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UvVOD

Lymskd borelioza je komplexni onemocnéni vyvolané mikroaerofilni,
pohyblivou, gramnegativni spirochétou Borellia burgdorferi. Lymska boreliéza v Ceské
republice patii mezi nejcastéj§i antropozoondzy pienasené klistétem rodu Ixodes.
Lymska borelioza je multisystémové onemocnéni napadajici k0zi, kloubni systém,
nervovy systém, srdce, ofi a muze byt nebezpené i v tehotenstvi. Pfiinou
multisystémovych onemocnéni je zna¢na variabilita Borellia burgdorferi, jejimz
nasledkem jsou netypické pfiznaky, které mohou imitovat mnoha jina onemocnéni a tim
znesnadnovat jeji diagnostiku. Lymska borelioza se muze velice lehce vyvinout do
chronicity, kterd je provéazena klinickymi i laboratorné prokazatelnymi relapsy. Diky

témto faktlim je toto onemocnéni tolik komplikované.

OhroZeni jsou nejvice 1idé, kteti dlouhodobé pobyvaji v prirod€. Jen u malé
¢asti populace se po infikovani projevi klinické ptiznaky lymské borelidzy. Do
povédomi I€kaiii se toto onemocnéni dostalo koncem 70. let 20. stoleti. (Bartiin€k,

2006)
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TEORETICKA CAST
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1 HISTORIE

Prvni zminka o lymské borelidze se objevila v roce 1883. Za jejiho objevitele
se povazuje dermatolog Buchwald, ktery ji popsal jako acromadermatitis atrophicans
(ACA). Roku 1921 byla zvetejnéna Jessnerova publikace o postizeném s ACA spolu
s laryngitidou (Bartinék, 2006). O rok pozdéji Garin a Bujadoux referovali o ptipadu
meningopolyneuritidy ve spojeni S erytema migrans (EM). Ve 40. letech 20. stoleti
Bannwarth popsal fadu nemocnych, ktefi méli multifokdlni postizeni nervového
systému po prisati klistéte. Schaltenbrand popsal roku 1966 vztah erytema migrans
s meningitidou a Lonhoff upozornil na moznou Ucast spirochét pfi erytema migrans a
acromadermatitis atrophicans. EM bylo uznano jako samostatné onemocnéni v 60. — 70.
letech 20. stoleti, ale bez zndmého ptvodce. V 80. letech byla pojmenovana lymska
nemoc podle méstecka Lyme v Connecticatu, kde Steere aspol. zachytili zvySeny
vyskyt zanétlivé artropatie s predchazejicim erytémem u 59 % déti. Také tato oblast
byla charakteristicka pfemnozenim klistéte 1xodes dammini. K objeveni spirochéty jako
puvodce infekce, zatazeni mezi borelie a pojmenovani Borellia burgdorferi doslo v roce
1982. O pét let pozdé€ji na 3. mezinarodni konferenci v New Yorku vzniklo oznaceni

lymska borelioza (Bartinék, 2006; Bartinék, 2013)
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2 BORELLIA BURGDORFERI

Lymska borelidza je zpusobena bakterii rodu Borellia, konkrétné bakterii
Borellia burgdorferi. Existuje vsak vice druht bakterii rodu Borellia, které se 1isi od B.
burgdorferi stavbou, patogenitou i vyskytem jako napiiklad: B. recurrentis, B. hermsi.
V ramci Borrelia burgdorferi sensu lato se rozlisuji druhy napt. B.burgdorferi sensu
stricto, B. afzelii a B. garinii, u nichz je jasn¢ prokazand patogenita ve Spojitosti

s lymeskou boreliozou. (Bartiné€k, 2013)

2.1 Biologie Borrelia burgdorferi

Borellia burgdorferi sensu lato je bakterialni komplex vice nez jedenacti
ovéfenych a pojmenovanych genospecies. Jsou to gramnegativni, mikroaerofilni
spirochéty patiici mezi jedny z nejstarSich bakterii zijicich na Zemi. Jsou typické svym
vinutym tvarem, ktery vyplyva jiz z nazvu spirochéta neboli ,,svinuty vlas“. Rozméry
Borellia burgdorferi jsou 0,2 pm na §itku a 4-30 um na délku. Buiiky jsou pravidelné
po 2,2 um spiralovité stocené s pravidelnymi zavity, kterych ma kazda bakterie 4-15.
Borellia burgdorferi sensu lato se pohybuje za pomoci 7-12 bi¢ikd, coz ji odliSuje od
ostatnich patogennich borelii, které maji bic¢ik vyrazné vice a to 15-20 (Kiupka a kol.,
2008; Bartiin€k a kol., 2013). Bic¢iky maji vnitini kanalky vyplnéné dfeni tzv. vnitini
flagellin. Vinou se z obou konci bunék a obta¢i celé télo spirochéty, vychazi
Z bazalnich diskl situovanych v cytoplazmatické membrang. Jejich rozméry jsou 11,8-
12,0 nm. Diky bi¢ikiim je moZzny pohyb borelii ve velice viskdznim prostiedi, ve kterém
se nejcastéji vyskytuji. Cytoplazmatickd membrana bakterie se sklada ze tii vrstev a to
z vnitini, stfedni a wvné&j§i. Vnitini je vrstva peptidoglykanova, stiedni je
tvofena lipopolysacharidy a vnéjsi z lipoproteind. Stfedni a vnéjsi vrstva je dvouvrstva a
vnitini je jako jedind pouze jednovrstevna. Vné&jSi membrana vycniva nad
cytoplazmaticky cylindr. Pfi vysunuti bi¢ikii do proximalniho a distdlniho prostoru se
uvoliiuji membrandzni vezikuly. Podle nékterych autorti tyto vezikuly obsahuji
plasmidovou DNA. Genera¢ni doba in vivo je 6-12 hodin, po tomto Case je mozné
pozorovat dé€lici se buiiky. In vitro je doba rastu o néco delsi a to 12-14 hodin. Béhem
déleni ptichazi matetska borelie o polovinu bi¢ikd. Hacky a disky jsou zachovany pro

dcefiné bunky, ze kterych vyrostou bi¢iky nové. (Buhner, 2014; Bartin¢k, 2013)
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U borelii byla objevena zajimava a dosud nevysvétlend vlastnost a to, Ze je
schopna tvofit rizné non-spiralni formy. Tyto cystické formy jsou boreliemi tvofeny pfi
vystaveni suboptimalnim podminkdm pro jejich zZivot, jako naptiklad pokles pH nebo
osmotického tlaku. Timto chovanim se brani a ukryvaji pred neptiznivymi podminkami
a nejspise také pred antibiotickou lécbou. Z cystické formy jsou schopny se vratit do
spiralni aktivni formy. (Kfupka, 2008; Buhner, 2014; Bartin¢k, 2013)
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3 PRENASEC BORELLIA BURGDORFERI

3.1 Ixodes ricinus

Ixodes ricinus je druh klistéte nachazejici se na naSem uzemi nejhojnéji.
Nejcastéji ho nalezneme od bfezna do fijna v listnatych a smiSenych lesich a také na
loukach ve vysoké traveé. Je u nds nejvyznamnéjSim pienaseCem lymské borelidzy.
V Americe je vice Casty druh klistéte Ixodes pacificus nebo Ixodes scapularis. Klisté se
zivi sanim hostitelovy krve, které trva az nckolik dni a klisté pii tom mnohonasobné
zvetsi svilj objem. Neni vSak jedinym organismem, u kterého byla prokazana ptitomnost
bakterii rodu Borellia. Jsou jimi i naptiklad komafi, u nichz v§ak nikdy nebyl dokazan

pienos infekce na ¢lovéka. (Jiraskova, 2014; Bartingk, 2013)

3.2 Biologie klist’at

Klistata patfi do kmene parazitickych c¢lenovcel, konkrétné pavoukovcil
spolecné s roztoci. Dospéli jedinci maji osm koncetin, jejich larvy maji o dvé nohy
mén¢. Jako u vétSiny druhit hmyzu a parazitt je i u klist'at rozdil ve velikosti samic a
samct: samicky mohou dortstat do velikosti okolo 5 milimetrii, samecci jsou o néco
mensi. Jejich télo je chrdnéno chitinovou schrankou, ktera je brani pfed vnéjSim
mechanickym poranénim mékkého téla. U kliStat je na prvni pohled rozpoznatelné télo
a hlava s parem kusadel. Larvy se lihnou z vajicek a zacinaji rdst po prvnim piijeti
potravy, kterou je krev hostitele. Rostou béhem procesu sani krve z larvy pfes nymfu az

k dospélému jedinci.

Klistata ziji podle rychlosti sani a dostupnosti hostitele, do uplné dospélosti
se vyviji od jednoho a pul roku do péti let diky své schopnosti hladovét. Hlavnimi
hostiteli jsou hlodavci, domaci zvifata a lidi. Pfisavaji se pomoci hypostomu — bodaciho
ustroji se dvéma kusadly a zpétnymi hacky. Klist'ata Ize rozdé€lit na jednohostitelska,
dvouhostitelska a trojhostitelska. Takto je rozdé&lujeme kvili poctu hostitell, ktery

napadnou za sviyj Zivot.

Klistata se vyskytuji hlavné v listnatych lesich a travnatych porostech,
pfedevSim v nizinach. Podle vysky vyskytu ve vegetaci miizeme rozlisit jednotliva

stadia. Larvy se pohybuji zasadné do vySky maximaln€ 15 centimetrit kvili jejich
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hlavnim hostiteltim, jimiz jsou hlodavci. Nymfy se objevuji ve vysce 15-30 centimetrii a
dospélci v 1 metru. Mnoho lidi si mysli, ze klistata lezou po stromech a skacou na lidi,
coZ je naprosto zavad¢jici myslenka. Svého hostitele citi diky vibracim, které vznikaji
pii chizi hostitele, tepla a koncentraci vydechovaného oxidu uhli¢itého. (Kimming,

2003; Bednat, 1996)
3.3 Prisati kliStéte

KIlisté ¢eka na hostitele a na spravny okamzik piisedlé na stéblech travy.
Pokud se hostitel dostane do blizkosti klistéte, klist¢ se prichyti a najde idealni misto
pro piisati. Po nalezeni vhodného mista klisté zacne provrtavat epidermis, pod jejimz
povrchem prochdzi cévy. Do mista poruseni kize klisté vypousti své sliny, které
obsahuji velké mnozstvi mlécného pojiva, diky némuz se misto zpevni a funguje pro ngj
jako velice funkéni tésnéni proti uniku krve a pro jeho udrzeni na hostiteli. Ve Skare si
kliste¢ vytvofi prohlubeni pfipominajici bazén. Tento ,,bazén‘ nechava klisté naplnit krvi
a dle potieby ji vysava: tato fize mize mit rizné dlouhé trvani, zalezi na vyvojové
formé klistéte. V ¢asovych intervalech se stfida faze sani krve a faze vypousténi slin.
Sliny neobsahuji jen mlé¢né pojivo, ale i mnoho dalSich farmakologicky aktivnich latek
pusobicich proti imunité hostitele jako je naptiklad histamin a bradykinin, namifené
proti protizanétlivym latkam, antiimunitni slozky, které zpomaluji nebo upln¢ blokuji
funkci imunoglobulinli IgG, neutrofilii a alternativni cestu aktivace komplementu, a
V neposledni fad¢ antihemostatické slouceniny blokujici tvorbu adenosindifosfatu.
Pravé tyto latky napomdhaji tomu, ze si hostitel pfisdtého klistéte ihned nevSimne,
protoze je potlatena imunita a hemostaza, ale hlavné svédéni v misté ptisati. Diky
potlacenému svédéni ziska klisté cas na sani dostatecného mnoZzstvi krve a zaroven se
spirochéty pfesunou ze stiev svého hostitele (tj. klistéte) do jeho slinnych zlaz, odkud
uz pfimo putuji do krevniho obéhu &lovéka nebo zvitat. Clovék je v kolob&hu Zivota

borelii jen slepym ¢lankem. (Buhner, 2014)
3.4 Prenos borelii

Signalem pro borelie, Ze se maji pfesunout ze stfedni Casti stfeva (midgutu)
do slin klistéte, je zména teploty a pH. Klist’ata r. Ixodes jsou organismy studenokrevné,
to znamena, ze maji stejnou teplotu jako jejich okoli, ktera neni konstantni. Pfi sani krve

se teplota kliStéte rapidné zvysi a zistane na stejné hladiné. Jeho pH se snizi ze
16



zasaditych 9,5 pfiblizné na 7,4. Po zméné téchto velicin se borelie pfipravi na opusténi
hostitele a napadeni dalsiho. Jsou zavislé na dokonalé regulaci exprese povrchovych
proteinti, takzvanych outer surface proteins (Osp) (Buhner, 2014; Kiupka, 2008).
Béhem pobytu borelie v travicim traktu klistéte jsou exprimovany hlavné proteiny
OspA a OspB, které zastupuji funkci adhezivnich molekul. Pti piesunu do slinnych zlaz
je tim nejzasadnéjsim OspC. OspC ma schopnost vdzat imunoregulacni protein Salpl5
obsazeny ve slinach klistéte, ¢imz pomaha boreliim piezit imunitni reakci v ¢asné fazi
infekce hostitele. Aby se mohly borelie pfesunout do téla hostitele, je potieba obvykle
alespon 24 hodin. (Buhner, 2014; Kiupka, 2008; Rohac¢ova 2010)

