalite allergica
sperimentale, rivisitata la fisiopatologia della pertosse del neonato da madre iperimmune e
la patologia da immunocomplessi, ho ricercato anticorpi anti-Bordetella e complessi
immuni circolanti in diversi gruppi di pazienti con Sclerosi Multipla (SM).

I risultati ottenuti dimostrano che, nella SM:

- il fattore ambientale ¢é costituito dalle Bordetelle;

- il fattore individuale é un difetto della barriera muco-ciliare;

- si possono avere 3 tipi sierologici (SM a IgG = remittente; SM a IgM = cronica-
evolutiva - con intervalli liberi; SM-sieronegativa = cronica-evolutiva senza
intervalli liberi); '

- & obbligatorio il trattamento antibiotico specifico.




18. Iistopadu 1998 dr. BATTERIO GRAM NEGATIVO
Fiore vystoupil na
seminafri Hennerovy
neurologické kliniky se
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Prague, December 19, 1998

Dear dr. Fiore,

Thank You very much for Your kind letter. We're sorry to answer so late.

Preliminary investigations with adsorption of immunoglobulins in
cerebrospinal fluid (CSF) to bordetella antigen are unfortunately negative.
Allow us to give You some details of our methodology, in order to exclude
methodological fault:

200 ml of formaline-immortalised Bordetella pertussis (strain 1.2)
concentrate was centrifuged, 100 ml of supernatant removed, and CSF (from
different MS patients) added in the following amounts:

a) 100 ml of CSF diluted 1:1 in 6.5 mM PBS, pH 7.3
b) 300 ml of native CSF

¢) 500 ml of native CSF
The mixture was incubated for 2-3 hrs, with gentle agitation each 15-30 min.

No oligoclonal bands present in native CSF have disappeared after the
incubation.

We will continue our experiments and inform You soon about the results.
Please take this preliminary information as confidential (Bordetella pertussis
concentrate was not obtained in official way, but as a kind gift).

Merry Christmas and a Happy New Year
To You and to Your family,
n

Yours sincerely ) y /

Assoc. Prof. Pavel Adam, M. D. David Zeman, M. D. ;




Kazuistika 1
Anamnéza

Zena nar. 1977
RA: sestra + ve 22 letech hemorhagicka CMP v gravidité
OA: s ni¢im se neléci

EA: 2006 klisté snad s naslednym erytémem, od 10/2006
opakované cefalea, 11/2006 pozitivita antiborreliovych protilatek IgM
— preléCena p.o. ATB — Azitrox 500 mg 1xdenné 1 tyden, dale
prerusované ob 3 dny (?), cefalea ustoupila po nékolika dnech
uilivénl’ ATB, 12/2006 ambulantni neurologické vys. s normalnim
nalezem

NO: 20. 9. 2007 dopoledne nahle parestézie PHK a praveé poloviny
obliCeje, pfechodna expresivni afazie, porucha hybnosti PHK
akralné asi 20 min, pak difuzni cefalea



Kazuistika 1 - pokra c¢ovani

Vstupni objektivni nalez: Zcela diskrétni dysarthrie, HK: méné
obratna Spetka vpravo, Hanzal vpravo, fen. retardace vievo, DK: v
Ming. lehka deprese vlevo asi 0 5 cm, stoj lll s oscilacemi - tj. velmi
diskretni nalez bez hrubsi patologie

Vstupni laborato F: v normé (FW 10/18, CRP negat.)
CT mozku nativné i postkontrastné s norm. nalezem

USG karotid a vertebralnich tepen: nevelké AS zmény
hemodynamicky nevyznamné, uzsi AV vlevo

ECHOkdg: norm. nalez
EEG: nalez odpovida lozisku F-T vlevo



Kazuistika 1: CSF 29. 9. 2007

(b, 394/3 elem, 10/3 ery, Pandy +++, CB 1,5 g/l

e Glukosa: 0,9 mmol/l; Laktat: 2,9 mmol/l

« KEB:-20!

e (LDH: 0,77 pkat/l; AST: 0,39 pkat/l; KTD 10)

e CYTOLOGIE: Lymfocytarni pleocytdza s aktivaci v lymfocytarni, méné i v
monocytarni fadé, se zfetelnou plazmocytarni reakci — cytol. nalez odpovida
floridnimu nehnisavému zanétu.