Studie prokazaly skutecnost, Ze infekce neprobihd tak agresivné a jeji uroven
prudce klesa, pokud se udrzuje hladina interleukind a interferonu gama v Krvi
laboratornich hlodavcii ve vysokych hodnotich. Cim vyvinut&jsi je imunita hostitele,
tim ma klist¢ mensi Sanci na dokonalé pfisati a stoupa Sance hostitele na odvrzeni
klistéte jesté pred infiltraci klistéte do Skary. U jedince se sniZenou imunitou je riziko

infikovani téla boreliemi mnohem vys$si nez u Gpln€ zdravého jedince. (Buhner, 2014)

Svou roli zde také hraje vyvojové stadium infikovaného klistéte. Stoupa
smérem od larev pfes nymfy az k dospélcim v intervalu od 5-45%. To znamena, ze az

polovina dospélych klist'at je pfenase¢em lymské boreliozy. (Bartinék, 2013)
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4 EPIDEMIOLOGIE LYMSKE BORELIOZY

Lymska boreliéza se objevuje tam, kde ziji klistata, coz je cely mirny pas.
Rezervoarem borelii jsou teplokrevna zvifata jako naptfiklad drobni zemni savci a
vysoka zveéf. Vysokd promoienost je 1 u cerné zvéfe, kde je infikovano az 13%
z celkového poétu zvéte. V Ceské republice je bdhem jednoho roku nahlaseno mezi 3-5
tisici ptipadd lidi nakazenych lymskou boreliézou (LB). Nejcastéjsimi pacienty jsou
zeny, které jsou postizeny LB az dvakrat vice nez muzi. Nevyssi vyskyt je u vékové
skupiny od 45 do 54 let (Gopfertova, 2013). Nemocnost dosahuje nejvyssiho bodu
v ervenci diky castému pohybu lidi v pfirodé. Od roku 1998 se objevuje mirny
Primérny pocet vzajemné souvisi s poctem nakazenych klistovou encefalitidou, ktery
je vSak az osmkrat vétsi nez pocet nakazenych lymskou borelidozou. Ptikladem je rok
2008, kdy bylo hlaSeno 4350 infikovanych pacientli, rok poté nastal mirny pokles a to
na 3863 pripadii onemocnéni lymské boreliozy. Vnimavost je u kazdého jedince jina.
V populaci ma az 20 % obyvatelstva v krvi pfitomné protilatky. U osob s ¢asnym
zaléCenim antibiotiky je vysoké riziko reinfekce. (Gopfertova, 2013; Ktiz, 2015)

V Ceské republice patfi lymeska borelioza mezi povinné hlasena
onemocnéni. Lékafi jsou povinni nahlésit kazdy diagnostikovany piipad spolecné
s datem, kdy bylo onemocnéni zjisténo, informacemi o misté nakaZeni, hospitalizaci,
propusténi a piipadn€ o datu a diivodu imrti. VSechny tyto informace se shromazd'uji
na krajskych hygienickych stanicich, ze kterych se dale odesilaji jednou tydné do
tlozisté dat MZCR a poté do Statniho zdravotniho tUstavu. Jednou za mésic se
pravidelné zvefejniuji na internetovych strankidch Ustavu a cCasopisu Zpravy CEM.

(Gopfertova, 2013; Kiiz, 2015; Rohacova, 2010)
4.1 Epidemiologicka opatieni

Soubor epidemiologickych opatfeni proti Siteni lymeské boreliézy se déli do

dvou skupin: preventivni opatieni a represivni opatieni. (Gopfertova, 2013)

4.1.1 Preventivni opatfeni

Prvni skupinou jsou opatieni preventivni, kterd predchazi a zabrafuji vzniku
onemocnéni. Doposud nejefektivnéjSim opatienim je vyhybani se lokalit s vyskytem
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klistat rodu Ixodes. Také je velice UCinné nosit v pfirodé kalhoty s dlouhymi
nohavicemi, pouzivat repelent a po kazdém ptichodu domu se dikladné prohlédnout a
vc€as odstranit prisaté klisté. DalSim je zdravotni vychova obyvatel tykajici se prevence
napadeni klistétem: jeho C¢asné a spravné odstranéni a nasledna péce o misto, kde bylo
klist¢ prisato. Velkou tulohu také hraje mapovani a sledovani ohnisek nakazy. V
drivejsich letech bylo do téchto opatfeni fazeno i ockovani komerénimi vakcinami.
V roce 1998 byla zavedena na trh vakcina Lymerix, ktera vSak byla stazena z trhu kvli
autoimunitnim reakcim. Nékolik pacientt, ktefi uzili tuto vakcinu, dokonce zazalovalo
vyrobce, protoze se u nich projevila revmatoidni artritida a dalsi pfiznaky podobné
lymské borelidze. Ockovani je v dnesni dobé dostupné jen pro zvitata, ale dodnes stale
pokracuje vyzkum vakcin, které by byly vyuZitelné pro ¢lovéka. (Gopfertova, 2013;
Kiupka, 2008; http://www.borelioza.cz, on-line)

4.1.2 Represivni opatieni

Druhou skupinou opatieni jsou opatfeni represivni. Zaobiraji se piredevSim
lidmi, kteti uz jsou infikovani boreliemi. Zahrnuji hlaseni onemocnéni, spravny postup
odbéru vhodného vzorku a jeho transport do laboratotfe. Mezi represivni opatieni patii i
edukace nemocnych o tom, co by po prodélani nemoci neméli dé€lat, jako naptiklad
darovéni krve, plazmy a kostni dfen¢ po dobu dvou let. (Gopfertova, 2013; Kiupka,
2008; http://www.borelioza.cz, on-line)
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5 KLINICKY OBRAZ

Lymskéa boreliéza je multiorganové onemocnéni, které se mlze projevovat
rozmanitou skalou pfiznakt, ale i asymptomaticky. Nejcastéj$im piiznakem je
poskozeni kiize v podobé& erytema migrans, které postihuje 65-67% postizenych. DalS§im
ptiznakem je poskozeni muskuloskeletarniho sytému (17%) a poskozeni funkce

nervového systému (12-14%). (Jiraskova, 2014)

Podle klinickych ptiznakt se lymska boreliéza rozd€luje do tii stadii.
1. Casna lokalizace
2. Casné diseminace
3. Pozdni diseminace

Kazdy autor stddia pojmenovava rizné€, vyse uvedené ndzvy jsou pievzaty z
doporu¢eného postupu v diagnostice, 1é€bé a prevenci lymeské boreliézy (Dlouhy,
2011). Prvni dvé stadia jsou akutni a tfeti chronické. Prvni a druhé je zpisobeno
samotnou bakterii, ve tfetim stadiu uz se projevuji imunopatologické zmény. Hlavnim
ptiznakem prvniho stadia je erytema migrans — typicky erytém na kuazi (EM).
VedlejSimi ptiznaky mizou byt cefalgie, chiipkovité pfiznaky, lymfadenitida. EM je
sice charakteristickym ptiznakem, ale objevuje se az po nckolika dnech po piisati

klistéte.

Pro druhé stadium je typicky boreliovy lymfocytom, coz je Cervenofialové
zdufeni, které je nebolestivé a typické pro détsky vek. Nejcastéjsi lokalizaci je nos,
ucho, podpazi, prsni bradavka a Sourek. Dal§imi pfiznaky jsou tengovaginitida,

bursitydy, poruchy srde¢niho rytmu atd. Inkubacni doba je nékolik tydnt az mésict.

Posledni, chronické stadium se projevuje po nékolika mésicich az letech.
Pacient v chronické fazi trpi nejcastéji poSkozenim kloubt hlavné loketniho a rameniho
a chronickou atrofickou akrodermatitidou (ACA), pfi niz kize ztraci svou elasticitu.

(Rohacova, 2012; Rozsypal, 2015; Dlouhy, 2011)
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5.1 PosSkozeni kaze

mnoho zplsobil pro usnadnéni pohybu kiizi, protoze v ni je mnoho piekazek, kterymi
musi proniknout. Borelie narusuji bunéény cytoskelet, ktery je mnohokrat Spatné
prostupny i pro malé molekuly. Rozkladaji strukturu tkani a zabraiuji hojeni. Tyto
mechanismy napomahaji prostupu borelii do intracelularnich prostor mezi endotelovymi
buiitkami a pod monomolekuldrni vrstvy. Tento proces se nazyva transendotelialni
migrace. Bakterie se v endotelialnich prostorech seskupi a dohromady za¢nou tvofit
proteiny potiebné pro iniciaci infekce. Poskozeni kiize zpusobuje piedevsim Borrelia

afzelii. (Buhner, 2014)

Hlavnim poSkozenim kiize, které je na prvni pohled u lymské borelidozy
viditelné, je erytema migrans. Primérné se objevuje po 7 dnech od ptisati klistéte. Po
tydnu se vytvoii Cervena, zpravidla kulata nebo okrouhla skvrna dosahujici postupné az
nékolik desitek centimetri v praméru. Miize se vyskytnout v podstaté kdekoliv na téle.

Klinicky jsou rozliSovany tfi zakladni typy:

1. Anulérni (EM anulare) — ¢ervené zbarveny Sifici se lem do okoli
s centralnim vyblednutim, hladkym povrchem, hojici se v centru.

2. Homogenni (EM maculare) — nemusi se Sifit do okoli, bez
centralniho vybledu, s hladkym povrchem.

3. Irisovité (EM concentricum) — vyznacuje se dvéma nebo 1 vice
soustfednymi kruhy, které jsou oddélené svétlym mezikruzim a zdravou barvou

kiaze. (Bartin€k, 2013; Buhner, 2014)

Projevy erytema migrans mohou byt svédivé nebo citlivé na dotek, nejsou
vSak bolestivé. Oblast postizend EM je palpacné teplejsi nez okolni tkan. EM neni pro
pacienta pfiznakem zasadné ohrozujicim a vymizi sdm béhem n¢kolika tydnti az mésici
bez 1écby. Pokud je lymska borelidza antibioticky lécena, miize EM vymizet béhem

nékolika dni.

Boreliovy lymfocytom je papula nebo plak velky 3-5 cm s lesklym povrchem
temné¢ Cervené az fialové barvy. Objevuje se predevSim u déti po nékolika tydnech od

probéhnuti infekce. Nejcastéjsi lokalizaci je uSni boltec, Spicka nosu, nékdy i dvorec
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prsni bradavky nebo skrotum. Boreliovy lymfocytom muze byt doprovazen mistni

lymfadenitidou. (Rohacova, 2010; Bartinek, 2013)

Acrodermatitis chronica athropicans (ACA) je znamkou tretiho stadia
neléené nemoci objevujici se po 6 az 36 mésicich. Prvnim symptomem je mistni
zdufeni. Projevuje se akutnim zanétem kiize s modrocervenymi puchyii na akralnich
Castech téla, pfedevsim na nartech, kolenou, nad hibetem ruky a loktem. ACA zpravidla
zasahuje jen jednu stranu téla, vyjimecné ob¢. Klze postupné ztraci elasticitu a dochazi
k dilataci cév z divodu hromadéni mononuklearniho infiltratu v okoli cév, ktery se
rozSifuje mezi kolagenovymi vlakny. Postupné dochazi k zeslabnuti kize, ztraté vlasa
nebo chlupt a ¢astecnému vymizeni potnich a mazovych zlaz. Bez antibiotické 1écby
neni ACA vylééitelna. Antibitioka jsou u tohoto projevu velmi G¢inna. (Buhner, 2014;
Bartinék, 2013; Rohacova, 2010)

5.2 Neuroborelioza

5.2.1 Charakteristika neuroboreliozy

Neuroboreliéza je oznaceni pro nékolik riznych poSkozeni nervového
systému zpusobené lymskou boreliézou. Vétsi riziko je u nemocnych infikovanych B.
garinii a B.afzelii, mensi pravdépodobnost propuknuti neuroborelidzy je u infikovanych
B. burgdorferi sensu stricto. Z toho vyplyva, ze Cast&jsi vyskyt neuroboreliézy je
v Evrop¢ nez v Americe diky zastoupeni borelii ve svété. V Evropé propuka u 10-40%
pacientd s neléCenym erytema migrans. Neuroborelibza zahrnuje encefalitidu,
meningoencefalitidu, obrny hlavovych nervi a to hlavné licniho. Pii postizeni
nervového systému je likvor ¢asto abnormalni, objevuje se pleocytdza, zvySena hodnota
bilkovin nebo jen gamaglobulinfi, ale je 1 moZnost fyziologického likvoru.
Neuroborelioza je poSkozenim projevujicim se v pokrocilém stadiu po nékolika tydnech

az mésicich od projeveni erytema migrans. (Rohacova, 2012)

Pro dospélé jedince je charakteristicka lymfocytarni
meningomyeloradikuloneuritida nazyvana jako Garin-Bujadoux-Bannwarthtiv syndrom.
Je typicka kotfenovymi bolestmi, defektem kozniho C¢iti, parézami koncetin a
oboustrannymi obrnami nervus facialis. Vzacnym projevem jsou symetrické
polyneuropatické obrazy, naopak €asté jsou asymetrické polyneuropatické projevy které

vznikaji na zakladé asociované vaskulitidy a perineuritidy. Bolesti postihujici pacienta
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se zhorSuji pfedevsim v noci a nereaguji na terapii béznymi analgetiky a antirevmatiky.

(Ambler, 2013; Rohacova, 2012; Dlouhy, 2011)

Béhem pozdni neuroborelizy se vzacné mohou projevit poruchy pamétovych,
kognitivnich funkci a emoci. Tyto poruchy jsou vyznamnym diagnostickym problémem
a jsou Casto zaménovany za jiné choroby. Pro urCeni spravné diagnézy je nutné
kvalitativni vySetieni likvoru, které by mélo byt doplnéno o sérologické vySetieni a
vySetfeni metodou polymerdzové fetézové reakce. Védci si uz nekolik let pohravaji
s myslenkou, ze by mohla byt lymska boreliéza primarni spoustéCem roztrouSené

skler6zy a Parkinsonovy choroby. (Bartinék, 2013)

5.2.2 Patogeneze neuroborelidzy

Borelie vyznamné posSkozuji centrdlni nervovou soustavu (CNS) pfimym
zanétem 1 toxickym pusobenim. Piimé poskozeni je zptisobeno prunikem bakterii ptes
hematoencefalickou bariéru a vstupem do nervové soustavy, kde naruSuji neurony a
glie. Také jsou schopné prostoupit do likvoru a pohybovat se perineurdlné. Mize dojit

k poskozeni mis$nich kofent a mozkomisnich plen. (Buhner, 2014; Bartin¢k, 2013)

Kromé& pfimého poSkozeni CNS je také uvolfiovana kyselina chinolinova,
ktera pasobi jako toxin a siln¢ ovliviiuje funkce centralni nervové soustavy. V mozku se
nachazi mikroglie, které se povazuji za vyznamné makrofagy v mozku. Mikroglie jsou
pfevazné neaktivni, ale pokud je mozek napaden mikrobidlni infekci, mikroglie se
zburcuji a stavaji se velice aktivnimi. Svoji aktivaci se zanou délit a tvofit vysoké
hladiny kyseliny chinolinové. Testovanim dopadu kyseliny chinolinové bylo potvrzeno,

Ze zpusobuje ubytek neuront. (Buhner, 2014; Bartinék, 2013)

5.2.3 Prognoza neuroboreliozy

Progn6za neuroborelidozy je pii rychlé diagnéze a spravné 1écbe velmi
pozitivni. Jako u vétSiny piiznakl lymské borelidzy je riziko relapst, pii kterych je
nutné opakovani 1é¢by. Také je zde riziko, Ze ne vSechna neurologicka poSkozeni se
vrati do fyziologického stavu, velmi zaleZi na pokrocilosti poSkozeni nervoveho
systému. Az 20% pacientd s neuroborelizou zustavaji trvalé nasledky v podobé poruch
motorickych, senzorickych a kognitivnich funkci. U nemocnych s premorbidnimi

predispozicemi se mohou spustit rozmanité psychické poruchy. (Ambler, 2012)

23



5.3 Postizeni kloubu

5.3.1 Charakteristika

LB byla nejprve mylné pfifazovana k revmatickym chorobdm z divodu
kloubniho zanétu, ktery se pozdé&ji identifikoval jako pouze jeden z projevl infekéni
choroby. Borelie vyvolavaji zmény v pohybovém aparatu vedouci k lymské artritidé a
artralgii, kterd se manifestuje v ¢asném stadiu. Lymské artritida (LA) patii v Evropé
k malo se objevujicim piiznakim LB, zatimco v USA je LA téméf pravidlem, coz
vypovida o zastoupeni rtiznych genospecies ve svété. Evropé se LA projevi u 15%

vSech piipadid. (Buhner, 2014; Barttin¢k, 2013)

Hlavni pfic¢inou LA je pfitomnost borelii v kloubnim prosttedi. Poskozeni
kloubti se rozviji z divodu pfetrvavani infekce a diky imunopatologickym dé&jim
navozenym infekeci. I vtomto pifipadé¢ hraje roli, jakym druhem borelie je Elovek
infikovan. Patologii kloubl vyvolava prevazné¢ B. burgdorferi sensu stricto,

neurologické poskozeni B. garinii a kozni projevy B. afzelii.

Borelie se hromadi zejména v synovii kloubti, tvofi mikrokolonie a vazou se
siln¢ na kolagenové mtizky. V pribehu vazebného déje se vytvaii unikatni molekula
Oms28-porin. Jiz podle nazvu lze poznat, Ze molekula ma vztah K porim, tvofi totiz na
vngjsi bunéné membrané pory, kterymi je umozZnén prostup borelii tkdnémi. Védci
zjistili, Ze 1ze rozvoj lymské artritidy zpomalit diky potla¢eni syntézy metaloproteinaz,
které uvoliuji glykosaminglykan (CAG) a maji velky podil na poskozeni kloubd.
(Buhner, 2014; Bartingk, 2013)

5.3.2 Projevy kloubniho postiZeni

Nejcasnéj$im projevem je bolest svald a kloubii. Béhem nahlych a prudkych
atakii klouby mohou otékat do troj- az Ctyfnasobnych velikosti, nez je jejich
fyziologicky rozmér. Synovialni tekutina se nejcastéji hromadi v kolennim kloubu a
muze prechdzet do formy Bakerovy pseudocysty v podkolenni jamce a perforovat.
Ataky se zeslabuji a zesiluji, ale stale probihaji v pravidelnych ¢asovych intervalech.

(Dlouhy, 2011; Buhner, 2014)
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5.4 Postizeni o¢i

Nasledkem boreliézy mize byt postizeni o¢i jako naptiklad sklivcové vlocky,
poruchy vidéni, onemocnéni o¢niho nervu, keratitida, episkleritida a uveitida. Jsou to

ruznorodé projevy projevujici se v jakémkoliv stddiu choroby.

Podle American Journal of Ophthalmology jsou béhem prvniho stadia
nemoci nejobvyklejsi konjunktivitida, episkleritida a edém vicek. Mohou se objevit jiz
pii prvnich dnech od projeveni erytema migrans. Konjuktivitida je nazev pro obecné
znamy zanét oCnich spojivek a episkleritida je zanét v oblasti skléry vypadajici jako
cervena az fialova skvrna. Zavaznym projevem, ktery byva jednim z prvnich piiznakt
lymské borelidzy, je paréza okulomotorickych nervl, ptedevsim VI., VIIL., méné Casto
III. a IV. periferniho nervu. Nasledkem poSkozeni téchto nervi je zhorSeny pohyb oka.

(Bartiin¢k, 2013; Ambler, 2013)

V pokrocilych stadiich se mize v lehké podobé objevit uveitida jako ptiznak
imunoalergické reakce. Uveitidu je nutné 1é¢it kombinaci antibiotik a steroidt lokalné a
je nutné tuto 1écbu Casto opakovat. Po né€kolika mésicich az 1étech po vypuknuti nemoci
se u nckterych jedinc muize objevit epitelidlni ¢i stromalni keratitida, kterd se také
povazuje za imunoalergickou reakci kviilli nefunkcnosti 1é¢by antibiotiky. Lokalni
podani steroidi je ale dobie uc¢inné. U druhého ze jmenovanych projevii je casta

recidiva po predCasném vysazeni 1éCby steroidy. (Bartin€k, 2013)
5.5 PostiZeni srdce

PostiZeni srdce zptisobené lymskou boreliozou se nazyva lymska karditida.
Jde o zanét srde¢niho svalu, zanét perikardu, poruchy srde¢niho rytmu a dilatacni
kardiomyopatie. Dochazi kni béhem druhého stidia cCasné diseminace po cca 5
mésicich od propuknuti infekce. Lymska karditida maze byt pfi¢inou synkop, tnavy,
duSnosti a zavrati. Pacienti, kteti prodélaji synkopu ¢i pocituji bolest na hrudi, by méli
byt hospitalizovani a monitorovani 24 hodin denné. Pokud by nastaly vyrazné potize se
srdecnim rytmem, je potfeba pouziti docasného pacemakeru. (Bartiin¢k, 2013; Dlouhy,

2011)
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6 POSTBORELIOVY SYNDROM

Objektivni ptiznaky lymské borelidzy jako je erytema migrans, menigitida
nebo artritida ve vétsiné ptipadli vymizi po 1é€b¢ antibiotiky. AvSak u mnoha pacientt,
ktefi prodé€lali lymskou boreliozu a prosli podle vSeho uspésSnou léCbou, pietrvavaji
subjektivni obtize. Pokud pfetrvavaji vice jak Sest mésici, hovofime jiz o
postboreliovém syndromu. Unava, muskuloskeletalni bolesti, problémy s koncentraci a
paméti jsou hojné se objevujicimi projevy pii postboreliovém syndromu. U pacientli
S témito symptomy by meéla byt opétovné provedena laboratorni diagnostika pro

potvrzeni postboreliového syndromu. (Stanek, 2011)

V nékterych studiich piekrocila frekvence symptomi po Sesti i vice mésicich
po 1écbe frekvenci symptomi u kontrolnich vzorkl bez lymské borelidézy. Pouze jedna
studie provedend ve Slovinsku prospektivné zhodnotila pacienty s lymskou boreliézou i
kontrolni vzorky. V uvedené studii frekvence subjektivnich projevit u léCenych
S erytema migrans nepievysila frekvenci u kontrolnich pacientli a to ani po Sesti
meésicich, ani po jednom roce sledovéni. Navic subjektivni problémy u pacientd, u
kterych se objevovaly, byly jen mirné a nezasahovaly do kazdodenniho Zivota ani
nezhorSovaly kvalitu zivota. N¢které dukazy naznacCuji, ze cetnost vyskytu
postboreliovych symptom je ¢ast&jsi u dospélych jedinct prevazné 1é¢enych s lymskou

neuroborelidzou. (Stanek, 2011)