* Imunochemické vySet Feni: Tézka porucha funkce hemato-likvoroveé bariéry
(3,0-nasobek horni hranice vékové normy). Extrémné vyrazna intrathék.
syntéza IgM a IgG, vyrazna intrathék. syntéza volnych lehkych fet. kappa,
prokazana tez intrathék. syntéza IgA. Oligoklonalni 1IgG — IEF: typ 3 (18/2)

* VySetreni k potvrzeni dg. neuroborrelidzy:

- Antiborreliové protilatky: IgM a 1gG pozitivni v séru i v moku (ELISA, WB; Al
nestanoven)

- PCR: negativni v krvi i moku

- Oligoklonalni IgG — afinitni imunoblotting (membrana preinkubovana s roztokem
sonikovanych borrelii /fy. Serotec/): typ 3 — pasy jen v moku i spole¢né pasy v
moku a seéru



Kazuistika 1 - Pr ubéh hospitalizace

* PfeléCena i.v. Ceftriaxonem 2 g/den po 17 dnu, dale p.o.
Zinnat 500 mg 1-0-1 po 3 tydny

e Subj. ustup potizi, vymizely cefalgie. Kompletné
regredoval neuropatologicky nalez

e 12/2007 ambulantne doplneéno MRI a MRAG mozku:
normalni nalez



Kazuistika 1
Necekané pokra ¢ovani p ribéhu

 Od 24. 8. 2008 pozvolna vznikla cefalea frontalné, bez
foto- a fonofobie, 29. 8. 2008 febrilie 38°C, kliSté neguije,

rymu, kasel neguje
« Vstupni obj. nalez 29. 8. 2008: zcela frustni az sporna
centr. pravostr. symptomatologie, ameningealni

« Vstupni laboratof: FW 22/40, CRP 1 mg/I



Kazuistika 1
vyset feni likvoru 29. 8. 2008

Cb, 284/3 elem, 68/3 ery, Hb negat, Pandy ++, CB 0,29 g/l
Glukosa 2,5 mmol/l; Laktat 1,4 mmol/I|

KEB +28

Cytologie: lymfocytarni pleocytoza s plazmocytarni a
lipofagocytarni reakci — obraz nehnisavého zanétu s v.s. tkanovou

destrukci

Imunochemickeé vys. : Norm. funkce hemato-likvorové bariery.
Vyrazna intrathék. syntéza IgG, IgM, IgA i oligoklon. volnych lehkych
ret. kappa i lambda.

Oligoklonalni IgG: typ 3 (12/4)

Oligoklonalni antiborreliove IgG: 10 pasu v moku, 2 slabéjiiv
séru, mnohé pasy presné kolokalizuji s oligoklon. IgG

Al (antiborrel. IgG) = Q-spec/Q-lim(IgG): 66,0



Kazuistika 1
Zaver vyset reni likvoru 29. 8. 2008 a dalsi osud

* Prokazujeme pfitomnost nehnisavé-zanétlivého procesu
v kompartmentu CNS, pravdépodobné borreliove
etiologie. Pokud Ize srv. s min. vys,, t.C. Jde velmi
pravdépodobné o chronicky aktivni zanét s pretrvavajici
lokalni produkci IgG (rel. vzestup intrathek. frakce), IgM,
IgA i1 volnych lehkych fet. kappa.

« Zahajena lécba i.v. Ceftriaxonem, pacientka prelozena
na spadove infekéni oddéleni ...



Kazuistika 1
Dynamika likvorového nalezu I.

9/2007 8/2008

Elementy/3 394 284

Mononukl./3 375 280
Polymorf./3 19 4

CB (g/l) 1,37 0,29

Glukosa (mmol/l) 0,9 2,5

Laktat (mmol/l) 2,9 1,4

KEB -20 +28




Kazuistika 1
Dynamika likvorového nalezu II.