Pfi¢ina postboreliového syndromu zatim nebyla stoprocentné prokazéana.
Mikrobiologické studie neuvedly jasny dikaz, ze borelie jsou u téchto pacientli

perzistentni. (Stanek, 2011)
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7 DIAGNOSTIKA

Lymska borelidza je velmi slozité onemocnéni, které se u kazdého jedince
muze projevit jinak a ani diagnostika neni uplné jednoducha, proto se v ni Casto
chybuje. V diagnostice lymské borelidzy se uziva mnoho metod, ale nékteré se uzivaji
jen v experimentalni mediciné a vyzkumu, kde je k dispozici dostatek ¢asu. V praxi je
vSak nutné vyhodnotit vysledek co nejrychleji. Vyuzivd se dvou zékladnich skupin
vySetieni a to pfimé a nepiimé metody. Nejcastejsi je vyuziti metod nepfimych, které
detekuji protilatky. Prvni metoda, ktera byla pouzita pro diagnostiku lymské boreliozy,
je imunofluorescence. Protoze tato metoda ma nizkou specifitu a senzitivitu, pomalu se
od ni upoustélo. Stejné tak od metody neptimé hemaglutinace. V dnesni dob¢ jako prvni
na fadu pfichazi metoda ELISA vySetiujici protilatky IgG a IgM z krve, likvoru a
punktatu. ELISA je prvnim testem provadénym pii detekci lymské borelidzy, musi v§ak
byt potvrzena dodatecnym vySetfenim a to metodou Western blot. Do pfimych metod
fadime PCR, svételnou mikroskopii v zéstinu, kultivaci, histologicky prikaz, DNA
hybridizaci a nékolik dalSich. (Bartinék, 2013; Rohacova, 2010; Dlouhy, 2011;

International Musician, 2016)

7.1 Metody primé

7.1.1 Kultivace borelii

Pro kultivaci borelii se vyuziva nékolika pud (EMEM, Sigma, BSK-2)
s pfidanym koniskym nebo krali¢im sérem a vitaminy. Kultivace zacina statickou fazi,
pti které dojde k velkému nértstu kolonii bakterii a trva 14 dni. Po dvou tydnech pfijde
na fadu faze kontinudlni. Borelie namnozené ve statické fazi se pfesunou na novou pudu
a tento proces se provadi v pravidelnych étyfdennich intervalech. Tyto pfesuny na nové
pudy musi probihat za pfisné sterilnich podminek, aby se zabranilo mozné kontaminaci.
Pro rast borelii je nutné dodrZet nékolik faktort potiebnych pro jejich rist. Témito
faktory jsou: teplota pohybujici se V rozmezi 34-35°C, konstantni pH 7,5 a oxireduk¢ni
potencial 0,1 - 0,2. Kultivaci dokédzeme urcit, zdali jsou v téle pacienta zivé borelie,
V praxi je vSak témét nemozné ji pouZit, a proto se vyuziva hlavné pro vyzkumné tcely.

(Bartingk, 2013; http://www.borelioza.cz, on-line)
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7.1.2 Svételnd mikroskopie v zastinu

Principem svételné mikroskopie v zastinu je sledovani pohyblivych borelii
piimo v klistéti pomoci mikroskopu. Hlavnim tukolem této metody je sledovani
infikovanosti klistat nachazejicich se na nasem tzemi a to jak u nymf, tak larev i
dosp€lych jedincii. VySetrovanym materidlem jsou klistata doddvana krajskymi
hygienickymi stanicemi. Klist'ata Ixodes ricinus jsou sbirana ptredevsim v rekreacnich
oblastech s vysokym vyskytem lidi a to hlavn¢ v letnich mésicich. Zpracované vysledky
se jesté¢ dale zpracovavaji metodou PCR pro konfirmaci pozitivniho vysledku.
Mikroskopické metody se stale vyviji a neni tomu jinak ani u diagnostiky borelii. Nyni
se provadi i novd metoda vymyslend Larssonem a Bergstromem, vyuzivajici dvoji
centrifugace. Prvni centrifugace probihd pii 500 g po dobu 5 minut, aby se odd¢lily
erytrocyty a plazma, ve které¢ zlstanou spirochéty. Plazma se odsaje a d4 se do nové
zkumavky, ktera se opét vlozi do centrifugy a to¢i se pti 5000 g po dobu 10 minut.
V takto zpracované plazmé vznikne pelet, jez lze nanést na mikroskopické sklo a

obarvit nebo Ize provést kultivaci s naslednym dovysetienim PCR. (Barting€k, 2013)

7.1.3 PCR

PCR neboli polymerazové fetézova reakce je velice moderni a prikopovou
metodou, pii které se cyklicky mnozi sekvence DNA v pfistroji zvaném thermo-cycler.
Kazdy cyklus ma nékolik fazi. Prvni je Stépeni dvouSroubovice DNA, kdy se rozdéli
dvouvlakno DNA na jednotlivd vldkna. Ve druhé fazi na vlakno nasedne primer, diky
kterému muze nasednout na vlakno DNA-syntaza. Treti fazi je elongace neboli
prodluZovani vlakna a néaslednd dehydratace vzniklych dvousroubovic. Kazda faze ma
jasné urcenou teplotu a dobu trvani pro spravné prob&hnuti reakce. DNA namnozena
timto zpisobem je vhodna pro kvalitativni vySetfeni hybridizaci, sekvenaci a dal§imi
metodami. U borelii jsou PCR metodou vysetfovany OspA produkty a primery recA.
(Bartingk, 2013; Connelly, 2014)

7.1.4 DNA hybridizace

DNA hybridizace je podobnou, ale méné citlivou metodou nez je PCR.
Principem je pifima detekce DNA. Pro detekci se vyuziva krev, ale muze byt pouzit i

likvor a punktat. Klonovand DNA bakterie se navdZze na umélou probu. Znadma
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sekvence DNA Bbsl je oznacena radioaktivnim izotopem nebo avidinem a je vazana na

membranovy nosi¢. (Bartinék, 2013; Buhner, 2014)

7.1.5 Histologicky prikaz

Histologické preparaty lze barvit dvéma postupy: Giemsou a toluidinovou
modii, nebo stfibfenim s dusi¢nanem stifibrnym s pfedchozim natravenim amylézou.
Oba postupy lze pouzit i u preparatii zalitych do parafinu ¢i pryskyftic. Vzdy je nutné na
fez ptidat monoklonalni protilatky, aby byl prukaz specificky. (Bartinék, 2013)

7.1.6 Elektronopticky prikaz

Je =zalozen na rozliSeni druhu bakterie, ktery pacienta napadl, a
imunocytochemické reakci antigenu s monoklonalni protilatkou. Urcuje pocet biciki a
jejich rozméry, cozZ jsou dva znaky, ve kterych se vétSina druhi liSi. V obou metodach
se pouzivaji ultratenké fezy a bunéény sediment ziskany centrifugaci. Rezy jsou
barveny 1% kyselinou fosfowolframovou nebo 8% uranylacetatem. Fixace probiha jako
u Kklasickych histologickych preparati. V praxi se nepiima imunofluorescence
nepouziva kvili nizké specifité i citlivosti. (Bartinék, 2013; Buhner, 2014; Litzman,
2007)

7.2 Metody neprimé

Nejvice uZivanymi metodami v praxi jsou metody nepiimé. Jsou velmi citlivé
a zaroven nevyzaduji pfili§ mnoho casu. V praxi laboratofe provadéji hlavné metodu
ELISA, zaloZzenou na imunoenzymatickém prikazu specifickych antiboreliovych

protilatek IgG a IgM, metodu Western blot, ktera je povazovana za nejspolehlivéjsi, a

neptimou imunofluorescenci. (Dlouhy, 2011; Bartinék, 2013)

7.2.1 Imunofluorescenéni testy IF a IFA

Imunofluorescencni testy jsou nejméné citlivou metodou ze vSech neptimych
metod aplikovanych v praxi. Provadéji se z likvoru, kloubniho punktatu a pfedevSim
krve. Prokazuji aglutinogeny IgM a IgG, které se vazou na t€la borelii nebo jen na télni
segmenty. Do vzorku se napipetuje fluoreskujici latka, na kterou se néslednou reakci
navazou protilatky. Navdzané protilditky zacnou vazbou s fluoreskujici latkou

svetélkovat a pomoci mikroskopu se hodnota tohoto svétélkovani zhodnoti. Pokud by
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vzorek nesvétélkoval, byl by vysledek negativni, ale musel by byt dovySetfen dalsi

citlivéj$i metodou. (Bartiin€k, 2013; Dlouhy, 2011; http://www.borelioza.cz, on-line )

7.2.2 ELISA

ELISA zndma také jako EIA neni testem vyuzivanym jen
v mikrobiologickych laboratotich, ale i v dalSich specializovanych laboratotich. Je
nejpouzivanéj§im sérologickym testem. Nejvétsi vyhodou je nizkd cena a snadna
interpretace vysledku. Vyuziva se pro kvantitativni stanoveni protilatek. Je zalozena na
principu vazby antigenu a specifické protilatky za plsobeni pfidaného enzymu. U
lymské borelidzy jsou sledovanymi antigeny OspA, OspC a BamA1-3. Tyto smésné
ELISA testy maji pfevazné reaktivitu i proti antigenu 41kD a antigeniim teplotniho
Soku. Kvuli témto antigenim muze vznikat zkiizena reaktivita s antigeny Treponema
pallidum a Escherichia coli. (Bartinék, 2013; Dlouhy, 2011; http://www.borelioza.cz,
on-line; Dillon, 2007)

Diky technologickému vyvoji se stavd ELISA stale pfesncj$i metodou.
Pouzivanim rekombinantnich antigent se stava vice pfesnym, ale mén¢ citlivym testem.
Potlacily se zkfizené reakce s jinymi bakteriemi, ale stouplo procento faleSné
negativnich vysledkli. Rekombinantnimi antigeny jsou OspE, DbpA a VIsSE. Kvuli
zktizenym reakcim a nizké citlivosti je nutné provést dalsi, pfesngjsi test, jinak by mohl
byt vysledek interpretovan jako negativni, 1 kdyZ by se v téle pacienta nakaza $ifila.

(Bartin€k, 2013; Dlouhy, 2011; http://www.borelioza.cz, on-line )

7.2.3 Western blot

Western blot se provadi vzdy po zhodnoceni testu ELISA jako metoda
ovetujici spravnost pozitivnich a hrani¢nich vysledki. Je nejdrazsi ze vSech nepfimych
metod (je tfikrat az Ctyfikrat draz$i nez ELISA). Pro potvrzeni diagnézy je nutné
provést oba testy a posoudit klinicky obraz lékafem. Pro 1ékare je vysledkovy protokol
Casto matouci, protoze kazda laboratof pouziva jiné testovaci soupravy od rtznych
vyrobcl a protokoly nejsou jednotné. Proto by kazda laboratot méla protokol doplnit
svym subjektivnim zhodnocenim. Celkové€ je neznalost té€chto testli u obvodnich 1ékati

dosti vysoka. (Dlouhy, 2011; http://www.borelioza.cz, on-line)

Western blot vysetiuje protilatky tvofené imunitnim systémem po celou dobu

probihajici infekce, ktera je zplisobend spirochétami. Test nevySetiuje protilatky proti
30


http://www.borelioza.cz/
http://www.borelioza.cz/
http://www.borelioza.cz/
http://www.borelioza.cz/

smési antigent jako ELISA, ale proti jednotlivym boreliovym antigenim: diky tomu je
Western blot velice specificky a o dost presnéjsi nez ELISA. Pro potvrzeni diagnozy
staci jeden pozitivni specificky antigen a alespon jeden klinicky ptiznak jako naptiklad

erytema migrans. (Bartinkova, 2011; http://www.borelioza.cz, on-line; Bartinék, 2013)
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8 LECBA LYMSKE BORELIOZY

Borelioza mize zpusobit velké poskozeni fyziologickych funkci, proto by
méla byt co nejdfive nasazena komplexni a UCinna lécba. Primarné se nasazuje
antibioticka 1écba, ale méla by byt doplnéna dal§imi soubéznymi postupy. Podpora
imunity, podpora kolagenovych tkani a symptomatickd 1écba. Pii antibiotické 1éCbé
zalezi na mnoha faktorech, které¢ ovlivni vybér antibiotik. V Casné fazi se podava
doxycyklin. U pacientd s neurologickymi a srdecnimi piiznaky se podavaji
cefalosporiny 3. generace, t€hotnym se doporucuje amoxicilin a azithromycin uzivaji
lid¢ s alergii na penicilin nebo déti. V pokrocilych stadiich se podava penicilin G, nebo
ceftriaxon. Makrolidova antibiotika se pro 1é¢bu lymské boreliézy moc nedoporucuji,
protoze jsou malo ucinna, ale pro pacienty s alergii nebo intoleranci vuc¢i jinym
antibiotikim byvaji Casto jedinou moznosti.(Rohacova, 2010; Buhner, 2014; Ktupka,
2008)

Objevuji se i nazory, ze ucinny efekt by mohlo mit i preventivni podani
antibiotik konkrétné doxycyklinu v 200 mg davkach do tii dnt od pfisati klistéte. Tento
nazor je vSak Casto vyvracen kvuli stale se zvysujici rezistenci bakterii vici antibiotické
1é¢be¢ a zbyteCnému zasahovani do integrity lidského téla, protoze pienos infekce neni

pravidlem a riziko nakazeni lymskou borelidzou je nizké. (Kiupka, 2008)
8.1 Lécba postiZeni kiize

Pokud se po odstranéni klistéte objevi na kuzi typické erytema migrans,
okamzité se nasazuji antibiotika bez laboratorniho vySetfeni jen na zakladé klinického
obrazu. Antibiotika se uzivaji minimalné dva tydny. Prvni volbou je dobfe ucinny
doxycyklin, ktery neni vhodny jen pro té¢hotné a déti do 8 let. Jeho vyhodami je
peroralni podani a mozZnost dlouhodobého uzivani. Nevyhodou je fotosenzitivita a

podrazdéni zaludeéni sliznice. (Dlouhy, 2011; Barttin¢k, 2013)
Déavkovani antibiotik:

200 mg doxycyklinu v jedné nebo dvou davkach za den
500 mg az 1 g amoxicilinu tfikrat denné
500 mg cefuroxim-axetilu dvakrat denné

1 az 1,5 mil. j. fenoxymetyl penicilinu tfikrat denné
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Uvedené hodnoty jsou urceny pro dospélého jedince, ktery uziva jen jeden druh

antibiotik. Nikdy se neuzivaji vSechny naraz. (Dlouhy, 2011)
8.2 Lécba neuroboreliozy

Pro nemocné s neuroboreliézou jsou vhodna antibiotika zvana cefalosporiny
3. generace podavana intravendzng. Cefalosporiny prostupuji hematoencefalickou a
hematolikvorovou bariérou, proto jsou vhodné pro 1écbu neuroboreliézy. Do skupiny
cefalosporint 3.generace patii cetriaxon podavany jednou denné v davce 2 g po dobu az
tfi tydnii. DalSim zastupcem je cefotaxim podavany tfikrat denné po 2 g dva tydny. Po
14-21 dnech podéavani cefalosporinti se jesté nasazuje doxycyklin na dalsi dva tydny pro
doléceni a snizeni rizika perzistence spirochét. Davka doxycyklinu je 200 mg jedenkrat

denn¢. (Bartin¢€k, 2013; Dlouhy, 2011; Buhner, 2014)

Protoze neuroborelidza negativné plisobi na centrdlni nervovou soustavu, je
nékdy nutné zapojit i dalsi skupiny Iéku jako jsou antidepresiva, kortikosteroidy a
antiepileptika. U pacientld s prokdzanymi autoimunitnimi mechanismy jsou casto
indikovany  kortikosteroidy s protizdnétlivym a imunosupresivnim  ucinkem.
Antidepresiva se nasazuji pti somatoformnich potiZich jen v malych davkach. Jako
doplnék 1écby 1éky je vhodna psychoterapie a lazeniské pobyty. Nejvhodnéjsimi laznémi
jsou lazne v Bard&ove, Teplicich, PieStanech a Jeseniku, které maji s lécbou

neuroborelidzy nejvice zkuSenosti. (Barttin¢k, 2013; Dlouhy, 2011; Buhner, 2014)
8.3 Prirodni lécba lymské boreliozy

Jako doplikova l1écba se uziva ptirodni bylinna terapie. Ptirodni 1écbu Casto
preferuji pacienti se zhorSenou snaslivosti antibiotik, kterd jim zplsobuji dalsi
problémy, a lidé, ktefi antibiotika odmitaji. Bylinna 1é¢ba se uziva zaroven s antibiotiky,
protoze nejspiSe dokéaze zlepsit celkovou ucinnost antibiotické 1€cby a eliminovat jejich
negativni uéinky. Za tfi zakladni byliny se povazuji pravenka latnata (Andrographis),
ktidlatka japonska (Polygonum cuspidatum) a koci¢i drap (Uncaria tomentosa). Mezi
dopliikové byliny fadime kozinec a smilax. Tii zakladni byliny stimuluji tvorbu
leukocyti CD57 a vyrazné snizuji negativni plisobeni borelii na centralni nervovou

soustavu, srdce a klouby. Jako u kazdé 1écby musi byt spravné nastaveno davkovani a
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doba uzivani pfirodnich 1é¢iv. Védecky nebyl Gcinek bylinné 1écby potvrzen, a proto o

ni ¢asto vznikaji vasnivé diskuze. (Buhner, 2014)
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PRAKTICKA CAST
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9 CILE PRACE

Jako cile moji bakalaiské prace jsem si stanovil:

Shromazdit a zpracovat informace o lymské borelioze.

Ziskat uceleny piehled o onemocnéni a jeho diagnostice.

Statisticky zpracovat vysledky vzorku vysetfenych ve Fakultni nemocnici v Plzni.
Zhodnotit zpracované vysledky.

Zhodnotit vysledky navrzenych hypotéz a porovnat je s odbornou literaturou (hypotéza
1,2,4).
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10 HYPOTEZY

Hypotéza 1: Nejvétsi zachyt pozitivnich testli lymské boreliézy bude v letnich mésicich

(Cervenec, Srpen).

Hypotéza 2: Vzhledem k vysoké prevalenci B.afzelii na izemi CR bude nejvyssi pocet

pozadavki na vySetteni z kozni kliniky.

Hypotéza 3: Vzhledem k vysoké prevalenci B.afzelii na izemi CR bude z materiali

nejcastéji vysetfovano sérum.

Hypotéza 4: Castéji budou nakaZeny Zeny.
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11 METODIKA

11.1 Biologicky material

Vysledky zpracované v mé praci byly ziskany ve Fakultni nemocnici Plzen
na useku sérologie a parazitologie. Vysledky vySetfeni zahrnuji vzorky pacientd
z celého roku 2017. VySetfovanym materidlem bylo sérum, likvor a punktat. Pro

vySetieni se pouzivaly metody ELISA a Western blot.

11.2 ELISA

Metoda slouzi ke stanoveni hladiny specifickych protilatek ve tiidach IgG a
IgM. Test je zaloZzen na reakci antigenu a specifické protilatky. Existuje vice druht
metody ELISA, ale na tseku sérologie a parazitologie ve FN Plzefi se pouziva takzvana
sandwichova metoda. Sandwichovd metoda vyuziva mikrotitrani desticky, V jejichz
jamkach jsou navazany specifické antigeny a kde se nasledné vytvoii komplex antigen —
protilatka ze vzorku - znacena protilatka z konjugatu. Pouzité komercnich sety EIA
Borrelia recombinant IgM/IgG Ill.generace maji v jamkach navazany rekombinantni
antigeny vSech tii zakladnich genospecies B.burgdorferi s.l. (B.burgdorferi s.s.,
B.garinii, B.afzelii) a vyznacuji se vysokou citlivosti (IgM 96%, IgG 95%) i specifitou
(IgM 97%, 1gG 85%). (TEST LINE, navod diagnostického setu EIA 1gG, 2017; TEST
LINE, navod diagnostického setu EIA IgM, 2017)

11.2.1 Princip testu EIA

K provedeni testu EIA se pouzivd mikrotitraéni desticka S navazanymi
antigeny V jednotlivych jamkach, do kterych se ptidava pacientsky vzorek. Pokud
vzorek obsahuje specifické protilatky, navazou Se na antigeny a vytvoii komplex
antigen-protilatka. Na tento komplex se poté navaze ptidana zvifeci protilatka proti
lidskému séru (imunoglobuliny 1gG a IgM), ktera je konjugovana s kienovou
peroxidazou (tzv. konjugat). Peroxidazova aktivita se projevuje po piidani substratu
s TMB (tetramethylbenzidin). Pokud je reakce pozitivni, komplex zmodra diky
uvolnénému TMB. V zavéru reakce se piidava zastavovaci roztok, ktery celou reakci
ukon¢i. Diky zméné pH se modra barva zméni na Zlutou. Intenzita Zlutého zbarveni se

mefi fotometrem pii vinové délce 450 nm a je Uméernd koncentraci specifickych
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protilatek 1gG/IgM ve vzorku. (TEST LINE, navod diagnostického setu EIA IgG, 2017;
TEST LINE, navod diagnostického setu EIA 1gM, 2017)

Pti testovani vzorkd ve tfidé IgG se pouzivd kombinace vybranych casti
specifickych antigenti VISE, p83, p58, OspC, OspA, OspB, OspE, p39, pl17, p4l (interni
flagelin) a NapA. Pokud se testuje pfitomnost IgM specifickych protilatek, vyuzivaji se
vybrané ¢asti specifickych antigeni OspC, p39 a p41 (interni flagelin). (TEST LINE,
navod diagnostického setu EIA IgG, 2017; TEST LINE, navod diagnostického setu EIA
IgM, 2017)

11.2.2 Reagencie a vybaveni

Pouzité komercni soupravy pro test EIA dodévané firmou TestLine obsahuji:

PotaZzené mikrotitra¢ni desti¢ky S navazanym antigenem, 0 velikosti 12 x 8 jamek a

dodavané spole¢né se susidlem po dvou kusech.

Negativni kontrolu Vv podobé roztoku, neobsahujiciho specifické lidské protilatky

V pracovnim fedéni, oznacovanou jako Kalibrator 1, ve 2 ml baleni.

CUT - OFF neboli Kalibrator 2 ve formé roztoku, S obsahem specifické lidské

protilatky v hrani¢ni koncentraci, v fedéni ur¢eném k pfimému uziti v objemu 3 ml.
Pozitivni kontrolu, obsahujici specifické lidské protilatky, ve 2 ml baleni.

Konjugat slozeny ze zvifeciho imunoglobulinu proti lidskému IgM nebo IgG, ktery je

znacen peroxidazou v 28 ml lahvicce.

Redici roztok ve form& pufru, spfidanymi stabilizatory proteinti, uréeny k fedéni

vzorku, ve 105 ml baleni.

TMB - Complete 2, substratovy roztok obsahujici TMB/H,0, v objemu 28 ml.
Promyvaci roztok, kterym je dvacetkrat koncentrovany.

Zastavovaci roztok s nafedénou kyselinou v 28 ml lahvicce.

(TEST LINE, navod diagnostického setu EIA IgG, 2017; TEST LINE, navod
diagnostického setu EIA IgM, 2017)
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Obrazek 1: Mikrotitracni desticka s napipetovanymi vzorky a reagenciemi.

[“{iols

I/mr/;( ]

A

Zdroj: Vlastni

Pokud v laboratofi neni dostupny analyzator, lze test provést manualné za

pomoci nékolika pomiicek:
Termostat s teplotou 37°C
Fotometr pro mikrotitra¢ni desti¢ky
Stopky

Jedno- a vicekanalové pipety
Promyvaci zatizeni

(TEST LINE, navod diagnostického setu EIA 119G, 2017; TEST LINE, navod
diagnostického setu EIA IgM, 2017)
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Vsechny vysledky testi EIA pouzité v praktické ¢asti bakalaiské prace byly

analyzovany na pfistroji DSX ve Fakultni nemocnici Plzen.