9/2007 8/2008
Q-Alb*10"3 18,0 2,8
Index IgG 1,80 4,30
Index IgM 1,98 1,22
Index IgA 1,12 1,33
Index fKLC 25,4 122,5
IgG ith. % 53,0 85,4
IgM ith. % 80,3 86,0
IgA ith. % 44,2 68,4
Oligoklon. 1gG (CSF/S) 18/2 12/4




Kazuistika 1
Oligoklonalni 1gG (vlevo) a oligoklonalni
antiborreliove IgG (vpravo)
naho re: 1. vzorek (9/2007); dole: 2. vzorek (8/2008)

CRF

BeIum

CSF | ' ’ CSF

SeTu BETum -



Kazuistika 2
Neuroborrelioza + MGUS

Muz, 69 let

Prijat pro polyradikulo-
neuriticky syndrom jako susp.
AIDP

LIKVOR - cytologie: 434/3
elem (lymfocyty 85 %,
plazmocyty 2 %, monocyty 11
%, neutrofily 2 %)

CB 1,911 g/l

Laktat 3,36 mmol/l, glukosa
3,96 mmol/l, KEB 22,72

Q-Alb 30,0*103 (3,5- nasobek
horni hranice vékové normy)

Ith. syntéza IgM (54 %) a IgG
(30 %) vypoctem dle
Reiberova vztahu
Oligoklonalni IgG: TYP 3
(,more than pattern®) + TYP 5
(paraprotein)

Elfo: M-gradient DM 6,6 g/I,
Imunofixace: IgGK

Kontrolni elfo po 6 a 12
mésicich: pretrvavajici M-
gradient (6,5 ... 7,7 g/l)



Koincidence neuroborreliozy a MGUS

Zeman et al. Fluids and Barriers of the CNS 2012, 9:5

Anti-Borrelia
IgG,. 1gG;
cCS CsS




Antiborreliove oligoklonalni IgG , IgG K, IgGA:
obé pacientky s pozitivitou oligo-IgG a pozitivni MRZ reakci, ALE u obou negativni
antiborreliové 1gG protilatky v likvoru i séru v ELISA testu (Al nelze vypocitat)

vzorek C1 negativni (neprakazny), C2 pozitivni !

IgG lgG IgGA
IVIG C1 S1 C2 S2 IVIGC1 81 C2 SP/IGC1 S1 C2 S2

b4
Lo



Vlevo: oligoklonalni IgG (IEF/AIB);
vpravo: antiborrel. oligoklon.IgG (IEF/AIB)

stejny gel, celkové o-IgG s fedénim vzorkld na 2 mg/l IgG (12 ng/pozici) , antiborrel. o-IgG s
fedénim vzorkd na 20 a 10 mg/l IgG (120 a 60 ng/pozici). L=likvor, S=sérum
+Co(S): pozit.kontrola (Sebia — smés IgG paraproteind); F: neg.kontrola (IVIG-Flebogamma)
L+S1-typicka neuroborrelioza ; L+S2-nejasna dg., Al-IgG negativni (1,03); L+S3-roztrousena
skleréza; L+S4-v.s. nehnisava neuroinfekce, blize neurCena
Antiborrel.o-IgG pasy ve vzorku L1(o¢ekavano), ale i L2( interpretace nejasna); negativni ve
vzorcich +Co(S), L3 i L4
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Klinicko -laboratorni korelace

L+S1: typicky klinicky obraz
(Bannwarthdv syndrom)

Likvor:

cytologie (preparat) — lymfo 95 %,
plazmo 1 %, mono 4 %, neutr.<1
%, eos:1/prep.(<<1 %), zcela
ojed. ery; zavér: lymfocytarni
pleocyt6za s plazmocytarni
reakci — obraz floridniho
nehnisaveho zanétu

Q-Alb 21,7 x 10-3(3,3-nasobek
horni hranice vékové normy), ith.
syntéza IgM (88 %) a IgA (16 %)
vypoctem, o-IgG: typ 2 (14/0), o-
fKLC +++ (25/0), o-fLLC ++
(11/0)

Borrelia Al: 1IgG 15,53
IgM 21,60

Protilatky v séru v relativhé
nizkych koncentracich (IgG
13737 arb. j., IgM 3460 arb.}.)