Obrazek 2: Piistroj DSX pouZivany ve FN Plzen pro metodu EIA.

Zdroj: Vlastni

11.2.3 Skladovani a exspirace setu

Komeréné dodavana souprava by se mélo udrZovat pii konstantni teploté od
+2 do +8°C. Souprava nesmi byt nikdy vystavena mrazu. Datum exspirace je uvedeno
na obalu - obvykle je souprava pouzitelna 15 mésicti od data vyroby, pokud neni
oteviend. Pokud uz se souprava oteviela, méla by se vyuzit do 3 mésict. Pii nedodrzeni
spravného uskladnéni a vyuziti ztraci souprava svoji garantovanou funkénost. (TEST
LINE, navod diagnostického setu EIA IgG, 2017; TEST LINE, navod diagnostického
setu EIA 1gM, 2017)

11.2.4 Vzorky vhodné k vySetreni

K vySetfeni soupravou EIA recombinant IgM/IgG lze pouzit likvor, lidské

sérum, citratovou plazmu a synovialni tekutinu. Vysledky testu mohou byt zkresleny pfi
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pfitomnosti antikoagulant v plazmé, chyl6znimi nebo hemolytickymi vzorky a
bakteridlni kontaminaci vzorkl. Idedlni je vySetfeni vzorkii co nejdiive po odbéru.
Pokud nejsou vzorky zpracovany ihned, je mozné je uchovavat v lednici po dobu
jednoho tydne pfi teploté od +2 do +8°C, pii del$im skladovani je nutné vzorky zmrazit
na -20°C. (TEST LINE, navod diagnostického setu EIA IgG, 2017; TEST LINE, navod
diagnostického setu EIA IgM, 2017)

11.2.5 Piiprava pracovnich roztoki

Promyvaci roztok se fedi destilovanou vodou v poméru 1:20. Promyvaci
roztok je v baleni po 75 ml, v tomto piipadé se k 75 ml promyvaciho roztoku ptida 1425
ml destilované vody. V promyvacim roztoku se mohou vytvotit krystaly soli, kter¢ je

nutné pred provedenim testu rozpustit pomoci vodni 14zng.

Vsechny kontroly v soupravé jsou jiz pfipraveny pro piimé pouziti, neboli
jsou v pracovnim fedéni a nesmi se dale fedit, stejné tak konjugat i substrat s TMB.
(TEST LINE, navod diagnostick¢ého setu EIA IgG, 2017; TEST LINE, navod
diagnostického setu EIA IgM, 2017)

11.2.6 Redéni a pFiprava vzorki

Vsechny vzorky by se pred fedénim mély diikkladné a Setrné promichat, fedici
roztok. Sérum a plazma se fedi fedicim roztokem v poméru 1:101, mozkomi$ni mok
vpoméru 1:2 a punktat 1:21 nebo 1:41. Po nafedéni se opét vSe musi dikladné
promichat. (TEST LINE, navod diagnostického setu EIA IgG, 2017; TEST LINE,
navod diagnostického setu EIA 1gM, 2017)

11.2.7 Pracovni postup

Pfed pouzitim je nutné vSechny reagencie vyndat z lednice a vytemperovat je
na laboratorni teplotu. Poté se roztoky promichaji a jsou pfipraveny k pouZiti.
Z mikrotitracni desticky se vyjme potfebny pocet jamek, které jsou odlamovatelné.
Nepouzité stripy je nutné vlozit zpét do obalu se susidlem a hermeticky uzavftit pro dalsi

pouziti.
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Pracovni postup se sklada z deseti kroka.

1. Nafed’te vzorky a nasledné¢ napipetujte kalibratory, vzorky a
kontroly do mikrotitracni destiCky podle daného schématu uvedeného
Vv pfilozeném navodu:

a) Prvni jamka Al se vyuziva jako blank, proto ji ponechte
prézdnou.

b) Do jamky B1 napipetujte 100ul negativni kontroly.

c) Do jamek C1 a D1 napipetujte 100ul CUT — OFF.

d) Do jamky E1 napipetujte 100ul pozitivni kontroly.

e) Do zbylych jamek napipetujte vlastni nafedéné vzorky o objemu

100ul.

2. Mikrotitra¢ni desticku zakryjte vickem a inkubujte pal hodiny pfi
37°C.

3. Po prvni inkubaci odsajte obsah jamek a 5x je promyjte pomoci
promyvaciho roztoku. Jamky by se mély plnit po okraj, aby bylo promyti
dostate¢né. Po promyti desticku zbavte zbytkii promyvaciho roztoku dikladnym
vyklepanim do buniciny.

4. Do vSech jamek kromé A1 napipetujte 100ul konjugatu.

5. Opét prikryjte desticku vickem a inkubujte ve stejnych
podminkach a pfi stejném case jako pfi inkubaci prvni (bod 2).

6. Poté odsajte obsah jamek, opét 5x promyjte promyvacim
roztokem a vyklepte do buniciny.

1. Ptidejte 100ul substratového roztoku s TMB

8. Desti¢ku prikryjte vickem a inkubujte ¢tvrt hodiny pii 37°C.

9. Na zavér zastavte probihajici reakci pomoci 100ul zastavovaciho
roztoku.

10.  Zmgite intenzitu zbarveni pii vinové délce 450 nm a vypoctéte
indexu pozitivity. Vzorky musi byt zméfeny do 30 minut od zastaveni reakce.
(TEST LINE, navod diagnostického setu EIA IgG, 2017; TEST LINE, navod
diagnostického setu EIA IgM, 2017)
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11.2.8 Validita testu

Test je validni jen v pfipadé, ze absorbance blanku je niz$i nez 0,150,
absorbance negativni kontroly je nizs$i nez polovina priiméru absorbance CUT — OFF,
absorbance pozitivni kontroly je vyss$i nez 1,5 nasobek pramérné absorbance CUT —
OFF a primérna absorbance CUT — OFF je v rozsahu 0,250 - 0,900 (IgM) nebo 0,200 —
0,800 (IgG). (TEST LINE, navod diagnostického setu EIA IgG, 2017; TEST LINE,
navod diagnostického setu EIA IgM, 2017)

11.2.9 Zhodnoceni vysledku
Po zméfeni mikrotitracni desticky ve fotometru ziskame absorbanci

vySetiovanych vzorkt. Absorbance se poté piepocitava na index pozitivity (IP).

B Absorbance séra, likvoru, punktatu
~ Priimérna absorbance CUT — OFF

Pro pouzitou metodu EIA jsou stanoveny referenéni meze, podle kterych se
hodnoti pozitivita, hrani¢ni hodnota a negativita vzorkli. Pokud vypocitany index
pozitivity vyjde nizsi nez 0,9, vysledek je negativni. Hodnoty od 0,9 do 1,1 v¢etné jsou
hrani¢ni a test by mé¢l byt proveden znovu po 2 az 6 tydnech znové odebraného
materidlu. Vzorek vyhodnocujeme jako pozitivni pii vypocitaném indexu pozitivity nad

1,1.

Tabulka 1: Referen¢ni meze metody EIA Borrelia recombinant IgM/IgG.

Index pozitivity (IP) Hodnoceni
nizsi nez 0,9 negativni
0d09do1,1 hraniéni
vysSinez 1,1 pozitivni

Zdroj: (TEST LINE, névod diagnostického setu EIA 1gG, 2017; TEST LINE, navod
diagnostického setu EIA IgM, 2017)
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Odlisné hodnoceni se pouziva u vysetieni synovialni tekutiny, ktera se fedi 2x -
vpoméru 1:21 nebo 1:41. Hodnoceni vysledkii je zalozeno na porovnani indexu
pozitivity obou fedéni. Pokud je u obou fedéni IP nizsi nez 1,0, je vysledek negativni,
pokud vyssi nez 1,0, je vysledek pozitivni. Hrani¢ni vzorky maji IP u fedéni 1:21 vyssi
nez 1,0 autedéni 1:41 nizsi nez 1,0. (TEST LINE, navod diagnostického setu EIA IgG,
2017; TEST LINE, navod diagnostického setu EIA IgM, 2017)
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11.3 Western blot

Test Western blot se pouziva ke konfirmaci vysledki zjisténych metodou
ELISA, ktera slouzi pro screening. Metoda je naro¢néjsi jak finan¢né, tak i na ptipravu
a samotny postup, ale dokaze stanovit protilatky proti jednotlivym antigentim, a to i ve
velmi malych koncentracich. Provadi se ve tiidach IgG a IgM. Pouzité komerc¢nich sety
Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT IgM/IgG maji testovaci stripy potazené
purifikovanymi antigeny vSech tii zakladnich genospecies B.burgdorferi s.l.
(B.burgdorferi s.s., B.garinii, B.afzelii) a vyznacuji se vysokou citlivosti (IgM 93%, 1gG
89%) i specifitou (IgM 95%, IgG 99%). (EUROIMMUN, navod diagnostického setu
19G, 2017; EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgM, 2017)

11.3.1 Princip testu Western blot

Principem testu je kvalitativni in vitro detekce lidskych protilatek IgM/IgG
namifenych proti antigeniim borelii. Blotové stripy se inkubuji spole¢né s pacientskymi
vzorky. Pokud se ve vzorcich nachazi protilatky, dojde k jejich navazani na antigeny na
stripech. Aby byla pozitivni reakce viditelnd, je potfeba vyuzit enzymového konjugatu
santi — lidskymi IgM/IgG, ktery vyvola barevnou zménu prouzkii v misté¢ komplexu
antigen-protilatka. Po inkubaci se substratem se méfi intenzita zbarveni prouzkti pomoci
softwaru EUROLIneScan, ktery vyhodnoti, zda je vzorek pozitivni, hrani¢ni nebo

negativni.

Pti testovani vzorkl ve tiidé IgM se pouZzivaji antigeny VISE, p41, p39 a OspC,
ve tfid¢ IgG pak antigeny VISE, lipidovy antigen, p83, p41, p39, OspC, p58, p21, p20,
pl9 a pl18. (EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgG, 2017; EUROIMMUN,
navod diagnostického setu IgM, 2017)

11.3.2 Reagencie a vybaveni

Soupravy komeréné dodavané firmou EUROIMMUN se skladaji z celkem Sesti

komponent potiebnych k provedeni testu Western blot:
1. Testovaci stripy, na nichz jsou naneseny antigeny, v poctu 32 kust.

2. Pozitivni kontrola, 50x koncentrované lidské IgM/IgG, 2 x 0,04 ml.
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3. Enzymovy konjugat, slozeny z anti — lidského IgM/IgG oznaceného alkalickou

fosfatazou, 2 x 3 ml.
4. Univerzalniho pufr, ktery je koncentrovany desetkrat ve 100ml lahvicce.
5. Substratovy roztok v pracovnim fedéni, slozeny z NBT/BCIP, 2 x 30 ml.

(EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgG, 2017, EUROIMMUN, néavod
diagnostického setu IgM, 2017)

Ve Fakultni nemocnici Plzen se metoda Western blot provadi na piistroji Profiblot.

Obrizek 3: Pristroj Profiblot pouZivany ve FN Plzen k metodé Western blot.

Zdroj: Vlastni
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11.3.3 Skladovani a exspirace soupravy

Souprava se musi skladovat pii 2 — 8 °C a nikdy nesmi byt zmraZena. Reagencie
je tfeba chranit pifed kontaminaci. Souprava je pouzitelna do data exspirace uvedeného
na obale, pokud je uzaviena Vv originalnim baleni a jsou dodrzena vSechna pravidla pro
skladovani, po otevieni 12 mésicli nebo do konce exspirace. (EUROIMMUN, navod

diagnostického setu IgG, 2017; EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgM, 2017)

11.3.4 Priprava pracovnich roztokia a vzorki

Enzymovy konjugat se fedi v poméru 1:10 univerzalnim pufrem: ptikladem
fedéni je 0,30 ml anti — lidského IgM/IgG konjugatu ptidaného do 2,7 ml univerzalniho
pufru v pracovnim fedéni. Univerzalni pufr slouzi k fedéni enzymového konjugatu a
pozitivni kontroly. Pfed pouzitim se musi se natedit destilovanou vodou v poméru 1:10.
Pufr v pracovnim fedéni je pouzitelny po dobu 24 hodin. Substratovy roztok je jiz
pfipraveny v pracovnim fedéni, proto ho neni nutné nijak fedit, jen se musi skladovat

mimo dosah svételného zafeni, protoze je citlivy na svétlo.

VySetfované vzorky séra nebo plazmy se fedi univerzalnim pufrem v poméru
1:51, vzorky likvoru 1:2 a synovidlni tekutina 1:17,5. PO nafedéni se musi peclivé
promichat na vortexu. Nenafedéné vzorky je mozné skladovat az dva tydny pfti 2 — 8°C,
déle pak v mrazicim boxu pfi - 20°C. (EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgG,
2017; EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgM, 2017)

11.3.5 Pracovni postup

Na zacatku je nutné vSechny pouzivané reagencie vyndat z lednice a nechat
vytemperovat na laboratorni teplotu po dobu 30 minut. Nikdy by se pied
vytemperovanim na doporucenou teplotu nemély otevirat, a to piedevSim testovaci
stripy, které by mohly navlhnout. Nespotfebované stripy je potfeba pevné uzavtit zpé&t

do obalu.
Pracovni postup se provadi v deseti krocich stejné jako metoda ELISA:

1. Vytahnéte testovacich stripy z obalu a vlozte je do kanalkd inkubacni desky

¢islem nahoru.
2. Napipetujte 1,5 ml natedéného univerzalniho pufru do kanalku se stripy.
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3. Inkubujte po dobu 15 minut pfi pokojové teploté na tfepacce.

4. Po inkubaci odsajte z kanalkt veskerou tekutinu, naplite je 1,5 ml nafedénych

vzorku a inkubujte 30 minut opét pti pokojové teplote.

5. Odsajte vsechnu kapalinu a kanalky promyjte 1,5ml univerzalniho pufru za

stalého kyvani 3x5 minut.

6. Napipetujte 1,5ml enzymového konjugatu do vsech kanalkt a znovu inkubujte

na tfepacce 30 minut pii 18 — 25 °C.

7. Odsajte veskerou tekutinu a vSechny kanalky promyjte univerzalnim pufrem

jako v bodé 5.

8. Pridejte do kazdého kanalku 1,5ml substratového roztoku a nechte inkubovat 10

minut za stejnych podminek jako v bodé¢ 6.

9. Odsajte vsechnu kapalinu a promyjte kazdy kanalek 1,5ml destilované vody 3x1

minutu.

10. Presuite mokré stripy na vyhodnocovaci protokol a vysusSte je filtranim

papirem. Poté je vyhodnot'te softwarem EUROLIineScan.

(EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgG, 2017; EUROIMMUN, navod
diagnostického setu IgM, 2017)

11.3.6 Vyhodnoceni vysledku

Pro spravné provedeni metody Se hodnoti zabarveni kontrolniho prouzku a
pozitivni reakce prouzku IgG nebo IgM. Pokud neni kontrolni prouzek a pozitivni
IgG/IgM prouzek zabarven, vysledky se nemohou pouZit a test je nutné opakovat. Pro
hodnoceni vysledkd se pouziva software od firmy EUROIMMMUN EUROLineScan.
Vsechny prouzky se skenuji scannerem do softwaru EUROLineScan, ktery hodnoti
intenzitu prouzkd, jejich pocet a kombinaci, a nasledné vydava pozitivni, slabé pozitivni
¢i negativni vysledky. (EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgG, 2017;
EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgM, 2017)
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Obrazek 4: Vyhodnocovaci protokol metody Western blot od firmy

EUROIMMUN.
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11.3.7 Vyhodnoceni Western blotu 1gG

Studiemi provedenych firmou EUROIMMUN se prokazalo, ze antigeny VISE
Bg, Ba i Bb jsou na detekci protilatek IgG nejcitlivéjsi, proto je mozné stripy rychle a
piesné vizualné vyhodnotit. Pokud je antigenovy prouzek VISE Ba,Bb nebo Bg
pozitivni, vysledkem je vzorek pozitivni na lymskou boreliozu. V Casnych fazich
onemocnéni nemusi byt vysledek tak jasny a mlze vychdzet vysledek slabé pozitivni
nebo negativni: v takovéto situaci se pokracuje podle tabulky 2. (EUROIMMUN, navod
diagnostického setu IgG, 2017; EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgM, 2017)

Tabulka 2: Hodnoceni testu Western blot ve tridé IgG.

specifické p18, p19, lipid Ba a Bb,
prouzky p20, p21, OspC, p83, p39
p58,
vysledek protilatek 2 a vice prouzku 1 prouzek zadny prouzek
pozitivnich pozitivni
VISE Ba nebo prouzek pozitivni pozitivni pozitivni
pozitivni
VISE Bg nebo prouzek pozitivni pozitivni negativni
slabé pozitivni
VISE Bb prouzek pozitivni negativni negativni
negativni

Zdroj : EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgG, 2017

Stejné¢ tak se fidime tabulkou 3, pokud nam ve tfidé¢ IgM vyjdou vysledky
hrani¢ni nebo negativni u antigenu OspC, ktery jinak zna¢i pozitivitu vysledku ve tfidé
IgM. (EUROIMMUN, névod diagnostické¢ho setu IgG, 2017; EUROIMMUN, néavod
diagnostického setu IgM, 2017)
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Tabulka 3: Hodnoceni testu Western blot ve tiidé IgM.

specifické
prouzky
p39 a VISE Bb
vysledek protilatek 1 prouzek zadny prouzek
pozitivni
OspC Bb nebo prouzek pozitivni pozitivni
pozitivni
OspC Bg nebo | prouzek OspC pozitivni hrani¢ni
Ba nebo Bg
slab¢ pozitivni
OspC Ba prouzek negativni negativni
negativni

Zdroj: EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgM, 2017
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11.4 Microblot-Array

Za ucelem zefektivnéni metody Western blot byla vyvinuta metoda nové
generace, tzv. Microblot-Array (MBA). MBA ma krom¢ vysoké specifity a senzitivity i
dalsi nesporné vyhody: vySetfeni probiha na analyzatoru pro vysetfeni metody ELISA
(neni potieba samostatného analyzatoru), ma nizkou spotfebu vzorku, antigeny
spotované v tripletu minimalizuji chybu provedeni, zaroven jsou testovany i antigeny,
které¢ eliminuji zkiizené reakce, a antigeny dalSi infekce pirenasené Kklistaty
(anaplasmoéza). Ve FN Plzen se tato metoda momentalné testuje a pfipravuje pro
klinické vyuziti. Vzorky z1.2017 hodnocené v této praci nebyly metodou MBA
vySetfeny, proto jeji vysledky nejsou do statistické Casti této prace zahrnuty. (TEST
LINE, navod diagnostického setu MBA IgG, 2017; TEST LINE, navod diagnostického
setu MBA IgM, 2017)

11.4.1 Princip metody

Zakladem je princip imunoblotu, ktery je pfeveden do formatu mikrotitracni
desticky. Rekombinantni antigeny se nanéseji v podobé mikrotecek na nitrocel6zovou
membranu. Po naneseni vzorku dochazi k vazbé specifickych protilatek v pacientském
vzorku na antigeny v desti¢ce. Stejné jako u metody ELISA a Western blot se vyuziva
konjugatu a alkalické fosfatdzy pro zviditelnéni reakce. Rozdilem je zastaveni reakce
oby¢ejnou destilovanou vodou, které je shodné jako u metody Western blot. Metoda se
také provadi ve tfidé 19G a IgM. K vyhodnoceni testu se pouziva specialni reader
s dodanym softwarem. (TEST LINE, navod diagnostického setu MBA IgG, 2017;
TEST LINE, navod diagnostického setu MBA IgM, 2017)

11.4.2 Vyhodnoceni testu

K vyhodnoceni se pouziva Microblot-Array reader a specialni software
dodavany se soupravou, ktery zjistuje pfitomnost pozitivnich antigennich spoti
Vv desticce. Vysledky jsou bud'to kvantitativni Vv jednotkdch U/ml, semikvantitativni
v indexech pozitivity nebo a jako intenzita spoti v jednotkach AU a interpretuji se jako
pozitivni, negativni nebo hrani¢ni. (TEST LINE, navod diagnostického setu MBA IgG,
2017; TEST LINE, navod diagnostického setu MBA IgM, 2017)
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12 VLASTNI VYSLEDKY

Vsechny pouzité vysledky testi ELISA a Western blot prokazujici pozitivitu LB,
ze kterych jsou vypracovany vSechny grafy, mi byly poskytnuty oddélenim sérologie a
parazitologie ve Fakultni nemocnici v Plzni. Ke kazdé metod¢ jsem ziskal vysledky tii

materidlt (sérum, likvor a punktat), které byly vysetreny v roce 2017.

Nasledujici graf (1) udava pocet pozitivnich pacientit béhem celého roku 2017.
LB vykazuje sezonni vyskyt v zavislosti na ro¢nim obdobi (maximum v letnich
mésicich) i mikroklimatu jednotlivych mésicti (teplo, vlhko). Pocet nakazenych
ovlivituje aktivita klist'at i chovani lidi v pfirodé. LB je nakaza s pfirodni ohniskovosti.
Se soucasnym oteplovanim klimatu stale stoupa nadmoiska vyska, ve které¢ 1ze prokazat
vyskyt klistat. Nejnizs§i pocet pozitivnich testii zjisténych metodou ELISA i Western
byl zachycen v mésici kvétnu v celkovém poctu 28. Naopak nevyssi pocet pozitivnich

testd byl zjistén v srpnu a to 117.

Graf 1: Lymska borelioza - sezonni pribéh infekce v roce 2017.
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V grafu 2 je vyobrazen pomér pozitivnich a negativnich vysledki ve vsech tiech
vySetifovanych materidlech (sérum, likvor, punktat), kterych bylo vySetieno celkem
1785. U sér bylo pozitivnich vysledki 201, hrani¢nich 15 a negativnich 1149
z celkovych 1785 vzorku. Z celkového poctu vzorku bylo sér pozitivnich 11,26 %.
Druhym vySetfovanym materidlem byl likvor. Testl z likvoru se provedlo podstatné
mén¢ a to celkem 357, z toho 26 pozitivnich, 327 negativnich a 4 hrani¢ni. Téchto 26
pozitivnich vysledka tvoii 1,46 % z celkovych 1785 testli. Tietim, nejméné cCasto
vySetfovanym materialem je punktat, kterého se analyzovalo celkem 63 vzorkd a
zaznamenanych pozitivnich vysledki bylo 0,4 % z celkového poctu vysetfeni ELISA
IgG. Pozitivnich vzorkid bylo 13,11 % z celkového poctu vzorki. Hrani¢ni hodnoty

nejsou do grafu zahrnuty.

Graf 2: Vysledky testu ELISA ve tiidé IgG ve vSech vySetfovanych materialech.
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Graf 3 vyobrazuje metodu ELISA ve tfidé IgM ve stejnych materidlech jako
ve tfid¢ IgG. Lisi se pfedevSim mens$im poctem pozitivnich vysledkl v séru a likvoru,
ale vy$$im poctem pozitivnich vysledkt punktatu. Byl proveden stejny celkovy pocet
testt jako metodou ELISA IgG, tedy 1785 testi. Hrani¢nich vysledkt bylo 50 a opét
nejsou v grafu uvedeny. V séru bylo 145 pozitivnich testi, coz je 8,12 % z 1785
provedenych testd. V likvoru bylo pozitivnich 8 testi, tedy 0,45 % =ze vSech
stanovenych vzorkt. Punktata se v této tiidé opét vysetiilo nejméng, jen 63 z toho bylo

12 pozitivnich — 0,67 %.