L+S2: atypicky klinicky obraz  (porucha visu na
pravém oku, edém papily zrakového nervu vpravo)

Likvor:
cytologie (preparat) — lymfo 91 %, plazmo 3 %,
mono 6 %; dosti ¢etné ery, jaderné bunky se vSak
jevi ponékud ¢etnéjSi nez by odpovidalo mnozstvi
ery; preparat z technickych ddvodu huare
hodnotitelny, pravdépodobné vSak mirné
nehnisavé-zanétl. zmény
Q-Alb 3,48 x 1073, ith. syntéza IgG (51 %), IgM (48
%), IgA (24 %), 0-1gG: typ 2 (21/1), o-fKLC +++
(32/0), o-fLLC +++ (15/0)
MRZH reakce: hraniéni anti-VZV Al (1,40), ostatni
negativni
Borrelia Al: 1gG 1,03

IgM negativni
Séropozitivita IgG (ZU Ostrava; u nas 27261 arb. j.
/IgM 4046 arb.}./)

MR mozku opakované negativni, screening
autoprotilatek negativni, MRA a DSA negativni



Pravd épodobna encefalitis zp Usobena
virem Coxsackie B4



Klinicko -laboratorni korelace

Mlady muz od 1/2013 zvySené
teploty (38°C), bolesti hlavy

Po nékolika mésicich pfijat na
spadové neurologické oddéleni
pro manzelkou pozorované zmeény
osobnosti

Likvor (1. vySetfeni): zkaleny,
zaplava bunék, CB 3,34 g/l, ,nizka
glukosa“ (ALE: S-CRP ,0,1 mg/l¥)

Pro podezfeni na purulentni
meningitidu pfelozen na KIL FNO
Extenzivné vySetfovan, mozny
odontogenni fokus

MR mozku: rozsahlé demyelinizacni
zmény, podezfeni na RS

Etiologicky nakonec uzavirano jako
encefalitis zplisobena Coxsackie B4
(vzestup titru sérovych protilatek ve
VNT, ELMI malé kulaté viry v likvoru) s
moznym spolupodilem neuroborreliézy
(fragmenty spirochet v ELMI)

Klinicky zcela upraven; pred
planovanou dimisi rozvoj zmatenosti,
agresivity, CT a MR prokazalo
étyrkomorovy hydrocefalus — feSeno
shuntem, prubéh komplikovany, trvalé
nasledky — organicky psychosyndrom



Dynamika likvorového nalezu — I.
ALE pozor — u vzorkd z 31. 10. jde o komorovy likvor!
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Dynamika likvorového nalezu — Il.

0 Glukosa
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Dynamika likvorového nalezu — IlI.
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Dynamika likvorového nalezu

Imunochemicky likvor vySetfen tfikrat (resp. Ctyfikrat — posledni odbér dvou
vzorkd komorového CSF):

30. 4.: Q-Alb 20,69 x 103 (3,2-nasobek horni hranice vékové normy), ith.
syntéza IgG (61 %) a IgA (58 %) vypoctem, o-1gG: typ 2 (22/0), MRZ reakce
negativni

2.9.: Q-Alb 74,92 x 103 (11,7-nasobek horni hranice vékové normy), ith.
syntéza IgG (67 %) a IgA (44 %) vypoctem, o-1gG: typ 3 (22/11; 7 z 11 pasu
VvV Séru je v likvoru vyraznéjSich; pozice pasu v likvoru ,prakticky shodné* s
min. vys.)

31.10.: Q-Alb 13,68 a 29,70 x 103 (5,3-, resp. 11,6-nasobek horni hranice
vékoveé normy), ith. syntéza IgG (63 a 60 %) a IgA (42 a 42 %), o-1gG: typ 2
(21/1 a 20/1 — ,proti minulym vySetfenim se méni spis relativni intenzity
pasu nez jejich polohy*)

7. 11. dozadano neurochirurgem stanoveni borrel. Al z obou komor (!) s
negativnimi vysledky (IgG-Al 1,02 a 1,08; IgM-Al 0,84 a 1,00; v séru Ab v
bézném fedéni pod mezi stanovitelnosti = vySetfeno v nestandardné
nizSim fedéni /101x namisto 404 x/)



Pravd épodobna encefalitis zp Usobena virem

Coxsackie B4

dynamika o-1gG: zleva doprava 30. 4., 2. 9. a dva vzorky z 31. 10.