Graf 3: Vysledky testu ELISA ve tfidé IgM ve vSech vySetfovanych materialech.
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Graf 4 zobrazuje procentualni zastoupeni vySetfovanych materialti. Nejvice se
vySetiuje sérum, jednu pétinu vySetfenych materialt tvoii likvory a jen zlomkem jsou
zastoupeny punktaty (4%).

Graf 4: Procentualni zastoupeni vySetirovanych materiali pro testy ELISA 1gG a
IgM.
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Na vysetfeni protilatek proti LB metodou ELISA byly vzorky dodavany
nejcastéji z Sesti pracovist. Nejvice vzorkd bylo odebrano na neurologické klinice, a to
témef jedna tfetina (31%) vSech piijatych vzorkli. Druhym pracovistém nejéastéji
zasilajicim material byla infekénich klinika (20%). Kozni klinika poslala minimum

vzorki (2%) a v grafu je zahrnuta do ¢asti Ostatni pracoviste.

Graf 5: Pracovisté nejcastéji zasilajici vzorky k vySetieni metodou ELISA.
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V grafu 6 jsou zaznamenany vysledky metody Western blot ve tiidé 1gG ve
vSech tfech materidlech — téch bylo vySetfeno celkem 539. Oproti metodé¢ ELISA se
vice vySetfuje likvor a pozitivita je ¢astéjsi. Hrani¢ni byly pouze 2 vysledky. Sér bylo
pozitivnich 192 (35,62 %) z celkovych 539 vysetteni. Likvoru bylo pozitivnich 27, coz
je 5,01 % a punktati 1,67 % z 539 testq.

Graf 6: Vysledky testu Western blot IgG ve vSech vySetiovanych materialech.
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V grafu 7 jsou vyjadieny vysledky metody Western blot IgM ve vsSech trech
materialech, kterych bylo vySetieno stejné jako u metody Western blot 1gG, tedy 539.
Pozitivnich sér bylo 19,67 % a likvordt 0,37 %, zadny punktit nebyl pozitivni.
Hrani¢nich vysledki bylo 36.

Graf 7: Vysledky testu Western blot IgM ve v§ech vySetfovanych materialech.
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V grafu 8 je vyznaeno procentudlni zastoupeni vySetfovanych materialt
metodou Western blot. Opét je nejpouzivanéj$im materidlem sérum a nejméné punktat
stejné jako u metody ELISA, zde je ale procento punktatl 1 likvorli o néco vyssi.

Graf 8: Procentualni zastoupeni vySetiovanych materiali pro testy Western blot
IgG a IgM.
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V ptedposlednim grafu je zaznamendno procentudlni zastoupeni poctu vzorki
z jednotlivych klinik. Na prvnim misté je stejné jako u metody ELISA klinika

neurologicka, kterou nasleduje klinika infek¢ni a interni.

Graf 9: Pracovisté nejcastéji zasilajici vzorky k vySetieni metodou WB.
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V roce 2017 bylo zjisténo 428 pozitivnich vysledkti u muza a 307 u zen. Pti
srovnani promofenosti mezi muzi a Zenami se ukazalo, Ze pozitivni muzi ptevazuji nad
zenami. Rozdil mezi pohlavimi je 16 % (121 pozitivnich vzorki).

Graf 10: Pomér pozitivnich muzi a Zen.

Pozitivni muzi x zeny 2017

B muzi

H Zeny

Zdroj: Vlastni

63



13 DISKUZE

Diagnostika lymské borelidzy je velmi obtizna a nese s sebou spoustu problémd,
které brani Iékaiim ve stanoveni spravné diagnozy. Klinické ptiznaky lymské boreliozy
jsou velmi rozmanité, nékteré i nespecifické, a u kazdého pacienta se tak infekce
projevuje rozdilné. Kazdy 1ékai by mél zvazit klinické projevy LB u pacienta, zhodnotit
jeho anamnézu (pobyt v rizikovych lokalitach, ptisaté klist¢) a event. nechat provést
laboratorni vysetfeni na protilatky proti infekci. Pouze tehdy, pokud vysledky prokazou
pozitivitu protilatek proti LB, kterd odpovida ptitomnému Klinickému obrazu LB u
pacienta, muze byt stanovena diagnoza a nasazena antibiotickd 1é¢ba. Vyjimkou je
anuldrni erytema migrans, pii jehoz objeveni je mozné diagnostikovat LB i bez
sérologického vySetieni, ale které se bohuzel nemanifestuje vzdy. Protilatky se zacinaji
tvofit az po né€kolika tydnech od infekce, proto pifi negativnim laboratornim vysledku

s klinickymi ptiznaky LB by se diagnostika méla zopakovat s ¢asovym odstupem.

V séru pacienta Se mohou objevit protilatky IgG, i kdyz nema zadné klinické
ptiznaky. Pfi¢inou muze byt jiz dfive prodélana infekce, at’ uz pieléfend antibiotiky
nebo zvladnutd samotnym imunitnim systémem pacienta, nebot anamnnestické

protilatky se v téle mohou udrzovat i po velmi dlouhou dobu (az nékolik let).

Problémem miize byt také zkiizena reaktivita s bakterii Treponema pallidum
(tfida IgG), virem EBV (tfida IgM) a bakterii Escherichia coli (ob¢ tfidy — bi¢ikovy
antigen p41), coz ztézuje urceni spravné diagnozy. Zkfiizenou reaktivitu se vSak diky
metodé¢ Western blot (p41) a také vyzkumu a vyvoji novych metod (MBA) dafi

elimininovat.

Pocasi ovliviiuje mnoZzstvi Zijicich klistat, jejich aktivitu a také pohyb lidi
Vv ptirodé. S teplejSim pocasim se pocet nakazenych LB zvySuje. Ptili§ vysoké teploty a
Snimi spojené sucho, nebo naopak chladno aktivitu klistat tlumi. Hypotéza 1, Ze
nejvyssi zachyt pozitivnich pacientli bude v letnich mésicich, se potvrdila. V roce 2017
byl nejvétsi zachyt v mésici srpnu, nasledovalo zafi a Cervenec. Kazdym rokem se vSak
tato ¢isla mohou ménit s ohledem na klimatické podminky. Lze tedy piedpokladat, ze
vzhledem K teplému pozdnimu létu byly ve sledovaném roce podminky pro klistata

ptiznivé jeste¢ béhem mésice zati. Vysledek hypotézy se shoduje s odbornou literaturou.
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V roce 2017 bylo ve FN Plzen na protilatky proti LB vySetieno 1785 testl
ELISA a 539 testd Western blot. Na tizemi CR ma vysokou prevalenci B.afzelii, ktera je
znama svou afinitou ke kozni tkani, proto jsem ocekaval, ze nejvice vzorku bude
pochazet zkozni Kliniky (hypotéza 2). Drtiva vétSina vzorki zaslanych do
mikrobiologické laboratofe FN Plzen ale pochazi z neurologické kliniky, na druhém
misté je klinika infekéni. Hypotézu 2 jsem tedy nepotvrdil. Moznym diivodem muize byt
vyjimka pfi diagnostice LB v pifipadé anuldrniho EM, kdy laboratorni vySetfeni neni
nutné a antibiotika Ize nasadit ihned a dale 1 nizsi finan¢i limity pro vySetfeni na kozni
klinice. Muze se jednat také o nevsimavost lidi, ktefi EM piehlédnou, nenavstivi 1ékate
a prijdou az s pokrocilymi ptiznaky LB, se kterymi je lékaf posle na specializované
pracovisté, napt. neurologickou kliniku. Ne u vSech pacientti se ale EM vyvine, proto
lidé s nespecifickymi ptfiznaky a event. anamnézou prisatého klistéte pfijdou spiSe na

kliniku infek¢ni, kde byl zjistén i nejvyssi pocet pozitivnich vysledkd.

Vzhledem k vysoké prevalenci B.afzelii na tizemi CR jsem dale piedpokladal, Ze
nejCastéjSim druhem materidlu, ktery bude vySetiovan, je sérum. Tato hypotéza
(hypotéza 3) se potvrdila. Sérum je jednoduché na odbér a pfili§ nezatézuje pacienta.
Oproti tomu likvor a punktat uz neni rutinnim odbérem, oba materialy 1ze odebrat pouze
na specializovanych pracovistich. Nejen, Ze kloubni a neurologické potize u LB se v CR
vyskytuji méné cCasto, navic spravné se u kloubnich potizi vysetiuje dvojice sérum-
punktat a u neurologickych dvojice sérum-likvor. Vysledek hypotézy se shoduje

s odbornou literaturou.

Hypotéza 4, Ze nejcastéji budou nakazeny Zeny, se nepotvrdila, nicméné pomér
promotenosti muzli a zen vySetfenych ve FN Plzen nebyl ptili§ vysoky a dopadl ve
prospéch muzi s rozdilem 16 %. Zjisténi ptiCiny této odliSnosti by vyZadovalo hlubsi

zkoumani, které¢ neodpovida rozsahu této prace.

V kap.7.2.3 je uvedeno, Ze cena metody Western blot je tiikrat az ctytikrat vyssi
nez cena testu ELISA. Od roku 2018 vSak nastala zména v sazebniku metod a toto
tvrzeni jiz neplati. V predeslych letech bylo bodové ohodnoceni diagnostického testu
ELISA 486 bodii a testu Western blot 1451 bodi. V letoSnim roce nastal vyrazny pokles
bodového ohodnoceni metody Western blot o 971 bodi a to na 480 bodli. U metody
ELISA je tento pokles o 158 bodi, nynéjsi ohodnoceni je tedy 328 boda. Diky tomuto

sniZeni lze predpokladat, ze se v roce 2018 provede vice konfirmacnich testit WB.
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Ve své praci jsem shromazdil informace ohledné lymské borelidzy vcetné jejich
puvodct, pfenasect, epidemiologie, klinickych projevil a diagnostiky. Vysledky vzorkl
sér, likvort a kloubnich punktati vySetienych ve FN Plzen v roce 2017 jsem statisticky
zpracoval a vyhodnotil s ohledem na sezonni vyskyt infekce, dale jsem zhodnotil
vysledky metod ELISA IgG/IgM a Western blot IgG/IgM, zastoupeni jednotlivych
materiald, z kterych pracovist’ vzorky nejcastéji pochazeji a porovnal promofenost mezi
muzi a zenami. Dvé znavrZzenych hypotéz jsem potvrdil v souladu s odbornou

literaturou, dvé hypotézy nebyly potvrzeny. Prace splnila stanovené cile.
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14 ZAVER

Lymska borelidza je multisystémové onemocnéni vyvolané bakterii Borrelia
burgdorferi s.l. , ktera zahrnuje vice genospecies s rtiznou geografickou distribuci.
Roéné se v CR nakazi lymskou borelidézou n&kolik tisic obyvatel. Vektorem pienosu je
klist& rodu Ixodes, v CR Ixodes ricinus. Projevy infekce jsou velmi rozmanité a zasahuiji
jak tkané kuze, tak nervovou soustavu, klouby a dalsi organy. Nejvice ohrozeni jsou
lidé, ktefi se Casto pohybuji v pfirodé. Bohuzel neni k dispozici ockovaci vakcina,
existuji jen zakladni preventivni opatfeni, ktera je potfeba pii ochran¢ pred
onemocnénim dodrZzovat. Pti diagnostice je potieba zvazit klinicky obraz pacienta, jeho
anamnézu a vysledky laboratornich metod, z nichz nejcastéji se pouziva metoda ELISA
a Western blot. Lymska borelioza se 1é¢i antibiotiky. Po 16¢bé muiize nékdy vznikat

postboreliovy syndrom.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

EM  erytema migrans

ACA acrodermatitis chronica atrophicans
Bbsl  Borrelia burgdorferi sensu lato

LB lymska boreli6za

Osp  outter surface protein

CNS  centralni nervova soustava

CAG glykosaminglykan

PCR  polymerase chain reaction

LA lymska artritida

DNA  deoxyribonukleonova kyselina
ELISA Enzyme Linked Imunosorbent Assay
EIA Enzyme Imunoassay

WB Western blot

Bg Borrelia garinii
Bb Borrelia burgdorferi
Ba Borrelia afzelii

TMB  tetramethylbenzidin

MBA  Microblot-Array
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