-

Hodnoceni:
& € 7 P 1. vzorek: typ 2 (22/0)
2. vzorek: typ 3 (22/11)

3. vzorek: typ 2 (21/1 a 20/1),
vyrazneé pozitivni o-fLC
obou typa (+++)
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Pravd épodobna encefalitis zp Usobena virem

Coxsackie B4
Nepodafilo se nam prokazat presvédcivou reaktivitu o-1gG
pasu s antigeny borrelii ani viru Coxsackie B4
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Moznost ,falesné” pozitivity?
2-3 vyrazneé o-lgG pasy reagujici s Ag borrelii,

HSV1 i spalnicek v L > S (vzorek L1+S1 vlevo, L4+S4
vpravo)
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0-1gG: ,celkové* Borrelia burgdorferi HSV1 measles ,celkové®

Pacientka s jistou RS (dle novych kritérii) po prvni atace

Likvor: €b, 20/3 elem., cytologie: lymfo 97 %, plazmocyt:1/prep.(<1 %), mitoticka figura: 1/prep. (<1 %),
monocyty 2 %, neutrofil: 1/prep. (<1 %), zcela ojed. velké bazofilni lymfocyty. Z&: Hrani¢ni lymfocytarni
pleocyt6za — pravdépodobné mirné nehnisavé-zanétlivé zmény. CB 0,676 g/l, Q-Alb 12,54 x 103 (1,8 —
nasobek horni hranice vékové normy), ith. syntéza IgG, IgA, IgM vypocétem neprokazana, o-1gG (Sebia):

typ 3 (19 péasu v likvoru, 9 v séru-z nich 4 v likvoru vyraznéjsi), o-fKLC +++ (15/0), o-fLLC +++ (11/0),
MRZ reakce negativni



Avidita IgG protilatek — 1.

U imunokompetentnich,
neléCenych jedincu muze
pritomnost nizce avidnich IgG
protilatek svédcit pro recentni
infekci — béhem Casné imunitni
odpoveédi jsou IgG protilatky
cilené proti mnoha epitopum
patogenu a maji nizkou aviditu
— klonalni selekce - vznik
vysoce avidnich 1gG protilatek
proti omezenému poctu
imunodominantnich epitopu

Metody zjiS tovani avidity:
chaotropni ¢inidla (dilu¢ni
nebo elucni princip)

aviditni kompetice — pfima
detekce nizce avidnich IgG
protilatek blokovanim vysoce
avidnich IgG protilatek ve
vzorku solubilnim antigenem a
urceni koncentrace zbyvajicich
antigen-specifickych nizce
avidnich IgG protilatek



Avidita IgG protilatek — .

Chapman MD et al.
Measurement of high affinity
antibodies on antigen-
Immunoblots. J Immunol
Methods 2006; 310: 62-66.

po blottingu na Ultrabind
membranu inkubace
membrany s roztokem
thiokyanatanu sodného
(NaSCN) - 1,25M, 2,5M, 5M

NaSCN pusobi jako chaotropni
Cinidlo = eliminace
nizkoafinitnich protilatek

Klinické vyuziti: detekce
vysokoafinitnich
oligoklonalnich IgG protilatek u
herpeticke encefalitidy
(Chapman MD et al.
Quantitative demonstration of
Intrathecal synthesis of high
affinity immunoglobulin G in
herpes simplex encephalitis
using affinity-mediated
Immunoblotting. J
Neuroimmunol 2007; 185: 130-
135.



Celkové 0-1gG (vlevo) a anti-measles 0-1gG (vpravo)

2-3 velmi slabé anti-measles 0-1gG pasy v likvorech L1 a L2, nepfitomné
na membrané inkubované s 1M NaSCN (v dH,0)
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Celkove o-1gG (vlevo), anti-measles (uprost red) a anti-
borrel. 0-1gG (vpravo 2 x - bez as NaSCN)

2 zretelné (+ nékolik slabych ,neviditelnych®) o-1gG pasy v likvoru bez protéjSku v séru
reagujici s Ag borrelii (ale nikoliv s Ag spalniek) - pfitomné i na membrané inkubované s
1M NaSCN (v dH,0) u IgG séropozitivniho pacienta s negativnimi ,celkovymi“ o-1gG (typ 4
— mirror), ale pozitivnim antiborrel. IgG Al (4,65) pfi jinak nendpadném CSF néalezu

] Borrelia IgG
Celkové IgG Measles IgG bez NaSCN s NaSCN
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ZAVER — .

* U neuroinfekci (zejm.

neuroborreliozy) specif.

0-1gG odpovidaji znacné
casti celkovych o-1gG,
vétSinou koreluji s Al a
mohou byt uziteCnym
doplnkovym vySetfenim,
popr. alternativou
stanoveni Al

U autoimunitnich zan étu
CNS (RS/CIS) specif. o-1gG
neodpovidaji hlavnim pasum
celkoveho o-1gG, jsou méné
intenzivni nez u neuroinfekci a
maji nizSi aviditu (nap¥. mizi po
proplachu membrany v roztoku
chaotropniho Cinidla), o
korelaci s Al neni dostatek
literarnich udaju, ale patrné
bude horSi nez u neuroinfekeci.
Pro rutinni diagnostiku se jevi
jako nepfinosne.



ZAVER - 1.

Domnivame se, Ze detekce
specifickych oligoklonalnich pasu
se NESTANE soucasti rutinni
likvoroveé diagnostiky.

Muaze vSak mit vyznam v
ojedinélych klinicky obtiznych
pfipadech za predpokladu
vzajemné duvéry a dobré
spoluprace klinického a
laboratorniho pracovisté; vysledek
je nutno vzdy hodnotit velmi
opatrné

Na druhé strané se domnivame, ze
metoda ma potencial pro vyzkumné
pouziti — jak u neuroinfekci, tak
zejména u roztrousené sklerdzy:

~Since the major oligoclonal response in
infectious diseases of the nervous system is
directed against the agent that causes
disease, every attempt must be made to
determine the specificity of the oligoclonal
IgG in MS. Antibodies to various infectious
agents and autoantigens that are not part of
the oligoclonal IgG repertoire are likely to be
irrelevant, although the demonstration of a
direct link between such minor antibody
responses and the disease process would
be significant. Meanwhile the detection of
any antibody in MS that is synthesized
intrathecally is worthy of further study.”
(Burgoon et al. B cells in multiple sclerosis.
Front Biosci 2012; 9: 786-796)



IEF/AIB versus protilatkovy index (Al)

Vyhody IEF/AIB: * Nevyhody IEF/AIB:
detekce antigenni - mnohem pracnéjsi
specifity pfimo v OCB - prakticky nelze

pot reba mnohem standardizovat (mj.
mensiho mnozstvi nejsou komercne
vzorku dostupné kontroly)

méné choulostivé na
nepresnosti v
kvantitativnim
stanovenim celkového
[o[€



PERSPEKTIVY —I.

* RozSifeni ,palety”
vySetreni o dalSi antigeny
(problém: antigeny /zejm.
rekombinantni/ jsou
drahé a koncentrace
potfebné k potahu
membrany pomeérné
vysoké — 5 az 100 mg/l)

Luminiscen €ni detekce
— citlivéjSi nez klasicka
chromogenni (problém:
pristroje a software jsou
velmi drahé)



PERSPEKTIVY - Il.

Antigen-specificke IgA, IgM;
fLC 2!l

Pacient s Kklinicky jistou RS

15/3 elem, Q-Alb 15,06x1073, ith.
syntéza IgG vypodtem (34 %), IgG-
OCB typ 3 (18/5), ofKLC +++, ofLLC
+++, MRZ pozit. (3/3), Al-measles
5,12

Measles-ofKLC: 2-3 pasy v likvoru bez
protéjSku v séru (koresponduji s
dvéma z cca 25 ,celkovych” o-fKLC
pasu) — prvni pozitivni zachyt Ag-
specifickych o-fLC v naSi laboratofi
vubec!

(Measles-ofLLC: negativni, pfes
vyraznou pozitivitu ,,celkovych” ofLLC)

measles-ofKLC celkové" ofKLC
Oba pary L1+S1, L2+S2 od pacientd s RS
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PODEKOVANI

... Za pomoc, spolupraci, inspirujici diskuse aj.

Kolegum z Neurologické kliniky FNO
Laborantkam Useku analyzy likvoru ULD FNO

Mgr. M. Pomiklové, Mgr. I. Vidlickové, MUDr. H. Zelené a Mgr. H.
Bilkové-Frankové ze ZU v Ostravé

MUDr. L. PetrouSove z Kliniky infekéniho lékarstvi FNO

MUDr. V. Prochazkovi a RNDr. K. Vitkové z Gtvaru pro védu a
vyzkum FNO

MUDr. J. Volfovi, Ph.D., odd. preventivniho a pracovniho lekarstvi
FNO

Doc. RNDr. K. Safaréikovi, Ph.D., Katedra biomedicinskych obor(
LF OSU a ULD FNO

Mgr. R. Sigutové, ULD FNO
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